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Resumen

En esta tesis se revisaron los estudios publicados en los que se propone que las
mediciones periféricas (sangre, suero, plasma y/o plaquetas) de serotonina y su
precursor triptéfano, asi como la constante de afinidad (Kd) y la densidad (Bmay) del
transportador plaquetario de serotonina, podrian ser utiles como marcadores
biolégicos periféricos de la depresién. Debido a que los resultados de cada autor son
diferentes de los demas, se documenta la controversia que existe respecto a la
utilidad de estas mediciones.

Se discuten las posibles causas de la controversia, de las que se destacan dos, una
metodologica y otra fisioldgica, aunque se consideran ademas los aspectos étnicos.
De acuerdo con esta perspectiva, se disefiaron dos estudios, el primero fue
metodoldgico, en el que se estudiaron las concentraciones de los niveles de
serotonina y triptéfano sangre, suero, plasma, y/o plaquetas, cada mes durante un
periodo de un afo. Con este estudio se evaluaron las diferentes preparaciones
sanguineas para verificar sus variaciones temporales aspecto que se desconocia en
nuestro pais.

E!l segundo estudio fue para estudiar la utilidad de las concentraciones de 5-HT y
TRP en plasma, sangre, y plaquetas, como posibles marcadores biologicos
periféricos de la depresion, o de los efectos del tratamiento con farmacos
antidepresivos inhibidores de la recaptura de serotonina.

Los resultados del primer estudio mostraron que, aunque el clima en Méexico no tierie
variaciones extremas como es el caso de los paises ndrdicos, el contenido de
serotonina en el plasma rico en plaquetas de sujetos voluntarios sanos Mexicanos,
mostro un perfil de variaciones circanual, el cual correlaciona inversamente con el
fotopenodo, de modo que los niveles mas bajos de la serotonina coinciden con la
mayor duracion de la luz diuma. A diferencia del TRP que no tuvo variaciones
significativas a lo largo del ano, aunque mostré una tendencia hacia una posible
ritmicidad, por lo que habra que aumentar el niimero de pacientes estudiados.

El estudio clinico mostré que:

Los sujetos mexicanos no mostraron diferencias en las concentraciones de
serotonina en sangre, ni en plaquetas, ni en las concentraciones de triptofano en
sangre, cuando se compararon las muestras de pacientes deprimidos con las
muestras de los confroles sanos.

El tratamiento con medicamentos antidepresivos inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina se asociaron con la disminucion de la concentracion de
serotonina, tanto en la sangre como en las plaquetas, aunque no se encontraron
cambios simitares en las concentraciones de TRP.

En las condiciones de nuestros pacientes, al contrario de TRP, la serotonina en
sangre o en plaquetas no parece ser un indicador de estado de la depresidn, aunque
pudiera ser un punto de referencia para el tratamiento. Sin embargo, es necesario
estudiar aun mas este aspecto.



Summary

This work presents a review of the studies proposing that the serotonin (in blood,
serum, plasma or platelets) or its precursor tryptophan, as well as the affinity constant
(Kd), and the receptors density (Bmax), of the platelet serotonin transporter, could be
useful as peripheral markers of depression. Due to each author's results were
different from others, there is a controversy regarding the utility of these serotonin
blood aspects.

Some possible causes of the controversy are discussed, from which we considered
two to cope in this work: the methodological and physiologic aspects, although the
ethnic aspects were also considered. Two studies were designed in agreement with
this perspective, the first one was methodological to evaluate the best blood
preparation to study the serotonin peripheral system, by measuring the serotonina
and tryptophan concentrations in blood, serum, plasma and platelets, every manth
during a period of one year. In this study the different blood preparations were
monthly evaluated to verify their possibly time dependent variations, that is an aspect
hitherto not characterized in our country.

The second study was designed to study the utility of the concentrations of 5-HT and
TRP in plasma, blood, and platelets, as possible biological penpheral markers of
depression, and the effects of antidepressant treatment with selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRI).

The results of the first study showed that, although the climate in Mexico does not
have extreme variations as the Nordic countries, the serotonin content in the platelet
rich plasma preparation showed a circanual variations profile, inversely correlated to
the photoperiod, thus, the lowest serotonin levels the largest duration of day light.
Contrarily, the TRP blood concentrations did not showed significant variations along
the year, although it showed the tendency toward a possible rhythm. Further studies |
will be necessary to determine the possible TRP rhythm.

The clinical study showed that:

When the blood samples of depressed patients were compared with the blood
samples of the healthy controls, they did not show differences in blood serotonin
concentrations, as well as in the platelet preparation, and neither in the blood
tryptophan concentration.

The treatment with antidepressants medication (SSRI's) elicits a decrease in blood
and platelet serotonin concentrations, but not in TRP concentrations.

In Mexican subjects, the blood or platelets serotonin concentrations do not seem to
be indicators of the depression, although it could be a reference point for the
treatment. However, further studies on these aspects are needed.



INTRODUCCION

Conceptos generales

La serotonina inicialmente se llamo “enteramina” porque se aislé de las células
enterocromafines de la mucosa gastrointestinal. Page (1976) fue el primero en aislar
y caracterizar quimicamente una sustancia vasoconstrictora liberada por las
plaguetas de sangre coagulada, esta sustancia aislada del torrente sanguineo recibié
el nombre de serotonina, por ser una “sustancia en el suero que aumenta el tono de
los vasos’. La caracterizacion posterior de la serotonina y de la enteramina mostro

que eran la misma molécula.

El interés inicial por la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) denvd de la
demostracion de que la dietilamida del acido lisérgico (LSD, un agonista
serotoninérgico), causaba profundos efectos sobre el estado de animo y la conducta,
ademas de estados alucinatorios. Por ofro lado, los médicos que trataban a los
pacientes tuberculosos con iproniazida, {un medicamento antituberculoso inhibidor
de la enzima monoamino-oXidasa), encontraron que incrementaba la concentracion
tisular de serotonina, lo que correlacionaba con la mejoria del estado animico de los
pacientes (West y Dally, 1959).

Al inicio de la década de los cincuenta se encontro que la reserpina, que se utilizaba
como agente antihipertensivo, producia la disminucion de las reservas celulares de
monoaminas, incluyendo la serotonina, lo que parecia causar como efecto colateral
un cuadro depresivo. En ese tiempo aun se desconocia si la serotonina era un
compuesto cerebral endégeno, sin embargo, diversos métodos de bioensayos vy
espectrofluorometria desarrollados en esta década, mostraron concentraciones de
serotonina en areas especificas del cerebro de los mamiferos. Adicionalmente, los
estudios de histofluorescencia hacia la mitad de los afios sesenta mostraron las vias
que contenian monoamimas en el sistema nervioso central (SNC), (Owens y
Nemeroff, 1994).



El papel de la serotonina como neurctransmisor se demostré después de 20 anos de
su identificacién y despertd el interés de los psiquiatras porque la reserpina, que
también se utilizaba como medicamento antipsicotico antes de la época modema de
la psicofarmacologia, al disminuir las monoaminas cerebrales, causaba depresion en
los pacientes al mismo tiempo que se producia el efecto antipsicético. Esto dio lugar
a las primeras teorias bioquimicas de la depresion: la teoria catecolaminérgica de la
depresion (Schildkraut, 1965), y un poco después a la teoria serotoninérgica o
indolaminérgica de la depresion (Coppen, 1967). La primera relacion directa entre la
serotonina y la depresion fue cuando se encontré que el precursor de esta amina, el
triptofano (TRP), aumentaba el efecto antidepresivo de los inhibidores de la

monoamino-oxidasa (MAQ) (Coppen, 1963).

El interés actual por el papel de la serotonina en psiquiatria se debe a tres factores
relacionados: a) existen evidencias para apoyar la tesis de que los sistemas
serotoninérgicos se alteran en pacientes con depresion; b) el extraordinario progreso
tanto en la clonacion de los subtipos del receptor serotonina, asi como en la sintesis
de agonistas y antagonistas selectivos para los diversos subtipos de receptores
serotoninérgicos, y c) la sintesis y el desarrollo de compuestos altamente selectivos
para inhibir la recaptura de serotonina, tanto en las terminales nerviosas como en
otras células que tengan al transportador para la captura de serotonina, como las
plaquetas. Todo esto ha pemmitido estudiar los mecanismos de accion

serotoninérgicos en el efecto antidepresivo.

La serotonina interviene en multiples procesos biologicos fundamentalmente como
un neurotransmisor inhibitorio y modulador general, que participa en la regulacion del
suefo, el dotor, la temperatura corporal, 1a actividad neuroendocrina, el estado de
animo, la actividad sexual y el apetito. Esta involucrada en la impulsividad y la
conducta compulsiva, y participa indudablemente en las bases bioldgicas de
numerosos trastomos psiquiatncos como el suicidio, la anorexia nervosa, la bulimia,
las alteraciones del suefo, los trastornos por ansiedad, las fobias, las crisis de
angustia, la ansiedad generalizada, y los trastornos obsesivo compulsivos, ademas

de su destacado papel en la depresion (Fernandez Labriola, 1996).



El sistema serotoninérgico central

La serotonina se encuentra en altas concentraciones en las astas laterales de la
médula espinal y en otras partes del cerebro. Las células serotoninérgicas se
concentran en la parte media del tallo cerebral agrupandose en 9 nucleos principales
conocidos como complejo nuclear del rafe del que nacen fibras hacia practicamente
a todo el sistema nervioso: ganglios basales, hipotalamo, talamo, hipocampo,
sistema limbico, corteza cerebral, cerebelo y médula espinal. Los nucleos mas
anteriores del rafe envian sus fibras hacia las partes rostrales, mientras que los mas

posteriores las envian hacia el tallo cerebral y ta médula espinal (Siegel, 1994).

La fuente primaria de triptéfano es la proteina de la dieta. Después de la digestion
enzimatica de proteinas en el tracto intestinal, la biosintesis de serotonina periférica
toma lugar en varias formaciones celulares, principalmente en las células
enterocromafines del tracto gastrointestinal. En la sangre, alrededor de 80-80% de
triptéfano esta unido a albumina y compite con los acidos grasos libres por los sitios
de union (McMenamy y col., 1957, 1961; McMenamy y Oncley, 1958).

La etapa inicial en la sintesis de serotonina es facilitada por el transporte del
aminoacido L-triptéfano de la sangre al cerebro. La entrada de triptéfano al cerebro
esta relacionada con su concentracién sanguinea y también con la concentracién de
otros aminoacidos neutros. Consecuentemente, una baja captacién de triptéfano en
la dieta puede incrementar la captacion de otros aminoacidos con los cuales compite
para su transporte al cerebro, bajando el contenido de serotonina cerebral,
provocando ciertos cambios conductuales asociados con la funcion cerebral de la
serotonina. Las estrategias de disminuir el contenido de serotonina cerebral han sido
clinicamente utilizadas para evaluar la importancia de la serotonina en los

mecanismos de accion de las drogas psicoterapéuticas.

Las neuronas serotoninérgicas contienen la enzima 1-triptofano-5-mono-oxigenasa,
mas comunmente llamada ftriptéfano hidroxilasa, que convierten triptofano a 5-

hidroxitriptofano. Esta enzima se encuentra solamente en las células que sintetizan



serotoning, y es la etapa limitante para su sintesis; es no saturabte por el triptéfano a
concentraciones fisiologicas, y el producto de esta reaccion, el 5-hidroxitriptéfano, es
un compuesto que sera descarboxilado por la aminoacido- aromatico-descarboxilasa
para formar la 5-hidroxitriptamina o serotonina. La serotonina es metabolizada por la
MAQ a acido 5 hidroxi-indol-acético (SHIAA). La medicion del 5-HIAA en el liquido
cefalomraquideo sirve como indicador de la produccion o recambio de la serotonina

cerebral. En la glandula pineal la serotonina es el precursor de la melatonina.

Los elementos del sistema serotoninérgico plaquetario
El sistema serotoninérgico no es igual en las plaquetas que en las neuronas, ya que
las pnmeras no sintetizan serotonina, la cual es tomada del plasma sanguineo

cuando las plaquetas estan circulando en la sangre (Tranzer y col., 1972).

El sistema serotoninergico plaquetario consiste de un mecanismo relativamente
especifico de recaptura, organelos de almacenamiento (cuerpos densos), una
enzima para su metabolismo ({a monoamino oxidasa o MAQO B), y los receptores
5HT,, los cuales estimulan el recambio de fosfatidilinositol, la elevacion en el Ca®*
citoplasmatico libre, la fosforilacion de proteinas, y activan algunos cambios en la
morfologia plaquetaria. La ruta metabdlica en las plaquetas es la desaminacion
oxidativa por la MAO B, generando el 5-hidroxitriptofol y el 5-HIAA. E! metabolismo
de la serotonina plaquetaria ocurre durante la recaptura y la liberacion; solo una

menor porcidn de la amina es desaminada.

El papel fisioldgico de la serotonina plaquetaria no se conoce a plenitud. El lento
recambio y la ausencia de rutas biosintéticas de serotonina en las plaquetas es
compatible con una funcién reguladora bajo condiciones fisioldgicas, sin embargo,
debido a que las plaquetas cuentan con un mecanismo eficiente de almacenamiento
y recaptura de serotonina, parece ser parte de un sistema que inactiva a la
serotonina extracelular, por ejemplo, la liberada del tracto gastrointestinal hacia la
circulacién portal. De tal modo, una funcion relevante parece ser la de atrapar

serotonina para su inactivacién (recaptura por el tejido endotelial, MAQO) Las



plaguetas también participan en la hemostasis; asi, la serotonina liberada de las
plaquetas que se agregan a los sitios donde hay alguna lesién vascular, tiene un
efecto amplificador para la formacidn de los coagulos hemostaticos, y puede ademas
causar vasoconstriccion local. De hecho, los animales depletados de serotonina o
tratados con antagonistas 5-HT, presentan mayor hemorragia en casos de lesion (De
Clerk y col., 1984). Los pacientes con deficiencias en los almacenes celulares de
serotonina también tienen alteraciones en el sangrado, lo cual puede estar
relacionado con una deficiencia en el almacenamiento de serotonina (Pletscher,
1987). Hay evidencias de que los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina

aumentan el riesgo de sangrado gastrointestinal (Dalton y col., 2003).

La plagueta como modelo serotoninérgico neuronal

El concepto del uso de las plaguetas como un modelo potencial de las neuronas
serotoninérgicas en psiquiatria data de los afios 60. Da Prada y col. (1988}
mencionan que las multiples similitudes bioquimicas y farmacoldgicas entre las
plaquetas sanguineas y las neuronas serotoninérgicas, convierten a la plaqueta en
un modelo utii para caracterizar a los liberadores y a los blogqueadores de la
recaptura de serotonina, los cuales interfleren con los mecanismos de transporte

activo y almacenamiento de serotonina en las neuronas.

La afinidad mostrada por la dopamina y la neurotoxina dopaminérgica MPP” por el
almacenamiento y transporte serotoninérgico plaquetario, indica también algunas
similitudes entre las plaquetas y el sistema dopaminérgico cerebral. Por otro lado, la
inaccesibilidad del cerebro humano para estudios neuroquimicos, ademas de las
similitudes entre las plaquetas y las neuronas serotoninérgicas, y la emergente
hipétesis monoaminérgica de la depresion, han estimulado el trabajo experimental y
clinico asumiendo que las plaguetas pueden considerarse como un modelo neuronal,
y consecuentemente, algunos autores han considerado a los parametros
serotoninérgicos  plaquetarios como marcadores biolégicos de la depresion
(Quintana, 1992; Moreno y col., 2005), asi como del tratamiento antidepresivo
{Menis y col., 1996; Spreux-Varoquaux y col., 1996).



La necesidad en la psiquiatria bioldgica de marcadores biclogicos que sustenten el
modelo médico de la enfermedad psiquiatrica, la necesidad de auxiliarse de
herramientas diagndsticos y predictores de respuesta disponibles, asi como Ia
relativa facilidad para obtener la muestra sanguinea, ha dado lugar a la aceptacion
del modelo plaguetario sin atender debidamente sus limitaciones. Se han publicado
muchos estudios, pero se han descuidado algunos aspectos necesarios para que se

establezcan datos normativos sélidos basados en la reproducibilidad metodolégica.

El ensayo de la unién de [H3]—imipramina en las plaguetas ha sido un parametro
extensamente estudiado como potencial marcador de estado o rasgo en los
trastornos depresivos. Los reportes iniciales (Briley y col., 1980) indicaban que la
densidad de los sitios de union reflejaba el estado del mecanismo de recaptura de
serotonina, mismos que estaban significativamente disminuidos en los pacientes
deprimidos. Sin embargo, varios estudios subsecuentes reportaron resultados
contradictories. Uno de los aspectos preocupantes de los estudios de union con [H3]—
imipramina en las plaguetas es la gran variacion de los valores de Bnax en la
poblacion control (desde 400 fmol/mg prot., hasta 2600 fmol/mg prot.). Varios autores

cuestionan las diferencias metodologicas como posible razdn de esta discrepancia.

La organizacion mundial de la salud mediante un gran estudic multicéntrico publicado
en 1990 (Mellerup y Langer, 1990), no sostiene la validacion del ensayo de unién de
[H®]-imipramina a las plaquetas como un marcador Gtil en casos de depresién, y
aclara que es necesario un marcador mas selective para los estudios del
transportador de serotonina en los trastornes afectivos. Al respecto, la [H’]-paroxetina
parecia cumplir con este requerimiento; se habia observado una excelente
correlaciéon entre el ensayo de union y ta recaptura de serotonina en las plaquetas
(Maguire y col., 1993), no mostré cambios significativos que relacionaran la edad o
el sexo con la densidad de los sitios de recaptura (Andersson y Marcusson, 19%0),
sin embargo un estudio longitudinal en voluntarios sanos mostré una variacion

estacional asociada al género (Klopenhouwer y col., 1990).
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Recientemente se han clonado los genes del transportador de serotonina, y el
analisis de su estructura ha confirmado que las secuencias de aminoacidos del
transportador plaguetario y del cerebral son idénticas (Lesch y col., 1993). Este
hallazgo ha definido un gen candidato para la investigacion genetica molecular del
transportador serotoninérgico, y ha reforzado la validez del modelo plaquetario para
el estudio de anormalidades de! transportador de serotonina en varias alteraciones
psiquiatricas. Los mecanismos de regulacion de la funcién del transportador de
serotonina en las plaguetas han incluido a los mensajeros intracelulares acoplados a
la proteina cinasa C, ya que la estimulacion de la actividad de esta enzima por los
ésteres de forbol y diacilglicerol producen una marcada inhibicion de la recaptura de
serotonina (Chudzik y col., 1993). Esta es otra evidencia de que las plaquetas
humanas tienen un receptor serotoninérgico funcional acoplado al sistema
fosfatidilinositol cinasa C, y que las caracteristicas farmacolégicas de los receptores

5-HT; en plaquetas y neuronas son similares (Wang y Friedman, 1990).

Un incremento en la densidad de los receptores 5-HT; fue consistentemente
encontrado en las plaquetas de pacientes con depresiéon mayor (Arora y Meltzer,
1989), lo cual tambien se encontré en cerebros de victimas suicidas (Hrdina y col.,
1993). La regulacién positiva de los receptores serotoninérgicos es uno de los
cambios mas constantes en la depresidn, y podria ser util como marcador especifico,
particularmente en el subgrupo de pacientes deprnimidos con riesgo suicida.
Adicionalmente los receptores serotoninérgicos 5-HT, se han encontrado
significativamente elevados en sujetos deprimidos (Brosov y col., 1989); sin
embargo, estos hallazgos se deben tomar con precaucion. La causa de la regulacion
hacia arriba de los receptores 5-HT, en la depresién no es conocida, y los factores
involucrados en la regulacion a largo término de esos receptores son posiblemente
diferentes en el sistema celular de las plaquetas y en el complejo sistema de 1a red
neuronal. Ademas, los receptores 5HT, han sido clonados (Saltzman y col., 1991),
aunque no se sabe si los genes codificadores de los receptores son los mismos en el
cerebro y en las plaquetas. Se requieren futuros estudios para establecer si los

mecanismos moleculares que involucran a los receptores 5-HT,; median la sefial de
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transmision de serotonina en las plaguetas y el cerebro son similares, y si los

halilazgos encontrados en las plaquetas pueden extrapolarse al cerebro.

En resumen, los estudios en plaguetas se basan en las similitudes que éstas tienen
con las neuronas serotoninérgicas. Una de las caracteristicas mas comunes es que
las plaquetas presentan en su superficie receptores 5-HT,4 similares a los de las
neuronas serotoninérgicas (Mc Bride y col., 1987; Geaney y col., 1984; Pandey y
col., 1995a), y utilizan fosfatidilinositol como mecanismo de transduccién (Pandey y
col.,, 1995b). También se ha comprobado que la estimulacion de los receptores 5-
HT,. por la serotonina induce la agregacién plaquetaria (Alarayyed y col., 1995;
Vanag y col,, 1992; Cerrito y col., 1993) y un cambio morfolégico de las mismas
(Brazell y col., 1991). Algunos de los cambios intracelulares secundaros que
median estas respuestas son el calcio intraplaquetario (Erne y Pletscher, 1985) y el
incremento de fosfatidilinositol (Pacheco y col., 1996; Mikuni y col.,, 1991). La
medicion de esas respuestas tras estimular las plaquetas con serotonina es la base

de las pruebas que intentan evaluar €l funcionamiento de los receptores 5HT ;4.

La serotonina en la depresion

Especialmente en la depresion mayor con melancolia, el nivel basal de cortisol se
encuentra frecuentemente aumentado, por lo que la prueba se supresion a
dexametasona también esta alterada (Maes y col., 1995 a). La elevacion constante
de cortisol mejora la sintesis proteica de |a triptéfano-pirrolasa hepatica, por lo que se
induce una disminucion de las concentraciones de triptoéfano libre y total, to cual es
frecuentemente reportado en los pacientes deprimidos que muestran niveles
elevados de cortisol basal. Por lo tanto, la captura de triptéfano libre a traves de la
barrera hematoencefalica y la acumulacion del precursor de serotonina a nivel
central, asi como |a sintesis de serotonina, y su metabolismo hacia SHIAA, también
estan disminuidos. La reduccidn de triptéfano, serotonina, y SHIAA, varia en
diferentes areas de! cerebro; es menor en el cerebro medio en el cual la
concentracion de triptéfano en sujetos sanos es alta, y se incrementa después de la

aplicacion oral o intravenosa de triptéfano y con el ejercicio, como ha sido mostrado



en estudios con animales (Stradel y Weiker, 2001). En la mayor parte de los
pacientes deprimidos, el SHIAA esta disminuido en el liquido cefalorraquideo, y en
estudios post-mortem; en las neuronas serotoninérgicas del cerebro el triptofano, la
serotonina, y el SHIAA, estan disminuidos. Después de la administracidon de
antidepresivos, el nivel de triptéfano plasmatico y la captura del triptéfano por la

barrera hematoencefalica aumentan (Van Praag, 1984).

Los resultados de estos estudios no han sido siempre reproducibles, {o que podria
explicarse parcialmente perque diversas formas de depresion pueden coexistir en los
pacientes investigados, y porque la concentracion basal de cortisol no siempre se
midié. La causa de la elevacion permanente de cortisol en la depresion no se ha
entendido bien; sin embargo, el mejoramiento de la sintesis de holo- y apoenzimas
seguido de un incremento de la actividad de la triptofano-pirrolasa hepatica ha sido
confimado (Stradel y Weiker, 2001). Consecuentemente, el triptéfano en plasmay
su paso a través de la barrera hematoencefalica también estan reducidos, 1o mismo
gue la concentracién de los precursores de serotonina. El efecto de la serotonina
sobre el eje hipotatamo-pituitania adrenal puede contnbuir a un estado de
hipercortisolemia, en el cual parecen estar implicados la deficiencia de los receptores

de cortisol Mr y Gr y de los receptores SHT; hipotalamicos (Maes y col., 1995a).

El tratamiento de la depresién mayor con antidepresivos triciclicos y no triciclicos,
particularmente la depresion mayor con melancolia, induce un incremento en la
concentracidon de triptofano en el plasma que se acompafna de mejoria clinica medida
con la escala de Hamilton. Este efecto puede ser atribuido parcialmente a la
reduccién de la triptéfano pirrolasa en el higade, debido a una saturacién de la
apoenzima con el cofactor hem por el antidepresivo; situacion que ha sido
confirmada experimentalmente en ratas (Badawy y Evans, 1981; Badawy y
Morgan, 1982; Chaouloff y col., 1985). De esta forma, la eficiencia neuronal de los
antidepresivos para regular la transmision sinaptica incide sobre otros sistemas de
neurotransmision y hormonas en el cerebro, favoreciendo el incremento del triptéfano

periférico y la recaptura de triptofano a través de la barrera hematoencefalica.



El beneficic del suplemento de triptéfano oral o intravenoso (5-10gr por dia) fue
reportado por Van Praag (1984) quien encontrd en los pacientes una mejoria aunque
no significativa cuando se comparé con los pacientes tratados con placebo. Después
de la administracion de SHTRP junto con un inhibidor de la descarboxilasa si hubo
una mejoria significativa cuando se valoraron los casos de depresion contra los
pacientes tratados con placebo, y con otro grupo de pacientes tratados solamente
con triptéfano. Van Praag concluyé de estos resultados que la administracién de
5HTRP en adicién al inhibidor de la descarboxilasa fué superior a una interaccion
entre las catecolaminas y el sistema de neurotransmisién serotoninérgica. Aunque la
inhibicion inespecifica de la aromatico-descarboxilasa previene la conversién a
serotonina asi como la conversion de DOPA a dopamina en el plasma, es un hecho
que cuando ambos precursores que atraviesan la barrera hematoencefalica provecan
un efecto sinergico sobre los sistemas serotoninérgico y catecolaminérgico. La
conclusion de Van Praag se confirma, dado que se encontré un incremento de los
metabolitos de las catecolaminas (HVA y MHPG) en adicién al incremento de los
metabolitos de serotonina (5-HIAA) en LCR. Estos resultados se encontraron solo
despues de la aplicacién de S5HTRP  simultaneamente con el inhibidor de la

descarboxilasa, pero no despueés de fa administracion de triptéfano.

Por otro lado Maes y col. (1995a) encontraron que después de la administracién de
5HTRP hubo una estimulacion del eje HPA, lo que también indica una interaccion
serotoninérgico-adrenérgica, sin una activaciéon primaria por triptéfano-pirrolasa.
Delgado y col. {1990) investigaron los efectos de |la deplecién rapida de triptofano en
pacientes que habian tenide una remision del estado depresivo inducida por
farmacos antidepresivos. Ese grupo estudié 24 pacientes deprimidos que recibieron
una dieta baja en triptéfano en un estudio cruzado doble ciego con controles que
recibieron placebo. Los niveles de triptéfano total y libres disminuyeron en promedio
alrededor de 86 y 81 % respectivamente, y 14 de los 24 pacientes que recibieron
antidepresivos experimentaron una recaida en los sintomas depresivos despues de
la deplecion de triptéfano. Sin embargo, 24 a 48 horas después de que se cambid Ia

dieta a una comida rica en triptéfano, los pacientes volvieron a remitir en sus
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sintomas depresivos; el grupo control no cambié significativamente su
comportamiento. La concentracion de triptéfano libre en plasma de los pacientes
deprimidos se correlacionod inversamente con el puntaje de la escala de depresion
durante la deplecién aguda de triptéfano; los autores concluyeron que la eficiencia
terapéutica de algunos antidepresivos podria depender de la disponibilidad de la

serotonina central, conclusién que fue confirmada por Owen y Nemerof (1994),

Russ y col. (1990) encontraron que la relacion entre el triptofano libre y el triptofano
total, comparada con la suma de los aminoacidos de cadena larga fue
significativamente menor en 16 pacientes deprimidos, comparados con 9 sujetos
sanos despues de la administracion oral de triptofano. Las diferencias de grupo y las
tasas fueron correlacionadas en toma basal y dos semanas después del comienzo

de tratamiento con antidepresivos triciclicos.

La concentracién de aminoacidos neutros de cadena larga y especialmente la
concentracion de los aminoacidos de cadena ramificada en plasma se encontraron
aumentados en los sujetos depresivos con respecto a los sanos, debido a una
metabolizacion muscular disminuida de los aminoacidos de cadena ramificada, por
consiguiente, la entrada de triptéfano desde la sangre a traves de la barrera
hematoencefalica al cerebro estuvo atenuada o disminuida, y la concentracion
central de triptéfano, asi como la biosintesis de serotonina consecuente y la
metabolizacion a 5-HIAA estuvieron disminuidas; detectados por el nive! disminuido
de 5-HIAA en LCR (Van Praag,1984).

Asi, en estudios con pacientes deprimidos y en sujetos suicidas se han encontrado
diversos hatlazgos, tales como: una reduccion de la concentracién de serotoninay su
principal metabolito el acido 5-HIAA en tejido cerebral (Arranz y col., 1997), una
disminucién de la concentracion de 5-HIAA en LCR (Asberrg y col., 1984), y una
disminucion de la concentracion de triptéfano en el plasma {Delgado, 1992). Franke
y col. (2000} realizaron un estudio en donde se relacionaron el contenido de

serotonina plaquetaria y la recaptura de este neurotransmisor, en 47 pacientes con
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depresién mayor que no habian tomado medicamento por varios meses, comparados
contra 56 sujetos sanos. Aunque no se encontrd una relacioén significativa entre el
numero de sitios de pegado (Bmax aparente) o la constante de afinidad (Km) y el
contenido de plaguetas en ambos grupos; la relacion Bmax a Km como medida de la
eficiencia de recaptura aparente correlaciond significativamente con la concentracion
de serotonina plaquetaria en fos sujetos sanos, manifestandose esta correlacion mas
significativa, en las mujeres controles que en los hombres (r = 0.723 y r = 0.457
respectivamente). Tambien se observd una desviacion de la relacion lineal entre el
contenido de serotonina plaquetario y la razon Bmax/Km en mujeres deprimidas (r
=0.0250 n.s.), mientras que en los pacientes hombres deprimidos la (r = 0.485 p <
0.05) fue similar al de los hombres controles, pero la ecuacion difirid

significativamente en la pendiente y el intercepto.

Al estudiar la relacion entre el colesterol sérico y la conducta suicida, Almeida y col.
(1999} no encontraron correlacion entre ef colesterol y la conducta suicida, ni entre la
severidad de la depresidn y la ocurrencia de los episodios depresivos. Sin embargo,
se encontrd una disminucién considerable de los niveles séricos de serotonina en
pacientes deprimidos con intento suicida reciente, este hallazgo es consistente con
los resultados de Raucoules y col. (1991), Maes y col. {1991), Quintana (1992),
Mauri y col. (1998), y Lucca y col. {1992). Dos estudios encontraron una relacion
entre la variacidon estacional de triptofano sérico y la presentacion de la conducta
suicida, violenta y homicida: Maes y col. (1995b} y Tiihonen y col. {1997). En otro
estudio hecho por Spreux-Varquaux y col. (2001}, se midieron los metabolitos de la
serotonina (5-HIAA), y de la dopamina (el acido homovanilico), y la concentracion de
serotonina plaquetaria, a los 3 dias de un intento suicida viclento comparandolos
contra los mismos metabolitos de controles sanos. Encontraron que el 5HIAA y |a
serotonina plasmatica tuvieron mas baja concentracion en los pacientes con intento
suicida que en los controles, mientras que no hubo asociacion del intento suicida con
la concentracién de HYA plasmatico. Cuando estudiaron impulsividad, encontraron
que la concentracion de 5-HIAA estaba inversamente relacionada con el grado de

impulsividad, y la serotonina plaquetaria con la intensidad de la depresion. En el



grupo de rasgo suicida impulsivo, el SHIAA plasmatico fue mas bajo que en el grupo
de pacientes con intento suicida no impulsivo, contrariamente, el nivel de serotonina
plaguetaria fue significativamente mas baja en los pacientes con intento suicida a
comparacion con los sujetos impulsivos y los controles. La concentracion plasmatica
de HVA no se asocio con la conducta del paciente ni con el grupo de rasgo suicida
no impulsivo. Los autores concluyeron que cada indice serotoninérgico periférico
esta especificamente relacionado con distintas caracteristicas clinicas, muestra
alteraciones diferentes de acuerdo al grupo, y que no hay paralelismo entre estas
dos variables periféricas. Como puede observase, en la actualidad aun se proponen
mas estudios prospectivos para investigar si los parametros serotoninérgicos

periféricos pueden usarse como predictores tempranos de conducta suicida violenta.

En resumen, los estudios en pacientes deprimidos y sujetos suicidas han encontrado
hallazgos tales como una reduccion de la concentracion de serotonina y su principal
metabolito, el acido 5-hidroxiindolacético, en el tejido cerebral {Arranz y col., 1997),
ademas de una disminucion de la concentracién de acido 5-hidroxiindolacético en e!
liquido cefalorraquideo (Asberg y col., 1984), y una disminucion de la concentracion
de triptofano en el plasma (Delgado y col., 1992). Utilizado radioligandos se ha
encontrado una disminucion del nimero de los sitios de union a las moléculas de
recaptura de serotonina en pacientes depresivos y suicidas sin tratamiento (Elfis y
Salmond, 1994). Ademas, se han descrito alteraciones en la respuesta hormonal a
farmacos serotoninergicos en pacientes depresivos (Gomez Gil y col., 1996), estas
alteraciones se han interpretado como reflejo de una disfuncion del sistema

serotoninérgico de los sujetos con depresion.

Como puede notarse, aunque reduccionista, la hipotesis de la deficiencia
monocaminérgica ha constituido durante afos un paradigma para entender el
mecanismo de accién y los planteamientos terapeuticos en el tratamiento con
farmacos antidepresivos, y ha servido de estimulo para investigaciones mas
especificas en el campo. No obstante, 1a hipotesis monoaminérgica de la depresion,

ha sido cuestionada por diversos motivos. Por una parte, por la ausencia de una



eficacia inmediata de los tratamientos antidepresivos, ya que estos tardan varias
semanas en producir su efecto, a pesar de que el incremento de la concentracion de
monoaminas €n la hendidura sinaptica se produce en horas. Por otra parte, estudios
en paralelo no han demostrado de manera consistente la deficiencia de serotonina,
noradrenalina o sus metabolitos en LCR, sangre, u orina de pacientes depresivos, y
la asocian principaimente con conductas suicidas (Arranzy col., 1997; Asberg y
col., 1976; Traskman-Bendz y col., 1993). Debido a esto, las investigaciones sobre
la hipotesis monoaminérgica se han desplazado del estudio del estado de los

neurotransmisores, al estudio sobre el estado de sus receptores.

Estudios post mortem del transportador de captura de serotonina

El transportador de serotonina captura este neurotransmisor del espacio sinaptico. El
transportador esta localizado en las membranas presinapticas de las células del
nucleo del rafe, y en la proyeccion de las terminales serotoninérgicas hacia la corteza
cerebral (Cooper y col., 1996). El desarrollo de las técnicas de union de
radioligandos permitio demostrar la existencia de receptores con alta afinidad a [°H}-
imipramina en el cerebro humano (Langer y col., 1981a,b; Rehavi y col., 1980). Por
su localizacion en las terminales serotoninérgicas y su posible implicacion en la
patologia de la depresion, se planted que estos receptores podrian ser marcadores

especificos de depresion.

Se han reportado disminuciones en [a union de [3H}-imipramina en la corteza
prefrontal de pacientes suicidas con historial clinico de depresion (Crow y col.,
1984), asi como en la corteza occipital y en el hipocampo de pacientes depresivos
que murieron por causas naturales (Perry y col., 1983). Estos hallazgos han sido
confirmados por Leake y col. (1991), utilizando [*H]-citalopram ([*H]-CTP), que es un
radioligando mas selectivo para el transportador de serotonina. Sin embargo,
considerando que el suicidio correlaciona altamente con sintomas depresivos asi
como la participacién de la 5-HT en la depresion, Purselle y Nemeroff, (2003)
realizaron una revision de 29 estudios de union de radioligandos al transportador de

serotonina en tegjido de cerebro post-mortern de victimas suicidas comparadas con
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grupos controles. Encontraron resultados controvertidos ya que a! usar [PHJ-
imipramina como radicligando, tres estudios refirieron un incremento de pegado af
transportador, 14 reportaron un decremento al usar [3H]—imipramina.[3H]—paroxetina o
[*H]-CN-imipramina, y 12 no reportaron cambios en la unién al transportador de
serotonina en victimas de suicidio, usando [°H]-imipramina, [*H}-paroxetina, [*H]-CN-
imipramina, ¢ [Pl-RTI-55. Es posible que los factores metodolégicos propios del uso
de muestras post-morfem generen esta discrepancia y compliquen la interpretacion

correcta de los resultados.

Disfuncion del transportador de serotonina en la depresion

Sneddon (1972) refiere que existe un paralelismo entre los parametros cinéticos del
transportador serotoninérgico en las neuronas y en las plaquetas. La K, para la
recaptura de serotonina en el tejido nervicso es similar a la de la recaptura de
serotonina en plaquetas, ambas con un valor aproximado de 107 M, aungue varian
segun la técnica experimental empleada, asi como la composicion del medio de
incubacion. Tanto en sinaptosomas como en plaquetas, el transporte de serotonina
es dependiente de la concentracion externa de Na® y estimulado por K*. Ademas del
transporte activo, tanto en plagquetas como en tejido nervioso se acumula serotonina
mediante un proceso de difusién pasiva; sin embargo, en ambos tejidos este proceso
ha recibido poca atencion pues es considerado de nula importancia fisiologica. El
proceso pasivo se reduce a la captura de serotonina en altas concentraciones de
sustrato en el medio, y no es afectado por drogas como clorpromazina y

desmetilimipramina que blogquean el proceso del transporte activo (Fuks, 1964).

Con base en los estudios anteriores, Shaw y col.(1967) encontraron que la recaptura
y liberacion de serotonina eran normales en plaquetas de pacientes deprimidos. Sin
embargo, Tuomisto y cols.(1979) encontraron que la recaptura de serotonina
estaba disminuida en las plaquetas de pacientes deprimidos, y observaron que la
Bmax de recaptura serotoninégica plaquetaria estaba muy reducida en los pacientes

deprimidos mientras que la K, fue nomal.
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Langer y col. (19814, b) y Paul y col.(1981) encontraron disminuciones en los sitios
de union de [PH]-imipramina en plaquetas de pacientes deprimidos sin tratamiento.
Este resultado ha sido uno de los mas reproducibles en la biologia de los trastornos
afectivos (Langer y Galzin, 1988, Ellis y Salmond, 1994}, y se ha sugerido como

un indicador especifico de la depresion mayor.

Owens y Nemeroff, (1994, 1998) mencionan que los pacientes con trastorno de
panico, mania, fibromialgia, enfermedad de Alzheimer y depresion atipica no
mostraron ninguna alteraciéon en la fijacion de [*H]-imipramina en las plaquetas,
mientras que si se encontro en las plaquetas de pacientes deprimidos que no habian
recibido tratamiento. Sin embargo, estos hallazgos no han sido del todo
reproducibles (Lawrence y col 1993, Bakish y col 1997). Ademas en el estudio
desarrollado por Mellerup y Langer (1990) no encontraron informacion confiable
que mostrara que las medidas de la Bnax del transportador de serotonina fuera una
herramienta de diagnodstico valida, o que sirviera como un indicador en el tratamiento
de los desordenes mentales, particularmente en la depresion. Al respecto, una
revision sobre los reguerimientos metodologicos para la medicidn del transportador
de serotonina ha sido publicada recientemente, con resultados que pueden ayudar a

esclarecer las diferencias entre los diferentes estudios (Jurado y col., 2003).

Por otro lado, Freeman y col. (1993) encontraron una disminucién de ia fijacion de
3H-imipramina a las plaguetas en pacientes deprimidos antes del inicio del
tratamiento, mientras que la recuperacién clinica se asocié con un incremento en el
nimero de los sitios de union a [*H]-imipramina. Castroviovanni y col. (1995)
reportaron que aquellos pacientes con una densidad baja de los sitios de unién a
[*H]-imipramina en plaguetas previa al tratamiento, tendian a responder mejor al
tratamiento con fluoxetina que aquelios que tenian una densidad alta de los sitios de
union a [*Hl-imipramina en plaguetas antes del tratamiento, por lo que sugirieron que
los valores reducidos en la densidad del transportador serotoninérgico pudieran ser
usado como un marcador de estado de la depresion (Tollefson y cols., 1996;
Owens y Nemeroff, 1998).
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Estudios recientes en los que se han usado ligandos mas selectivos para este
transportador, como la [°H}-paroxetina 6 el [°H]-citalopram empleados en los estudios
de unién ligando-transportador, encontraron una reduccion en el numero de sitios de
union en plaquetas de pacientes deprimidos libres de tratamiento, en comparacion
con sujetos controles sanos pareados por edad, confirmando los estudios previos
(D'Hond y col., 1994, Bakish y cols., 1997; Owens y Nemeroff, 1998).

Es posible que los avances en la biologia molecular permitan caracterizar los
componentes que regulan la expresién del transportador de 5-HT en el cerebro y en
las plaguetas, y se pueda determinar si el gen responsable de la sintesis del
transportador serotoninérgico se encuentra estructuralmente alterado en los
pacientes deprimidos, como to sugieren Cuenca y col. (1996). Otras herramientas
como la tomografia por emision de positrones y la tomografia por emision de fotén
unico podran ayudar a dilucidar la especificidad de los hallazgos reportados,
determinar las areas anatémicas alteradas en la depresion, y predecir la respuesta al

tratamiento (Malison y cols., 1998; Kugaray col., 2004).

Desde hace ya varias décadas, la hipdtesis de la deficiencia sobre la etiopatogenia
de la depresion ha sido desplazada por una teoria afin: la hipotesis de los cambios
adaptativos de los receptores. Esta nueva hipétesis, en consonancta con la hipdtesis
de la deficiencia, sugiere que en la depresion, el agotamiento de los
neurotransmisores monoaminérgicos inducira una regulacion compensatoria en el
nimero y/o funcionalidad de sus receptores (Sulser y col., 1978; Charney y col.,
1981; Heningey y Charney, 1987).

Las técnicas de investigacién que se han utlizado para estudiar esta hipotesis se
pueden clasificar en dos grupos:

1. Técnicas que evaluan densidad (Bmax) y afinidad (KD) de los receptore,s que
incluyen técnicas de fijacion de radioligandos a receptores serotoninérgicos, tanto en
el tejido cerebral de sujetos post-mortem, como en la superficie de las plaquetas de

pacientes deprimidos.
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2. Técnicas que evaluan funcionalidad o sensibilidad de los receptores, que incluyen
pruebas neuroendécrinas y diversos estudios funcionales en plaquetas, que incluyen,
técnicas de: agregacion, de cambio de forma plaquetaria, de cuantificacion del
incremento de caicio intraplaguetario y cuantificacion de segundos mensajeros, todas
ellas tras la estimutacion plaquetaria con serotonina. Las pruebas neuroendocrinas
consisten en medir el incremento sanguineo de hormonas hipofisiarias en respuesta
a la administracién oral o parenteral de un farmaco serotoninergico. Los subtipos de
receptores a serotonina mas estudiados en relacion con la depresion son fos 5HT1a

(pre- y postsinapticos) y l1os 5HT2a.

Evidencias a favor de alteraciones de los receptores 5-HT14 en la depresion

Mediante pruebas de fijacion a receptores 5-HT4 en la corteza frontal de cerebro de
sujetos que han cometido suicidio, la mayoria de estudios con alguna excepcion
(Cheetham y col.,, 1990) no encontraron diferencias en la densidad de estos
receptores (Dillon y col.,, 1991; Arranz y col., 1994; Lowther y col., 1997;
Matsubara y col., 1991). Por otra parte, en un estudio de Stockmeier y col. (1990),
en el que se evalua la densidad de estos receptores a nivel del encéfalo (donde se
encuentran los receptores presinapticos5-HTq4 del soma neuronal) encontraron un
incremento de los receptores 5-HT4a en victimas de suicidio con depresién mayor
(Stockmeier y col.,, 1998). Se puede concluir que, en conjunto, los estudios
postmortem no apoyan la existencia de diferencias relevantes en la densidad de los
receptores 5-HT 14 en la corteza cerebral de sujetos deprimidos, aungque sugieren un

incremento de los receptores presinapticos a nivel de los nicleos del rafe.

Disfuncion del autorreceptor 5HT,, somatodendritico en los trastornos depresivos
La disfunciéon de fos autorreceptores 5HTia somatodendriticos presinapticos puede
ocasionar alteraciones conductuales en las que la ansiedad es prominente, pero esta
disfuncién también se presenta en los pacientes deprimidos y en los alcoholicos
(Struder y Weiker 2001). El tratamiento cronico con inhibidores selectivos de la
recaptura produce wuna desensibilizacion de los autorreceptores 5SHTia

somatodendriticos (Elhwuegi, 2004).
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Densidad y afinidad. Mediante pruebas de fijacion a receptores 5-HT 4 en la corteza
de cerebros de sujetos que se suicidaron, no se encontraron diferencias importantes

en la densidad de estos receptores (Dillon, 1991; Arranz, 1994, Gémez y col., 2001).

Capacidad funcional. Las pruebas neurcenddcrinas como respuesta a la
administracién de agonistas de los receptores 5-HT{4 tales como las
azapirodecanedionas (buspirona, ipsapirona, genipirona, y tandospirona), se han
utilizado como indice de ia funcionalidad de estos receptores. Considerando el efecto
de estos agonistas como un grupo, parece que todos tienen la capacidad de
aumentar las concentraciones plasmaticas de prolactina, de hormona de crecimiento,
de hormona adrenocorticotropica, y de disminuir la temperatura. Se ha observado
que tanto la respuesta de hipotermia secundaria a su accién sobre los receptores
presinapticos 5-HTya, asi como la respuesta neuroendécrina secundaria a la
estimulacion de los receptores postsinapicos 5-HT4a del hipotalamo, se encuentran
disminuidas en los pacientes deprimidos, lo que sugiere que los receptores pre y
postsinapticos pudiesen encontrarse desensibilizados o hipofuncionales en los

pacientes con depresion (Gomez y col., 2001).

Evidencias a favor de alteraciones de los receptores 5-HT:s en la depresion

Mediante técnicas de fijacién de radioligandos a receptores 5-HT 4 en tejido cerebral
de victimas de suicidio, varios estudios encontraron un incremento de la densidad de
estos receptores en la corteza frontal (Stanley y Mann, 1983; Mann y col., 1986;
Ferrier y col., 1996; Arora y Meltzer, 1989; Yates y col., 1990; Arango y col.,
1990; Hrdina y col., 1993), ademas de una disminucion en el hipocampo (Rosel y
col., 1998). Aunque este incremento en Ia densidad de los receptores 5-HTza en la
depresién ha sido uno de los hallazgos mas ampliamente reproducido, aun persiste
la controversia debido a que no todos los investigadores han encontrado diferencias
(Arranz y col., 1994; Owen y col., 1983). Ademas, se ha planteado una asociacion
entre las mediciones serotoninérgicas y el riesgo suicida. Puesto que no todos los
pacientes incluidos en los estudios previos padecian un trastorno depresivo

identificado, es dificil dilucidar si estas alteraciones fuesen atribuibles a la depresion,



a la vulnerabilidad de la conducta suicida, o a los cambios provecados por el estrés
asociado a esta conducta. En un estudio realizado por Yates y col. (1990), destaca
que el incremento de la densidad de los receptores 5-HT24 en la corteza frontal se
encontré solo en aquellos pacientes depresivos que no recibian tratamiento, pero no
en los que se habian recuperado espontaneamente. Este estudio parece sugenr que

la densidad de estos receptores disminuye al mejorar el cuadro clinico.

Los receptores 5-HT,5 plaquetarios en los pacientes deprimidos

Densidad y afinidad. Mediante técnicas de fijacién de radioligandos a {os receptores
5-HTza de la membrana plaquetaria, la mayoria de estudios en plaquetas de sujetos
con depresion mayor o intento suicida han encontrado un incremento en la densidad
de los sitios de union a estos receptores (Arora y Meltzer., 1989, Biegon y col,,
1987, Biegon y col., 1990, Pandey y col., 1990, Hrdina y col., 1995, Bakish y col.,
1997, y Serres y col., 1999; Sheline y col,, 1995; Rao y col., 1998). También se
encontraron incrementos en la densidad de los receptores plaquetarios en sujetos
con trastorno distimico {(Dun y col., 1996} y en el sindrome de depresién estacional
(Stain-Malmgren y col., 1998); sin embargo, en otros estudios no se encontraron
diferencias (Cowen y col.1987; McBride y col., 1994; Pandey y col., 1995; Bakish
y col,, 1997). Rosel y col., (1999) reportaron un incremento discreto en la afinidad
de la [3H]-ketanserina por los receptores plaquetarios 5-HT,4 de pacientes

deprimidos, pero sin cambios en la densidad de estos receptores.

Capacidad funcional

Las pruebas neuroenddcrinas han sido ampliamente utilizadas, sin embargo, aun no
han sido totalmente evaluadas. Su uso es limitado debido a factores como la
ausencia de agonistas y antagonistas especificos estereo-selectivos para los
subtipos de receptores serotoninérgicos, o sus efectos sobre otros sistemas de
neurotransmision, o la influencia del estrés sobre el eje hipotalamo-hipofisiario
(Gomez Gil y col., 1996).
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Otros aspectos metodoldgicos como: la heterogeneidad de la poblacion estudiada, el
limitado numero de sujetos incluidos, el poco control de variables como edad, sexo,
fase menstrual, dosis, dieta, asi como el efecto placebo, también limitan la
interpretacion de los resultados de las pruebas neuroenddcrinas. A pesar de esto las
alteraciones mas consistentes se han encontrado en las pruebas neuroendocrinas
que acluan sobre las terminales presinapticas (L-triptéfano, fenfluramina, vy
clomipramina). En contraste, la respuesta a la administracion de agonistas 5-HTq4 y
5-HT,1¢ no es consistente. Estos datos sugieren que en los sujetos deprnimidos existe
una disfuncion de la neurotransmision serotoninérgica secundaria a la disminucion de
la liberacion de 5-HT, mas que a la alteracion de la sensibilidad de los receptores

serotonineérgicos postsinapticos (Cowen, 1993, Gomez Gil y col., 1996).

Los estudios funcionales en plaquetas refieren datos no menos contradictorios. Las
pruebas de agregacion de plaquetas de pacientes deprimidos en comparacion con
sujetos sanos, sugieren una disminucién de la funcionalidad de los receptores 5-HT 4
(Buther y Leonard, 1988; McAdams y Leonard, 1992), aunque otros autores no
encontraron diferencias (McBride y col., 1994; Wood y col., 1984). Los estudios
basados en fa estimulacién de las plaquetas con 5-HT y ta cuantificacion posterior del
cambio de la forma plaquetaria (Brusov, 1989), del incremento del calcio
intraplaquetario (Mikuni y col., 1992; Yamawaki y col., 1996; Delisi y col., 1998,
1999; Berk y col., 1998), o de la hidrélisis del fosfoinositol (Mikuni y col., 1991),
respuestas que estan mediadas por los receptores 5-HTza, sugieren un incremento
de la funcionalidad o una hipersensibilidad de estos receptores en pacientes con
depresion en comparacion con los controles (Gémez y col.,, 2001). Respecto al
comportamiento de los receptores con el tratamiento, se esperaria que la terapia
antidepresiva corrigiera la disfuncién del sistema serotoninérgico, dando lugar a la
disminucion de los receptores serotoninérgicos. En relacion con esto, Meyer y col.
(2001) reportaron que pacientes deprimidos libres de tratamiento a los cuales se les
administrd paroxetina durante seis semanas, mostraron una regulacion a la baja de
los receptores 5-HTa, medidos por medio de tomografia por emision de positrones

(PET), pero solo en la region cortical de sujetos depresivos jovenes (entre 20 y 30
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anos de edad), y sin efectos en |la densidad de esos receptores en pacientes de
mayor edad (entre 30 y 40 afos), por lo que concluyeron que la regulacion a la baja
de los receptores 5-HT,4 se atentla con la edad. En contraste, Zanardi y col. (2001)
reportaron que pacientes con depresién mayor y de edad promedio de 42 anos, los
cuales fueron medicados con paroxetina por cuatro semanas y respondieron a este
tratamientc, mestraron una unidn mayor al receptor 5-HT,5 en la corteza frontal
(medide por medic de PET), en comparacion con aquellos pacientes que no
respondieron a la terapia. Estos resultados no son congruentes con lo reportado por
Meyer y col., (2001), aun cuando ambos grupos de investigadores usaron el mismo
tipo de tomografia y los mismos radioligandos para medir la densidad de los
receptores 5-HT,4 en personas con depresion, y habian recibido tratamiento con el

mismo farmaco. Es posible que la edad sea un factor importante de considerar.

A pesar de los numerosos trabajes publicados, aun existen controversias entre los
resultados de los distintos investigadores, tanto en |los niveles de serotonina, como

enla densidad y afinidad de transportador, y de los receptores membranales.

Posibles causas de las controversias de los resultados de los estudios del

sistema serotoninérgico en la depresion

1. El uso de tecnicas indirectas, dadas las dificultades inherentes a la
investigacion del SNC en sujetos vivos.

2. La dudosa identificacion clinica del padecimiento

3. Las variaciones fisiologicas propias de la serotonina y de su transportador o
receptores (sexo, pericdo menstrual, variacién circadica o estacional) (Sarrias
y col., 1989; Hinberg y Naesh, 1992; Spigset y col., 1998).

4. Diferentes metodos de cuantificacion y deteccion de la serotonina y sus
metabolitos (Picard y col., 1985).

5. Falta de la estandanzacién dptima en los estudios de union {(Jurado y col,
2003).
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Desde el punto de vista analitico, las diferentes formas de preparaciéon de las
muestras (anticoagulante empleado, tiempo y velocidad de centrifugacién), el tipo de
muestras empleadas {plasma, plasma rico en plaguetas, plasma pobre en plaquetas,
plasma libre de plaquetas, suero o sangre total) asi como, el método de deteccion
empleado para la cuantificacién de serotonina, presentan una variedad de problemas

que contribuyen a la controversia de los resultados.

En la tabla 1 se presentan los estudios realizados en diferentes matrices biclégicas y
los diferentes procedimientos de deteccidn utilizados, que muestran las diferencias
de resultados. Como se observa, se han aplicado diferentes métodos para la
cuantificacion de serotonina en fluidos biolégicos que incluyen: técnicas
fluorométricas, cromatografia de gases, radioinmuncanalisis y cromatografia de
liguidos de alta presion con diferentes tipos de deteccién (electroquimico,
amperométrico, y fluorométrico). Algunocs de estos métodos son de bajas sensibilidad
y especificidad, mientras que otros son muy costosos para ser de rutina en los
laboratorios clinicos, y se carece de una estandarizacion entre las diferentes matnces
biolégicas para la preparacidon de la muestra, por ejemplo: plasma pcbre en
plaquetas (PPP), plasma rico en plaquetas (PRP), suero, sangre total, la velocidad
de la centrifugacion, la forma de expresion de la serotonina intraplaquetaria como

ng/ml o ng/10° plaquetas, y el tipo de anticoagulante empleado.
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Tabla 1. Concentracion de serotonina intra- y extraplaquetaria reportada en varios

estudios
Autor (ano) Técnica Suero PPP PRP PLP Sangre
(ng/ml) (ng/ml) | (ng/10°plag) | (ng/ml) (ng/ml)
Crawford (1963) Fluorometria 6-19
Kellum y col. (1976) RIA 6-15 300-380
Frattini y Cucchi Fluorometria 5-12 295-659
(1979)
Parbtani y Fiuorometria 80 150-450
Cameron{1979}
Koch y HPLC-ED 67-77 3-36
Kissinger(1980)
Hussain y Sole Radioenzimati 39
{1981) co
Vattasery y col. Fluorometria 670
{1985)
Shuttelworth y Rien | Fluorometria 716-755
(1981)
Engbaek y Voibby RIA 66-158 0.8-2.4
{1982)
Tagary y col. (1984) HPLC-ED 9.1
Picard y col. (1985) HPLC-ED 2.0-3.33 539-711
Artigas y col. (1985) HPLC-FLU 1.7-3.5
Anderson y caol. HPLC-FLU 0.30- 0.16-06 | 78-102
{1986) 0.85
Guicheney (1988) HPLC-ED 112-638 477-805
Ortiz y col {1988) HPLC-ED 0.26-1.6 392-390 32-437
Flachaire y col. HPLC-ED 518-824
{1980)
Sarrias (1990) HPLC/ED 0.11- 72-301
7.98
Sarrias y col. HPLC-FLU 1.62-
{1991) 2.62
Hindberg y Naesh RIA 0-1.936
(1992)
Quintana(1992) Fluorometria 2270
Pussard y col. HPLC-AMP 1.8-3.2 387-852 118-416
{1996)
Spreux-Varoquaux HPLC-COUL 1.06-8.8
y col. {1896)
Franke y col. (2000) HPLC-ED 395-681
Spreux-Varoquaux HPLC-CCOUL 144-549
y col. (2001)

PPP = plasma pobre en plagquetas, PRP = plasma rico en plaguetas, PLP = plasma libre de
plaquetas. RIA = radioinmunoensayo, HPLC = cromatografia de liquidos de alta presion, HPLC-ED =
cromatografia de liquidos con deteccién electroguimica, HPLC-FLU = cromatografia con deteccién
fluorométrica, HPLC-AMP = cromatografia de liquidos con deteccién amperométrica.
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Los ensayos de unidon, como puede observarse en la tabla 2, son mas recientes y

difieren tanto ia concentracion de proteinas, el tiempo, la temperatura de incubacidn,

asi como la concentracion de [H3]-paroxetina que se usa en los estudios de unién de

[H*® }-paroxetina al transportador plaquetario, lo que trae como consecuencia una

gran varabilidad en las constantes cinéticas (Kd y Bmax).

Tabla 2. Estudios reportados en la literatura sobre los valores de densidad y afinidad

del transportador de serotonina usando [*H]-paroxetina

Proteina Tiempo Temp. [’H)- Bmax
Autor (afio) (pg/mi) incubacién | incubacion | paroxetina | fmol/img Kd
. {(nM) __prot {nM)
Coccaro y col. (1996) 20 20 min 37°C 0,05-1,0 1025 0.3
Malmgren y col. 21-39 2h 22°C 0,035-1,8 978 0.2
(1998)
Sheline y col. (1995) 20 20 min 37°C 0,05-1,0 1175 0.2
Mellerup y col. 50 - - 0,04-0,6 - -
(1983)
Lawrence y col. 50-75 1,5h 22°C 0,01-0,5 972 34
(1993)
Nankai y col. (1998) 50 - - 568 01
Marazziti y col. 50-100 1h 22°C 0,01-1,0 1534 0.1
{1998)
Plenge y Mellerup 100 2h 20 °C - - -
(1985)
Cook vy col. (1993) 100-150 2h 22°C 0,01-1,0 832 0.1
Bakish y col. (1997) 100 2h 22°C 0,05-16 714 0.1
Hrdina y col. (1995) 100 2h 22°C - 667 0.1
Verkes y col. (1997) 20 2h 22°C 0,03-1,5 1800 1.2
Klompenhouwer y 20 2h 22 °C 0,03-1,5 1500 0.1

col. (1990)

B max = densidad del receptor calculada; Kd = censtante de afinidad, Temperatura de incubacion =
temperatura de incubacion para el ensayo de unidn, Tiempo de incubacion = tiempo de incubacién
para el ensayo de unidn; [3H}-paroxetina = concentracion del radicligando en el medio de incubacion.
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JUSTIFICACION

Pese a la creciente prevalencia de la depresion en todo el mundo incluyendo la
poblacion Mexicana, pocos estudios se han realizado en hombres y mujeres
mexicanos que definan las condiciones bioquimicas que la depresion puede tener en

nuestra pobiacion.

Por un lado no existe ningun estudio que se haya enfocado a establecer si los
cambios climaticos que se observan en la ciudad de Méxice a lo largo del afo
pueden influir en los niveles de serotonina y triptéfano de sujetos sanos. Y se ha
asumido que esto sucede unicamente en los paises ndrdicos en donde las
variaciones climaticas son muy agudas.

Ademas diversas publicaciones sefialan que las variaciones estacionales sobre las
concentraciones de serotonina y triptéfano pueden ser un factor que tenga que ver
con la inconsistencia en la reproducibilidad de los resultados reportados cuando se
realizan estudios clinicos. Esta es la razdn por la que en la primera fase del proyecto
se propusiera el estudio sobre la variacién circanual de la serotonina y triptdéfano en
voluntarios sanos.

Por otro lado, hasta esta fecha no se ha evaluadc en nuestra poblacion la utilidad de
tas concentraciones de serotonina y triptéfano como marcadores bioldgicos

periféricos de la depresion y/o de repuesta al tratamiento.

Debido a que los aspectos metodoldgicos son una probable causa de discrepancia
entre los resultados reportados por diversos autores, todos ios métodos que se
emplearon en los trabajos de esta tesis fueron cuidadosamente revisados y
publicados (Juradc y col, 2003). Hasta que las metodologias estuvieron
cuidadosamente revisadas y ya caracterizadas las variaciones de serotonina y su
precursor triptéfanc en las preparaciones sanguineas a lo largo de un afno, se
procedio a realizar el primer estudio clinico en pacientes deprimidos mexicanos para
medir las concentraciones de estos metabolitos en el sistema sanguineo vy

plaquetaric evaluando su posible utilidad como marcador biologico periférico de la
depresion.
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ESTUDIO 1. VARIACIONES MENSUALES DEL SISTEMA
SEROTONINERGICO EN SUJETOS SANOS

OBJETIVOS

Determinar las variaciones mensuales de las concentraciones de serotonina y
triptéfano en las diferentes preparaciones sanguineas (sangre, suero, plasma, vy
plaquetas) en sujetos sanos, con el objeto de estudiar Ia posible influencia de la
estacionalidad en estas concentraciones. Al mismo tiempo, este estudio pemmitira
determinar cuales de las preparaciones sanguineas resulta de utilidad para los

estudios clinicos que se realicen en los pacientes deprimidos.

HIPOTESIS
Hi. Existen variaciones mensuales en la concentracion de serotonina y
triptéfano en las preparaciones sanguineas (sangre total, plasma rico en plaquetas,

plasma libre de plaquetas y suero).

Ho. No existen variaciones mensuales en la concentracion de serotonina y
triptofano en las preparacicnes sanguineas (sangre total, plasma rico en plaquetas,

plasma libre de plaquetas y suero).

MATERIAL Y METODOS

Sujetos participantes

El estudio se realizo en 18 varones voluntarios sanos, que tuvieron una media de
edad de 35 afos (rango 26 - 43 anos), y un promedic de peso de 73.8 kg (rango de
56 a 85 kg).

Caracteristicas demograficas

Todos los participantes tuvieron un nivel educacional de por lo menos 9 anos de
escolaridad, y fueron de clase socioecondomica media. Los participantes tuvieron
habitos alimenticios similares (trabajadores del IMP que consumian sus alimentos en

el comedor del instituto), y estuvieron sin ningun tratamiento farfmacolégico al menos
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una semana antes de la toma de cada muesira mensual. Todos residian en ia ciudad
de México ((latitud 19° 24" norte), donde la luz disminuye de 14 horas a 10 horas en
invierno (variacion de 40 %). Ademas de constatar su salud clinica, se realizé una

entrevista estructurada (Heinze, 2000) para confirmar ausencia de alteracion mental.

Procedimiento

A todos se les realizé la toma de muestra de sangre entre las 8 y 9 A M., en ayunas.
Se realizd |la preparacion de las siguientes fracciones sanguineas. sangre, suero,
plasma rico en plaquetas (PRP) y de plasma libre de plaguetas (PLP) de acuerdo con
el método de Sarrias y col. (1987). Brevemente, se obtuvieron 20 ml de sangre de
cada sujeto en 2 tubos de plastico: en el primer tubo, se colectaron 5 ml de sangre
sin anticoagulante, se centrifugé a 3000 x g para obtener la fraccién de suero, que
se guardd en microtubos a — 70 ° C hasta su analisis cromatografico. Los 15 ml de
sangre restantes se colectaron en otro tubo que contenia 275 pt de K3EDTA al 10%
como anticoagulante, el tubo se agité suavemente, y se tomd una atlicuota de 1 ml se
sangre en un tubo de microcentrifuga que se almacené a -70° C hasta su analisis.
La sangre restante se centrifugd a 170 x g durante 15 minutos para obtener el PRP,
del cual se tom6 una alicuota de 800 pl y se almacend a —80° C; el PRP restante se
transfirio a otro tubo que se centrifugd a 1000 x g durante 15 minutos, el
sobrenadante (plasma pobre en plaguetas, PPP) se transfirié a otro tubo y se

centrifugo a 1000 x g por 30 minutos para obtener el PLP, que se guardo a -70° C.

Preparacion de la muestra para el analisis cromatografico

Las muestras fueron preparadas para el analisis cromatografico HPLC de acuerdo
con el método de Anderson et al.,, (1987). En un tubo de microcentrifuga se
colocaron 250 ul de muestra y 50 yl de acido ascérbico al 25 %, el tubo fue agitado
suavemente en el vortex y se le adicionaron 50 ul de acido perclérico 3.4 M, el tubo
se agitd vigorosamente durante 1 minuto y la mezcla se dejo reposar 10 minutos a 4°
C. Postenormente el tubo se centrifugé a 6,000 rpm por 5 minutes, el sobrenadante
se filtrd a través de una membrana porosa de 0.45 pm y una alicuota de 50 pl se

inyectd al cromatografo de liquidos de aita eficiencia (HPLC).
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Sistema cromatografico

El equipo de cromatografia HPLC consistio de una bomba 510 Waters (Milford, MA,
U.S.A), un automuestreador Waters 710 WISP, un guardacolumna Waters empacado
con inserdo Nova-pak Cis , una columna Nova-pak (150 X 3.9 mm |.D.) de acero
inoxidable. Un detector de fluorescencia Waters 470. La longitud de onda de
excitacion fue de 278 nm y de emision de 335nm. El analisis se realizé de forma
isocratica a 1.00 ml/min. La fase movil se filtro a traves de un filtro de 0.22 ym. Se
uso un programa de ganancia de 0-6 min con una ganancia X 1 y de 6-13 min con
una ganancia X 100. El tiempo de retencion fue de 5 minutos para triptéfano y 7.84
minutos para serotonina. El coeficiente de variacidén intraensayo del método fue de
1.77% para triptofano (n = 20, 8.55 pg/ml) y 5.30% para serotonina (n = 20, 40.65
ng/ml). El coeficiente de variacion Inter-ensayo fue de 3.08 % para triptéfano (n = 5,
8.98 ug/ml) y 5.24 % para serotonina (n = 4, 43.75 ng/ml). La fase movil consistio de
acido citrico 12.16 mM, fosfato dibasico de amonio 11.60 mM, octilsulfonato de sodio
2.54 mM, fosfato de dibutilamina 3.32 mM y Na,EDTA 1.11 mM, pH 3.7 y acetonitrilo
en una proporcidon (95/5) preparada segun Lee Chin (1990).

Condiciones ambientales

Para estudiar la relacidn entre las condiciones ambientales y las variables
serotoninérgicas, se obtuvieron los datos de las condiciones climaticas del centro
meteorologico de la ciudad de Meéxico, de los dias en que fueron tomadas las
muestras de cada sujeto (lluvia, humedad relativa, temperatura maxima y minima, asi

como las horas de luz de los dias).

Andlisis estadistico

Los datos se normalizaron segun el procedimiento descrito por Sarrias y col. (1989},
Los valores de las mediciones mensuales fueron referidos al promedio anual, es
decir, la media anual de los datos normalizados para cada sujeto es igual a uno. Se
procedid a comparar la media de cada mes con la de todos los demas para cada
parametro por medio de { de Student para grupos independientes. Aungue esta

estrategia de analisis es menos potente estadisticamente que si se utilizara t de
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Student para datos correlacionados, el procedimiento seleccionado reduce la
probabilidad de cometer el error tipo |. Para controlar el efecto de contrastes
multiples se utilizo la correcciéon de Bonferroni, (a/n), con a = 0.05 y 60 repeticiones,

con un nivel de significancia corregido en 0.0008 (Bonferroni, 1935).

Analisis de ritmicidad
Los datos de triptéfano Y serotonina de cada preparacion sanguinea, fueron
analizados con el metodo de cosinor utilizando el programa DISPAC, para explorar la

probabilidad de que hubiese un rntmo anual definido en cualguiera de estas variables.

RESULTADOS

Triptéfano

Las concentraciones de triptéfano mostraron un perfil de pequefas variaciones
mensuales que fueron similares en suero, plasma libre de plaguetas y plasma rico en
plaguetas, asi como en sangre (Figura 1a). El promedio de concentraciones medias
de triptéfano en plasma libre de plaquetas (PLP) varid a lo largo del ano en un rango
de 8.91 £ 0.39 en mayo a 10.88 £ 0.62 yg/ml en noviembre (t{(29) = 3.228; p < 0.005).
En el plasma rico en plaguetas (PRP) el promedio de concentraciones de triptéfano
varid en el rango de 9.31 + 0.41 yg/ml en marzo, 9.33 + 0.51uyg/mlien mayoa 11.09
0.58 pg/mi en noviembre. Los valores estadisticamente significativos fueron entre los
meses de marzo y noviembre (t [29] = 4.805; P < 0.0001) y entre los meses de mayo
y noviembre (T(29) = 3.97; p < 0.001); en el suero las concentraciones variaron de
10.38 yg/ml en mayo a 12.23 ug/mi en noviembre (t [27] = 4.089; P < 0.001), mientras
que en sangre variaron de 5.55 pg/ml en mayo a 6.06 pg/ml en noviembre, sin
presentar diferencia estadisticamente significativa(t(29) = 4.329; p < 0.01) . Con los
valores normalizados (Figura 1b) el perfil de variaciones del triptofano fueron muy

similares en las preparaciones sanguineas estudiadas.
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Figura 1a. Variacidon mensuat de los niveles de triptofano en las diferentes
preparaciones sanguineas. Los datos representan promedio + EE.

)
1,10 - p
1.05
E
S,
o
=1
~ 1,00 4
(o
1
i_
0,95 -
—8— PLP
—v— PRP
—#— Sangre
0,90 - —— Suero
T 3 T - T L L] T T T T L T
Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Mes

Figura 1b. Valores mensuales normalizados de los niveles de triptéfanc en las diferentes

preparaciones sanguineas. Los datos representan promedios. * P<{.0008



Serotonina

En ta figura 2a se muestran los niveles de serotonina de los 12 meses del afio. Como
puede observarse, los perfiles de variaciones en las diferentes preparaciones
sanguineas no fueron similares entre si. Esta situaciéon se confirma en los datos

normalizados (Figura 2b).

En plasma libre de plaquetas (PLP) las concentraciones minimas promedio fueron
de 2.085 t 0.44 ng/ml en mayo, y la concentracion pico fue de 7.23 £+ 0.71 ng/ml en
junio, (t[29] = 5.589; P < 0.001). En plasma rico en plaquetas, la concentracion valle
fue 90.5 £ 12.5 ng/ml en mayo, y la concentracién pico fue en enero; 200.9 + 13.5
ng/ml (t [29] = 5.038; P < 0.00001). En sangre las concentraciones minimas se
encontraron en febrero 102.7 £ 8.4 ng/ml, en marzo 101.6 £ 8.9 ng/ml, en abril
102.5% 7.8 ng/ml, en noviembre 93 £ 8.7 ng/ml, y en diciembre 1055 + 9.5 ng/ml,
mientras que las concentraciones pico fueron en mayo 123.49 + 8.48 ng/ml, en
agosto 12121 + 83 ng/ml, y en octubre, 120 = 7.9 ng/mi, Los valores
estadisticamente significativos fueron entre los meses de marzo y mayo (t
[33]=4,299; P <0.0001). En el suero, las concentraciones minimas de serotonina se
encontraron en junio 90.37+ 12 ng/ml y noviembre 86.00 = 6.11 ng/mt, y tas
concentraciones pico se encontraron en diciembre 136,52+ 10.7 ng/ml. No se
encontro significancia entre los meses de junio y diciembre (t [32]=3.453; p <
0.00186), ni entre los meses de noviembre y diciembre (t [30]=2.988,p<0.0058)

Correlacion con condiciones climaticas

En relaciéon entre los niveles de triptéfano y serotonina y las condiciones climaticas
la prueba de correlacién de Pearson muestra que solo las concentraciones de
serotonina en plasma rico en plaquetas (PRP) correlacionan con el fotoperiodo
(t[194]= -0.294; P <0.0001)A, es decir, bajos niveles de serotonina corretacionan con

los dias de mas luz.
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El analisis cosinor de las concentraciones de serotonina en plasma rico en

plaquetas muestra la posible existencia de un ritmo circanual con un porcentaje de

ritmicidad de 51 % (Tabla 3). A diferencias de las concentraciones plasmaticas de

serotonina que muestran un porcentaje de ritmicidad de15.1 % el cual no tubo

significancia (p < 0.1). Las concentraciones de triptofano en plaquetas y plasma no

presentaron ninguna posibilidad de ritmo anual (21.3 y 4.6 %, respectivamente), y

carecieron de significancia (p < 0.1 en ambas).

Tabla 3. Parametros cronobiolégicos del ritmo anual de

las concentraciones de

serotonina y triptéfano en plaquetas y plasma de sujetos sanos.

Grupo Periodo Mesor Amplitud Acrofase Cosenc Porcentaje*
{meses) {pg/ml) (pg/ml) (deg)
Serotonina 11.999 152.464 32.81 -9.327° p <0.05 51.0
plaguetas
Triptdéfano 11.999 10.194 0.339 -319.44 ° p<0.1 21.3
plaquetas
Triptofano 11.999 10.765 0.353 -162.03° p<0.1 4.6
plasma
Serotonina 11.999 110.577 7.385 -3.128° p<0.1 151
_plasma

*Porcentaje de ritmicidad {proporcion de la varianza circanual que ajusta con el modelo). Coseno,
valor de p de la prueba de cero amplitud. Aacrofase, 360 ° = un afo.

DISCUSION

Este trabajo muestra que:

1.

Hay variaciones mensuales en los niveles de serotonina y triptofano en sujetos
$anos.

Las variaciones mensuales de las concentraciones de triptéfano mostraron un
perfil similar en las preparaciones sanguineas estudiadas.

Las variaciones mensuales de las concentraciones de serotonina tuvieron
perfiles diferentes en las preparacicnes estudiadas.

El perfil de las variaciones mensuales de serotonina en PRP correlacion6 con
el fotoperiodo de manera que bajas concentraciones de serotonina en
plaquetas correlacionarcn con los dias con intervalo de luz mas largos.

Existe la posibilidad de que la serotonina plagquetaria tenga un rtmo anual.

38



Los datos muestran que las concentraciones mas bajas de triptofano se encuentran
en marzo y mayo (primavera) e incrementan en le mes de noviembre (otofno). La
mayor diferencia estadisticamente significativa se encuentra en la preparacién de
plasma rico_en plaquetas entre los meses de marzo y noviembre (t [29] = 4.805; P
<0.00003). Sin embargo al realizar el analisis cosinor solo se observd una tendencia
a un ritmo sin que las significancia fuera estadisticamente significativa (p<0-1)
suginendo gue los cambios en los niveles de triptofano no cambian fuertemente con
las estaciones. Las concentraciones de triptofanc encontradas concuerdan con las
reportadas por Swade and Copen, 1980 (11.73 y 12.06 pg/ml}, Sarrias et al., 1989
{9.00 y 12.43 ug/ml) en el plasma.

Los perfiles de variaciones en las concentraciones de triptéfano en plasma de los
sujetos sanos de nuestro estudio, fueron similares al reportado por Maes y col.
(1995b), quienes encontraron valores bajos en marzo y mayo, y valores altos en
junio, agosto, y en los meses de noviembre a enero. Por el contrario Wirz-Justice y
col. {1979) reportan un perfil caracterizado por altas concentraciones plasmaticas de
triptéfano en junio y diciembre y bajos niveles de septiembre a noviembre. También
Sarrias y col. (1989) reportan valores bajos de triptéfano plasmatico en octubre y

noviembre, y valores altos en diciembre, mayo y agosto.

En este trabajo no se encontré correlacién entre los niveles plasmaticos de triptofano
y las variables climaticas, en contraste con Maes y col. (1995hb) y su grupo quienes
encontraron una relacion entre bajas temperaturas y humedad y los peffiles
mensuales de los niveles de triptéfano de sujetos sanos. Tambien encontré una
relacion positiva entre las variaciones mensuales de triptofano y la ocurrencia de
suicidios en Bélgica, pais localizado a 51.2° latitud norte, donde se presentan

temperaturas bajas encontraste a las que se presentan en la Ciudad de México.
A diferencia del triptéfano, los promedios mensuales de la concentracion de

serotonina de las diferentes fracciones sanguineas, no tuvieron perfiles de

variaciones similares entre si. El perfil de variacion mensual de la concentracion de
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serotonina en sangre total y en el suero, fue diferente del perfil de variacion de la
concentracion de serotonina en plasma rico en plaquetas (PRP), y al de serotonina
plasmatica (PLP). Como puede observarse en la figura 2 (a y b), los valores de
serotonina en sangre total y suero no tuvieron variaciones significativas en el ano. La
serotonina plasmatica (PLP) mostré un solo valor maximo en el mes de Junio, el cual
fue significativamente diferente de los valores registrados el reto del ano
(t [29]=5.589; p<0.0008).

El perfil de vanaciones de serotonina en PRP mostré valores bajos en mayo, una
tendencia al incremento de noviembre a enero {(otofio a invierno), y valores altos en
marzo vy abril (primavera). Las variaciones de esta preparacién fueron
estadisticamente significativas, y el analisis cosinor mostrd la alta probabilidad de

gue los niveles de serotonina en plaguetas (PRP) tuvieran un ritmo circanual.

Wirz-Justice y Richter (1979) encontraron resultados similares, pues observaron
valores de serotonina plaquetaria altos en primavera, bajos en verano, tendencia al
incremento de otofo a invierno, y un pico en diciembre. Por el contrario, Sarrias y
col. {(1889) reportaron valores maximos en primavera-verano y minimos en febrero y

noviembre.

Respecto a la correlacion entre los variaciones mensuales de los niveles de
serotonina y las condiciones climaticas la dnica corelacién encontrada en este
estudio fue entre los niveles de serotonina en plaquetas (PRP) y el fotopenodo,
Sarrias y col., (1989) encontraron que la serotonina en sangre total corretaciond
significativamente con el fotoperiodo, pero no con la temperatura ambiente. El hecho
de que no se encuentre ninguna correlacién entre las variaciones ambientales y las
variaciones mensuales de serotonina plaguetarna, sugieren fuertemente que estas
variaciones pudiesen tener un mecanismo endégeno similar al de los ritmos
circadianos (Aguilar-Roblero y col.,, 1997; Gruart y col., 2002) sera necesano

realizar futuros estudios para explicar esta posibilidad.
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Por otro lado, la similitud de las variaciones de triptéfano entre las diferentes
fracciones sanguineas, sugiere que el triptdfano conforma un solo compartimiento, o
que se distribuye en comparlimentos intercambiables entre si. Sin embargo, los
diferentes perfiles en las varaciones de serotonina de las fracciones sanguineas
estudiadas, sugieren que la serotonina se encuentra confinada en compartimentos
altamente definidos, y su intercambio entre compartimientos se encuentre regulado.
Esto a su vez sugiere que cada compartimiento de serotonina tenga diferentes

metabolismos y funciones biologicas (Lechin y col., 1998).

Resulta interesante que el unico compadimiento de serotonina que mostro altas
probabilidades de tener ritmicidad (p < 0.005) fue el de la fraccion plaguetaria mismo
gque correlacioné con el fotopeniodo y aunque las variaciones estacionales en México
no son extremas como en los paises nordicos, el contenido de serotonina plaquetaria

muestra un perfil de variacién circanual.

Por otra parte dado que fa accion de la serotonina en las plaguetas parece tener
similitud con algunas acciones a nivel cerebral, no es dificil que el ritmo anual de la
concentracion de serotonina en las plaguetas refleje una ritmicidad anual en la
funcién serotoninérgica cerebral (Bianchi y col, 2002), aungque esto requerra de
estudios utilizando estrategias que permitan medir directamente las variables

serotoninérgicas cerebrales.

Aunque asumimos que el sistema serotoninérgico periferico (sangre, plaquetas y
plasma) puede ser un modelo util para el estudio de las enfermedades afectivas,
particularmente la depresién, y que cambios similares de los parametros estudiados
pueden estar ocurriendo en el sistema nervioso central, pero se hace paticular
énfasis en que cuando se pretende estudiar la funcidn serotoninérgica y su relacion
con las enfermedades afectivas, debe considerarse el tipo de preparacion sanguinea

estudiada, asi como de tener en cuenta la variacion estacional de la serotonina.



ESTUDIO 2. EL SISTEMA SEROTONINERGICO
PERIFERICO EN PACIENTES DEPRIMIDOS

OBJETIVOS

Estudiar las concentraciones de serotonina y friptéfano en sangre, plasma y
plaguetas, en sujetos nomales y en pacientes deprimidos, evaluando la posible
correlacion entre los niveles de estos metabolitos con el puntaje de severidad de la
depresion. Asi mismo, también se medira la densidad y afinidad del transportador de
serotonina en la membrana plaquetarna, comparando los valores cinéticos (Kd vy

Bmax) de los pacientes deprimidos vs. los de los sujetos control.

HIPOTESIS

1.- Hi: Los niveles de triptéfano y serotonina en plasma libre de plaquetas (PLP),
plasma rico en plaquetas (PRP) y en sangre de los pacientes deprimidos son
diferentes a los niveles de los voluntarios sanos.

Ho: Los niveles de triptofano y serotonina en plasma libre de plaquetas (PLP),
plasma rico en plaquetas (PRP) y en sangre de los pacientes deprimidos no difieren

de los niveles de los voluntarios sanos.

2.- Hi: Existen diferencias en la densidad (Bmax) y afinidad (Kd) del transportador
de serotonina entre el grupo control y los pacientes deprimidos.
Ho: No existen diferencias en la densidad (Bmax) y afinidad (Kd) del

transportador de serotonina entre el grupo control y los pacientes depnmidos.

3.- Hi; Los niveles de serotonina y triptofano en sangre y plaguetas se modifican
por efecto del tratamiento con antidepresivos inhibidores selectivos de recaptura de
serotonina.

Ho: Los niveles de serotonina y triptofano en sangre y plaquetas no se
modifican por efecto del tratamiento con antidepresivos inhibidores selectivos de

recaptura de serotonina.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de investigaciéon. Estudio longitudinal, comparativo de casos y controles,

pareados por edad y sexo.

Tamaio de muestra. La muestra fue de 30 sujetos sanos como controles, y 30

pacientes con diagnostico de depresion mayor.

Consideraciones éticas. Las consideraciones éticas para este estudio, se basaron
en la Declaracién de Helsinki y de la Asociacion Médica Mundial en Tokio, en 1975,
asi como en las de |la evaluacion del comité ético del Instituto Nacional de Psiquiatria

“Ramodn de la Fuente Mufiz”.

Criterios de inclusion:

1.Pacientes con diagnéstico de trastorno Depresivo Mayor (episodio unico ©
recurrente) con o sin sintomas melancolicos segun criterios del DSM-IV-TR.

2.Edad entre 18 y 45 afos

3. Duracion del episodio actual entre 45 dias y 12 meses.

4. Sintomatologia depresiva de moderada a severa. (Hamilton D > a 20 pts.)

5.No encontrarse tomando tratamiento farmacolégico para la depresion por lo
menos en 15 dias y si tomara fluoxetina, en 4 semanas.

6.Que no presentaran un cuadro infeccioso durante las ultimas dos semanas.

7.Que no presentaran cuadros de trastorno de ansiedad o trastorno de la
personalidad como diagnéstico primario.

8. Que no tenga conducta ni ideacion suicida.

9.Sin otras enfermedades fisicas.

Criterios de no inclusion:
1. Pacientes con antecedentes de crisis convulsivas o epilepsia.
2. Pacientes con marcapasos.
3. Pacientes con objetos metalicos o magnéticos en el craneo.

4. Pacientes con enfermedades crénico-degenerativas.
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5. Pacientes que se encuentren actualmente bajo tratamiento neuroldgico o
psiquiatrico.

6. Pacientes con abuso y dependencia actual o pasada de alcohol y drogas.

7. Pacientes con depresion bipolar y psicotica.

8. Pacientes que usen anticoagulantes

Criterios de exclusion:

1.Empeoramiento del cuadro depresivo.

2.Cualquier motivo de riesgo suicida.

3.Efectos colaterales inesperados.

4 Peticion expresa del paciente de ser excluido del estudio.

5.Evaluacién incompleta.

Pacientes deprimidos

Los pacientes se reclutaron de la consulta externa del INP que tuvieran un
padecimiento de depresion sin rasgos suicidas, que cumplieran con los criterios de
inclusion. Se estudiaron 30 pacientes (24 mujeres y 6 hombres) cuya edad promedio
fue de 34 £ 11 anos (rango 18-45 anos). Los pacientes cumplieron los criterios para
el diagnéstico de Trastorno Depresivo Mayor episodio unico o recurrente, de acuerdo
con el Manual Diagnostico y Estadistico de la Asociacion Psiquiatrica Americana,
(DSM-IV, American Psychiatric Association, 1994). La severidad de la sintomatologia
depresiva fue medida por el clinico por medio de la escala Hamilton para Depresion
(Hamilton, 1960), asi como por los pacientes mediante el Inventario de Beck para
Depresion (Beck, 1961). Todos los pacientes incluidos tuvieron un puntaje igual o
mayor a 22 puntos en la escala HDRS. Se incluyeron pacientes que no estuvieran
bajo tratamiento famacolégico antidepresivo al menos durante 30 dias previos al
estudio. Ademas, a los pacientes se les aplicd ia entrevista estructurada para
trastornos de la personalidad SCID-II para detectar y descartar sujetos con cualquier

trastorno grave de la personalidad asociado al cuadro de depresion.
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Para evitar variaciones por estacionalidad los pacientes fueron pareados por edad y
sexo con sus controles. Las pacientes mujeres ademas fueron pareadas de acuerdo
al estadio de su fase de ciclo menstrual con sus controles. Todos los pacientes
incluidos fueron referidos del servicio de consuita externa del Instituto Nacional de
Psiquiatria “Ramoén de la Fuente”, en la Ciudad de Meéxico. Los pacientes fueron
evaluados por un investigador quien aplico la version validada en espafol del Mini-
International Neuropsychiatric Interview (MINI; Heinze, 2000), para corroborar el
diagnostico y descartar cualquier otro padecimiento psiquiatrico. Los pacientes que
tuvieron algun trastorno neurolégico y/u otro padecimiento psiquiatrico, incluyendo a
los de uso, abuso, o dependencia al alcohol y sustancias psicoactivas, fueron

excluidos del estudio, asi como a las mujeres embarazadas.

Voluntarios sanos

El grupo control lo conformaron treinta sujetos sanos con una media de edad de 32.3
+ 10.8 anos (24 mujeres, 6 hombres). Los participantes fueron reclutados de la
poblacidén abierta. Se les entrevisto y se les aplico la entrevista estructurada MINI, la
cual confimoé que no sufrieran ningun trastorno psiquiatrico, y el SCID-Il para
descartar alteraciones en el gje Il. Ninguno de ellos recibidé tratamiento farmacolégico
por 1o menos 3 semanas previas al estudio. Los controles mujeres se parearon de
acuerdo con la fase del ciclo menstrual de las pacientes. Todos los candidatos a
participar recibieron una minuciosa explicacion del estudio; quienes aceptaron

participar voluntariamente firmaron una hoja de consentimiento informado.

Los pacientes deprimidos recibieron de forma abierta, tratamiento farmacoldgico a
base de un inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina (fluoxetina o citalopram a
dosis de 20 y 10 mg/dia respectivamente). A todos los pacientes que presentaron
remision de los sintomas depresivos (definido como una calificacion total no mayor a
5 puntos en la Escala Hamilton de depresion y menor a 7 puntos en el Inventario de
depresion de Beck), se les tomd nuevamente una muestra de sangre para cuantificar

los niveles sanguineos de serotonina y triptéfano.
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Los pacientes seleccionados y los voluntarios sanos que aceptaron participar en este
protocolo de investigaciéon se programaron para toma de muestra, que consistié de
una toma unica de aproximadamente 50 ml de sangre {en el mismo horario). Todos
los participantes del estudio fueron examinados clinicamente y se les realizaron
pruebas de laboratorio de rutina (biometria hematica completa, quimica sanguinea
de 4 elementos, examen general de orina, y pruebas de funcion tiroidea para

descartar cualquier enfermedad organica.

Cada muestra de sangre se manejé de independiente y ciegamente. El plasma rico
enplaquetas (PRP) se separd inmediatamente para preparar las membranas de
plaguetas requeridas para la medicién del transportador serotoninérgico. El plasma
libre de plaquetas {(PLP) y la sangre total se repartieron en alicuotas mantenidas a

-70° C hasta su procesamiento para las determinaciones moleculares (Tabla 4.)

Tabla 4. Determinaciones moleculares

Molécula Detectable en Volumen de sangre Temperatura de
almacenamiento
Triptdfano PLP, PRP, sangre 10 ml -70°C
Determinado en la -70°C
Serotonina PLP, PRP, sangre misma muestra
Transporiador Membranas plaguetarias 40 ml -70°C
de serotonina

Procedimiento para la cuantificacion de serotonina y triptéfano

A todos loa participantes se les tomé muestra de sangre entre las 8 y 9 AM., en
ayunas. Tomando en consideracion el reporte de Ortiz y col., {1988), en relacién a la
existencia de 2 pozas, una plaguetaria y otra plasmatica, se realizé ia preparacion de
plasma rico en plaquetas (PRP) y de plasma libre de plaquetas (PLP). Segun Sarrias
y col. (1987) brevemente, se obtuvieron 15 m! de sangre de cada sujeto, en un tubo
de plastico que contenia 275 pl de K3EDTA al 10% como anticoagulante; el tubo se
mezclé suavemente y se tomo una alicuota de 1 ml de sangre en un tubo de
microcentrifuga que se almacené a -70° C hasta su analisis. La sangre restante se
centrifugd a 170 x g durante 15 minutos para obtener el PRP del cual se tomé una

alicuota de 600 pl y fue almacenada a — 70° C, el PRP restante se transfirié a otro
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tubo que se centrifugo a 1000 x g por 15 minutos, el sobrenadante (plasma pobre en
plaquetas, PPP) fue transferido a otro tubo y centrifugado a 1000 x g durante 30

minutos para obtener el PLP, que se guardé a -70° C.

Preparacion de la muestra para el analisis cromatografico

Las muestras fueron preparadas para el andlisis cromatografico HPLC de acuerdo
con el meéetodo de Anderson y col, (1987): brevemente, en un tubo de
microcentrifuga se colocaron 250 ul de muestra y 50 ul de acido ascorbico al 25 %, el
tubo fue agitado suavemente en el vortex y se le adicionaron 50 pl de acido
perclorico 3.4 M, el tubo se agitd vigorosamente durante 1 minuto y la mezcla se dejo
reposar 10 minutos a 4° C. Posteriormente el tubo se centrifugd a 6,000 x g por 5
minutos, el sobrenadante se filtrd a través de una membrana de 0.45 um y una

alicuota de 50 pl se inyectd al cromatdgrafo de liquidos de alta eficiencia (HPLC).

Sistema cromatografico

El equipo de cromatografia HPLC consistid de una bomba 510 Waters (Milford, MA,
U.S.A), un automuestreador Waters 710 WISP, un guardacolumna Waters empacado
con inserto Nova-pak Cys , una columna Nova-pak (150 X 3.9 mm [.D.) de acero
inoxidable. Un detector de fluorescencia Waters 470. La longitud de onda de
excitacion fue de 278 nm y de emision de 335nm. El analisis se realizd de forma
isocratica a 1.00 mi/min. La fase mévil se filtro a traves de un filtro de 0.22 pm. Se
usd un programa de ganancia de 0-6 min con una ganancia X 1 y de 6-13 min con
una ganancia X 100. El tiempo de retencion fue de 5 minutos para triptéfano y 7.84
minutos para serotonina. El coeficiente de variacion intraensayo del método fue de
1.77% para triptofano (n = 20, 8.55 pg/ml} y 5.30% para serotonina (n = 20, 40.65
ng/ml). El coeficiente de variacion interensayo fue de 3.08 % para triptofano (n = 5,
8.98 pg/ml) y 5.24 % para serotonina (n = 4, 43.75 ng/ml). La fase movil fue consistio
de acido citrico 12.16 mM, fosfato dibasico de amonio 11.60 mM, octilsulfonato de
sodio 2.54 mM, fosfato de dibutilamina 3.32 mM y Na;EDTA 1.11 mM, pH 3.7 y

acetonitrilo en una proporcion (95/5) preparada segun Lee Chin (1990).
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Procedimiento para el ensayo de unién del transportador

Las plaquetas obtenidas se preparan de acuerdo a un protocolo estandar como
sigue: Las muestras de sangre (30 ml) se toman con jeringas conteniendo 0.30 ml de
EDTA al 7.5% (pH 7.4), para evitar la coagulacion, y el tubo se centrifuga a 900 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente, y de la interfase del paguete de
eritrocitos y el suero se obtiene la fraccion de plasma rico en plaquetas (PRP). Todos
tos siguientes pasos se realizan a 04° C. El boton de plaquetas se obtuvo por
centrifugacién a 3400 rpm durante 15 minutos, se descarto el sobrenadante, y el
botén de plaguetas se resuspende en 2 ml de buffer de fosfato salino-glucosa {pH
7.2) y se centrifuga a 3400 rpm por 15 min. Después de descartar el sobrenadante ia

pastilla es almacenada a -70° C hasta el momento de realizar el estudio de union.

Sitios de recaptura de serotonina (ensayo de union con *H-paroxetina)

El boton de plaguetas se descongeld lentamente, se resuspendid en 2 ml de Tris 5
mMol conteniendo 0.1 % EDTA (pH 7.5) y se homogeneizd con un Ultrasonic Cole
Patmer, serie 4710 por 60 segundos a nivel moderado de 40. La preparacion
homogeneizada se centrifugd a 50,000 x g durante 30 minutos a 4°C en una
centrifuga refrigerada Sorval Combi plus, Dupont. El sobrenadante se decanto y el
botén de membranas se lavd en 2.0 m| de buffer de incubacion frio (tris 50 nMol,
NaCl 120 mMol, KCI 5 mMol, MgCl 2mMol, acido ascorbico 0.05 mMol, a pH 7.3) y

resuspendid con un homogenizador.

Los sitios de recaptura de serotonina se midieron usando *H-paroxetina como ligando
de union siguiendo el método de Jurado y col. (2003). La medicion se realizé por
triplicado en tubos con buffer de incubacioén, 3H—paroxetina (0.078-10 nM), 130 ul de
suspension de membranas con y sin solucion de fluoxetina 2 pM, en un volumen total
de 1000 pi y se incubdé a 37° C por 2 horas. La incubacion termina por filtracion
rapida a través de un multifiltros Millipore, con filtros GF/B (Biomedical Res Lab) y
lavados con 2 ml de buffer Tris 50 mM pH 7.7, a0 — 4 ° C, los cuales contenian 0.01
% de albumina bovina sérica. Los filtros se secan a temperatura ambiente y se

colocan en viales con 5 ml de liquido de centelleo (Fisher). La radioactividad se midio
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en un contador de centelleo para radiacion beta (Beckman LS 6000 SC). La unidn
especifica se determind como la diferencia entre la union total menos la unién no

especifica. La union inespecifica se determina por la adicion de fluoxetina 2uM.

Analisis estadistico

Se determind la existencia de diferencias estadisticamente significativas por medio
del analisis de varianza (ANOVA) de una via, y se utilizd la prueba de Tuckey HSD
como prueba post hoc, con el programa SPSS 12.00 (Statistical Software by SPPS

Inc.). En todos los casos los datos representan la media + el error estandar.

RESULTADGCS

Los resultados de laboratorio y gabinete como biometria hematica completa, quimica
sanguinea, funcion tiroidea (T3, T4 y TSH), y examen general de orina resultaron
normales tanto en los pacientes deprimidos como en los voluntarios sanos. No hubo
diferencias significativas entre ambos grupos (no se muestran datos). Al inicio del
estudio, los pacientes tuvieron diferencias significativas en la severidad de la

sintomatologia depresiva comparados con los sujetos control (Fabla 5).

Tabla 5. Valores de escalas Hamilton y Beck para
diaghdstico de depresion.

Escala de Inventario de
Hamilton Beck

1.25+0.35 3.3+0.78
25212062 256174

Voluntarios sanos

Pacientes deprimidos
antes del tratamiento
Pacientes deprimidos
después del tratamiento

3.3+1.25 4.23+1.07

El tratamiento farmacoldgico con fluoxetina o citalopram logrd la remision de los
sintomas segun las escalas de Hamilton (3.3 + 1.25) y de Beck (4.23 * 1.07) al final
del estudio. El tratamiento antidepresivo no produjo cambios significativos en el peso
corporal de los pacientes que se mantuvo en los mismos valores que al inicio del
tratamiento y fue similar al de los voluntarios sanos (64.8 +2.7,63.7 £ 2.0, 65.7 £ 1.6,

grupos control, depresion y post-tratamiento respectivamente).
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Plaquetas en sangre

Como puede observarse en la figura 1, aunque el numero de plaquetas fue
ligeramente mas bajo en los pacientes deprimidos en comparacién con los
sujetos control, la diferencia no fue estadisticamente significativa. Por otro lado,
el tratamiento antidepresivo tampoco produjo cambios significativos en el

niamero de plaquetas en los pacientes (Fo75 = 2.522; P = 0.087).

Niveles de serotonina en sangre

El promedio de la concentracidén de serotonina en sangre en los pacientes
deprimidos fue ligeramente mayor comparada con el promedio de los controles
(Figura 1), aunque la diferencia no fue significativa, sin embargo al final del
tratamiento antidepresivo los niveles de serotonina fueron significativamente
mas bajos comparados con los niveles iniciales en los pacientes y con los
controles (F274= 11.281; P < 0.000).

300 T [ No. plaguetas x 1000
5HT sangre {ng/mi)

T T
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Grupo control Grupo depresion  Post-tratamiento

Figura 1. Numero de plaquetas y concentracién de serotonina sanguinea.
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Niveles de serotonina en plasma libre de plaguetas

Aunqgue el promedio de la concentracidon de serotonina en PLP fue mas baja en los
pacientes deprimidos (3.57 £ 0.375) en comparacion con los controles (5.79 £ 1.078),
la diferencia casi alcanza a ser significativa (p = 0.051), pero al aplicar la prueba de
Tuckey HSD la diferencia entre controles y pacientes deprnimidos asi como al finat del

tratamiento antidepresivo no fue significativa (F, 74 = 1.603; P = 0.208) (Figura 2).

Contenido de serotonina en plaquetas

Al igual que la serotonina sanguinea, el contenido de serotonina plaquetaria en los
pacientes deprimidos (Figura 3} no mostro diferencias significativas respecto a los
controles. Sin embargo, al final del tratamiento los niveles de serotonina plaguetaria
fueron significativamente mas bajos comparados con los niveles iniciales y los

niveles de los sujetos control (F274= 13.564; P < 0.000).
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Figura 2. Concentracién de serotonina en la preparaciéon
de plasma libre de plaquetas
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Figura 3 . Contenido de serctonina en plaquetas.
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Niveles de triptéfano en sangre

Los niveles de triptéfano en sangre (Figura 4) no mostraron diferencias entre
los pacientes deprimidos y los sujetos control, y contrariamente a ia serotonina,
la concentracion de triptéfano no cambio por el tratamiento en los pacientes
deprimidos (F» 73= 0.104; P = 0.901).

Niveles de triptéfano en preparacion rica en plaquetas

Los niveles de triptdfano en plaquetas (Figura 4) tampoco mostraron
diferencias entre ios pacientes deprimidos y los sujetos control, ni por efecto del
tratamiento (F274= 1.213; P = 0.303).

10

[ Sangre
PRP

Triptéfano (ng/ml)

<

Grupo control Grupo depresion  Post-tratamiento

Figura 4. Concentracion de triptéfano ern sangre y en plasma rico en plaguetas
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Densidad del transportador de serotonina {Bax)
No se encontraron diferencias en la densidad del transportador de serotonina entre

los pacientes deprimidos y los sujetos control (F 158 = 0.015; P = 0.902).

Afinidad del transportador de serotonina (Kg)
Tampoco se encontraron diferencias en la afinidad del transportador de serotonina

entre los pacientes deprimidos y los sujetos control (F 155 = 0.160; P = 0.0.691)

DISCUSION

En este estudio se investigaron las concentraciones de serotonina y de triptofano
tanto en la sangre como en las plaquetas para evaluar las posibles diferencias entre
los pacientes deprimidos y- los voluntarios sanos. Cabe mencionar gue este es el
primer estudio al respecto gue se realiza en sujetos mexicanos. Se evaluo ademas,

el efecto del tratamiento antidepresivo en la concentracion de estos metabolitcs.

Los pacientes con depresion tuvieron puntajes de severidad en los sintomas
depresivos significativamente mayores que los sujetos control, evaluados tanto con la
escala de Hamilton como con la escala de Beck (Tabla 5). El tratamiento
antidepresivo produjo una significativa reduccidén en la severidad de los sintomas
(Tabla 4), mientras que no tuvo efecto sobre el peso corporal de los pacientes. Al
respecto, estd documentado que el incremento ponderal ocurre mas frecuentemente
en pacientes deprimidos a los que se les prescribe paroxetina mas que con fluoxetina
(Calil, 2001). Debido a que este ultimo fue el medicamento mas empteado en los
pacientes de este estudio, consideramos que esta es la razén de no haber

encontrado cambios de peso significativos.
En los parametros sanguineos, el numero de plaquetas por mililitro de sangre fue

similar entre los pacientes y los controles, y el tratamiento con antidepresivos no

produjo cambiocs en el nimero de plaguetas de los pacientes.
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La concentracién de serotonina en pacientes deprimidos fue similar a la de los
controles, lo que significa que nuestros pacientes no presentan cambios relacionados
con la depresién en la serotonina en sangre, ni en la concentracion de serotonina en
plaguetas, comparados con los sujetos control. Nuestros resultados difieren de
algunos estudios previos como los de Sarrias y col. (1987), Quintana (1992) o
Cleare (1997), quienes en pacientes deprimidos encontraron concentraciones de
serotonina plaguetaria menores que en los controles, aunque por otro lado, coinciden
con los reportes de Mann y col., (1992), Karege y col., (1994), Mick-Seler y col.,
(1991), (19986), y Hughes y col., (1996), quienes no encontraron diferencias entre los

pacientes deprimidos y los controles.

Las discrepancias encontradas en la literatura se pueden explicar teniendo en cuenta
tres aspectos. El primero comprende los factores raciales que han sido considerados
en los estudics de Cuccaro y col., (1993); Cook y col., (1995), y Hughes y col,,
(1996). Particularmente Hughes y col., (1996), encontraron al comparar nifios y
adolescentes con alteraciones en el estado de animo con sus respectivos controles
gue los pacientes afro-americanos tuvieron niveles de serotonina sanguineos mas
altos que los caucasicos. Sin embargo, no encontraron diferencias entre pacientes
con alteraciones en el estado de animo y los controles en el grupo étnico afro-
americano, mientras que los pacientes caucasicos si mostraron diferencias en los
niveles de serotonina relacionados con la depresion. Estos autores proponen que la
raza es una variable critica que necesita ser controlada en los estudios de
marcadores biologicos. En México, este es el primer estudio que se realiza al

respecto, por lo que sera necesario investigar mas los aspectos raciales.

El segundo aspecto es el fisiologico, al respecto Karege y col., (1994) mencionan
que diversos factores pueden estar involucrados en el control de almacenamiento de
serotonina por las plaquetas tales como los mecanismos de la recaptura, el proceso
de almacenamiento, el proceso de liberacién, la conjugacién intracelular, o la
degradacion de esta amina. Cualquier alteracion de estos factores podria afectar el

contenido plaquetario de serotonina.
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El tercer aspecto es metodolégico, Cleare (1997) estudid 17 pacientes e incluyé 4
pacientes con historia de intento suicida, 0 que puede influir en sus resultados, ya
que Mann (1992) mostro que los pacientes deprimidos con intento suicida tienen
niveles menores de serotonina sanguinea y plaquetaria. Para cuidar este aspecto,
los pacientes de nuestro estudio fueron cuidadosamente seleccionados y evaluados,
aplicando entrevistas semiestructuradas (MINI y SCID ) por dos investigadores
clinicos, para eliminar el posible sesgo de la comorbilidad de los trastornos de

personalidad, los intentos o ideacion suicida, u otros trastornos psiquiatricos.

Quintana (1992} estudid un grupo de pacientes deprimidos entre 32 a 64 afios, delos
cuales el 60 % fueron mujeres, y la diferencia con nuestro estudio puede ser
explicada por los diferentes intervalos de edades considerados, asi como por las

diferencias de género ya que en nuestro estudio el 80 % fueron mujeres.

Respecto a la concentracion de triptéfano en sangre, este parecia ser el indicador del
triptofano que puede convertirse en serotonina en el sistema nervioso central, por lo
que se habia sugendo que podia ser usado como referencia de la actividad
serotoninérgica central (Quintana, 1992). Sin embargo, al comparar estas
concentraciones entre los pacientes deprimidos contra las de los sujetos control, no
se encontraron diferencias en la sangre ni en las plaquetas. Ademas, €l tratamiento
con antidepresivos no produjo ningun cambio en los niveles de triptéfano. Podemos
concluir que nuestros resultados no apoyan esa propuesta. Otros autores han
reportado niveles de triptéfano plasmatico disminuidos en los pacientes deprimidos
(Russ y col., 1990; Karege y col., 1994), pero el grupo de Aymard y col., (1994}
tampoco encontrd diferencia en la concentraciéon de triptéfano comparando pacientes

vs. controles.

Respecto a los sitios de recaptura, estos se han estudiado en las plaguetas asi como
en las células cerebrales usando radioligandos como la [*H] imipramina y [*H]
paroxetina (Raisman vy col., 1979; Marcusson y col., 1988; Rosel y col., 1999)
como se comentd en un inicio varios estudios han reportado bajos numeros de sitios
de unién de [PH] imipramina en plaguetas de pacientes deprimidos, sugiriendo que

podia ser usado como un marcador bioldgico de depresion (Nemeroff y col, 1991,
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Rosel y col.,, 1997). Sin embargo, en nuestra medicion del transportador de
recaptura de paroxetina no hubo diferencias entre los pacientes deprimidos y los
controles. Usando un ligando mas selectivo para el transportador serotonina como
[*H] paroxetina también se han encontrado discrepancias ya que algunos estudios
encuentran un numero disminuido de sitios de unién a [3H] paroxetina, (Nemeroff y
col., 1991), y otros no encontraron cambios entre pacientes deprimidos en
comparacion con los controles (Suranyi-Cadote y col., 1989; Iny y col., 1989), en
este estudio, tampoco encontramos diferencias en el numero de los sitios de unién
{Bmax) , ni en la afinidad (Kd). Respecto a esta discrepancia se pueden considerar
factores tales como la seleccion de pacientes, la presencia y la naturaleza de
diferentes tratamientos psiquiatricos, el periodo de lavado, asi como el numero
reducido de sujetos incluidos en los diferentes estudios. En nuestro estudio se hizo
particular énfasis en considerar los aspectos metodolégicos de los ensayos de union,
ya que se habia encontrado que, ademas de tener optima temperatura y tiempo de
incubacidn, la concentracién de proteinas es un factor critico en el ensayo de unién,
ya que bajas concentraciones de proteinas provocan una baja sensibilidad del
ensayo, mientras que altas concentraciones de proteinas provocaban desviaciones
en la linealidad de la curva. Por esta razén se sugiere que para los ensayos de union

se use una concentracion de 100 a 200 pg/ml de medio de incubacion.

Por otro lado, los compuestos que inhiben el transporte de serotonina han
demostrado su eficacia antidepresiva, entre ellos se encuentran la fluoxetina,
fluvoxamina, paroxetina, citalopram y sertralina. En este estudio se encontré que los
niveles de serotonina sanguinea y plaquetaria disminuyeron después del tratamiento
con citalopram o fluoxetina {inhibidores de la recaptura de serotonina). Este hallazgo
esta de acuerdo con lo reportado con Kremer y col., (1990), Celada y col., (1992),
Karege y col., (1994), Blardi y col., (2002), y Castrogiovanni (2003), quienes
reportaron la disminucion de los niveles de serotonina en sangre y en plaquetas
inducida por el tratamiento antidepresivo. Calil (2001) menciona que los mecanismos
hipotéticos de la remision de los sintomas depresivos con los inhibidores selectivos
de la recaptura incluyen la disminucion de la serotonina disponible en la sinapsis
como una consecuencia de la regulacién descendente de los receptores

serotoninérgicos (SHT; y/o 5-HT14); ademas de los efectos secundarios dependientes
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de ofros sistemas de neurotransmisores tales como los noradrenérgicos,
dopaminérgicos, colinérgicos y GABAérgicos, asi como las diferencias en la
sensibilidad biolégica y cognitiva de cada paciente. El drastico decremento que
produjo el tratamiento en la concentracién de fa serotonina sanguinea y plaquetaria,
se puede intempretar como consecuencia de la accidén de los medicamentos al inhibir
la recaptura de serotonina. La entrada de serotonina en la plagueta es disminuida por
el efecto del antidepresivo, lo que disminuye los niveles de la amina contenida en
ellas. Blardi y col., (2002) sugieren que las mediciones de serotonina perférica
pueden ser usadas como un posible marcador periférico para el estudio de la

respuesta clinica en el paciente deprimido.

En nuestro estudio todos los pacientes deprimidos mejoraron de sus sintomas
depresivos con el uso de inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina, lo que
es comun en paciente deprimidos sin comorbilidad agregada, a diferencia con los
pacientes deprimidos con otro padecimiento psiquiatrico comoérbido, como los
trastornos de personalidad, en donde el esquema farmacologico con antidepresivos

ISRS no dan tan buenos resultados (Papakostas y col, 2003)
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DISCUSION GENERAL

La Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica Mexicana (Frenk,1999; Medina-
Mora y col., 2003) refiere que en nuestro pais los trastornos neuropsiquiatricos
ocupan el quinto fugar como carga de enfermedad al considerar indicadores de
muerte prematura y dias vividos con discapacidad. Cuatro de las diez enfermedades
mas discapacitantes son neuropsiquiatricas, entre las que se mencionan la
esquizofrenia, la depresion, los trastornos obsesivos compulsivos y el alcoholismo.
Mas aun, se espera que el indice de enfermos se incremente debido a problemas
actuales tales como la pobreza, la violencia, el incremento en el abuso de drogas y el
envejecimiento de la poblacion entre otros factores. En las mujeres en edad
reproductiva la depresion es la principal causa de discapacidad. LLas mujeres tienen
mayor riesgo de desarrollar un primer episodio depresivo desde la adolescencia
temprana hasta la sexta década de la vida. Los datos epidemiologicos nacionales e
intemacionales coinciden en sefialar que la prevalencia de la depresion es de dos

mujeres por un hombre (Ontiveros, 2005)

A pesar de los avances cientificos que se han tenido y considerarando los aspectos
psicosociales como el estigma social que segrega a los pacientes psiquiatricos y el
tiempo que pasa entre que el paciente identifica sus sintomas y recibe atencion
especializada, el médico psiquiatra realiza el diagnodstico de manera subjetiva
mediante parametros clinimétricos que requieren de sustentos bioquimicos medibles
para su confirmacion. Es por esto que el concepto de marcadores biolégicos ha ido
cobrando importancia en la psiquiatria, debido a los intentos de dilucidar la
fisiopatologia de los trastornos psiquiatricos. Kupfer (1991) menciona que los
métodos de laboratorio habitualmente tienen una participacion con tres objetivos
primordiales en la medicina psiquiatrica:1) descartar o confirmar una patogénesis
meédica primaria que puede coexistir o confundirse con un sindrome psiquiatrico, 2)
como una prueba de laboratorio para confirmar un diagnostico psiquiatrico; 3) para
conseguir una mejor comprension de los procesos bioldgicos subyacentes. En este
contexto, la busqueda de marcadores biolégicos en psiquiatria ha evolucionado y se
han establecido los conceptos de marcador de rasgo que refiere los hallazgos
invariables que pueden observarse en los pacientes con trastornos mentales

endogenos en la fase aguda y en su remisién y el marcador de estado que indica que
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solo se va a manifestar en grado variable mientras este presente la sintomatologia de
la enfermedad. Teniendo estc comeo premisa y en la intencién de proporcionar
conocimientos adicionales en esta area de investigacion, en esta tesis se revisaron
varios estudios que proponen gue las mediciones periféricas de serotonina y su
precursor triptéfano, en sangre, suero, plasma, y/o plaquetas, puedan servir como
marcadores bioclégicos periféricos de la depresion. Sin embargo, las divergencias en
los hallazgos clinicos documentaron una controversia respecto a la utilidad de estas
mediciones, asi como a la utilidad de la medicion de la constante de afinidad (Kd) asi
como a la densidad (Bmax) del transportador de serotonina en la membrana
plaguetana. En este trabajo se consideraron varias causas para esta controversia,
entre las que se encuentran: el uso de técnicas indirectas debido a las dificultades
para el acceso al estudio del sistema nervioso central en los humanos, {a inadecuada
o insuficiente delimitacion clinica del padecimiento o bien la poca consideracion de la
comorbilidad, que puede derivar en sesgos en los estudios clinicos, asi como a las
variaciones fisiolodgicas de la serotonina y el triptofano en diferentes fluidos
biologicos, y/o de su transportador; por ultimo, se consideraron aspectos técnicos en

la optimizacidon de las metodologias empleadas.

Kupfer (1991) menciona que existen varios factores que pueden poner en entredicho
la validez y seguridad de la evaluacion de estos marcadores bioldgicos y que deberia
incluirse una especial atencién sobre los factores diurnos, circadianos y circanuales
en cuanto a la evaluacion de los parametros especificos que pueden ser afectados
por la fase circadica o circanual, situacidon que ya habia sido sefalada por Wirz-
Justice y Richter (1979), Swade y Coppen., (1980) y Sarrias., (1989). Estos
investigadores ademas de informar la existencia de la influencia de las variaciones
sobre los parametros serotoninérgicos mencionan la influencia de la estacionalidad
como causa de variaciones que podian provocar una inconsistencia de los de la
reproducibilidad de los hallazgos encontrados particularmente en los parametros
serotoninergicos. Sin embargo estos estudios se han realizado en paises ndrdicos
en donde las variaciones estacionales son muy severas y en las que se ha
mencionado la existencia de un desorden afectivo estacional, pero en nuestro pais
que tiene una ubicacion cercana al ecuador en donde las variaciones climaticas no

son intensas y los cambios en el ciclo luz-obscuridad no difieren mayormente aun no
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se ha realizado ningtin estudio al respecto. Por este motivo, esta investigacion inicio
estudiando ia posibilidad de que los sujetos sanos mexicanos tuvieran variaciones
mensuales en las concentraciones de serotonina y triptofano, que nos permitieran
determinar cual de las preparaciones sanguineas resultara de mas utilidad para los

estudios clinicos avocados al trastorno depresivo. Este estudio mostro que:

1. Existen variaciones mensuales en los niveles de serotonina y triptéfano en
diferentes preparaciones sanguineas de sujetos sanos residentes de la
ciudad de México.

2. Las variaciones mensuales de las concentraciones de triptéfano mostraron
un perfil similar en las preparaciones sanguineas estudiadas (PRP, PLP,
sangre y suero).

3. A diferencia del triptéfano, las variaciones mensuales de las concentraciones
de serotonina mostraron perfiles diferentes en cada una de las preparaciones
estudiadas (PRP, PLP, sangre y suero).

4. El perfil de las variaciones mensuales de serotonina en el plasma rico en
plaquetas (PRP) correlaciono inversamente con el fotoperiodo. Las menores
concentraciones de serotonina en esta preparacion (PRP) correspondieron a
los dias con intervalo de luz mas largos

5. De acuerdo con el analisis cosinor, la serotonina plaquetaria (PRP) tiene una

alta probabilidad de tener ritmo circanual.

Los datos muestran que las concentraciones mas bajas de triptéfano se encontraron
en marzo y mayo (primavera), y se incrementaron en noviembre (otofio). Sin
embargo, el analisis cosinor mostré solo la tendencia a tener ritmicidad bimodal
similar al reportado por Maes y col. (1995) sin que alcanzara significancia estadistica
(p<0.1), situacion que puede corregirse aumentando el humero de participantes. Sin
embargo, difiere del estudio de Wirz-Justice y col. (1979), y Sarrias y col. {1989).
Las diferencias en las coordenadas geograficas de los estudios pueden explicar las
diferencias entre los estudios en donde se examinan estas funciones biologicas. Se
requiere de mayor informacion sobre la naturaleza de las variaciones pues de
acuerdo con Maes y col. (1995) existen dos posibilidades: (1) los ritmos observados

son debidos a las variaciones estacionales de acuerdo a la disponibilidad diaria del
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triptoéfano y (2) el hallazgo se debe a la modulacién estacional putativa de los ritmos

circadianos en la disponibilidad del triptéfano.

Por otro lado, el hecho de que parte de la variabilidad en los niveles de todos los
aminoacidos, incluyendo el triptéfano se relacionen a los niveles de proteinas totales
séricas puede sugerir gue las variaciones en la disponibilidad del triptéfano puede ser
en parte reflejo una variacion de los habitos dieteticos ya que se existen evidencias
de un progresivo incremento en la ingesta de carbohidratos asi como de proteinas de
primavera a invierno. Se ha sugerido que la variacién estacional en la ingesta de
proteinas es en parte determinada de manera endégena en funcidn de los
requerimientos nutricionales. Aunque en este estudio se realizd en sujetos sanos y
no se incluyeron pacientes deprimidos Benton (2002) menciona que en invierno
cuando la luz es menor los pacientes que sufren de depresion estacional consumen
mas alimentos ricos en carbohidratos aungue la ingesta de sin embargo la ingesta de
alimentos altos en proteinas no difiere con las estaciones, situacién que se esta

considerando estudiar mas adelantea.

En este estudio no se encontrd correlacion entre los niveles plasmaticos de triptéfano
y las variables climaticas, lo que contrasta con Maes y col. {(1995), quienes
encontraron una relacidon entre bajas temperaturas y humedad con los perfiles
mensuales de los niveles de triptéfano de sujetos sanos. Este autor también encontro
una relacion positiva entre las variaciones mensuates de triptofano y la ocurrencia de
suicidios en Bélgica, que esta localizada a 51.2° latitud norte. Las diferencias en las
coordenadas geograficas de los estudios pueden explicar las diferencias.

A diferencia del triptofano, los promedios mensuales de la concentracion de
serotonina de las diferentes fracciones sanguineas no tuvieron perfiles de
variaciones similares entre si. El perfil de variacidon mensual de la concentracion de
serotonina en sangre total y en suero fue diferente del perfil de variacion de la
concentracion de serotonina en plasma rico en plaquetas y al de serotonina

plasmatica.

El perfil de variaciones de serotonina en PRP mostroé valores bajos en mayo, una

tendencia a incrementarse de noviembre a enero (otofio a invierno), y valores altos

62



en marzo—abril (primavera). Las variaciones de esta preparacion fueron
estadisticamente significativas, y el analisis cosinor mostrd la alta probabilidad de
que los niveles de serotonina en plaquetas (PRP) tuvieran un ritmo circanual. Un
resultadoc similar reportaron Wirz-Justice y Richter (1979), quienes observaron
valores de serctonina plaquetaria altos en primavera y bajos en verano, una
tendencia al incremento de otofo a invierno, y un pico en diciembre. Por el contrario
Sarrias y col. {1989) reportaron valores maximos en primavera-verano, con valores

minimos en febrero y noviembre,

Respecto a la correlacion entre las variaciones mensuales de los niveles de
serotonina y las condiciones climaticas, la unica correlacién encontrada en este
estudio fue entre los niveles de serotonina en plaquetas (PRP) y el fotoperiodo.
Sarrias y col., (1989) encontraron que la serotonina en sangre total correlacionaba
significativamente con el fotoperiodo, pero no con la temperatura ambiente. El hecho
de que no se encuentre una mayor correlacion entre las variaciones ambientales y
las variaciones mensuales de serotonina plaguetaria, sugieren fuertemente que estas
variaciones pudiesen tener un mecanismo endogeno similar al de los ritmos
circadianos (Aguilar-Roblero y col., 1997; Gruart y col., 2002), por lo que sera

necesario realizar futuros estudios para explicar esta posibilidad.

Por otro lado, la similitud de las variaciones de triptoéfano entre las diferentes
fracciones sanguineas, sugiere que el triptéfano conforma un solo compartimiento, o
que se distribuye en compartimentos intercambiables entre si. Sin embargo, los
diferentes perfiles en las variaciones de serotonina de las fracciones sanguineas
estudiadas sugieren que la serotonina se encuentra confinada en compartimentos
altamente definidos, y su intercambio intercompartamental se encuentra regulado.
Esto a su vez sugiere que cada compartimiento de serotonina tenga diferentes
metabolismos y funciones biolégicas (Lechin y col,, 1998). La diferente respuesta
del triptofano al tratamiento antidepresivo en los pacientes deprimidos en contraste a
la respuesta de la serotonina, apoya esta diferencia de compartimientos. Resulta
interesante que el Unico compartimiento de serotonina que mostrdé altas
probabilidades de tener ritmicidad (p < 0.005) fue el de la fraccion plaquetaria, y

aungue las variaciones estacionales en México no son extremas como en los paises
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nordicos, las concentraciones del plasma rico en plaquetas mostré un perfil de

variacion circanual.

Por otra parte, dado que la accién de la serotonina en tas plaquetas parece tener
similitud con algunas acciones a nivel cerebral, no es dificil que el ritmo anual de la
concentraciéon de serotonina en las plaguetas refleje una ritmicidad anual en la
funcion serotoninérgica cerebral (Bianchi y col, 2002), aunque esto requerira de
estudios utilizando estrategias que permitan medir directamente las variables

serotoninergicas cerebrales.

Aungue inicialmente asumimos que el sistema serotoninérgico periférico (sangre,
plaquetas y plasma) puede ser un modelo util para el estudio de las enfermedades
afectivas, particularmente la depresidon, y que cambios similares podrian estar
ocurriendo en las plaguetas y el sistema nervioso central, encontramos que, cuando
se pretende estudiar la funcién serotoninérgica y su relacion con las enfermedades
afectivas, debe considerarse el tipo de preparacion sanguinea estudiada, asi como

de tener en cuenta la variacién estacional de la serotonina.

Como ya se mencion¢ el estudio de variacion estacional de los niveles de serotonina
y triptéfano fue realizado en hombres propositivamente ya que el hecho de que
también se incluyeran mujeres tenia el inconveniente de que se adicionara una
variable adicional que era la vanacion por el ciclo menstrual. Sin embargo, en un
estudio realizado por Ortiz (1988) respecto a las diferencias en las concentraciones
de serotonina por sexo, el autor menciona que la serotonina plasmatica, la serotonina
sanguinea y la serotonina plaquetaria era significativamente mayor en ias mujeres
mientras que el acido 5-hidroxiindolacetico plasmatico fue mayor en los hombres. Las
altas diferencias en las concentraciones de serotonina entre ambos sexos puede ser
un indicador de una funcién serotoninérgica mas activa en las mujeres (sintesis y/o
recaptura). Adicionalmente el hecho de que en la mujer se encontraran
concentraciones de acido 5-idroxiindolacético plasmatico mas bajas y una mayor
concentracion de serotonina plaquetaria puede indicar que los procesos de
degradacion en las mujeres son mas lentos a comparacion con los hombre.

Considerando este hallazgo al realizar el estudio clinico en bisqueda de evidencias

64



acerca del valor clinico de la medicién de triptéfano, serotonina plasmaticos,
sanguineos y plaquetarios, asi como de la densidad (Bmax) y afinidad del
transportador de serotonina evaluando su posible utilidad como marcador biolégico
periféerico de la depresion se considero también la variacion estacional en los criterios
de inclusion de tal forma que cuando se tomaba la muestra del paciente depnmido en
esa misma fecha tambien se tomaba la muestra de su control pareado por edad y
sexo, en el caso de que fuera mujer la control sana pareada por edad también se

ajustaba al ciclo menstrual de la paciente.

En el estudio clinico se estudiaron las concentraciones de serotonina y triptéfano en
sangre y en plaquetas para evaluar las posibles diferencias entre los pacientes
deprimidos y los voluntarios sanos. Este parece ser el primer estudio que se realiza
en sujetos mexicanos. El nimero de plaquetas por mililitro de sangre fue similar entre
pacientes y controles, y el tratamiento con antidepresivos no produjo cambios en el

numero de plaquetas de los pacientes.

La concentracion de serotonina en pacientes deprimidos fue similar a la de los
controles, lo que significa que nuestros pacientes no presentan cambios relacionados
con la depresion en la serotonina en sangre, ni en la concentracion de serotonina en
plaguetas, comparados con los sujetos control. Nuestros resultados difieren de
algunos estudios previos como los de Sarrias y col. (1987), Quintana (1992) o
Cleare (1997), quienes en pacientes deprimidos encontraron concentraciones de
serotonina plaquetaria menores que en los controles, aunque por otro lado, coinciden
con los reportes de Mann y col. (1992), Karege y col. (1994), Mick-Seler y col.
(1991, 1996), y Hughes y col. (1996), quienes no encontraron diferencias entre los

pacientes deprimidos y los controles.

Las discrepancias encontradas en la literatura se pueden explicar teniendo en
cuenta tres aspectos. El primero comprende los factores raciales {Cuccaro y col.,
1993; Cook y col., 1995; y Hughes y col., 1996). En México, este es el primer
estudio que se realiza al respecto, por lo que serd necesario investigar mas los
aspectos raciales. Otro factor es el fisiologico, por la diversidad de factores que

pueden estar involucrados en el control de almacenamiento de serotonina por las
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plaguetas. El tercer aspecto es metodologico. Al respecto, los pacientes de nuestro
estudio fueron cuidadosamente seleccionados y evaluados por dos investigadores
clinicos, quienes aplicaron entrevistas semiestructuradas (MINI y SCID I} con
criterios de inclusion rigurosos para eliminar los pacientes con trastornos de

personalidad, intentos o ideacidn suicida, u otros trastornos psiquiatricos.

En el trabajo clinico, no se encontraron diferencias en la concentracion de
triptofano en sangre ni en plagquetas comparando muestras de pacientes deprimidos
contra muestras de sujetos control. El triptéfano en sangre parecia ser un indicador
del triptofano que puede convertirse en serotonina en el sistema nervioso central, por
lo que se habia sugerido que podia ser usado como referencia de la actividad
serotoninérgica central (Quintana., 1992). Sin embargo, nuestros resultados no
coinciden con esa propuesta sino con la de Aymard y col. (19983) quienes tampoco
encontraron diferencia en la concentracion de triptdfano entre pacientes y controles.
Respecto a los sitios de recaptura de serotonina en las plaquetas que se habia
sugerido como un marcador biolégico de depresion (Nemeroff y col, 1991, Rosel y
col., 1997), nuestros resultados midiendo el pegado de [°H] paroxetina a las
plaquetas, no mostraron diferencias en el numero de los sitios de union (Bmayx), ni en
la afinidad (Kd}, comparando muestras de pacientes depnmidos contra los controles.
Otros estudios utilizando [°H] paroxetina tampoco han encontrado diferencias entre
pacientes deprimidos y controles (Tang and Morris, 1985; Kanof y col., 1987). Con
respecto a esta discrepancia se pueden considerar varios factores tales como la
seleccidon de pacientes, la presencia y naturaleza de diferentes tratamientos
psiquiatricos, el periodo de lavado, asi como el numero reducido de sujetos incluidos
en los diferentes estudios, en este estudio se hace particular énfasis en considerar
los aspectos metodoldgicos del ensayo de unidon empleado. En este trabajo, se
evaluo la influencia del uso de diferentes temperaturas y concentraciones de
proteinas durante la incubacion en los ensayos de union y se observé su efecto
sobre la unidn no especifica. De acuerdo con nuestros datos, 1a concentracion de
proteinas en el medio de incubacidn es critica para los ensayos de union,
encontramos que con 20 pg de proteina por ml de medio de incubacidn tubo un
porcentaje de unién no especifica de 80%, mientras que el incremento en la

concentracion de proteinas en el medio de incubacidn produjo un decremento en la
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proporcion de union no especifica, que aunque nunca bajo del 30%, era lo
suficientemente buena para disminuir los errores de medicion. Nuestros datos dieron
mediciones optimas de los ensayos de unidn utilizando concentraciones de proteinas

entre 100y 200 pg por miliitro de medio de incubacion (Jurado y col., 2003).

En nuestro estudio todos los pacientes deprimidos mejoraron de sus sintomas
depresivos con el uso de inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina, lo que
es comun en paciente deprimidos sin comorbilidad agregada, a diferencia con los
pacientes deprimidos con otro padecimiento psiquiatrico comoérbido, como los
trastornos de personalidad, en donde el esquema farmacolégico con antidepresivos
ISRS no dan tan buenos resultados (Papakostas y col, 2003). Al respecto, estamos
buscando comparar los datos de varios estudios similares en pacientes deprimidos,
intentando delimitar la participacion de los trastornos de la personalidad en los
parametros serotoninérgicos perifericos; hasta el momento, parece ser que la
serotonina y el triptofano se alteran mas por ese tipo de trastornos que por la
severidad de la depresion en los sujetos.

Es claro que debena establecerse una base de datos normativos que incluya la
influencia de varios factores fisioldgicos (edad, género, estado hommonal, variacion
estacional), gue puedan ser considerados en los sujetos con trastorno depresivo,
para que puedan ser comparados con la poblacion control. Se requieren estudios
longitudinales y familiares para establecer las variaciones inter- e infraindividuales
de las mediciones plaquetanas durante las diferentes fases de la depresion, y asi
poder responder a los importantes cuestionamientos de si algunas de esas
mediciones son marcadores de estado o rasgo. Con el incremento en el
conocimiento de ios mecanismos biologicos basicos que incluyen la sintesis,
liberacién, recaptura y accion de los neurotransmisores como la SHT, se pueden
apreciar las limitaciones, reducir el abuso y beneficiarnos con la utilizacidn de

marcadores serotoninérgicos plaquetarios en las enfermedades psiquiatricas.
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CONCLUSIONES

En conclusion, aungue el clima en México no es tan extremo como en paises
nordicos, el contenido de serotonina en el plasma rico en plaguetas de sujefos
voluntanos sanos Mexicanos, tiene un perfil circanual de variaciones, el cual
correlaciona con el fotopenodo, de modo que los niveles mas bajos de la serotonina

coinciden con fa mayor duracion de la luz diurna.

Con base en los resultados obtenidos, podemos conciuir que:

1. Los pacientes mexicanos no mostraron cambios en las concentraciones de
serotonina en sangre ni en las plaquetas, asociada con la depresion.

2. Igualmente, tampoco se encontraron cambios en las concentraciones de
triptofano en sangre asociada con la depresién.

3. El tratamiento con medicamentos antidepresivos inhibidores selectivos de ia
recaptura de serotonina se asocian con la disminucién de la concentracion de
serotonina tanto en sangre como en plaquetas.

4. Sin embargo, el tratamiento con los mismos medicamentos no produce
cambios en las concentraciones de triptéfano en sangre.

5. En las condiciones de nuestros pacientes, la serotonina en sangre o en
plaquetas no parece ser un indicador de estado de la depresion, aunque
pudiera ser un punto de referencia para el tratamiento. Habria que estudiar
mas este aspecto.

6. Por el contrario, en nuestros pacientes el triptéfano en sangre no parece ser

indicador ni de la depresion, ni del tratamiento.
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LA PLAQUETA COMO MARCADOR BIOLOGICO PERIFERICO DE
LA FUNCION SEROTONINERGICA NEURONAL

Julig Moreno*, Ma Guadgalupe Campos*®, Carmen Larg***, Carlos Tomer****

SUMMARY

Among all neurotransmitters, serotonin or 5-hydroxi-triptamine
(5-HT) is probably the most studied in neuropsychopharmacology.
Interest in this neurotransmitter is due to cumulatve evidences
showing that neuronal serotonezgic systerns are altered in depressed
patients, as well as in several behavior dysfunctiens like
aggressiveness, impulsiveness, and suicide attempts, among others.
Also, specific agonists and antagenists have been synthesized,
which has enabled the characterization of the serctonergic recep-
tor subtypes. Furthermore, highly selective inhibitors of seratonin
uptake have been developed, and these are capable of working in
the synaptic terminals, as well as in other cell systems, such as
platelets. This has allowed for the understanding and
characterization of the action mechanisms of diverse psychoactive
drugs interacting with the serotonergic sysrem.

Platelets have been proposed as an outlying model resembhng
that of serotonergic neurons due to the similarities they present
in the uprake, storage, and serotonin rcicase mechanisms, as well
as the presence in platelet membranes of serotenin 5-HTa,
receprors. The platelets have a serotonergic system consisang of
four main components: 1. an uptake mechanism, 2. intracellular
storage organelles, 3. serotonergic receptors in the plasmatic
membrane, and 4. a mitochondral enzyme, the moncamine oxi-
dase (MAO), which metabolizes serotonin. All these elements
show physiologic similarities with the neuronal serotonergic
systemn.

Serotonergic similarities in neurons and platelets

In the Cenural Nervous Sysiem (SNC) serotonin acts manly as an
inhibitory neurotransmitier, The precursor for its synchesis is the
aminoacid tryprophan. This is taken from the blood to the cere-
bral interstice, where it is raken up by the nervous terminals and
converted inro 5-hidroxytryptophan (5-HTP) by the enzyme
tryptophan hydroxilase. The conversion to 5-HTP is a key
regulatory step in serotonin synthesis, and is converted quickly in
5-HT by the action of the aromatic L-acid descarboxilase.
However, platelets do not synthesize 5-HT, since they do not

possess tryptophan hydroxilase. Thus they only display uptake,
storage, and serotonin release funcdons.

Serotonin actions

The neurotransmitter functions of neuronal serotonin, generally
inhibitory, depend on the serotonergic receptor characreristics it
interacts with. Its acdon mechanism can be mediated through
second messengers {metabouophic receptors) or through a direce
action over fonic channels (lonotrophic receptors). In the platelets,
serotonin is stored in a slow replacement depot, where it can be
released from by exocythotic mechanisms. Serotonin participates
in the platelet activation that allows for their aggrepation to each
other for blood clotting proeess.

Serotonin uplake

To stop the serotonin neurotransmitter function, neuronal
serotonin is taken up from the synaptic cleft by transporter
proteins. The serotonin newronal uptake is impelled by a proton
gradient that requires ATP. The 5-HT uptake can follow two
paths: the 5-HT can be metabolized by the MAQ into 5-hydroxy-
indolacetc acid, or it can be reiniroduced into release vesicles in
order 1o be reutlized as a neurotransmitter.

The serotonin uptake by platelets occurs either by passive
diffusion or by acuve transport mechanisms. Under physiological
conditions, the actve uptake mecharusm s the most effective.
This uptake is mediated by proteins similar to the ones required
for the neurcnal serotonin upiake in the brain. It requires energy
and the presence of Na* and Cl. The platelet uptake system has
a reladively high affinity (Kd) for 5-HT, being similar in magnitude
from platelets to neurons. The platelet storage of 5-HT is loeated
mainly 1n the dense bodies and in the storage granules.

Serotonin traniperters in platelets and synaplic lerminals

The main form of ending a serotonergic transmission pulse is by
taking up 5-HT molecules from the synapdc cleft directed o
reduce the serotonin concentration, which then stops the
SECOLONErgIC NEUrolransmission.

The uprake process involves a molecular recogniuon of 5-HT
by the wransporter, its binding, and passing through the membrane
to be released within the cellular. Serotonin melecules bound 10
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its transporter protein cross through the membrane using Na® as
a driving force. The return of the transporter to its original position
requires K* as the driving force to step this protein toward its
original position. When a selective serotonin reuptake inhibitor is
administered, the 5-HT concentration increases in the synaptic
cleft, which enhances seratonin neurotransmission. This increase
induces a down regulation cascade of both: serotonin
autoreceptors (presynaptic) and postsynaptic receptors, that may
finally reestablish the resting state of the neuron.

It has been confirmed that the protein for neuronal as well as
platelet serotonin uptake transport are synthesized by the same
gene. Experimental evidence has shown that the platelet
transporter presents the same functional and pharmacological
characteristics than the neuronal wansporter.

Serotonergic receptors

Seven types of pre and post synaptic serotonin recepters, which
have also several subtypes, have been characterized.

Pre and post synaptic 5-HT, receptors. The 5-HT, receptors
are involved in both pre and post synaptic serotonergic
neurotrransmission, The presynaptic 5-HT,, receptors are
autoreceptors. Due to their localization in the cellular body and
in the dendrites, they have been named somatodendritic
autoreceptors, which control the serotonin release. The
postsynaptic receptors may play a role in hypothalamic
thermoregulation. The presynaptic 5-HTp receptors are
autoreceptors that perform a regulation by blocking the 5-HT
telease. These receptors are not synthesized in platelets.
Postsynaptic 5-HT, receptors. The 5-HT, receptor subtypes
are 5-HT4 ponac. When postsynaptic 5-HTy, recepiors are bound
to serotonin, they drive the transduction of neuronal impulses
through the production,of second messengers within the
postsynaptc neuron. These second messengers induce the synthesis
of intracellular proteins denominated transcription factors, which
may regulate the expression of several neuronal genes. Platelet 5-
HT;, receptors correspond to the neuronal 5-HT,, metabothropic
receptors and induce alteratons in plateler density and affinity.
5-HT, receptors. These receptors were originally described in
the periphery, specifically as part of the enteric nervous system.
In the CNS 5-HT, receptors are densely present in the solitary
eract nucleus and in the area postrema. These receptors are the
only monoaminergic receptors consisting of ionic channels operated
by aminergic neurotransmitters. The stimulation of 5-HT,
receptors is responsible of several secondary effects of the selective
inhibitors of serotonin reuptake (SISR). These effects are not
mediated only in the CNS, but also in sites cutside the brain, such
as the intestine, which possess this type of receptors also. These
receptors are not located in the plarelets.

5HT, ;serotonergic receptors. These receptors are distributed
throughout the body, where they stimulate the alimentary tract
secretions and facilitate peristaltic reflexes. Their localization in
serotonergic areas in the brain and platelers has not been
established.

Norwhithstanding their limitations, the characreristics reviewed
support the conclusion that platelets can be used as parual models
to study the neuronal serotonin 5-HT, binding and uptake
functions, As Alfred Pletscher stated: “although the incomplete
of the partern demands care in its application, they could have
the advantage of the relative simplicity”.

Key words: Depression, scrotonin, 5-hydroxy-indoleacetic acid,
platelets.
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RESUMEN

De todos los neurotransmisores, la serotonina {5-hidroxi-
triptamina; 5-HT) muy probablemente ha sido la mas estudiada
en la neuropsicofarmacologia. El interés por este neurotransmisor
se debe a la evidencia de la alteracidén de los sistemas
serotoninérgicos en pacientes deprimidos, asi como en varios tras-
tornos de conducta, como la agresividad, la impulsividad y los
intentos de suicidio.

Las plaquetas se han propuesto como un marcador bioldgico
periférico del funcionamiento de las neuronas serotoninérgicas
centrales debido a las similitudes que comparten en los mecanis-
mos de captura, almacenamiento y liberacidn de serotonina, y a
que los receptores 5-HT,, esran presentes en las membranas de
ambaos tipos celulares. El sistema serotoninérgico de las plaguetas
tiene cuatro componentes principales: 1. un mecanismo de capa-
ra, 2. organelos de almacenamiento intracelular, 3. receptores
serotoninérgicos en la membrana plasmitica, y 4. una enzima
mitocondrial para su metabolismo (la monoaminooxidasa, MAO).
Todos estos elementos tienen similitudes fisioldgicas y
fisiopatoldgicas con el sistema serotoninérgico neuronal.

En el Sistema Nervioso Central (SNC), la 5-HT actia de ma-
nera predominante como un neutrotransmisor de tipo inhibitorio.
El triptofano, precursor para su sintesis, es convertido por la
triptéfano hidroxilasa en 5-hidroxitrptéfano (5-HTP), el cual a
su vez se transforma rapidamente en 5-HT por la accidn de la L-
icido aromdtice descarboxilasa. Sin embargo, las plaquetas no
poseen triptéfano hidroxilasa, por lo cual no sintetizan 5-HT y
solo pueden tener funciones de caprura, almacenamiento y libera-
cién de 5-HT.

La liberacién de serotonina por las neuronas cumple funciones
dc neurotransmisor, mientras que la serotonina plaquetaria es una
reserva de lento recambio que puede ser liberada de las plaquetas
por exocitosis, y participa en la activacion de las plaquetas, lo que
facilita su agregacion en el proceso de coagulacién.

Para terminar la sefial neurotransmiscra en el SNC, la serotonina
es caprurada del cspacio sindptico por un sistema proteico impul-
sado por un gradiente de protones que consume ATP. La 5-HT
recapturada puede seguir dos rutas: ser degradada por la MAQ a
icido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) o puede ser introducida
en las vesiculas secretoras para ser nuevamente liberada al espacio
sinaptico.

La caprura de 5-HT por las plaquetas ocutre de dos maneras:
por difusién pasiva y por un mecanismo activo. El mecanismo
activo estd mediado por una proteina similar al transportador de
5-HT neuronal, que requiere de energia y de la presencia de Na¥ y
CI". Este sistema plaquetario de captura dene un grado de afini-
dad similar al del sistema neuronal. Hay evidencia experimental
de que la proteina transportadora de serotonina del cerebro y las
plaquetas, esta codificada por el mismo gen, y el wansportador
plaguetario tiene ademds las mismas caracteristicas funcionales y
farmacolégicas que el transporrador neuronal.

Receprores serotoninérgicos

Los receptores 5-HT,, presinipticos son autorreceptores
somatodendriticos. Ejercen un control inhibitorio de la Lbera-
cién de serotomuna y, por lo mismo, cuando disminuye su efecto
por una regulacién a ta baja (doun regwlation), se produce un au-
mento de la liberacidén de serotonina. Los receptores 5-HT),
postsinipticos desemperan un papel en la termorregulacion cor-
poral. Los autoreceptores 5-HTp presinipticos aciian como re-
guladores de la liberacién de 5-HT, bloqueando la liberacién de 5-

Salud Mental, Vol. 28, No. 3, junlo 2005



HT. Estos receptores no se encuentran en las plaquetas.
Receptores postsinapticos 5-HT,

Tienen varios subtipos: 5-HT; 4, 5 , ¢ Son glucoproteiuas y han
sido caracterizados por medio de la identificacién del cédige
genético del cADN de estos receptores. Cuando el receptor 5-
HT,, postsindptico es ocupado por la serotonina, provoca la pro-
duccidn de segundos mensajeros, los que esdmaulan la sintesis de
proteinas intracelulares denominadas factores de transeripeion;
éstas regulan a su vez Ja expresion de varios genes neuronales.
Aunque se ha propuesto que en las membranas plaquetanas los
receptores 5-HT,, corresponden a los receptores 5-HTy,
metabotrdpicos, las alteraciones de densidad y afinidad, su res-
puesta a segundos mensajeros, y su implicacidn en la
neurotransmisién, no han podido explicarse bien mediante el
modelo plaquetario.

Los receptores 5-HT, son los dnicos receptores de monoaminas
que funcionan como canales idnicos. Estos receptores se sitian
sobre terminaciones parasimpatcas en ¢l tubo digestvo, y en el
SNC se encuentran con gran densidad en el niicleo del haz solita-
rio y en ¢l drea postrema. Son responsables de varios efectos
secundarios de los inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina (ISRS) en el SNC, asi como en e intestino y otras
regiones donde se encuentran estos receptores. No se localizan en
las plaqueras.

Subpoblacién 5-HT 4

Se encuentran distribuidos por todo el cuerpo. Estimulan las
secreciones del tubo digestivo y facilitan los reflejos peristilticos
del mismo. No se ha explorado su parricipacién en la
neurotransmision y su disfuncion en trastomos depresivos.

Estas caracteristicas Lan llevado a proponer a las plaquetas
como medelos parciales para el estudio de la serotonina peuronal.
Como Alfred Pletscher expresd: “si bien lo incompleto del mode-
lo exige cuidado en su aplicacion, podria tener la ventaja de la
simplicidad relativa”.

Palabras clave: Depresion, serotonina, dcide 5-hidri-
indolacéuco, plaquetas.

INTRODUCCION

La serotonina se llamé inicialmente “enteramina” de-
bido a que se aislé de las células enterocromafines de
la mucosa gastrointestinal. En 1976, Page y cols. fue-
ron los primeros en aislar y caracterizar quimicamente
una sustancia vasoconstrictora liberada por las plaqueras
de sangre coagulada. La sustancia aislada dcl torrente
sanguineo recibié el nombre de serotonina, por ser
una “sustancia en el suero que aumenta el tono de los
vasos”. La caracterizacion posterior de la serotonina y
de la enteramina mestrd que eran la misma molécula.

Elinterés por la serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5-
HT) en psiquiatria deriva de la demostracién de que la
dietilamida del 4cido lisérgico (LSD, agonista
serotoninérgico) causaba profundos efectos sobre el
estado de dnimo y la conducta, ademis de estados
alucinatorios. Por otro lado, los médicos que trataban
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a los pacientes tuberculosos con iproniazida (medica-
mento antituberculoso inhibidor de la enzima
monoamino oxidasa; IMAQO) encontraron que
incrementaba la concentracidn tisular de serotonina, lo
que se correlacionaba con la mejoria del estado de
animo de los pacientes (West, 1959).

Al inicio de la década de 1950, se encontrd que la
reserpina, utilizada como agente antihipertensivo, dis-
minuia las reservas celulares de monoaminas, incluida
la 5-HT, lo que se correlacionaba con la depresién como
efecto secundario. En ese dempe ain se desconocia si
la 5-HT era un compuesto cerebral enddgeno. Sin
embargo, diversos métodos de bioensayos y
espectroflucrometria desarrollados en esa década
mostraron concentraciones mayores de serotonina en
dreas especificas del cerebro de los mamiferos.
Adicionalmente, los estudios de histofluorescencia ha-
cia la mitad de la década de 1960, mostraron las vias
que contenfan monoamimas en el Sistema Nervioso
Central (SNC) (Owens y Nemeroff, 1994).

El interés actual por el papel de la 5-HT en psiquia-
tria se debe a tres factores relacionados: a) la existencia
de suficientes evidencias para apoyat la tesis de que los
sisternas serotoninérgicos se encuentran alterados en
pacientes con depresién; b} los extracrdinarios pro-
gresos en la clonacién de los subtipos del receptor 5-
HT y la sintesis de agonistas y antagonistas selectivos
para los diversos subtipos de receptores
serctoninérgicos, y ¢} la sintesis y el desarrollo de com-
puestos altamente selectivos para inhibir la recaptura
de 5-HT, tanto en las terminales nerviosas como en
otras células que tienen transportador de captura de 5-
HT (como las plaquetas). Todo esto ha permitido es-
tudiar los mecanismos de accidn serotoninérgicos en
el efecto antidepresivo.

La evidencia indica que, en el SNC, la 5-HT acnia
principalmente como un neurotransmuisor de tipo in-
hibitorio. El triptéfano es el precursor para la sintesis
de 5-HT; es transportado de la sangre al cerebro, don-
de s tomado por las terminales nerviosas y converti-
do por la triptdfano hidroxilasa en 5-hidroxitriptéfano
(5-HTP), que es el paso limitante para la sintesis de
serotonina. A su vez, el 5-HTP es convertido ripida-
mente en 5-HT por la accién de la descarboxilasa de
dcidos aromiticos.

Después de ocurrir la liberacion fisiolégica de la 5-
HT por las terminales sinapticas, la 5-HT presente en
el espacio sinaptico debe ser eliminada. El mecanismo
es la recaptura por la misma terminal siniptca que la
liberé, mediante la proteina transportadora de 5-HT,
y se almacena en las vesiculas sinapticas donde perma-
nece hasta su siguiente liberacidn, o bien puede ser
degradada al metabolito: dcido 5-hidroxi-indolacético
(5-HIAAY} por la enzima moncamino-oxidasa (MAQ).
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La serotonina también se ha encontrado en altas
concentraciones en las plaquetas, y dado que éstas y las
neuronas comparten similitudes genéticas, bioquimicas
y moleculares, se ha propuesto a las plaquetas como
un modelo que puede reflejar algunas condiciones del
sistema serotoninérgico neuronal (Paasonen, 1965,
Pletscher, 1968), lo que permitirfa considerar algunos
parametros serotoninérgicos plaquetatios como mar-
cadores de trastornos psiquidtricos, particularmente de
la depresion. Sin embargo, a la fecha, la utilidad de las
plaquetas como un marcador biolégico de la depre-
sidn sigue siendo controvertida. Por tal motivo, en este
trabajo se presenta una revisién de varios de los aspec-
tos fisiolégicos del sistema serotoninérgico y su posi-
ble participacién en la fisiopatologia de la depresion.

ANTECEDENTES

El uso de las plaquetas como un sistema experimental
para la neurofarmacologia y psicofarmacologia, se ini-
ci6 con los estudios sobre la reserpina. Este firmaco
se empleaba en el tratamiento de las psicosis y se en-
contré que causaba una deplecién marcada de la 5-
HT en el cerebro de conejos (Pletscher, 1956). Como
ya se habfa reportado inicialmente que las plaquetas
contenian 5-HT, se buscd dilucidar el modo de accion
de la reserpina en estas télulas sanguineas. Se encontrd
-

que la reserpina causaba una disminucién de la con-
centracién plaquetaria de 5-HT relacionada con su li-
beracidn (Paasonen, 1959). Por otro lado, se encontro
que varios firmacos sintétcos no relacionados con los
alcaloides de la Ravwolfia, pero que causaban una dis-
minucién de la 5-HT. cerebral, también disminuian la
serotonina de las plaquetas (Paasonen y Pletscher, 1959).
Esto mostré que el mecanismo de accidén de los
farmacos capaces de producir alteraciones en las
neuronas serotoninérgicas, también las producen en
las plaquetas.

Cuabro 1. Comparacion entre plaguetas y neuronas
serotoninérgicas (Da Prada 1988 y Shiider, 2001)

Newonas Flaquetas

Transpore activa para serotonina + +
Recaptores 5-HT,, + +
Sitios de union a (¥ + +
Almacenomianto subcelular

de 5-HT an vesiculas + +
MAGC Hipo B + +
Biasintests de 5-HT +
Transportador de 5-HT en lo membrana

plasmdtice + +
Trarsportador de 5-HT en lo mambrana

veslcular +

Enolasa neurana especifico
Linlén de serotonina a proteinas
Veslculas secretorios de seratoning

+ o+ + o+
+
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Las plaquetas tienen un sistema serotoninérgico que
consiste en cuatro componentes principales: 1. un me-
canismo de captura 2. organelos de almacenamiento
intracelular, 3. receptores de 5-HT en la membrana
plasmitica, y 4. una enzima metabolizadora
mitocondrial (MAQ). Todos estos elementos mues-
tran similitudes fisioldgicas y fisiopatolégicas con el
sistema serotoninérgico neuronal.

SIMILITUDES ENTRE LAS PLAQUETAS Y LAS NEURONAS
SEROTONINERGICAS

Las similitudes y diferencias entre las plaquetas y las
neuronas serotoninérgicas se presentan en el cuadro 1.
La principal diferencia radica en la falta de un meca-
nismeo enzimatico plaquetario para la sintesis de
serotonina, lo que indica que toda la serotonina de las
plaquetas proviene de fuentes externas.

CAPTURA DE 5-HT

La captura de 5-HT por las plaquetas ocurre tanto
por difusion pasiva como por un mecanismo activo;
en condiciones fisioldgicas este itdmo es mas efectvo.
La captura activa depende de energia y de la presencia
de Na* y Cl'. Es saturable y sigue una cinética tipo
Michaelis-Menten, lo que sugigre que estd mediada por
un transportador protéico-enzimidco saturable, simi-
lar al del sistema neuronal de captura de serotonina
(Pletscher 1987). El sistema de captura plaquetario te-
ne una afinidad relativamente alta para fa 5-HT, siendo
del mismo orden que el de las neuronas (los valores
encontrados en las K, estin entre 10® y 107 M). Este
mecanismo de captura es saturable v de alta afinidad.
También es capaz de transportar dopamina y
noradrenalina, aunque con mucho menor afinidad (por
la dopamina y la noradrenalina muestra afinidades de:
K, > 10° My > 10* M, respecdvamente), lo que
significa que el mecanismo plaquetario de captura de
5-HT no tiene las caracteristicas de alta afinidad re-
portados para dopamina y noradrenalina en termina-
les sindpticas (Linjaerde y cols., 1981; Malmgren y cols,,
1984; Malmgren y cols., 1986); esto demuestra la espe-
cificidad plaquetaria para la captura de serotonina.

Por otro lado, varios antidepresivos tipicos y atipicos
inhiben la captura de 5-HT tanto en plaquetas como en
terminales sindpticas aisladas. Los estudios en los cuales
se han comparado diferentes clases de antidepresivos
(fluoxetina, clorimipramina, imipramina, desipramina,
paroxetina, citalopram, entre otros) respaldan el hecho
de que la plaqueta puede ser un modelo capaz de refle-
jar el sistema neuronal de captura de serotonina.

Salud Mental, Vol. 28, No. 3, junio 2005



Para la serie de inhibidores de captura de serotonina
estudiados, se ha obtenido una buena correlacién en-
tre los valores de ICqy para la inhibicion de la captura
de serotonina en plaquetas humanas, con los valores
de ICq para la inhibicién de la captura de serotonina
de las terminales sindpticas del cerebro de rata. Ade-
mis, las plaquetas son capaces de predecir la efectivi-
dad clinica de los antidepresivos bloqueadores de cap-
tura de serotonina, dependiendo de la potencia de su
efecto en preparaciones de membrana de plaquetas
(sinaptosomas) (Da Prada y cols. 1988). Mis atn, la
secuencia encontrada de aminodcidos de las proteinas
transportadoras de recaptura, tanto en neuronas como
el de plaquetas humanas, sugiere que estin codificados
en el mismo gen (Lesch y cols,, 1993 a, b).

ALWMACENAMIENTO DE 5-HT EN PLAQUETAS

El almacenamiento intracelular de 5-HT ocurre prin-
cipalmente en organelos especificos (cuerpos densos y
granulos de almacenamiento) diferentes de los granu-
los alfa (Da Prada y cols., 1972). Hay evidencia de que
la 5-HT entra pasivamente en los organelos de alma-
cenamientc a causa de un gradiente transmembranal
electroquimico, pero con ayuda de un facilitador
ni€mbranal. .

Una vez dentro de los organelos, la 5-HT se une
reversiblemente a los nucledtidos intraorganelares (ATP
y ADP), los cuales junto con cationes bivalentes (Ca*”
yMg™™), ienen concentraciones relativamente altas den-
tro de los organelos de almacenamiento. El recambio
fisiologico parece ser muy bajo y la mayor parte de la
5-HT almacenada permanece en las plaquetas. Sin em-
bargo, la 5-HT puede ser liberada de las plaquetas por
exocitosis, lo que ocurre por estimulacién por agentes
activadores de las plaquetas, como la trombina, el
coligeno, e} ADP y la adrenalina (Pletscher, 1987). La
serotonina liberada puede participar en la activacién de
mds plaquetas durante el proceso de coagulacién.

SINTESIS, ALMACENAMIENTO VESICULAR Y LIBERA-
CION DE SEROTONINA

La captura de triptéfano (TRP) por las terminales ner-
viosas se efectia mediante difusion facilitada. Dentro
de las células, éste es catalizado por la triptéfano
hidroxilasa hacia 5-hidroxi-triptéfano (5-HTP), que es
convertido a serotonina por una descarboxilasa (figu-
ra 1). Ambas enzimas son sintetizadas en el nicleo y
llevadas a la terminal sindptica por un transporte axonal
lente, donde sintetizarin la serotontna dependiendo de
su requerimiento (Boadle-Biber, 1993; Marsden, 1979).
La captura de serotonina por las vesiculas de almace-
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namiento presindptico es mediada por un gradiente
de protones (H") que consume ATP (Johnson, 1988;
Marshall y Parsons, 1987). Después de la transforma-
cién de las vesiculas de almacenamiento en vesiculas
secretoras, las cuales se encuentran adheridas a la mem-
brana presiniptica, éstas van a liberar la serotonina en
la hendidura sindptica (Rudnick, 1993). El efecto de la
sefial serotoninérgica de la presinapsis a la postsinapsis
depende del tipo de receptor sobre el cual actie la
serotonina (véase mas adelante) (figuras 1a, 1b).

La liberacién de serotonina de las terminales ner-
viosas puede ser regulada por los autorreceptores
presindpticos 5-HT; 4 5 p, de los cuales los 5-HT' 4 son
los mas potentes; su activacién por la 5-HT deriva en
una hipetpolarizacién de la membrana sindptica, lo que
a su vez produce una reduccién del impulso para la
liberacién sindptica de 5-HT.

La disfuncién de la liberacion sinaptica de 5-HT puede
deberse a varias causas, las cuales pueden a su vez deri-
var en sintomatologia psiquidtrica, como los cuadros
depresivos. Se ha sugerido que en sujetos propensos a
la depresién prevalece una isoenzima de la TRP
hidroxilasa que tiene menor actividad que la de sujetos
sanos, por lo que tendrian menor tasa de sintesis de
serotonina. Pero hay otros factores que también pue-
den afectar la sintesis de serotonina y su almacenamien-
to en las terminales sinapticas (Striider y Weicker, 2001).

. L

TRANSPORTADOR DE SEROTONINA EN LA MEMBRA-
NA PLASMATICA DE LAS PLAQUETAS Y LAS TERMINA-
LES AXONICAS SEROTONINERGICAS

La forma principal para que las neuronas terminen la
transrnision de un pulso serotoninérgico es por medio
de la captura de las moléculas de 5-HT por la proteina
transportadora, para reducir la concentracién de 5-
HT del espacio siniptico. Tanto los antidepresivos
triciclicos como los nuevos inhibidores selectivos de la
recaptura de 5-HT (ISRS) se unen al transportador de
5-HT para inhibir su funcién de recaptura. Blakely y
cols. (1991) y Hoffman y cols. (1991), reportaron si-
multineamente la caracterizacién de las proteinas trans-
portadoras de 5-HT del cerebro de rata. Mis recien-
temente, varios grupos (Blakely, 1992; Hoffman y cols.,
1991; Lesch y cols., 1993 a, b) aislaron los cADN que
codifican Ja sintesis de los transportadores de
serotonina, que en humanos se localizan en el
cromosoma 17. La secuencia del transportador hu-
mane muestra una homologia de 92% con el trans--
portador de la rata. Lesch y cols. (1993, b), han confir-
mado que los transportadores de serotonina del cere-
bro son iguales a los de las plaquetas en humanos, y
hasta el momento un solo gen parece codificar la sin-
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Fig. 1-A. Sinapsis y la neurona sefoloninérgica. Las
neuronos sintettzan las enzimas que serdn 10s que sintetl-
cen a su vez la serotonina en las terminales sindpticas;
estas enzimas serdn llevadas a la terminat por medio del
transporte axanal. En la terminal sinéptlica, el tiptéfano
libre es convertldo en serotonina y ésta es almacenada
en las vesiculas. La 5-HT que no es almacenada en vesi-
- culas es degradada por la MAC mitocondrial a §-HIAA,
Los trasporiadores serotoninérgicos reallzan la captura
de 5-HT desde lo hendidura sindptica. Los autorreceptores
presindpticos 5-HT,, disminuyen la liberacién de 5-HT de
las terminales sindpticas por la reduccién de la frecuen-
cla de Impuiso de 5HT después de la hiperpolarlzacion
de ku membranag, debido a la estimulacién de los cana-
les de K* por la protelna G, Ademads, en un mediano
plazo disminuye la sintesls de &HT al reducir la velocldad
del transporte anterégrado del soma o la terminal
sinaptica.

Los receptores postsindpticos 5-HT,, no tlenen funcidn
de autorreceptores; trabajan en combinacién con los
subtipos de los receptores 5-HT,, que son responsables de
lo octividad postsinGpiica con sistemo de segundos
mensoferos, o que Influye sobre el recambic de
fosfotldilinositol. Los receptores 5-HTy son receptores
tonotropicos que permean [a entrada de sodlo,

tesis de la proteina transportadora. Sin embargo,
Ramamoorthy y cols. (1993) observaron una hibrida-
cién miltple del ARNm en la placenta y en el pulmén
humanos, lo que sugiere un procesamiento alternative
(sphicing) v la produccion de diferentes ARNm.

~ Los estudios bioquimicos y farmacoldgicos mostra-
ron que el proceso de captura implica el pegado de Ia 5-
HT a un dominio de reconocimiento del wansportador,
que cruza l2 membrana junto con el i6n Na*. El regreso
del transportador a su configuracién original en la mem-
brana involucra el paso de un i6n K* hacia el exterior de
la célula. En estudios recientes ha sido cada vez mis claro
que los inhibidores selectivos de la recaptura, como la
patoxetina, el citalopram y la fluoxetina, se unen al mismo
sitio o se sobreponen muy cerca del sitio del transporta-
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Fig. 1-B. Sistema serotoninérgice en plaquetas sangui-
neas. Las plaguetas, en comparaclén con las neuranas
serataninérglcas, sdio tienen funcidn de almacenamien-
ta de 5-HT, dado que no posean triptdfano hidraxliasa, y
por ella no sintetizan serotonina. El receptor 5-HTy, tlene
similitudes bloldglcas con el receptor postsindptico &-Hipa,
(Ca = calkclo. MAD B = moncaminc-oxddasa b, TRP = friptfano,
5HIAA = Gcido 5-hidroxiHndol hidroxlindolacético, 5HT = 5
hidroxitriptaming (serctaning), 5-HTP = S-hidroxitriptéfano).
{Modificada de Pletcher 1987 v Strdder 2001).

dor de serotonina con la seratonina misma (Backstrom,
1989, Grahamn, 1989; Graham, 1992; Mann, 1992).

RECEPTORES

Subgrupos de receptores 5-HT

En comparacién con la func®n de los transportada-
res de serotonina (5-HTT), la funcidn de los diversos
receptores 5-HT presinipticas y postsindpticos y su
impacto en la neurotransmisién serotoninérgica ha sida
menos estudiada. Se ha logrado caracterizar las secuen-
cias de los cADN para la mayoria de los receptores de
5-HT vy, por lo mismo, sus secuencias de aminoacidos.
Adernis, se han encontrado ligandos especificos para
varios receptores, y se han estudiado los sisternas
transductores, segundos mensajeros y las sefiales de
regulacién intracelular (Fargin y cols.,, 1988; Heuring y
Peroutka, 1987; Kennett, 1997, Martdn y cols., 1994;
Monferini y cols., 1993).

Subgrupos de receptores 5-HT,, pre y post sindpticos

Los receptores 5-HT contienen aproximadamente 450
aminodcidos; pertenecen a la superfamilia de recepto-
res con siete segmentos transmembranales y una es-
tructura alfa-helicoidal, v se relacionan con el sistema
de proteinas G. Los receptores presinapticos 5-HT,
tienen una configuracién estructural similar a los P,
adrenoreceptores humancs, con homologia cercana a
45% en su secuencia de aminodcidos (Fargin y cols,,
1988). Los subgrupos de receptores 5-HT' 14 g p 5 yF
participan en la neurotransmisidn serotoninérgica
sindptica. Sin embargo, los subtipos del 5-HT (4 g, p
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también son autorreceptores presindpticos que regu-
lan la liberacién de serotonina. Los receptores 5-HT)
presinapticos son autorreceptores ¥, por su localiza-
cién en ¢l cuerpo celular y en las dendritas, reciben el
nombre de autorreceptores somatodenddticos.

Recientes estudios clinicos, farmacolégicos y
neurofisiolégicos se han enfocado en estos receptores
presindpticos 5-HT), que prevalecen en los nicleos
del rafé, y que disminuyen la liberacién de 5-HT de las
terminales nerviosas. Su activacién produce la inhibi-
ci6n de la adenilato ciclasa, lo que disminuye la forma-
cién de cAMP, que a su vez hiperpolariza la membra-
na presindptica mediante la apertura de canales de K*.
Este mecanismo produce la reduccion de la liberacién
de 5-HT dependiente de Ca®* de las vesiculas
secretoras hacia el espacio sindptico (Albert y cols.,
1990; Lembo, 1995). Para Jos autorreceptores 5-HT 3
4D presinipticos, localizados en la membrana sindptica,
no se ha sido descrito el mecanismo.

Receptores postsindpticos 5-HT, y su respuesta a segundos men-
sajeros :

Los subtipos de receptores metabotrépicos 5-HT; se
han caracterizado por medio de la secuenciacién del
cADN. La secuencia contiene de 460 a 480 aminocacidos
segin la especie. En contraste con los receptores 5-
HT|, todos los subtipos de RNAm de los receptores
5-HT, poseen intrones y exones que se tienen que pro-
cesar postranscedpcionalmente para formar una molé-
cula de RNAm fancional.

Los subtipos de receptores 5-HT,4 5, ¢ son
glucoproteinas que Henen una estructura peptidica con
varias cadenas glucosiladas; consisten en aproximada-
mente 470 arninodcidos en los humanos (Baldwin,
1995). Poseen siete segmentos membranales y se acoplan
a sisternas de segundos mensajeros (metabotrépicos).

A diferencia de los subtipos de receptores 5-HT,, los
receptores 5-HT), han sido localizados postsinipticamente
en diferentes areas serctoninérgicas centrales, como los
nucleos del rafé, la corteza frontal, el hipocampo, el
hipotilamo, y la amigdala, asi como en las plaquetas
(Harrington y cols, 1992; Swuder y Weicker, 2001}, La
sensibilidad de los receptores 5-HT, es fisiologicamente
mds alta que la de los receptores presinipticos y
postsindpticos 5-HT; y aumenta en individuos con tras-
tornos mentales, segiin Struder y Weicker {2001}. El siste-
ma de segundos mensajeros de los receptores 5-HT; se
ha encontrado en el sistema limbico, el hipocampo y en
dreas relacionadas con la regulacién del comportamiento,
elestado de 4nimo y la fatiga. Participan en la neurotransmi-
sidn serotoninérgica, pero también interactian con los
sistemas noradrenérgico y dopaminérgico en el cere-
bro, ¢ influyen en la secrecién de neuropéptidos; por
ejemplo, la prolactina (PRL) y hormonas liberadoras
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hipotalamicas como el factor liberador de
corticotropina {(CRF).

Cambios que incrementasen la transduccién de la
sefial serotoninérgica, como un posible aumento de la
fosforilacién de proteinas, poddan dar lugar a altera-
ciones en la neurotransmisién capaces de causar a su
vez modificaciones en el comportamiento, el estado
de animo, e} suefio, la regulacién del apetito, asi como
incrementar la fatiga. Ademds, pueden provocar el
déficit cognitivo encontrado en pacientes deprimidos.

Lor receptores 5-HT,
El receptor 5-HTj es el Gnico receptor de monoaminas
que funciona como canal idnice (fonotrdpico). Este
tipo de receptores se sitia en las terminaciones
parasimpiticas del tubo digestivo, incluidas las vias
nerviosas vagales y esplicnicas. En el SNC, los recepto-
res 5-HT}; se han encontrado densamente en el nicleo del
haz solitario y en el area postremna. Por su estructura y su
funcién se parecen al canal i6nico de los receptores
nicotinicos de la placa motora del misculo esquelético.
Aunque ain no se establecen las implicaciones de la
disfuncién de los receptores 5-HT; en Jos trastornos
mentales, antagonistas 5-HT;, como el ondansetron,
mitigan Ia ndusea provocada por la radioterapia del
tratamiento antineopldsico. Jérgensen y cols. (1992)
reportaron que los receptores 5-HTy ionotrépicos co-
participan con los receptores 5-HT, y 5-HT, en la
mediacién de la respuesta de prolactina a la serotonina
y al 5-hidroxi-triptéfano (5-HTP).

Subpoblacién 5-HT, ;

Estos receptores se distribuyen por todo el cuerpo.
En el SNC se encuentran en las neuronas de los tubét-
culos cuadrigéminos antegiores y posteriores, y en el
hipocampo. En el tubo digestivo, los receptores 5-
HT, se encuentran en el plexo mientérico, el misculo
liso y las células secretoras, Parece que estos receptores
son capaces de estimular las secreciones del tubo di-
gestivo y facilitar los reflejos peristdlticos del mismo.
Activan la adenilato ciclasa, lo que incrementa las con-
centraciones de cAMP. El receptor 5-HT; todavia no
ha sido clonado ¥ no estd definido su mecanismo de
transduccién, y tampoco su funcién en los sistemas
serotoninérgicos. Lo mismo sucede con los recepto-
res 5-HTs, , g, los cuales hasta ahora sélo se han en-
contrado en ratas y ratones. También en ratas y rato-
nes se clonaron los receptores 5-HTy. Todos estos re-
ceptores activan la adenilato ciclasa con el consecuente
incremento del AMP ciclico. Su localizacion presindptica
o postsindptica en las dreas serctoninérgicas predominan-
tes del cerebro, y su implicacién en la neurotransmisién y
disfuncién en trastoros depresivos, no han sido caracte-
rizados aun (Striider y Weicker, 2001).
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TECNICAS USADAS PARA EL ESTUDIO DEL ESTADO DE
LOS RECEPTORES SEROTONINERGICOS

Las técnicas usadas para estudiar el estado de los re-
ceptotes se pueden clasificar en dos grupos:

* Técnicas que evalian la densidad (B_) y 1a afinidad
(K,) de los receptores. Incluyen las técnicas de unién
de radioligandos a los receptores serotoninérgicos
del tejido cerebral de sujetos postmoriem, asi como a
los receptotes de la membrana plaquetaria.

* Técnicas que evaldan la funcionalidad o la sensibilidad
de los receptores. Incluyen las pruebas
neurcenddcrinas y diversos estudios funcicnales en
las plaquetas, como las técnicas de agregacion, de
cambio de forma, de cuantificacion del calcio
intraplaquetario y de cuantificacién de segundos
mensajeros. Todas estas técnicas evaldan la respuesta
a la estimulacién con serotonina.

Las pruebas neuroendéerinas consisten en la medi-
cién del incremento de las hormonas hipofisiarias en
la sangte como respuesta a la administracién de un
firmaco, como las azapironas (agonistas 5-HT ) o la
fenfluramina, que libera 5-HT al espacio sindptico e
inhibe su recaptacién. Dado que el sistema
serotoninérgico ejerce una influencia en la regulacion
de estas hormonas por las proyecciones que envia al
hipotilamo, se inflere que la intensidad de esta res-
puesta hormonal proporciona un indice indirecto de
la funcién serotoninérgica central (Gémez y cols., 1996;
Yatham y Steiner, 1993). La légica de estos estudios
considera que si los farmacos administrados para esti-

- mular la respuesta hormonal actian sobre receptores
especificos, éstos pueden reflejar la funcionalidad del
sisterna serotoninérgico, la cual se puede evaluar me-
diante los cambios que produzca en las concentracio-
nes hormonales. ‘

INACTIVACION ENZIMATICA

La prncipal enzima para la inactivacién de la serotonina
es la monoamino oxidasa (MAQO), que cataliza la for-
macién del 4cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) por
un proceso en dos etapas. El aldehido formado por la
accién de la MAQ se convierte en icido 5-
hidroxiindolacético por la accién de la aldehido
deshidrogenasa y en mucho menor cantidad por una
via alternativa que forma 5-hidroxitriptofol (5-
hidroxiindol-3-etancl} por la accién de la aldehido
reductasa. El 5-HIAA constituye el principal metabolito
de la serotonina cerebral. Se sabe de la existencia de dos
isoformas de }a MAO: MAO A vy B. La MAO A
metaboliza preferentemente ala 5-HT'y ala noradrenalina,

86

y la MAO B a la *-feniletilamina y la benzilamina. Las
neuronas contienen ambas isoformas de la MAO locali-
zadas en la membrana mitocondtial, mientras que }a MAO
B es la isoforma principal en las plaquetas.

Se han sugetido otras vias menores del metabolismo
de la 5-HT, como la sulfatacién y la O-N-metilacién
(Sanders-Bush y Mayer, 1996). Ademas, hay evidencia
de la existencia de otras enzimas involucradas en el
metabolismo de la 5-HT, como la n-acetiltransferasa y
la hidroxi-indol-o-metiltransferasa en plaquetas de
conejo (Launay, 1982).

Bianchi y cols. (2002) proponen que los niveles
periféricos de 5-HT, particularmente los medidos en
plaquetas aisladas, pueden ser usados como marcado-
res atiles y tapidos para el diagndstico de la depresion,
asi como para estudiar la eficacia del tratamiento
antidepresivo en el hombre.

Todas estas evidencias nos llevan a la conclusion de
que las plaquetas pueden servir como modelos pat-
ciales de los mecanismos neuronales serotoninérgicos.
La revisién de estos mecanismos en las plaquetas po-

" dria ser de utilidad en el estudio de los agentes

fisiopatoldgicos de los pacientes con depresion, debi-
do a su facilidad para ser estudiados, y por ser un
reflejo de los mecanismos serctoninérgicos neuronales
en al menos varias de sus caractersticas.

Tal como comentara Alfred Pletscher, investigador
pionero en este campo: «Si bien lo incompleto del
modelo exige cuidado en su aplicacién, podria tener la
ventaja de la simplicidad relativan.
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1
TRYPTOPHAN AND SEROTONIN IN BLOOD AND PLATELETS OF DEPRESSED
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Sulmary

Platelets have 5-HT (5-HT) uptake and storage mechanisms similar to
those in neurons. In addition, they represent nearly 99% of blood 5-
HT concentration. Such characteristics make platelets to be
considered useful biomarkers of the serotonergic synaptic
neurotransmission, particularly in psychiatric disturbances such as
depression. However, most studies that have evaluated platelet 5-HT
concentrations in depression have nct shown similar findings.

It has been suggested that changes in plasma tryptophan (TRP)
concentrations might modify 5-HT concentration in the brain, as well
as in platelets. Likewise, decreased plasma ccncentrations of TRP
have been found in depressed patients, and the selective 5-HT
reuptake 1inhibitors (SSRIs) induce changes in platelet 5-HT
concentration,

Considering the controversy on platelet 5-HT concentrations in
depressed patients, and the fact that blood 5-ht and TRP have noﬁ
been studied in Mexican population, we decided to study 5-HT and
tryptophan concentrations in blood and platelets from Mexican
depressed and control subjects to evaluate a possible correlation
with the severity of depression. Furthermore, the effect of
flucxetine and citalopram treatment on blood and platelet 5-HT and

TRP concentrations in depressed patients was studied.



2. Material and Methods

Depressed patients

The patients of this study were carefully selected and evaluated.
Scales based on semi-structured interviews were applied (MINI and
SCID II) by clinical investigators, to reduce possible bias in the
patient selection. The influence of the seasonal variability on the
5-HT or TRP blocd concentrations was control by pairing depressed
patients and healthy subjects according to age, gender, in the case
of women, menstrual cycle phase. Patients with a complete remission
of depression symptoms {defined as a score not larger than 5 points
in the Hamilton’s scale, and minor than 7 points in the Beck’s scale)
were asked for a blood sample to measure platelet and blood
concentrations of 5-HT and TRP. The patients were weighted before the
treatment and after their improvement.

Control subjects

The control group was integrated by thirty healthy subjects, 24 women
and 6 men, with an average age of 32,3 + 10.8 years. Participants
were recruited from the population, interviewed by a psychiatrist,
and evaluated with the structured interview MINI and the SCID-II, to
discard any psychiatric diagnose. None of them had received any
pharmacological treatment during three weeks previous to the study.
Control and depressed women were paired accordingly to the menstrual

cycle phase.
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2ll the participating candidates received a detailed explanation of
the study, and those who voluntarily accepted the stipulations signed
an informed consent document. Control and patient subjects were
clinically examined and studied with laboratory routine tests (blood
count, blood chemistry, urinalysis, and thyroid function test).

Blood sample procedures

5~-HT and TRP measurements in total blood preparation were carried out
accordingly to the method described by Anderson (1987), and were
quantified by high performance liquid chromatography (HPLC).
Statistical analysis

The differences were statistically determined with analysis of
variance (ANOVA), with assistance of SPSS 12.00 (Statistical Software
by SPPS Inc.).

Results

The results of laboratory tests such as blood count, blood chemistry,
thyroid function (T3, T4 and TSH) and urinalysis were normal in
depressed subjects as well as in healthy volunteers.

Platelet number, blood 5-HT concentration, platelet content of
5-HT, and blood tryptophan concentration in depressed patients showed
ne significant differences in comparison to control subjects. 5-HT
values in blood and platelet were significantly lower than the

initial concentrations in patients after antidepressant treatment.

Discussion and conclusions.
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The discrepancies between our study and those found in the
literature can be explained from three different approaches:
ethnical, physiclogical, and methodological as further discussed.

The significant decrease produced by the antidepressant treatment in
blood and platelet serotonin concentration may be a conseguence of
the action of SSRIs, due to 5-HT diminished uptake by the platelet.

Considering our results, we conclude that:

1. Blood and platelet 5-HT concentrations were not different between
depressed patients and healthy volunteers.

2. Blood TRP concentrations were not different between depressed
patients and healthy volunteers.

3. SSRIs (fluoxetine or citalopram) wused in the treatment of
depressed patients induced a significant decrease in blood and
platelet content of 5~HT, and had no effect in TRP concentrations.

4. Based on these results, neither blood/platelet 5-HT nor blood
tryptophan concentrations seem to be good biclogical markers of the
depressive patient status. However, 5-HT, but not tryptophan, mighf

be a reference point for pharmacological treatment effect.

Key words: Depression; 5-Hydroxitryptamine; Platelet; tryptophan;

Antidepressants.



Resumen:

Debido a que las plaquetas tienen un mecanismo de recaptura VY
almacenamiento de serotonina y acumulan alrededor ael 99% del total
de la serotonina en sangre, la serotonina plaquetaria ha sido
empleada como un indicador de la funcidén serotoninergica sinaptica en
trastornos psiquiatricos como la depresidn. Sin embargo, los estudios
gue han evaluado la correlacién entre la depresidén y los cambios en
los niveles de serotonina pladquetaria han dado resultados
contradictorios

Por lo gue respecta al precursor de la 5-HT, el triptéfance (TRP), se
ha sugerido que el cambio en los niveles de triptdéfano plasmatico
podria ser la causa de las alteraciones en los niveles de 5-HT tanto
en las plaquetas como en el cerebro, y se ha reportade la disminucién
de los niveles plasmaticos de TRP en pacientes con depresiodn.
Respecto al efecto que han tenido los inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina sobre la serotonina plaguetaria, se ha
documentado que los inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina inducen cambios en los niveles plaguetarios de esta amina.
Tomandce en cuenta la controversia respecto a los niveles plaguetarios
de 5-HT en los pacientes deprimidos, y ademas porque a la fecha no se
ha caracterizado el efecto de la depresidén sobre los niveles de 5-HT
y TRP en sangre en sujetos mexicanos, se decidid estudiar los niveles
sanguineos y plaguetarios de serotonina ({(5-HT) v triptéfano (TRP) en
pacientes deprimidos, y compararlos con los niveles de estas

substancias en sujetos sanos. Adicionalmente, se estudid el efecto
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del tratamiento antidepresivo con inhibidores selectivaos de la
recaptura de serotonina {(fluoxetina ¢ escitalopram), scbre los
niveles de 5-HT y TRP sanguineos en pacientes deprimidos.

2. Material y métodos

Pacientes deprimidos:

Los treinta pacientes incluidos en este estudio {24 mujeres y 6 hombres)
fueron cuidadosamente seleccionados y evaluados. Se considerd la
influencia de la estacionalidad, por lo gue al ingreso de un
paciente al estudio se le buscaba su control pareandolo por edad y
sexo, y en el caso de las mujeres, la sujeto control selecciconada fue
estudiada ajustando su fase del ciclo menstrual con el de la paciente
en estudio.
Grupa control.

El grupo control lo conformaron treinta sujetos sanos con una meda
de edad de 32.3 + 10.8 afics, (24 mujeres y 6 hombres). Se confirmd
gue no sufrieron ningln trastorno psiquiatrico y el SCID-II para
descartar alguna alteracidén en eje II. Todos ellos estuvieron libres .
de cualquier medicacién por lo menos 3 semanas previas al estudio.
Los controles mujeres se parearon de acuerdo a la fase del ciclo
menstrual de las pacientes.

Todos los sujetos participantes después de recibir una minuciosa
explicacién, firmaron 1la carta de consentimiento informado para
participar en este estudio. Tanto pacientes como controles fueron

fisicamente examinados <c¢on datos clinicos y de laboratorio
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{citometria hemdtica completa, pruebas bioquimicas, examen general de
orina y pruebas de funcién tiroidea).

Los pacientes deprimidos recibieron de forma abierta, tratamiento
farmacoldégico a base de inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina (fluoxetina o escitalopram) buscando la remisidén total de
la sintomatologia depresiva.

Cuando los pacientes presentaron remisién de los sintomas
depresivos se les tome nuevamente una mnuestra de sangre para
cuantificar los niveles sanguinecs y plaquetarios de 5-HT y TRP.
Analisis de 5-HT y TRP

El andlisis de 5-HT y TRP en sangre total, se realizd de acuerdo
al método descrito por Anderson (1987} y se cuantificaron por
cromatografia de alta eficiencia (HPLC).

BAnalisis Estadistico:

Se determindé la existencia de diferencias estadisticamente
significativas por medio del andlisis de varianza (ANOVA) de una via,
Yy se utilizé la prueba de Tuckey HSD como prueba post hoc. En todos
los casos se graficé la media * el error esténdar.

Resultados.

Los resultados de laboratorioc y gabinete (BHC, dquimica sanguinea,
funcidén tiroidea (T3, T4 vy TSH}, examen general de orina vy
electroencefalograma fueron normales tanto en pacientes deprimidos
asi como en los sujetos control.

El numerc de plaguetas, la serotconina sanguinea, el contenido de

serctonina plaquetario y la concentracién de triptéfano no mostraron
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diferencias en comparacién con los sujetos contrel. Sin embargo las
concentraciones de la serotonina sanguinea y plaquetaria fueron
significativamente mas bajas én los pacientes deprimidos después del
tratamiento antidepresivo.

Discusién y conclusiones.

Las discrepancias entre este estudio y otros reportados en la
literatura se explican en funcién de tres aspectos gque son: los
éticos, fisiolégicos y metodoldgicos los cuales son discutidos.

El significativo decremento de las concentracicnes de serotonina
sanguinea y plaquetaria, producido por el tratamiento antidepresivo
(fluoxetina o escitalopram} puede ser consecuencia de la disminucién
de la recaptura de 5-HT por las plaquetas.

Considerando los resultados encontrados, podemos concluir que:

1. Los pacientes mexicanos no mostraron cambios en las
concentraciones de serotonina en sangre ni  en las
plaquetas, asociada con la depresidn.

2. igualmente, tampoco se encontraron cambios en las
concentraciones de TRP en sangre asociada con la depresién.

3. El tratamiento con medicamentos antidepresivos inhibidores
selectivos de la recaptura de serotonina (fluoxetina o
escitalopram) se asocian con una disminucién de la
concentracién de serotonina tanto en sangre como en
plagquetas, sin cambio en las concentraciones de triptdfano

en sangre.
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Palabras Clave: depresidn; 5-hidroxitriptamina; rlaquetas;

triptdéfano; antidepresivos.

1. INTRODUCTION

Since the mechanisms for a high affinity serotonin uptake and storage
(5~HT) in platelets are similar to those found in neurons .{(Stahl,
1977; Da Prada et al,, 1988; Pletscher, 1987), platelets have been
considered markers of the synaptic serotonergic function in
psychiatric dysfunctions, such as depression (Stahl 1977, Stahl et
al., 1982, Quintana, 1992). However, most studies that have evaluated
the correlation between depression and changes in platelet serotonin
concentrations have shown controversial results. For instance, Wirz-
Justice and Puhringer (1978) found an increase in platelet serotonin
concentration in patients suffering bipolar depression compared fto
that measured in control subjects; no differences in patients with
unipolar depression were found. Sarrias et al.,, (1987) found a
decrease in platelet serotonin in depressed subjects compared to
control subjects. They proposed that neurconal serotonergic
dysfunction is reflected in platelets. Quintana (1992) reported that
platelet serotonin concentrations are diminishea in patients with
unipolar depression, whereas Mucck-Seler et al. (1991) reported
greater platelet serotonin concentrations in depressed patients
compared to controls. Karege et al. (1994) did not find differences

between depressed and control subjects.
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Oon the other hand, the results of the selective serotonin
reuptake inhibitors (5SRIs) have been focused on the dysfunction of
the cerebral serotonergic systemlinvolved in depression. They have
documented the changes in the platelet serctonin concentrations using
SSRIs (Menis et al., 1996, Blardi et al., 2002).

Plasmatic concentrations of tryptophan (TRP), which 1is the
serotonin precursor, may be present in serotonin blood dysfunctions,
as well as in the brain of depressed subjects. Decreased plasmatic
concentrations of TRP have also been found in depressed patients in
comparison to healthy subjects (Bovier et al., 1988, Karege et al.,
1994) .

Considering the 1literature controversy on platelet serotonin
concentrations 1in depressed patients, we studied serctonin and
tryptophan concentrations in blood and platelets from depressed and
control subjects to evaluate both a possible correlaticen with the

severity of depression and S5SRIs treatment (fluoxetine or citalopram).

2, METHODS

Depressed subjects

Thirty subjects, 24 women and 6 men in the range of 18 to 45 years
(34 + 11 years) were studied. These patients fulfilled the criteria
for Major Depressive Episode of the Diagnosis and Statistics Manual
of the American Psychiatric Associlation Manual, (DSM~IV American
Psychiatric Assoclaticn, 1994). The symptoms severity was evaluated

with the Hamilton Scale for Depression (HSD) (Hamilton, 1960), as
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well as with the Beck's Inventory for Depression, (IBD, Beck, 1961).
A1l the selected patients scored greater to 22 points in HSD.,
Depressive patients had no pharmacological treatment during 30 days
prior to the study, and took the Structured Interview for Personality
Dysfunctions SCID-II to discard any personality disorder assocciated
to depression. To avoid seasonal variations, patients were paired
with their c¢ontrols by age and sex. The women were also paired
according to their menstrual cycle phase. The Mini-International
Neuropsychiatric Interview (MINI) in the wvalidated Spanish version
(Heinze et al., 2000} was applied to the subjects by a psychiatrist
to corroborate the diagnosis. Subjects with any neurological or
psychiatric dysfunction were excluded, including alcohol and
psychoactive substance dependence, as well as pregnancy. Patients
suffering from depression received pharmacological treatment under
clinical staff supervision using selective serotonin reuptake
inhibitors (either fluoxetine or citalopram in a dose of 20 or 10
mg/day respectively)}. Patients with a complete remission of
depression symptoms (defined as a score not larger than 5 points in
the Hamilton’s scale, and minor than 7 points in the Beck’s scale)
were asked for a blood sample to measure platelet and blood
concentrations of 5-HT and TRP. The patients were weighted before the

treatment and after their improvement.
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Control subjects

The control group was integrated by thirty healthy subjects, 24 women
and 6 men, with an average age of 32.3 * 10.8 years. Participants
were recruited from the population, interviewed by a psychiatrist,
and evaluated with the structured interview MINI and the SCID-II, to
discard any psychiatric diagnocse. None of them had received any
pharmacological treatment during three weeks previous to the study.
Control and depressed women were paired accordingly to the menstrual
cycle phase.

All the participating candidates received a detailed explanation
of the study, and those who voluntarily accepted the stipulations
signed an informed consent document. Control and patient subjects
were clinically examined and studied with lakoratory routine tests
{blood count, blood chemistry, wurinalysis, and thyroid functien

test).

Blood sample procedures

Blood samples were collected during the morning, between 7:30 and
9:00, 1in Vacutainer tubes (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)
containing 250 pl 10% EDTA (Ki) solution as anticoagulant. An aliquot
of 250 pl was placed in 1.5 ml plastic microtubes for 5-HT and TRP
analysis in whole Dblood. Sample preparation was performed in
agreement with Anderson (1987). Briefly, 250 ul of blood and 50 pl of
ascorbic acid were mixed during 10 seconds with 50 upl of a solution

of 3.4 M HC10,. The mixture is allowed to rest during 10 min at 0-4°
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¢, and centrifuged for 5 min at 7,500 x g. The supernatant is
filtered through a 0.45 pm filter and 50 pl of the deproteinized

sample was injected in the chromatograph.

Chromatographic system.

Serotonin and tryptophan were determined by high performance liquid
chromatography (HPLC), using a Novapak column. The mobile phase
consisted of buffer/acetonitrile (95:5 v/v}, the buffer constitution
was: 12.6 mM citric acid; 11.60 mM (NH4)2HPO4, 2,54 mM sodium
octylsulphonate, 1.11 mM EDTA disodic salt, and 3.32 mM of dibutyl
amine phosphate). The pH was adjusted at 3.17 with NaOH (2N} after
the addition of the acetonitrile. The mobile phase was pumped in
isocratic flow at 1.0 ml/min.

HPLC equipment consisted of a Waters pump 510 (Milford, MA,
U.S.A), a Waters 710B WISP autosampler, a Waters packed with I insert
Nova-pak C18 guard column, and a Nova-pak C18 (3.9 x 150mm} column. A
Waters 470 flucrescence detector was used, with an excitement wave
longitude of 278 nm, and an emissicn of 335nm. The eluent filtered
through a filter of 0.22 um. A program of gain of 0-6 min was used
with a gain X 1, and another of 6-13 min with a gain X 100, The time
of retention was of 5 minutes for the TRP, and of 7.84 minutes for 5-
HT. The intra-assay variation coefficient was 1.77% for TRP (n = 20,
8.55 pg/ml) and 5.30% for 5-HT (n = 20, 40.65 ng/ml). The inter-assay
variation coefficient was 3.08% for TRP {(n = 5, 8.98 ug/ml), and

5.24% for 5-HT (n = 4, 43.75 ng/ml}.
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Statistical analysis
The differences were statistically determined with analysis of
variance (BNOVA), with assistance of SPSS 12.00 (Statistical Software

by SPPS Inc.).

3. RESULTS

The results of laboratory tests such as blood count, blood chemistry,
fhyroid function (T3, T4 and TSH) and urinalysis were normal in
depressed subjects as well as in healthy volunteers. There were not
any significant differences between the values of these groups (data
not shown).

At the beginning of the study, the patients showed greater average
rates of depressive symptoms (HAMD 25.21 * 0.62; BDI 25.6 + 1.74},

compared to control subjects (HAMD 1.25 0.3%5; BDI 3.3 t 0.78)

I+

(figures 1 and 2).

The pharmacological treatment with fluoxetine or escitalopram
induced symptom remission according to Hamilton (HAEMD 3.3 +/-1.25)
and Beck (BDI 4.23 +/-1.07) scales, scored at the end of the study.
The antidepressant treatment did not produce significant changes in

the patient weight (figure 3).

Blood platelets
Although the platelet number was slightly lower in depressed patients

in comparison with control subjects, the difference was not
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significant (Fz,7s = 3.64; P = 0.,061). On the other hand, the

antidepressant treatment did not produced significant changes in the

number of platelets in patients (F;,74 = 2.522; P = 0.087) (figure 4).

5-HT concentration in blood

The average of blood serotonin concentration in depressed patients
was slightly greater compared with controls (figure 5), although the
difference was not significant (Fs,7q4 = 0.581; P = 0.448). At the end
of the antidepressant treatment the serotonin concentrations were
significantly lower (Fz,74 = 11.281; P < 0.000) than the initial

concentrations in patients.

Platelet content of 5-HT

Similarly to blood serotonin, the platelet content of serotonin did
not showed significant differences (F; ., = 2.529; P = 0.117) between
depressed patients and control subjects (figure 6}. However, at the
end of the antidepressant treatment the platelet serotonin
concentrations were significantly lower (F;,24 = 13.564; P < 0.000)
compared to the 1initial concentrations of depressed and control

subjects,

Blood tryptophan concentration
The blood tryptophan concentrations (figure 7) did not showed
differences between depressed patients and control subjects {(F;, 73 =

0.213; P = 0.646). However, contrarily to the serotonin
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concentrations the blood TRP concentration did not change by the

antidepressant treatment (Fz .3 = 0.104; P = 0.901).

4. DISCUSSION

In this study, the 5-HT and TRP concentrations were measured in the
blood as well as in platelet preparations, to evaluate the possible
differences between depressed patients and healthy volunteers. As far
as we know, this is the first study to evaluate these aspects in
Mexican subjects as well as the effect of antidepressant treatment
on 5-HT and TRP concentrations,

The depressed patients showed significantly greater depressive
symptom scores than control subjects, when evaluated with the
Hamilton’s scale ({figure 1) and the Beck’s scale (figure 2). The
antidepressant treatment elicited a significant reduction in the
symptoms severity, without affecting the patient’s weight {(figure 3}.
Regarding this, it has been documented that the weight increment is
more often related to paroxetine than to fluoxetine {(Calil, 2001). We
believe that this may be the reason for no significant weight changes
in patients. Platelet number by blood milliliter was similar between
patients and controls, and antidepressant treatment did not produce
any change in the number of platelets in the depressed patient group.
The serotonin concentration in depressed patients was similar to that
one 1in control subjects; this means that both groups did not present
changes in the serotonin concentration, in the platelets, or in the

blood.
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Oour results differ from some previous studies like those from
Sarrias et al., (1987), Quintana, (1992), or Cleare (1997), who
reported smaller platelet 5-HT concentrations in depressed patients
when compared to controls. However, our results coincide with the
reports of Mann et al., (1992}, Karege et al., (1994), Mick-Seler et
al., (1991), (1996) and Hughes et al., {(1996), who did not find
differences between depressed patients and controls.

The discrepancies between our study and those found in the
literature can be explained from three different approaches The first
one involves ethnic factors that have been considered in the studies
by Cuccaro et al., (1993);ACook et al., (1995), and Hughes et al.,
{1996). In particular, Hughes et al., (1996) compared children and
adolescents with mood disturbances with their respective contrels,
finding that the Afro-American patients had higher 5-HT blood
concentrations than the Caucasian ones. However, they did not find
differences between patients with mood disturbances and their
controls in the Afro-Bmerican ethnic group, while the Caucasian
patients showed differences in blood serotonin concentrations,
related to depression. These authors have proposed that race is a
critical wvariable that should be contreolled in biological markers
studies. The present study is the first of its class carried out in
Mexico; therefore, further investigations concerning racial aspects
in Mexican population are needed.

The second factor 1s physiological. In this regard, Karege et

al. (1994) mention that several factors can be involved in the
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control of 5-HT storage by platelets, such as serotonin synthesis,
uptake, release, and metabolism mechanisms. Any alteration in these
processes could adversely affect serotonin platelet content.

The third aspect is methodological. Cleare {1997) studied 17
depressed patients, 4 patients with suicide attempt history included,
that can influence his results. Mann (1992) have previously published
that the depressed patients with suicidal attempt had lower 5-HT
blood and platelet concentrations than non-suicidal depressed
patients. In this regard, the patients of our study were carefully
selected and evaluated with c¢linimetric instruments (MINI and SCID
IT) by two physicians, to exclude the bias of personality
dysfunctions, suicidal attempts, or any other psychiatric disorders.

Regarding tryptophan concentrations, we did not find differences
in blood from control subjects or depressed patients, not even when
these patients were given antidepressant treatment (figure 7).

Blood tryptophan concentration 1is known as an indicator of
tryptophan converted to serotonin in the central nervous system; this
biclecgical marker could be used as a reference of the CNS
serotonergic activity (Aymard et al., 1993). However, our results did
not support this assumption. Likewise, other authors have not found
differences between TRP concentration of depressed patients and
control subjects (Russ et al., 1990; Karege et al., 1994; Aymard et
al., 19%3).

On the other hand, the selective inhibitors of serotonin

reuptake have showed their antidepressant effects. In this study,
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blood and platelet 5-HT concentrations were found to diminish after
fluoxetine or escitalopram treatment. This finding agrees with the
results from Kremer et al., (1990), Celada et al., (1992), Karege et
al., (1994), Blardi et al., (2002), and Castrogiovan {2003}, who
reported a decrease of the serctonin concentraticns in blood and in
platelet, induced by the antidepressant treatment.

Calil (2003) mentioned that the hypothetical mechanisms for the
remission of depressive symptoms using SSRIs included the inérement
in the synapse of the serotonergic signal as a consequence of the
inhibition of the uptake system, and at the same time the reduction
of the availability of serotonin in the synapses, as a consequence of
the pharmacologically diminished serotonin uptake. Other mechanisms
may be the SSRIs secondary effects in other neurotransmitter systems
such as noradrenergic, dopaminergic, cholinergic, and GABBergic,
which are associated with several clinical symptoms, as well as with
differences in patient’s biological and cognitive sensitivity.

The significant decrease produced by the antidepressant
treatment in blood and platelet serotonin concentration may be a
consequence of the action of SSRIs, due to 5-HT diminished uptake by
the platelet. Menys et al., (1996), Spreux-Varoquaux et al., (1996) &
Blardi et al., {2002) have suggested that platelet serotonin
measurement may be useful as a possible model to study the clinical
response in the depressed patient.

In our study, depressed patients treated with SSRI improved

their depressive symptoms, which is common in depressed patients
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without any other psychopathology. However, in depressed patients
with other psychiatric disturbance, such as personality dysfunction,
SSRI antidepressant treatment is not satisfactorily effective

(Papakostas et al., 2003).

5. CONCLUSIONS

1. Bloocd and platelet 5-HT concentrations were not different between
depressed patients and healthy volunteers.

2. Blood TRP concentrations were not different between depressed
patients and healthy veclunteers.

3. S8SRIs (fluoxetine or citalopram) used in the treatment of
depressed patients induced a significant decrease in blood and

platelet content of 5-HT, and had no effect in TRP concentrations.
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PIES DE FIGURAS:

Figure 1. Hamiiton’s scale sccore averages in controls and patients,
before and after the antidepressant treatment. Bars represent +
standard error.

Figure 2. Beck’s scale score averages in controls and patients,
before and after the antidepressant treatment. Bars represent =+
standard error.

Figure 3, Weight averages in contreol and patients before and after
the antidepressant treatment. Bars represent * standard error.

Figure 4. BAmount of platelets in the whole blcod preparation. Bars
repqesent * standard error.

Figure 5. Serotonin concentration in the whole blood preparations.
Bars represent * standard error, and asterisk represents significant
differences {p < 0.05),.

Figure 6. Serotonin concentration in piatelets. Bars represent =
standard error, and asterisk represents significant differences (p <
0.05).

Figure 7. Tryptophan concentration in the whole blood preparations.

Bars represent * standard error.
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