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Resumen

La depresion mayor es un trastorno del estado del animo y de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2030 sera la primera causa de
discapacidad a nivel mundial. El tratamiento farmacologico de primera eleccion en
estos pacientes es la administracion de inhibidores selectivos de la recaptura de la
serotonina (ISRS), estos farmacos actuan bloqueando el transportador de
serotonina (SERT), lo que favorece un aumento en los niveles sistémicos de
serotonina (5-HT), y la subsecuente mejoria clinica. El uso de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) se ha vuelto un excelente modelo para
explorar los parametros moleculares que subyacen en el tratamiento -2 en PBMC
de pacientes con trastorno depresivo mayor (TDM) durante 52 semanas de
tratamiento farmacologico con ISRS. En este trabajo se evaluaron 20 voluntarios
sanos y 31 pacientes con diagndstico de depresidn mayor que recibieron
tratamiento farmacolégico durante las semanas (S) 0, 20, 36 y 52 posteriores al
diagnostico. Los pacientes mostraron hacia la SO un incremento significativo en los
niveles de expresion del SERT vs voluntarios sanos (P<0.001), con respecto a las
semanas 20 y 36 se observo una disminucion significativa en los niveles de
expresion del SERT (P<0.001 y P<0.05), en relacién a la semana 0, en la semana
52 los valores de SERT fueron similares a la semana 0. En el caso de los niveles
de expresién del receptor 5SHT1a de voluntarios sanos y la semana 0 no se observo
una diferencia significativa, sin embargo, hacia las semanas 36 y 52 los niveles del
5HT1a incrementaron con respecto al grupo de voluntarios sanos y la semana 0,
mostrando una diferencia significativa (P<0.001 y P<0.05). La proteina p11 mostro
una diferencia significativa asociada a un incremento en los niveles de expresion en
las semanas 0, 36 y 52 con respecto al grupo de voluntarios sanos (P<0.001 y
P<0.05, respectivamente). Los niveles de expresion del IFN-y mostraron un
incremento hacia las semanas 0, 20 y 52 en comparaciéon con el grupo de
voluntarios sanos (P<0.001 y P<0.01). Con respecto a los niveles de expresiéon de
IL-2, mostraron un incremento en pacientes hacia las semanas 0, 20, 36 y 52 con
respecto al grupo de voluntarios sanos (P<0.001, P<0.05 y P<0.01,

respectivamente). Nuestros resultados muestran que el tratamiento farmacologico



con ISRS en pacientes con trastorno depresivo induce una mejoria clinica la cual
correlaciona con los niveles de expresion del SERT y p11 hacia la semana 20, sin
embargo, hacia las semanas 36 y 52 los niveles de expresion vuelven a valores
similares a los de la S0O. Estudios adicionales son necesarios para explorar la

aplicacion clinica-terapéutica de estos hallazgos.



Abstract

Major depression is a mood disorder and, according to the World Health
Organization, in 2030 it will be the leading cause of disability worldwide. The first
choice of pharmacological treatment for depression patients is the administration of
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs). These drugs block the serotonin
transporter (SERT), promoting an increase in the systemic serotonin levels (5-HT)
and the subsequent clinical improvement. The use of peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) has proven to be an excellent model to explore the molecular
parameters underlying the chronic treatment with SSRIs given that these cells
constitutively express components of the serotonergic system. The aim of this work
was to quantitatively evaluate the expression levels of SERT, 5-HT1a, p11, IFN-y,
and IL-2 in PBMC of major depressive disorder (MDD) patients during a 52-week
pharmacological treatment with SSRIs. We evaluated 20 healthy volunteers and 31
patients diagnosed with MDD who received treatment during weeks (W) 0, 20, 36,
and 52 after diagnosis. By WO, patients exhibited a significant increase in expression
levels of SERT vs healthy volunteers (P < 0.001). Contrastingly, at W20 and 36, we
observed a significant decrease in expression levels of SERT (P < 0.001 and P <
0.05, respectively) when compared against WO; still, the values at W52 were similar
to those of WO. The expression levels of 5-HT1a in patients showed no significant
difference at W0 as compared against healthy volunteers; however, they increased
significantly by W36 and 52 (P < 0.001 and P < 0.05, respectively). Protein p11
exhibited a significant difference associated to an increase in expression levels at
WO, 36, and 52 with respect to healthy volunteers (P < 0.001 and P < 0.05,

respectively). We observed an increase in expression levels of IFN-y by WO, 20, and
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52 as compared against healthy volunteers (P < 0.001 and P < 0.01). Finally,
expression levels of IL-2 were higher in patients at W0, 20, 36, and 52 when
compared against healthy volunteers (P < 0.001, P < 0.05, and P < 0.01,
respectively). Our results show that the pharmacological treatment with SSRIs in
MDD patients promotes clinical improvement correlated to SERT and p11
expression levels at W20. However, by W36 and 52, those levels return to values
shown at WO. Additional studies are necessary to further explore the clinical-

therapeutic application of these findings.



1. Introduccién

1.1 Trastornos mentales

El Manual diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales de la Asociacion
Estadounidense de Psiquiatria (DSM-V) describe al “trastorno mental” como un
sindrome, el cual se caracteriza por presentar alteraciones clinicamente
significativas en los estados emocionales, cognitivos y del comportamiento; estas
alteraciones en su conjunto afectan los procesos bioldgicos, psicolégicos y del
desarrollo, repercutiendo asi en la salud mental del individuo (American Psychiatric
Association, 2013).

Los trastornos mentales establecidos por el DSM-V son 18, dentro de ellos,
encontramos a los trastornos del estado del animo, en donde se incluye el trastorno
depresivo mayor (TDM) (American Psychiatric Association, 2013). Con respecto a
la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10) el TDM se encuentra
dentro de los trastornos mentales y del comportamiento (Organizacién Mundial de
la Salud, 1992a; Organizacion Panamericana de la Salud, 2010).

En su conjunto, los trastornos mentales representan una carga significativa para los
sistemas de salud alrededor del mundo. La iniciativa de la encuesta mundial de
salud mental (WMH) por sus siglas en inglés, ha evidenciado que los trastornos
mentales ocurren en la poblacién general y muestran una edad de inicio temprana,
lo que se relaciona con un elevado costo social y econémico. Se estima que en
paises de ingresos bajos entre el 76 y el 85% de los pacientes con trastornos
mentales graves no reciben tratamiento. Se estima que el gasto mundial asignado
a la salud mental es inferior a los 2 ddélares por persona y en paises de ingresos

bajos, es de 0.25 USD. Los trastornos mentales representan una elevada carga de
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discapacidad global y mortalidad, por ejemplo, los pacientes con TDM o
esquizofrenia tienen una probabilidad mayor de muerte prematura (de 40 y 60%,
respectivamente) que la poblacion general (Kessler et al., 2011, 2009; Walker et al.,
2015). Con respecto a esto, y con la finalidad de atender la problematica de los
trastornos mentales, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2012 formuld
“El plan de accién sobre la salud mental 2013-2020” en donde se establecié como
finalidad el fomentar bienestar mental, prevenir los trastornos mentales,
proporcionar atencion médica, mejorar su recuperacion, promover los derechos
humanos y reducir la mortalidad, morbilidad y discapacidad de las personas con
trastornos mentales (Salud, 2013).

1.2 Trastorno Depresivo Mayor

El TDM es considerado como un trastorno psiquiatrico recurrente e incapacitante
cronico, se estima que su prevalencia es del 15 al 20% de la poblacién mundial
afectando a 350 millones de individuos (Smith K, 2014), por ello, es una de las
principales causas de morbilidad en todo el mundo. Debido a esto, se ha estimado
que el TDM se ubicara como la primera causa de discapacidad en el 2030 (Saxena
etal., 2019). Adicionalmente, el TDM representa una elevada carga econémica para
los sistemas de salud, con un costo estimado anual de $210.5 millones de délares
como resultado del tratamiento farmacoldgico, la ausencia laboral y la alta tasa de
suicidios (Greenberg et al., 2015).

La sintomatologia del TDM se acompafia de alteraciones a nivel emocional y fisico,
éstos pacientes presentan cambios en su estado el animo, prevaleciendo una
sensacion profunda y continua de tristeza (anhedonia), una disminucion importante

del interés y/o del placer en las actividades cotidianas, una pérdida significativa de
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peso sin hacer dieta y/o un incremento en su talla, insomnio o hipersomnia, agitacion
o retraso psicomotor, fatiga y pérdida de energia, sentimiento de inutilidad, una
culpabilidad excesiva o inapropiada, disminucion de la capacidad para pensar,
concentrarse o para tomar decisiones, pensamientos de muerte e ideas suicidas sin
un plan determinado o intento de suicidio estructurado (Organizacion Mundial de la
Salud, 1992b). La frecuencia de estos sintomas se utiliza para el diagndstico del
paciente con TDM ya que, el DSM-V y el CIE-10 consideran que se deben de
presentar por lo menos cuatro de ellos por un minimo de dos semanas de manera
persistente. Los criterios de severidad o gravedad del TDM son: episodio depresivo
leve, moderado y grave. En el caso del episodio leve se considera que el paciente
puede continuar con la mayoria de sus actividades. El episodio moderado muestra
a un paciente que probablemente tendra dificultades para continuar con sus
actividades ordinarias. El episodio grave se encuentra caracterizado por la
presencia de episodios de angustia marcados, sentimientos de culpa e inutilidad y
acciones suicidas, asi como sintomas somaticos importantes (American Psychiatric
Association, 2013; Organizacion Mundial de la Salud, 1992b).

En cuanto a México y el TDM, la encuesta nacional de epidemiologia psiquiatrica
(ENEP) reporta que por lo menos un 9.2% de los mexicanos han experimentado un
trastorno emocional en su vida, de los cuales el 3.3% corresponde a un episodio
depresivo, siendo el 1.5% durante el ultimo afio y un 0.6% durante el ultimo mes
(Benjet et al., 2009; Slone et al., 2006).

En la Ciudad de México, se estima que la poblacion afectada por este trastorno es
de un 9% y se encuentra preferencialmente en adultos de entre 18 y 65 afios, en

donde el 7.8% corresponde a episodios de depresion mayor (Medina-Mora et al.,
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2003; Sanchez-Garcia et al., 2012). En este sentido, se considera que los trastornos
afectivos ocupan el quinto lugar como carga de enfermedad debido a que son
considerados como indicadores de muerte prematura y dias vividos con
discapacidad. Al considerar los afios vividos con discapacidad (YLDS: years lived
with disability) y la carga global de la enfermedad, la OMS ha estimado que el TDM
tiene un impacto mayor sobre otras enfermedades psiquiatricas y el cancer, todo
esto en términos epidemioldgicos y econdmicos (Arredondo et al., 2018; Lara-
Munoz et al., 2010; Murray and Lopez, 1996; World Health Organization, 2011). Un
analisis descriptivo de los costos directos de tratamiento del TDM en pacientes de
consulta externa del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Muhiz”
indica que el costo aproximado del tratamiento de un paciente con TDM es de
$1,606 ddlares anuales, incluyendo medicamentos, consultas y estudios. Lo anterior
resulta alarmante puesto que el ingreso promedio de la poblacion no es suficiente
para cubrir este gasto. En caso de requerir hospitalizacion el costo promedio es
mayor de $3,500 délares (Lara-Muioz et al., 2010).

1.3 Tratamiento farmacolégico del TDM

Ha pasado mas de medio siglo desde la publicacién de la teoria de las monoaminas
en la depresion, en ella se centra el papel de la Serotonina (5-HT), Dopamina (DA)
y Norepinefrina (NA) como los neurotransmisores que se encuentran alterados en
el TDM (Bunney and Davis, 1965; Schildkraut, 1965). En este sentido es que los
farmacos antidepresivos estan dirigidos principalmente a restablecer los niveles de

5-HT, DAy NA (Delgado, 2000).
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1.3.1 Inhibidores de la MAO

El primer farmaco antidepresivo fue un inhibidor de la MAO llamado iproniazida. Su
desarrollo se baso en las observaciones realizadas en paciente con el tratamiento
antituberculoso con isoniazida, en los cuales se observaron cambios favorables en
su estado de animo. En busca del disefio de nuevos farmacos antituberculosos se
llegd al desarrollo de la iproniazida, fue Cole y colaboradores quien en 1957 utilizé
por primera vez en un estudio clinico controlado en pacientes con depresion. Los
resultados observados fueron alentadores ya que mostraron una mejoria en el 70%
de los pacientes (CE et al., 1959). Sin embargo, debido a su actividad como
inhibidor irreversible no selectivo de la MAO se generaron problemas de seguridad
farmacolégica como crisis hipertensivas, incremento en la frecuencia cardiaca,
hipertension y sudoracion (Fangmann et al., 2008; Hillhouse and Porter, 2015).
Posteriormente, buscando mejorar la farmacologia de los inhibidores de la MAO se
desarrollaron nuevos farmacos que fueron selectivos y reversibles, esta nueva linea
de farmacos redujo los malestares secundarios, siendo los mas comunes el
insomnio y las nauseas. De estos farmacos ya solo se produce la moclobemida
(Lotufo-Neto et al., 1999).

1.3.2 Antidepresivos triciclicos

Continuando con la tradicion de observaciones secundarias es que se dio con la
imipramina. Durante la busqueda y disefio de farmacos con mayor actividad para la
esquizofrenia se utilizdé la prometazina, a la cual se le adiciond un puente etileno,
esta modificacion estructural derivd en la imipramina. Aunque sus propiedades
antipsicoticas no fueron las esperadas, su uso en pacientes psiquiatricos continuo.

Al administrar la imipramina en pacientes con depresion severa los resultados
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fueron alentadores, ya que se observé una mejoria en el estado del animo, por
ejemplo, los pacientes retomaron actividades por su cuenta e iniciaron contacto con
otras personas, adicionalmente, refirieron que la fatiga desaparecié asi como la
sensacion de pesadez en las extremidades (Domino, 1999; Fangmann et al., 2008).
El uso de la imipramina fue aprobado a finales de la década de los 50°s, su
clasificacion de triciclicos se basé en los tres anillos centrales de benceno que lo
conforman, y su actividad farmacoldgica se centra en el bloqueo del transportador
de 5-HT (SERT), norepinefrina, de receptores adrenérgicos, muscarinico y de
histamina. Los efectos secundarios causados por la imipramina se deben a la
actividad antagonista de estos ultimos tres receptores lo que lleva a cuadros de
mareos, alteraciones de la memoria y la somnolencia (Domino, 1999; Fangmann et
al., 2008; Hillhouse and Porter, 2015).

1.3.3 Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS)

Con los antecedentes previos en el disefio de farmacos para el TDM y su efecto
sobre los niveles de 5-HT, la farmacéutica Eli Lilly inicié con el desarrollo de ligandos
especificos que fueran selectivos para el SERT. El objetivo de la farmacéutica era
aumentar las concentraciones de 5-HT en las hendiduras sinapticas y asi lograr una
adecuada estimulacion de los receptores postsinapticos (Wong et al., 1995; Wong
DT, Horng JS, Bymaster FP, Hauser KL, 1974). En 1974 se publico el primer trabajo
sobre un ISRS, el nombre del farmaco fue LY110140 (fluoxetina), sin embargo, fue
hasta diciembre de 1987 que la Food and Drug Administration (FDA) aprobd su uso.
Fue en enero de 1988 y bajo el nombre de Prozac® que inicié la comercializacion
del primer ISRS (Wong et al., 2005). A partir de este nuevo farmaco se inicié una

rapida carrera para el desarrollo de nuevos antidepresivos; en los afos
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subsiguientes se sumaron a la lista la Sertralina en 1991, Paroxetina en 1993,
Citalopram en 1998 y el Escitalopran en 2002. Esta familia de antidepresivos superé
a sus antecesores gracias a un menor numero de efectos secundarios (Domino,
1999; Hillhouse and Porter, 2015). La tolerabilidad de esta familia de farmacos se
debe a su baja afinidad por otros receptores tales como los o adrenérgicos,
muscarinicos, histaminicos y de DA, tampoco estimulan la liberacién de la 5-HT o
Norepinefrina, y su actividad sobre receptores de 5-HT es nula, por lo que el
aumento en la activacion de los receptores provocan un incremento del tono
serotoninérgico en la hendidura sinaptica (Hillhouse and Porter, 2015; Owens et al.,
1997; Sanchez and Hyttel, 1999). Los efectos secundarios son nauseas, insomnio
y disfuncién sexual (Papakostas, 2008).

Para un tratamiento eficiente y exitoso del paciente con TDM se debe de considerar
un apego estricto y continuo al tratamiento, es por esto que la OMS y numerosos
autores recomienden no suspender el tratamiento antes de transcurrir un periodo
minimo de entre 9 y 12 meses, se emplea un esquema de tratamiento
farmacoldgico, dividido en tres fases, basado en sintomas y antecedentes clinicos
del paciente (Figura 1) (Deshauer et al., 2008; Geddes et al., 2003; Kupfer DJ, 1991;
Organizacion Mundial de la Salud, 2008).

1. Fase aguda

En esta fase se establecen los lineamientos del manejo, tomandose en cuenta las
caracteristicas particulares del paciente y sus antecedentes personales y familiares.

Esta fase dura de 6 a 8 semanas en las que se pretende lograr la remisién. La mayor
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parte de los antidepresivos comienzan a actuar entre las primeras 2 a 4 semanas,
logrando su maximo efecto entre la semana 4 a 6.

2. Fase de continuaciéon

Esta fase suele durar de 4 a 9 meses e involucra el manejo psicoterapéutico y sobre
todo el farmacoldgico. El objetivo es evitar la recaida, que se define como la
reaparicion de sintomas depresivos o de disfuncion psicosocial tras la remision.

3. Fase de mantenimiento

Esta fase tiene una duracion igual o mayor a un ano, se aplica cuando el riesgo de
recaidas es alto, lo cual se determina por el numero elevado de episodios previos.
Habitualmente deben mantenerse las dosis de antidepresivos usadas en la fase de
continuacion y el manejo psicoterapéutico, aunque las visitas de control pueden
espaciarse. Para evaluar la severidad del TDM asi como la eficiencia y la mejoria
durante el tratamiento farmacologico, se requiere de instrumentos de medida,
quienes en su conjunto evaluan en un marco temporal y definido la sintomatologia

del paciente. A continuacion, se describe su importancia en el TDM.
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Fases del tratamiento de la depresion

Respuesta Remision
Recaida Recurrencia
o .
. Nt
Eutimia Y
Sintomas J : :
S O EEE O S § B S § S » a— w Gmm m Rmm s e
] « v
Sindrome Progresion
enfermedad
v
Aguda Continuacion
(6-128) (4-9 meses) Mantenimiento
Fases de Tratamiento

Tiempo

Figura 1. Fases del tratamiento farmacoldgico en pacientes con TDM. En la figura

se observan las tres fases del tratamiento: Fase Aguda, Continuacion vy
Mantenimiento. Modificado de Kupfer DJ 1991.

1.4 Escalas de evaluacion psiquiatrica

De la misma forma que los antidepresivos se volvieron fundamentales para el
tratamiento contra el TDM las escalas de evaluacién o clinimétricas también
tomaron un papel fundamental para el tratamiento de la depresion. El uso de escalas
clinimétricas atiende a la necesidad de que el médico psiquiatra posea una
herramienta cuantitativa y homogénea para el diagnéstico y la clasificacion del
trastorno. A su vez, estas escalas se dividen en dos grupos, 1) aplicadas por un
observador y 2) las autoaplicables.

Con respecto a las escalas aplicadas por un observador, la de Hamilton es
considerada como el estandar de oro dentro de las escalas clinimétricas, fue
disefiada y publicada por Max Hamilton en 1960. Su finalidad es detectar la
gravedad con respecto a los sintomas del TDM de una manera cuantitativa, su uso

ha sido adecuado para poder dar seguimiento a la mejoria clinica después de un
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tratamiento terapéutico. Los puntos de corte en la escala de Hamilton son: sin
depresion de 0-7 puntos, depresion ligera/menor 8-13 puntos, depresion moderada
14-18 puntos, depresion grave 19-22 puntos y depresion muy grave > 23 puntos
(ver Apéndice ).

En este sentido se considera como una adecuada respuesta al tratamiento una
disminucién mayor o igual al 50% del puntaje inicial, en el caso de una disminucion
del 25-49% se considera una respuesta parcial, y una no respuesta cuando es
menor al 25%. (Corruble and Hardy, 2005; Depression and Scale, 1960;
HAMILTON, 1967). La escala de Hamilton de 1960 se conforma por 21 items, en el
caso de la version al espafiol se compone por 17 items entre los que se encuentran;
sentimientos de culpa, suicidio, sintomas hipocondriacos y alteraciones
conductuales (Ramos Brieva, 1986).

Por otro lado, la escala de depresiéon de Beck (Apéndice Il) es una escala de
autoevaluacién, se publicd en 1961 por el psiquiatra Aaron T Beck (Beck et al.,
1961). Esta escala evalua fundamentalmente sintomas clinicos, al ser una escala
de autoevaluacion el paciente reconoce en ella y califica diferentes items con
respecto a su estado, por ejemplo, estado de animo, sensacion de fracaso, culpa,
ideas suicidas, pesimismo, insatisfaccion, irritabilidad y aislamiento social. Esta
escala sirve para evaluar en los pacientes con TDM tres factores altamente
correlacionados: actitudes negativas hacia si mismo, alteracion somatica y deterioro
del rendimiento. Esta escala ha sido validada en poblacion mexicana, incluye 21
items y refleja la severidad del malestar producidos por los sintomas depresivos por

lo que una puntuacion de 0 a 9 refleja la ausencia o presencia minima de sintomas
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depresivos; de 10 a 16 indica una depresion media; de 17 a 29 indica una depresion
moderada y puntuaciones de 30 a 63 indican una depresidon severa (Jurado et al.,
1998).

En su conjunto, e independientemente de ser escalas autoaplicables o aplicadas
por un observador, son las herramientas clinimétricas que utiliza el psiquiatra para
evaluar la mejoria clinica en pacientes psiquiatricos. Su uso es ampliamente
avalado y reconocido en la clinica y en la investigacion (Beck et al., 1988; Corruble
and Hardy, 2005).

1.5 Etiologia

En la etiologia del TDM intervienen multiples factores, entre los que se encuentran
factores genéticos, neuroquimicos, neuroendocrinos, inmunolégicos y
psicosociales, los que en conjunto contribuyen y favorecen el desarrollo de los
sintomas caracteristicos de esta patologia. Es por esta razén que se debe buscar
un abordaje multidisciplinario e integrativo del TDM y plantear nuevas estrategias
para su investigacion, diagndstico y tratamiento.

1.5.1 Factores genéticos

En los trastornos de conducta como el TDM el determinismo genético se considera
como un factor de vulnerabilidad. Los factores genéticos incrementan el riesgo de
la expresion fenotipica modificando la expresién clinica del trastorno. Los meta-
analisis de estudios epidemioldgicos con gemelos han demostrado que el TDM
presenta un factor de heredabilidad de 0.33 (Flint and Kendler, 2014; Wray et al.,
2012). El riesgo de padecer TDM incrementa cuando la enfermedad se presenta en
familiares de primer grado (Lohoff, 2010; Otte et al., 2016). Existe evidencia de que

esta susceptibilidad genética puede manifestarse en el establecimiento de un
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cuadro de TDM bajo situaciones de estrés crénico (Monroe et al., 2001; Sullivan et
al., 2000). Uno de los polimorfismos ligados a las enfermedades psiquiatricas se
encuentra en la region promotora del SERT (Caspi et al., 2003). EI SERT es
codificado por un gen de 31 kilobases (acarreador de solutos de la familia 6,
miembro 4 [SLC6AA4]) localizado en el cromosoma 17911.1-17912, y que esta
conformado por 14 exones (Anguelova et al., 2003). En el TDM destacan tres tipos
de polimorfismos: uno en la region 5-HTTLPR que se caracteriza por variaciones en
la longitud de una secuencia repetida de entre 20 y 30 pares de bases en el extremo
5’, el segundo lo constituye el 5-HTTVNTR que consiste en un niumero variable de
repeticiones contiguas (9, 10 y 12 copias repetidas) de 17 pares de bases en el
segundo intrén, y por ultimo, el correspondiente a las variaciones en un solo
nucleodtido en la region promotora (rs25531 A/G) y (rs25532 C/T) (Battersby et al.,
1996; Heils et al., 1996, 1996; Manoharan et al., 2016; Sibille and Lewis, 2006; Yu
etal., 2002) (Figura 2). En este mismo sentido se han descrito dos variantes alélicas,
alelo corto (S) y un alelo largo (L), en donde el alelo corto se asocia a una menor
expresion del gen, y en consecuencia a un menor numero de SERT sobre las
membranas neuronales, es por esto que la presencia de este alelo se ha
relacionado con una mayor vulnerabilidad para desarrollar TDM, en el caso del alelo
largo incrementa hasta en un 60% la expresion del SERT (Flint and Kendler, 2014;
Heils et al., 1996; Lohoff, 2010; Ramasubbu et al., 2006).

La organizacion y control de las regiones de transcripcidn e iniciacion de sintesis de
RNAmM estan modulados por los factores transcripcion TFs, que interactuan con
elementos especificos del gen promotor y los puntos de control. La iniciacion de la

transcripcion involucra multiples factores incluyendo las proteinas de unién a la caja
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TATA, coactivadores y factores asociados a los complejos basales que se unen a
TATA y los motivos enhancer especificos, en el caso opuesto los represores se
unen a elementos silenciadores (Sil) que inhiben la funcién activadora y ralentizar
la transcripcion por lo que estos coactivadores son moléculas adaptadoras que

integran sefiales de acuerdo con sus sitios de unién (Panigrahi and O’Malley, 2021).

Variantes alélicas para el SERT

Alelo largo SERT | |Sitios de la union TATAy TF | | Alelo corto SERT | |Sitios de la union TATAy TF |
Region VNTR \. Region transcrita Region VNTR (con delecion) \. Region transcrita
5 | ¥ 5 — I J¥
Alelo largo Alelo corto
: }MRNA{

Figura 2. Variantes alélicas para el SERT relacionadas con una mayor vulnerabilidad a un cuadro
depresivo. En la figura se muestra un esquema del alelo (5-HTTLPR) correspondiente a la version
corta del gen para el SERT. Las variaciones alélicas en la regién no codificante (VNTR) generan un
menor numero de copias del transcrito, asi como la disminucién del SERT sobre la superficie
neuronal. (modificado de (Daniele et al., 2011).

Sin embargo, el SERT no es el unico gen asociado al TDM, por ejemplo, se han
descrito mas de 26 genes que muestran una asociacion directa con el TDM, sin
embargo, solo siete mostraron una diferencia significativa (P<0.05) demostrando asi

su relacion en el TDM (Flint and Kendler, 2014). Aunque estos hallazgos parecieran
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ambiguos hoy en dia se han consolidado los consorcios como Genome-wide
association in major depression disorder (GWAS-MDD) para recabar el mayor

numero de datos génicos y con ello identificar variantes de riesgo para el TDM asi

como las alteraciones en expresion de genes asociadas a la neuroinflamacion,

neuroplasticidad, neurotransmision y asociados al stress (Tabla 1) (Mariani et al.,

2021).

Tabla 1 Genes asociados al trastorno depresivo mayor y su respuesta al

tratamiento.
Genes asociados con inflamacién
Autor Genes Pacientes Controles
IL-B, IL-6, MIF, TNF-a, P2RX7, CCL2,

(Cattaneo et al., 2020) CXC12, AQP4, ISG15, STAT1, USP18 130 40
(Spindola et al., 2017) TNF, TNFR1, IL-B 49 61
(lacob et al., 2013) IL-10. IL-6, TNF 23 19
(Talarowska et al., 2014) MnSOD, SOD2 131 105
(Yang et al., 2017) CD84 16 8
(Amidfar et al., 2017) 5-HT2A, 5SHT3A 50 25
(Bobinsa et al., 2016) MMP-2, MMP-9 139 95
(Cattaneo et al., 2013) IL-1a, IL-B, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10,

TNF-a, MIF 811 34
(Hajebrahimi et al., 2014) TRIF, MYD88 38 43
(Hung et al., 2014) TLRs 30 29
(Momeni et al., 2016) AIM2, ASC 38 43
(Lukic et al., 2014) Nrf2, NF-kB, MnSOD, 30 35

CuZnSOD, CAT
(Pantazatos et al., 2016) IL-8, CCL4 30 29
(Powell et al., 2014) IL-8, NRC31, CCL24, CCR6 45 40
IL-15, IL-6, TNF-a, TNFR1,

(Rizavi et al., 2016) TNFR2, IL-1R1, IL-1RA, IL-1R2,

IL-6R, Gp130 30 31
(Morrison et al., 2019) [L-1, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL13, IL-15 37 13
(Carvalho et al., 2014) 47 genes relacionados con 47 42

inflamacion

Genes relacionados con neuroplasticidad
GPM6A, GPM6B, CORO1A, GIT1, 25 25

(Fuchsova et al., 2015) CAMK2A, PLP1
(Mossakowska-Woaijcik et al., TCF4 170 90
2017)
(lacob et al., 2013) APP, NR3G1 13 19
(Bobinska et al., 2017) Neuropsin (NP) 186 105
(Berent et al., 2017) VEGFA 38 38
(Cattaneo et al., 2013) BDNF, p11, VGF 811 34
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GluA1l, GIuA3, GluA4, GluK2, GluKa4,

(Bhandege et al., 2017) GluK5, GIuN2D, GIuN1, GIuN2C,
GluD1, GluD2, GIuN3A 40 15
(Bobiriska et al., 2016) MMP-2, MMP-9, TIMP-2 139 95
(Guo et al., 2015) PRCKB1 70 50
(Hong et al., 2015) BDNF, MEK1 50 48
(Shibata et al., 2013) HIF-1, VEGF, GLUT1, PGK1, 59 28
PFKFB3, LDHA
Genes relacionados con la neurotransmision
(Kunii et al., 2015) CHRFAM7A, CHRNA7 138 326
(Gray et al., 2015) GIuR genes 34 32
(Chandley et al., 2013) SLC1A3, SLC1A2, GLUL, GFAP 19 20
GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, GRIN2C,
GRIN2D, GRIN3A, GRIN3B,
(Chandley et al., 2014) GRIA1, GRIA2, GRIA4, GRIK1, 18 18
GRIK3, GRIK5, GRM4,
GRM5, GRMS
(Oh et al., 2014) GAD1, SLC1A1, SLC1A2, SLC1A3 15 15
Genes relacionados con el stress
(Cattaneo et al., 2020) FKBPS, GR, SGK1 130 40
(Spindola et al., 2017) NR3C1 69 60
(Anacker et al., 2013) SGK1 25 14
(Roy et al., 2017) BDNF, FKBPS5, 14 20
CRHBP, NR3C1
(lacob et al., 2013) OXTR, NFKB1, NR3C1 23 19
(Teyssier et al., 2012) FOS, 0GG1, STMN1, TERT, p16INK4a 17 16
Genes alterados en respuesta al tratamiento antidepresivo
IL-1 8, 1L-6, MIF, TNF- ., P2RX7, CCL2,
(Cattaneo et al., 2020) CXCL12, AQP4, ISG15, STAT1, USP18, 130 40
FKRPR
GR, SGK1
(Breitfeld et al., 2017) WNT2B, FZD7, ABCB1 25 25
(Shibata et al., 2013) HIF-1, VEGF, GLUT1, PGK1, 59 28
PFKFB3, LDHA
(Belzeaux et al., 2014) SLC6A4 13 13
FKBP-4, FKBPS, GR, IL-1a, IL1b, IL-4,
(Cattaneo et al., 2013) IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, 811 34
TNF-a, MIF, BDNF, p11, VGF
(Eyre etal., 2017) NF-kB, AP-1, cAMP 56 25
(Alcocer-Gomez et al., 2013) NLRP3, Caspase-1, IL-1b, IL- 18, ROS, 40 20
LPO
(Hong et al., 2014) BDNF, MEK1 50 48

En la tabla se muestran los datos de los genes candidatos con variantes asociadas a la depresién
mayor. La tabla muestras los genes asociados a inflamacion, neuroplasticidad, neurotransmision,

respuesta al estrés y al tratamiento farmacolégico tomado de (Mariani et al., 2021).
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1.5.2 Factores neuroquimicos

Las alteraciones a nivel de la sintesis y sefalizacion de neurotransmisores han sido
el abordaje bioquimico en el TDM y en otros trastornos de la conducta, debido al
papel que juegan en los estados de animo (Figura 3). Especificamente, la hipbtesis
de las catecolaminas se centra en las alteraciones de la serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA), y dopamina (DA) en los trastornos afectivos, esto desencadend
un auge en la busqueda de tratamientos farmacolégicos con el fin de restablecer los
niveles de catecolaminas (Potter and Maniji, 1994; Schildkraut, 1965). De hecho,
durante los ultimos 50 afios las teorias acerca de los mecanismos de accion de las
drogas para tratar los trastornos psiquiatricos han estado enfocadas principalmente
al efecto sobre la neurotransmision sinaptica, por ejemplo, la inhibicion de la
recaptura de los neurotransmisores (inhibidores de la recaptura de 5-HT y NA), el
bloqueo de receptores para neurotransmisores (ej. antipsicoticos), o la inhibicién en
el catabolismo de los neurotransmisores (ej. inhibidores de la monoamina oxidasa
MAOQO) (Coyle and Duman, 2003; Nutt, 2008; Otte et al., 2016).

1.5.2.1 Noradrenalina (NA)

La NA es un neurotransmisor que se asociado con la motivacion, el estado de alerta
y vigilia, el nivel de conciencia, la percepcion de los impulsos sensitivos, la
regulacion del suefio, el apetito y la neuromodulacion de los mecanismos de
recompensa, aprendizaje y memoria, funciones que con frecuencia se encuentran
alteradas en el paciente deprimido (Nutt, 2008).

Su sintesis se lleva a cabo principalmente en el locus coeruleus y en el area
tegmental lateral, sus proyecciones van hacia el talamo, la amigdala, el hipocampo,

el hipotalamo y la corteza cerebral (Figura 3). Estas regiones anatomicas
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constituyen la base neuroanatdbmica y neurofisioldgica de los trastornos
psiquiatricos como el estrés, la depresiéon mayor o el trastorno post-traumatico. La
desregulacion del sistema noradrenérgico se relaciona con sintomas fundamentales
como: el déficit de atencion, dificultad para la concentracién, la memoria, el
aislamiento social y estados de excitacion, todos ellos alterados en el paciente con
TDM (Moret and Briley, 2011; Nutt, 2008). Dada la importancia de la NA en la
regulacion del estado de animo, se planteo el uso de inhibidores de la recaptura de
NA como antidepresivos (Dale et al., 2015; Hamon and Blier, 2013).

1.5.2.2 Dopamina (DA)

La dopamina es un neurotransmisor de catecolaminas predominante en el cerebro
de mamiferos y esta asociada con multiples funciones fisiolégicas como la
esquizofrenia, la enfermedad de Parkinson, la depresion, el déficit de atencién con
hiperactividad (Belkacemi and Darmani, 2020). La sintesis de dopamina ocurre en
el area tegmental ventral (VTA) de la sustancia negra, en particular en el nucleo
hipotalamico y el mesencéfalo. La dopamina se distribuye ampliamente en el bulbo
olfatorio, la sustancia negra del mesencéfalo, el hipotalamo, el VTA, la retina y el
area gris periacueductal (Arreola et al., 2016; Dunlop and Nemeroff, 2007; Latif et
al., 2021).

Las vias mesocorticolimbicas asociadas a la DA, en particular las relacionadas con
el nucleo acumbens, el cual es un regulador fundamental del placer, en el caso del
estriado ventral y el cortex prefrontal son consideradas como regiones
dopaminérgicas importantes que se asocian con conductas de motivacién y afecto
(Berridge and Kringelbach, 2015). La alteracion en los niveles de DA en el sistema

mesocorticolimbico ha demostrado agravar los sintomas de anhedonia, apatia, y
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pérdida de interés, los cuales estan presentes en pacientes con depresion (El
Mansari et al., 2010; Nestler and Carlezon, 2006; Skolnick, 2005). Asi también, los
bajos niveles de DA se han reportado en fluido cerebro-espinal, asociado a
diferentes tipos de depresion, por ejemplo; melancdélica o no melancélica (Fletcher
et al., 2015). El hecho de que farmacos que actuan a nivel dopaminérgico, como el
pramipexol (un agonista dopaminérgico) tengan efectos antidepresivos sugiere que
la funcion de la DA puede contribuir, en parte, a mejorar la respuesta terapéutica
en el TDM (Hori and Kunugi, 2012) (Figura 3).

1.5.2.3 Serotonina (5-HT)

Un 90% de la sintesis de la 5-HT es producida por la células enterocromafines del
intestino y el resto por el sistema nervioso central (SNC) y periférico, la médula
suprarrenal, plaquetas y en los linfocitos (Arreola et al., 2015a; Badawy, 2013;
Gershon et al., 1965).

La 5-HT presenta una gran diversidad de funciones en los sistemas nerviosos
central y periférico entre los que se encuentran las relacionados con la conducta
(Frazer and Hensler, 1999). Este neurotransmisor se sintetiza a partir del L-
Triptéfano (Trp) un aminoacido esencial que se adquiere fundamentalmente en la
dieta, por accion de la enzima (Trp)-hidroxilasa, se transforma en 5-hidroxitriptéfano
y posteriormente por accion de la 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) descarboxilasa se
transforma en 5-HT, la cual es almacenada en vesiculas presinapticas o es
metabolizada a acido 5-Hidroxindolacético (5-HIAA) por accion de la MAO
mitocondrial. (Arreola et al., 2015a). En el SNC, las neuronas que contienen 5-HT
se localizan a nivel del tallo encefalico, principalmente en los nucleos del rafe,

proyectando sus axones hacia la corteza cerebral (Charnay and Léger, 2010).
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Con respecto al papel que juega la 5-HT en el TDM se ha reportado una
disminucién de sus metabolitos a nivel periférico (suero) y central (liquido
cefalorraquideo) en pacientes deprimidos (Gjerris et al., 1987; Saldanha et al.,
2009). El sistema serotoninérgico esta conformado por 13 subtipos de receptores,
mismos que se agrupan en 7 familias y un SERT (Brodde, 1990). La activacion de
estos receptores desencadena una cascada de sefalizacion particular,
preferencialmente por proteinas G (Lucki et al., 1984). Sin embargo y aun con lo
descrito en relacion con el sistema serotoninérgico a nivel central y periférico, no
hay datos que permitan una descripcién en la patofisiologia del TDM. En el caso del
SERT en el TDM se ha establecido una participacion clara, ya que como se
menciond anteriormente, existe una evidencia genética que favorece una
disminuciéon cuantitativa en los niveles de expresion de SERT sobre la superficie
presinaptica. Adicionalmente a esto, se ha demostrado esta misma disminucion de
SERT en un amplio numero de células entre las que se encuentran las de la
respuesta inmunoldgica (Daniele et al., 2011; Rivera-Baltanas et al., 2015, 2012;

Romay-Tallon et al., 2017) (Figura 3).
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Noradrenérgico Dopaminérgico Serotoninérgico
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Figura 3. Vias noradrenérgica, dopaminérgica y serotoninérgica en cerebro. Alteraciones
conductuales y cognitivas asociados en los sistemas de neurotransmisién, principalmente en
trastornos psiquiatricos como el TDM.

1.5.3 Factores neuroendocrinos

A lo largo de las ultimas 4 décadas se han logrado evidenciar las anomalias que se
presentan sobre el eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenales (HHA) en el TDM (Herbert,
2013; Pearson Murphy, 1991). Este eje es considerado como el brazo efector ante
el estrés (figura 4). La activacion del eje HHA ante un evento estresante se inicia
con la secrecién de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina

vasopresina (AVP), las cuales interactian sobre la hipdfisis para favorecer la
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liberacion de la hormona adenocorticotropina (ACTH). Esta hormona es
transportada via sanguinea hacia las glandulas adrenales especialmente en la
corteza adrenal en donde interactua con los receptores adenocorticales y estimula
la produccién y liberacion de cortisol (Holsboer, 2000; Pearson Murphy, 1991).

Se ha reportado que entre un 40 y 60% de los pacientes con TDM experimentan
hipercortisolemia u otras alteraciones del eje HHA, por ejemplo, un incremento en
la secrecion de CRH. Esta hiperactivacion del eje HHA en pacientes con TDM se
relaciona con multiples factores entre los que se encuentran las variaciones génicas
asociadas a los receptores de glucocorticoides (GR) y de mineralocorticoides (MR),
lo que favorece una respuesta de supresion a la retroalimentacién negativa (Herbert,
2013; Holsboer, 2000; Pearson Murphy, 1991; Pfohl et al., 1985; Young et al., 2003).
En este mismo sentido, se ha postulado que el estrés en etapas tempranas de la
vida y en la etapa adulta involucra una remodelacion de la cromatina que favorece
una hiperactivacion del eje HHA (Franklin et al., 2010; Hunter et al., 2009; Vialou et

al., 2013).
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Figura 4. El eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal. El HHA se encarga de regular la homeostasis bajo los
estimulos de estrés. Durante un estimulo estresante el hipocampo incrementa la sintesis y liberacion
de CRH (hormana liberadora de corticotropina). Esta hormona estimula en la hipdfisis la sintesis y
liberaciéon de ACTH (hormona adenocorticotropina) que a su vez provoca la liberacion de cortisol por
las glandulas adrenales. Durante el estrés cronico el cortisol desensibiliza los receptores de
glucocorticoides lo cual mantiene al sujeto en un estado inflamatorio.

El cortisol es una hormona con multiples funciones biolégicas, su actividad
dependera de si es secretado de manera aguda o cronica, por ejemplo, en el caso
de episodios agudos los niveles de cortisol favorecen e incrementan la
concentracion de glucosa en sangre, favoreciendo asi su disponibilidad para
organos efectores, también favorece el catabolismo de proteinas y lipidos,
interviene en la homeostasis de iones y mantiene un tono vascular adecuado. De
manera opuesta, cuando el estimulo estresante es constante y se vuelve crénico, el
cortisol puede producir alteraciones fisiolégicas, la repercusién mas importante es
la disminucion en el volumen hipocampal secundario a la hipercortisolemia, la cual
es una alteracién frecuente en pacientes con TDM (Keller et al., 2017; Schatzberg

et al., 2014). Otra alteracion que se observa en la fisiopatologia del TDM y que se
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asocia con modificaciones del HHA es el incremento de AVP a nivel plasmatico y
en los nucleos paraventriculares de pacientes con TDM (Purba et al., 1996; van
Londen et al., 1997).

1.5.4 Factores inmunolégicos

Las evidencias que respaldan la participacion del sistema inmunologico en la
etiologia del TDM son amplias y se centran especialmente en la presencia de un
estado inflamatorio agudo crénico de bajo grado, el cual favorece la produccién de
citocinas pro-inflamatorias, tales como IL-183, IL-6, IFN-y y TNF-a y el incremento en
la abundancia de estas citocinas correlaciona positivamente con la severidad de los
sintomas (Dowlati et al., 2010a; Haapakoski et al., 2015; Miller et al., 2009;
Schiepers et al., 2005). El papel de la IL-18 en el TDM ha sido ampliamente
reportado en pacientes adultos, su asociacion se centra en procesos de
neurogénesis, ya que al parecer, la IL-1B inhibe este proceso en las células del giro
dentado en el hipocampo correlacionando asi con la reduccion del hipocampo que
muestran estos pacientes (Farooq RK, Asghar K, Kanwal S, 2017; Thomas et al.,
2005). La IL-6 es una de las citocinas que mayor atencion ha recibido. Dos meta-
analisis han mostrado que es la citocina que se encuentra mas elevada en pacientes
con TDM, asi también, su incremento correlaciona positivamente con la gravedad
de los sintomas (Dowlati et al., 2010b; Haapakoski et al., 2015). Dentro del sistema
nervioso central y periférico la IL-6 puede actuar como un factor de crecimiento
neuronal, favoreciendo la regeneracion nerviosa mediante el desarrollo de neuritas
o bien, como un factor perjudicial debido a efectos sobre la integridad de la barrera-

hematoencefalica asociados a astrogliosis y microgliosis (Erta et al., 2012; Hodes
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et al., 2016; Spooren et al., 2011). En el caso del TNF-a, se ha descrito su
participacion en la fisiopatologia del TDM, ya que los niveles altos de esta citocina
a nivel periférico favorece la activacién de la microglia, lo que se relaciona con una
falta de respuesta al tratamiento farmacolégico (Bortolato et al., 2015; Clark et al.,
2010; Strawbridge et al., 2017 Eller et al., 2008). El papel del IFN-y en los trastornos
de la conducta se ha relacionado primordialmente con el catabolismo del triptéfano
(Arreola et al., 2015b). La relacién entre el IFN-y y el TDM se debe a que el IFN-y
incrementa la actividad de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), la cual lleva
al triptéfano a la via del acido quinurénico, inhibiendo asi la sintesis de 5-HT y
favoreciendo un estado depresivo. Esta via metabdlica es tdxica para multiples
regiones anatémicas del SNC debido a los metabolitos secundarios del catabolismo
del triptéfano (Arreola et al., 2015b; Hocaoglu et al., 2012; Myint et al., 2013).

Otras alteraciones que acompanan a los pacientes con TDM y que tienen una
relacion directa con el sistema inmunoldgico son las alteraciones que se presentan
en los niveles de quimiocinas y factores de crecimiento a nivel periférico (Galvez-
Contreras et al., 2016; Schmidt et al., 2016; Smith, 1991) y aquellas que se asocian
con las alteraciones a nivel de linfocitos T, By NK (CD8*,CD56" y CD19%) (Martinez-
Fong et al., 2010; Pavon et al.,, 2006). En este sentido y considerando las
aportaciones que se tienen hasta el momento con respecto a las alteraciones en el
sistema inmunolégico en pacientes con TDM, se ha logrado identificar algunos
posibles marcadores de estado en pacientes psiquiatricos. Uno de los modelos mas
utilizados para estos hallazgos es el uso de células mononucleares de sangre

periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), su uso como una herramienta eficiente
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radica en el hecho de que estas células, especialmente los linfocitos cuentan con
un sistema serotoninérgico completo el cual comprende los diferentes tipos de
receptores a 5-HT y el SERT (Arreola et al., 2015a). Su uso ha permitido identificar
cambios a nivel de expresion y abundancia de proteinas a lo largo del tratamiento
farmacolégico en pacientes con TDM.

Ahora bien, y teniendo en cuenta que el TDM es una patologia que involucra
multiples sistemas, es importante sefalar el papel que juega Ila
Neuroinmunoendocrinologia dentro de su etiologia.

1.6 Interacciones Neuro-Inmuno-Endocrinolégicas y TDM

Una manera de integrar las alteraciones mencionadas anteriormente con respecto
al SNC, el SE y el Sl es hablando de las Interacciones Neuro-Imuno-
Endocrinoldgicas (INIE). La comunicaciéon de estos sistemas es permanente y
multidireccional y una de sus funciones mas importantes es reaccionar contra los
estimulos que pongan en riesgo la integridad del individuo ya sean fisicos o de
percepcion (Herman and Cullinan, 1997; Smith and Vale, 2006). En una primera
respuesta las INIE alertan al sistema mediante la activacion del eje HHA, el cual
responde con una amplia liberacion de hormonas entre las que destaca el cortisol y
la adrenalina. Esta primera oleada de hormonas tiene como funcion poner en alerta
al individuo para luchar o huir, (fight or flight). Posteriormente, para regular esta
activaciéon del HHA se establece un proceso de retroalimentacion negativa para
retornar a un estado de homeostasis (Cannon, 1929a, 1929b). En cuanto al sistema
inmunoldgico y pacientes con TDM se ha descrito un papel relevante de las citocinas

durante su establecimiento (Dowlati et al., 2010b; Schiepers et al., 2005). En su
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conjunto, las alteraciones en parametros hormonales, neuroquimicos e
inmunoldgicos reflejan una desregulacion en la red NIE en el TDM.

2. Antecedentes particulares

2.1 Las células mononucleares como modelo neuronal

En la actualidad es dificil evaluar los procesos metabolismo y bioquimicos que se
llevan a cabo de manera in vivo en sujetos con desordenes del SNC debido a
limitaciones metodolodgicas y éticas, es por ello que algunos avances metodoldgicos
en las ultima década tales como el uso de neuroimagenes de alta resolucion han
permitido estudiar algunas funciones neuronales, sin embargo, esta técnica no
puede proveer informacion en lo que respecta a la bioquimica celular, debido a que
estas investigaciones moleculares requeririan biopsias de cerebro (Gladkevich et
al., 2004). Para este inconveniente metodoldgico se han abordado alternativas
metodoldgicas que puedan subsanar y favorecer un estudio mas integrativo, por
ejemplo, el uso de algunos tejidos tales como, plaquetas, placenta y en PBMC han
sido ampliamente usados para explorar las alteraciones a diferentes niveles
celulares, bioquimicos, genéticos y de expresiéon de diferentes componentes que
mantienen relacion con los trastornos de la conducta. El uso de estos tejidos
periféricos se sustenta en el hecho de que expresan los componentes de multiples
sistemas tales como el serotoninérgico y dopaminérgico, ofreciendo una
herramienta de estudio de mayor acceso y disponibilidad. (Faraj et al., 1994; John
R. Fozard., 1989). Ahora bien, considerando que la expresién de los componentes
del sistema serotoninérgico se regula de una manera diferencial, en el caso de las
células de la respuesta inmunoldgica se ha descrito un conjunto de proteinas que

coordinan la sintesis, degradacién, transporte y almacenamiento de la 5-HT y la
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relacion con mediadores de la respuesta inmune tales como citocinas (Arreola et
al., 2015b; Ledn-Ponte et al., 2007; Nichols and Nichols, 2008; O’Connell et al.,
2006). Es por ello que la influencia de la 5-HT sobre las células del sistema
inmunoldgico depende de multiples factores, los cuales van desde la concentracion
intra y extracelular de 5-HT, del tipo celular, de su desarrollo y de su estado de
activacion. (Ahern, 2011; Arreola et al., 2015b; Herr et al., 2017). A este respecto y
considerando las evidencias anteriores, es que el estadio de SERT y sus receptores
en las PBMC han sido considerados como una eficiente herramienta en aquellas
patologias donde se dificulta un muestreo directo en el SNC, como es el caso del
TDM. En este sentido, el uso de leucocitos como marcadores de estado en
desordenes psiquiatricos tales como TDM, esquizofrenia, ansiedad y Alzheimer, ha
permitido conocer alteraciones a nivel genético, molecular y proteico durante su
establecimiento, desarrollo y el tratamiento farmacolégico (Arreola et al., 2016;
Barbanti et al., 1999; Buttarelli et al., 2011; Gordon and Barnes, 2003; Herr et al.,

2017; Liu et al., 2013).
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3. Hipoétesis
El tratamiento farmacologico con inhibidores selectivos de recaptura de serotonina en

pacientes con trastorno depresivo mayor modifica los niveles de expresion tanto de

componentes del sistema serotoninérgico como del sistema inmunoldgico.
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4. Justificacion

De acuerdo a las evidencias descritas que refieren alteraciones a nivel del sistema
serotoninérgico, asi como del inmunoldgico en pacientes con TDM y en la busqueda
de marcadores biolégicos es que las muestras de PBMC vy los linfocitos han servido
como herramientas de investigacion en estos trastornos. Gracias a su uso se ha
logrado conocer algunas de las alteraciones que subyacen dentro de los
componentes del sistema serotoninérgico, y a nivel de citocinas en multiples
trastornos mentales. Sin embargo, hasta la fecha no existe un trabajo que explore
de manera conjunta los cambios en la expresion génica de receptores para 5-HT y
del SERT asi como de citocinas durante su tratamiento, es por ello que el presente
trabajo pretende explorar el comportamiento de tres componentes del sistema
serotoninérgico (el SERT, el receptor 5-HT1a y la proteina p11) y dos del sistema
inmunoldgico (INF-y e IL-2), todos ellos a las semanas 20, 36 y 52 de tratamiento

farmacoldgico con Inhibidores Selectivos de la Recaptura de Serotonina (ISRS).
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5. Objetivo general

Evaluar si hay correlacion entre los niveles de expresion génica de SERT, 5-
HT1a, p11, IFN-y e IL-2 y la clinimetria de pacientes con TDM a lo largo del

tratamiento farmacoldgico.

6. Objetivos particulares

Determinar los niveles de expresion génica de SERT, 5-HT1a, p11, IFN-y e
IL-2 en pacientes con TDM tratados con ISRS durante 52 semanas, y en un
grupo de sujetos sanos.

Determinar si los niveles de expresion génica de SERT, 5-HT1a, p11, IFN-y
e IL-2 estan asociados con los valores de clinimetria durante el tratamiento

farmacoldgico.
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7. Diagrama experimental
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8. Materiales y métodos

8.1 Poblacion de estudio

Se reclutd un total de 216 pacientes atendidos en consulta externa del Instituto
Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Mufiz” (INPRFM) a los cuales se les
realizd la entrevista MINI (Mini International Neuropsychiatric Interview). La
captacion de los pacientes se realizé de acuerdo con el procedimiento establecido
en el protocolo de investigacion 2318 aprobado por el comité de ética del “INPRFM”

con numero de registro NC092318.1.

8.1.2 Consideraciones éticas

Todos los participantes del estudio recibieron una explicacion detallada de los
objetivos y metas del estudio, los participantes firmaron una carta de consentimiento
informado que cumplia con los criterios de ética y de confidencialidad de acuerdo

con los lineamientos del comité de ética del INPRFM y al protocolo NC092318.1.

8.1.3 Criterios de inclusion

e Sujetos masculinos y femenino entre 18 y 45 afios

e Los candidatos que cursen un periodo de por lo menos tres semanas sin
tomar ningun tipo de medicamentos

¢ Que tengan un bajo consumo de tabaco (menor o igual a 7 cigarrillos / dia);
alcohol (menor o igual a 5 copas / semana) y de café o té (menor o igual a 3

tazas / diarias)

38



Sujetos que reunan criterios diagnosticos de Depresion Unipolar (como se
describe en el DSM-IV). El diagnéstico se confirmara empleando la breve
entrevista estructurada MINI

Pacientes que obtengan una puntuacion minima de 22 en HDRS

Firmar el consentimiento informado

Sujetos que no hayan presentado un cuadro infeccioso durante las ultimas
dos semanas, asi como que no presenten un cuadro de cualquiera de las
siguientes enfermedades: alergia severa, hipertensién, dermatitis
significativa recurrente, asi como cualquier enfermedad maligna de tipo
hematoldgico, endocrino, pulmonar, cardiovascular, renal, hepatico,
gastrointestinal o neuroldgico que requiera de tratamiento farmacéutico que
afecte la actividad inmunoldgica (glucocorticoides).

Sujetos que no tengan riesgo importante de suicidio.

Sujetos que no tengan una depresion resistente.

Sujetos que no hayan recibido un tratamiento con terapia electroconvulsiva
(TEC) dentro de los 3 meses previos a la inclusion.

Sujetos que no tengan abuso de sustancias en los ultimos doce meses o
dependencia a estas sustancias (excepto nicotina y cafeina), segun se define
en el DSM-IV.

Sujetos que no hayan recibido tratamiento con fototerapia en las dos ultimas
semanas previas a la inclusion.

Sujetos que no presenten trastornos neurolégicos: demencia, crisis

convulsivas, accidente cardiovascular o antecedentes de dafo del SNC
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e Sujetos que no presenten enfermedades organicas graves que interfieran
con la realizacion del estudio.

8.1.4 Evaluacion clinica
Todos los pacientes que participaron en el protocolo fueron evaluados por meédicos
psiquiatras adscritos al “INPRFM”. A cada participante se le aplicod la entrevista
(MINI) en su versién al espafiol. Posteriormente se evalud la severidad del cuadro
clinico con la Escala de Evaluacion para Depresion de Hamilton (HDRS) y el
Inventario de Beck para Depresion (BDI). Para descartar procesos inflamatorios y
enfermedades concomitantes se realizaron estudios de generales de laboratorio
que consistian en: biometria hematica, quimica sanguinea, perfil tiroideo, examen
general de orina y depuracion de creatinina.
8.1.5 Tratamiento farmacolégico
La prescripcion farmacoldgica de los participantes se realizé bajo la supervision de
su medico psiquiatra tratante. Los farmacos utilizados a lo largo del estudio
corresponden a miembros de la familia de ISRS. Con respecto a los cambios en la
prescripcion de farmacos y dosis terapéutica esta se dio por indicacién y supervision
del médico tratante en beneficio al paciente.
8.1.6 Voluntarios sanos
Como grupo control se incluyeron en el estudio 20 voluntarios sanos (VS)
seleccionados de la poblacién abierta. La muestra fue pareada en relacion a edad
y caracteristicas demograficas con la poblacién de estudio. La seleccion de los
voluntarios sanos fue evaluada con respecto a su salud mental con la aplicacion de

la entrevista MINI y una valoracion médica.
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8.1.7 Seguimiento de pacientes

Todos los pacientes incluidos en este estudio fueron evaluados mensualmente
durante las 52 semanas del protocolo. La evaluacidon mensual consistid en la
aplicaciéon de las escalas HDRS y BDI, asi como su seguimiento farmacoldgico y
clinico.

8.2 Obtencion de la muestra

La obtencion de la muestra se obtuvo previo al inicio del tratamiento farmacolégico
en el dia 0 (SO) y hacia la semana 20, 36 y 52 del tratamiento farmacolégico de
acuerdo a reportes previos que muestran cambios a nivel clinimétrico e
inmunoldgico (Hernandez et al., 2013; Hernandez et al., 2008; Martinez-Fong et al.,
2010). En el caso de los voluntarios sanos se obtuvo una sola muestra. La obtencién
de las muestras se realizé en el laboratorio clinico del “INPRFM” mediante una
puncion venosa en el antebrazo. Se colectaron 10 mL de sangre total en tubos
vacutainer con heparina de sodio como anticoagulante (Vacutainer-Becton &
Dickinson; NJ, USA).

8.3 Separacion de PBMC de sangre periférica

La sangre total (10mL), se diluyé con solucion salina isotdnica (SSI) (1:1, v/v) y se
deposit6é en un tubo con una solucion de Ficoll-Histopaque (1:3 v/v) (Sigma-Aldrich;
St Luis, USA) para formar un gradiente de densidad. La muestra se centrifugé a
1600 rpm durante 30 minutos a 4°C, posteriormente se procedidé a separar a las
PBMC de la interfase. Una vez que se obtuvieron las PBMC se lavaron con SSl y
se les adicioné TRIzol® (Invitrogen Life Technologies). Las muestras se

almacenaron a -70°C hasta su procesamiento.
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8.4 Aislamiento del RNA

A partir de la muestra que se resuspendié en TRIzol,

se aislo el acido ribonucleico (ARN) mediante |la separacion de la muestra en dos
fases (acuosa y organica) por la adicién de 200 pL de cloroformo. Se centrifugé a
10000 rpm por 10 min/4°C para separar la fase acuosa. La precipitaciéon del ARN
se realizdé mediante la adicidn de isopropanol, posteriormente se procedio a lavar el
pellet con alcohol al 75%. La muestra se dejé secar durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se resuspendié en agua libre de RNasas y DNasas (Gibco).
La cantidad y calidad del ARN obtenido se determindé mediante la lectura en un
espectrofotometro NanoDrop (Fissher U.S.A.) y finalmente las muestras se
almacenaron a -80°C.

8.5 Cuantificacion e integridad del RNA

La cuantificacion se realiz6 en un NanoDrop (Fisher) a partir de 1ug de ARN
resuspendido en agua libre de RNAsas. Los valores de pureza se consideraron a
partir de lecturas entre 2.0 y 2.1 en una longitud de onda de 260/280 nanémetros.
La integridad del RNA se evalué mediante geles de agarosa al 1% tefiidos con un
agente intercalador de acidos nucleicos, tomando como referencia de integridad a
las subunidades ribosomales 28s y 18s.

8.6 Obtencion de cDNA mediante Retrotranscriptasa

Las muestras de ARN fueron tratadas con DNasa | (Invitrogen Life Technologies;
CA, USA) para eliminar la contaminacion con ADN. La sintesis de cDNA en todos
los casos se realizé a partir de 1ug de ARN total en un volumen de reaccion de
25uL, el cual contuvo: 5uL de Buffer 5x para Retrotranscriptasa (Promega; WI,

USA), 15 mM de MgClz, 1.25 pyl 10 mM de la mezcla dNTP (Promega; WI, USA),
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200 U M-MLYV transcriptasa reversa (Promega; WI, USA) y 1uL de 10 mM OligodT
(GE, UK). La mezcla de reaccién se incubd durante 60 min/42°C en un termociclador
(Gradient Thermocycler; Eppendorf, Germany) con un ciclo final de 90°C/5 minutos.
8.7 Amplificacion mediante PCR y analisis densitométrico

Para la amplificacién mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se
realizd en un volumen final de 25 ul, en todos los casos se utilizaron 2uL de cDNA,

1 mM dNTP Mix (Promega), 1.25 unidades de GoTaq DNA Polimerasa (Promega)
y 1.0pg de iniciadores para SERT, IFN-y y GAPDH (Tabla 2). La PCR fue realizada

en un termociclador (Master Cycler Gradient, Eppendorf). Las temperaturas fueron:
desnaturalizacion 94°C por 5 min, seguidos de 35 ciclos con una temperatura de
94°C para la desnaturalizacion por 30 seg, alineamiento a 54°C por 30s y una
temperatura de polimerizacion de 72°C por 50 seg por ultimo, se dejé una extension
de 72°C por 10 min. Los productos de amplificacion fueron separados en geles de
agarosa al 2%, se tifieron con bromuro de etidio, para su posterior visualizacion en
un transiluminador. Para cada uno de los amplicones se realizé un analisis
semicuantitativo por densitometria computarizada, utilizando el programa Quantity
One 1-D Analisis 2008, que permitid obtener valores en densidades Opticas para
cada uno de los genes estudiados. La normalizacion de los resultados se obtuvo

aplicando la siguiente formula;

D _ densidad 6ptica SERT D _ densidad 6ptica IFN—y
" densidad 6ptica GAPDH "7 densidad 6ptica GAPDH

43



Tabla 2 Disefio de primers utilizados para el andlisis de SERT e IFN-y por PCR

Gen Secuencias Tamaiio amplicon

Forward 5’-GAACTCCTGGAACACTGGCAAC-3’

SERT  "Reverse 5'-ATGACAAATCCCGAAACGAAGC-3’ 234pb
Forward 5-GCATCCAAAAGAGTGTGGAG-3’
IFN-y Reverse 5'-GACAGTTCAGCCATCACTTGG-3" 480pb

Forward 5 -TGGGGAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’

GAPDH I everse 5-GACTTCAACAGCGACACCCACTC-3" 874pb

8.8 Determinacion de la expresion génica por gqRT-PCR

La determinacion de la expresion absoluta de SERT, 5-HT1a, p11, IFN-y e IL-2
se realizd por medio de gRT-PCR utilizando sondas TagMan (Tabla 3). Las
reacciones de amplificacion se realizaron mediante un sistema de PCR en
tiempo real. Previo a la determinacion de los niveles de expresion génica de los
genes se procedid a la calibracion de cada uno de éstos para obtener una curva
con valor de r= 0.99 en diluciones descendientes (108, 107, 108,105, 104, 103,102).
Cada mezcla de reaccion consistié en un volumen final de 20 pL, el cual estuvo
constituido por 12.5 pyL de Buffer TagMan Universal PCR Master Mix, 1 uL de
Sonda TagMan®, 5.5 uL de agua Gibbco y 2uL de cDNA como templado. El
programa de amplificacion utilizado para todos los genes fue de: 1 ciclo de 95°C
por 10 minutos, posteriormente 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos y por
ultimo un ciclo de 60°C durante 1 minuto. El gen de referencia de empleado
ACTB (B-actina), la determinacion de cada una de las muestras se realizé por

duplicado.
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Tabla 3. Numero de registro de acuerdo con el catalogo de sondas de expresion (TagMan® Gene
Expression Assays) Applied Biosystems.

Gene Symbol | Amplicon | Gene name Assay ID
Length

Solute carrier family 6 (neurotransmitter
SLC6A4 99 transporter, serotonin), member 4 Hs00169010 m1
HTR1A 75 "5-hydroxytryptamine (serotonin) | Hs00265014_s1

receptor 1a"
IFNG 79 Interferon, gamma Hs00174143 m1
S100A10 113 S100 calcium binding protein A10 Hs00751478 s1
IL2 94 Interleukin 2 Hs00174114 m1
ACTB 171 Actin Beta Hs99999903_m1

8.9 Andlisis estadistico

Para evaluar si existian diferencias significativas en la expresion del SERT, 5-HT1a,
p11, IFN-y e IL-2 entre el grupo de pacientes y los voluntarios sanos se aplicé la
prueba de Kruskal-Wallis, y la prueba de comparacién multiple de Dunn’s. Para el
analisis estadistico, asi como para su representacion grafica se utilizé el programa
estadistico GraphPad Prism version 5 (La Jolla California). Las diferencias
estadisticas fueron consideradas significativas cuando el valor fue de p < 0.05. En
el caso del andlisis de correlacion se utilizé el andlisis de coeficiente de correlaciéon
de Pearson, donde se considerd una correlacion positiva entre las variables se fijo
un valor > 0.80 para todos los casos.

9. Resultados

9.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

Con respecto a los datos demograficos (Tabla 4) se observé que la edad promedio
de los pacientes y de los voluntarios sanos fue de 32 + 9.4 anos vs 30.7 £ 6.2 afios,
respectivamente. Entre los dos grupos no se observaron diferencias significativas.
Con respecto al género en el caso del grupo de pacientes este se conformo

preferencialmente por mujeres con un 64.5% (n=20), y para el grupo de voluntarios
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sanos solo fue del 45% (n=9). El promedio del indice de masa corporal (IMC) entre
los grupos de voluntarios sanos fue (23.6 + 0.8) y pacientes (4.2 + 0.9) Kg/m? no
observandose diferencia entre los grupos. Los afios de escolaridad fueron de 13.9
+ 3.7 para el grupo de pacientes y 11.6 * 3.4 en voluntarios sanos. Con respecto al
grupo de pacientes, se obtuvo un 32.2% de antecedentes heredofamiliares de TDM
por parte de alguno de los padres. El 48.3% de los pacientes correspondian a su

primer episodio de TDM y un 51.7% a un episodio recurrente.

Tabla 4. Datos demograficos de la poblacion de estudio.

Voluntarios sanos Pacientes con
n=20 TDM n=31
Edad (afios) 30.7+6.2 32+94
Sexo (Fem/Mas) 9/11 20/11
IMC (Kg/m?) 23.6+0.8 24.2+0.9
Educacién (afios)
13.9+ 3.7 11.6+3.4
Antecedentes
Familiares (si/no) NA 10/21
Primer episodio NA 15
Episodio NA 16
recurrente

TDM= Trastorno Depresivo Mayor, IMC= indice de Masa Corporal y NA= No aplica. Los datos se
expresan como media £ desviacién estandar.

9.2 Ruta critica del tratamiento farmacolégico

Durante un periodo de 60 meses que abarco de febrero del 2002 a enero del 2007
se evaluaron un total de 216 pacientes con TDM de los cuales se excluyeron 185
por tres razones principales. La primera razon fue que los pacientes, no cumplieran
con los criterios de inclusion (n=163), en segundo lugar, se encuentran los que se
rehusaron a participar en el proyecto (n=12) y por ultimo aquellos pacientes que no
aceptaron la prescripcion farmacoldgica, o que contaban con seguridad social o

eran foraneos (n=10). A partir de la captacién de 31 pacientes, el médico psiquiatra
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responsable indico el tratamiento farmacolégico con ISRS, los farmacos prescritos
fueron: en la (S0), Fluoxetina (n=19), Paroxetina (n=7) y Sertralina (n=5), para la
semana 20, Fluoxetina (n=18), Paroxetina (n=2) y Sertralina (n=4); en la semana
36, Fluoxetina (n=12), Paroxetina (n=3); Sertralina (n=2) y Escitalopram (n=3); y en
la semana 52, Fluoxetina (n=8); Paroxetina (n=1) y Sertralina (n=1). Los cambios

en la prescripcion y pérdidas de pacientes se muestran en la ruta critica (figura 5).
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Ruta critica de administracion de farmacos

Evaluacion de pacientes (n=216) Excluidos (n=185)

No cumplieron con los criterios
de inclusion (n=163)

Reusaron su

v participacion (n=12)
* —
Inscritos *Otrgs razones (n=10)
Pacientes que no aceptaron
prescripcion
*Pacientes que contaban
con seguridad social
A 4 o .
Pacientes foraneos

Asignados para su participacion (n=31)
Asignados para recibir tratamiento (n=31)
Fluoxetina (F) (n=19)

Paroxetina (P) (n=7)

Sertralina (S) (n=5)

Pérdida en el seguimiento (n=7)
Cambios en su F (n=1)
prescripcion P (n=5)
F > P (n=1) S (n=1)
P— F (n=1) \
Evaluacion a la semana 20 (n=24)
F (n=18)
P (n=2)
S (n=4)
Cambios en su
prescripcion Pérdida en el seguimiento (n=4)
F > P (n=4) F (n=3)
F - E (n=1) P (n=1)
P > E (n=1)
P > S (n=1)
S > E (n=1)
\4
Evaluacion a la semana 36 (n=20)
F (n=12)
P (n=3)
S (n=2)
E (n=3)
Pérdida en el seguimiento (n=10)
F (n=4)
P (n=2)
S (n=1)
A4 E (n=3)
Evaluacion a la semana 52 (n=10)
F (n=8)
P (n=1)
S (n=1)

Figura 5. La ruta critica muestra el desarrollo del tratamiento farmacolégico de los pacientes con
TDM a lo largo de las 52 semanas con ISRS. En la izquierda se muestran los cambios en la
prescripcién del farmaco a lo largo del estudio y hacia la derecha se muestra la pérdida de pacientes
a lo largo del estudio entre la S0O—»S20 (n=7), entre la S20—S36 (n=4) y entre la S36—>S52 (n=10).

9.3 Evaluaciones clinimétricas

En relacion con los parametros clinicos los valores correspondientes a la escala de
HDRS fueron de 20.28 £ 2.07 en la SO0 y 2.57 + 3.8 durante la S20; en este punto

se observo la remision del cuadro depresivo. Con respecto a las S36 y S52 los

48



valores fueron de 2.84 £ 3.6 y 2.63 + 3.7 respectivamente, lo que indica una remisién

del TDM (figura 6).
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Figura 6. Evaluaciones de la escala de Hamilton (HDRS) aplicadas a lo largo de 52 semanas de
tratamiento farmacoldgico con ISRS en pacientes con TDM, durante la S20 se observa la remision
del cuadro clinico la cual se mantiene hasta la S52.

En el caso de la escala de BDI los valores obtenidos mostraron un comportamiento
similar a los obtenidos con la escala de HDRS, por lo tanto, la mejoria clinica se
observo en la semana 20 y se mantuvieron durante la semana 36 y la 52 (figura 6).
Con respecto a las dos evaluaciones clinimétricas utilizadas, se observé una

correlacion en la remision del cuadro depresivo (figura 7).
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Figura 7. Evaluaciones de la escala de Beck (DBI) aplicada a la poblacién de estudio. El grafico
muestra el promedio de la puntuacion obtenida a lo largo de 52 semanas de tratamiento
farmacolégico con ISRS en pacientes con TDM. Hacia la S20 se observé la remision del cuadro
clinico la cual se mantuvo hasta la semana 52.

9.4 Amplificaciéon del SERT e INF-+ por PCR punto final

Como parte de un primer analisis exploratorio, se amplificaron por RT-PCR punto
final los genes SERT e INF-y de pacientes con TDM a las semanas 0, 20 y 36 de
tratamiento farmacoldgico con ISRS. Los resultados mostraron un incremento en
expresion relativa mediante la densidad 6ptica (D.O) de los amplificados del SERT
hacia la semana 20 de tratamiento con ISRS (0.97 + 0.1) con respecto a la semana
0 (0.167 £ 0.09). Sin embargo, en la semana 36 los valores fueron similares a los
observados en la SO (0.341 £ 0.13). Estos resultados mostraron una diferencia
significativa entre la semana 0 vs 20 (p<0.01). Con respecto al INF-y, no se observo

una diferencia significativa entre los grupos analizados (figura 8).
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Niveles de expresion del RNAm de SERT e INF-y
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Figura 8. Determinacién de la expresion génica por RT-PCR punto final del SERT e INF-y a lo largo
de 36 semanas de tratamiento farmacoldgico con ISRS, muestra representativa de 5 pacientes. Los
productos amplificados corresponden a GAPDH (874 pb), SERT (234 PB) e INF-y (480 pb). Las
muestras se corrieron en geles de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio

9.5 Determinacion de la expresion génica por qRT-PCR

Para la determinacion de la expresion génica de manera cuantitativa de los genes
SERT, 5-HT1a, IFN-y e IL-2, se corrobor6 el buen funcionamiento de las sondas
TagMan® mediante geles de agarosa al 2%. Al momento de tener amplificados que
correspondieron al peso molecular indicado por el fabricante, se procedié a
estandarizar las curvas de calibracion para cada uno de los genes. Las curvas de
calibracion se realizaron de manera descendente, (108,107,106,10%,10%, 103, 10?), se
consideré como valor adecuado una r= 0.98 como valor maximo y para el valor

minimo r=0.94 (Figura 9).
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Figura 9. Grafica representativa de los valores de r para 3 de las curvas utilizadas, correspondientes
a los genes SERT, IFN- e IL-2. Noétese que la linea recta cruza los valores de las diluciones
descendentes.

9.6 Amplificacion del SERT

Los niveles de expresion de ARNm de SERT, proveniente de pacientes con TDM
tratados con ISRS (figura 10) indicaron que hay un aumento en los niveles de ARNm
de los pacientes con TDM a lo largo de las 52 semanas de tratamiento
farmacoldgico (S0:16.78 + 4.73, S20:9.18 + 3.15, S36:13.17 + 3.96 y S52:18.6 +
1.59), en todos los casos en el grupo de voluntarios sanos la expresion fue menor
(4.15 £ 2.37) (F@3353)=704  p<0.001). En relacién con las variaciones asociadas al
tratamiento farmacolégico se observé una disminucién en los valores de ARNm
hacia la S20 del tratamiento con ISRS (9.18 £ 3.15) con respecto a los pacientes de
la SO (16.78 + 4.73), en donde el valor de p fué <0.001 (***). Con respecto a la S36
los valores mostraron un incremento (13.17 + 3.96) lo que condujo a la diferencia

de ('p<0.01). Por ultimo, los valores de la S52 (18.6 + 1.59) mostraron una similitud
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con los observado en la SO (16.78 + 4.73) y no se muestra una diferencia
significativa. Con base en los resultados, inferimos que durante la S20 de
tratamiento farmacoldgico se obtuvo una mejoria clinica, sin embargo, los
resultados no arrojan lo mismo para las S36 y S52, esto es debido a que la
clinimetria se mantiene por debajo de un score de 7 para el caso de HDRS, y de 9

en el caso de DBI.
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Figura 10. Niveles relativos de expresién de ARNm de SERT en pacientes con TDM a lo largo de 52
semanas de tratamiento farmacoldgico con ISRS. Los datos se muestran como cambios en la 2-44Cy
del ARNm del SERT. Los valores fueron de (p < 0.001™) y (p< 0.01™) Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

9.7 Amplificacion de 5-HT1a

En el caso del receptor 5-HT1a los valores correspondientes a los voluntarios sanos
fueron de 3.2 £ 2.38 y de pacientes de la SO (2.32 + 2.77) no mostrando diferencias
entre ellos. Sin embargo, hacia la S36 y S52 (12.64 + 5.82) y (8.98 t 4.75)
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respectivamente se observé una diferencia con respecto al grupo de voluntarios
sanos (F(13.1)=784 ~ p<0.001). El grupo de pacientes no mostré diferencias entre la
S0 y S20. Sin embargo, la S36 y S52 se observé un incremento en los niveles de
expresion con respecto a la SO con una diferencia significativa de (" "p<0.001) (figura

11). Los valores del ARNm del receptor 5-HT1a no tuvieron una correlacién con los

valores cronométricos de las escalas HDRS y DBI.
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Figura 11. Niveles relativos de expresion de ARNm de 5-HT1A pacientes con TDM a lo largo de 52
semanas de tratamiento farmacoldgico con ISRS. Los datos se muestran como cambios en la 2-44Cy
del ARNm del receptor 5-HT+a. Los valores fueron de (p < 0.001™), (p< 0.01™) y (p< 0.05%). Las
determinaciones se realizaron por triplicado.

9.8 Amplificacion de p11

Los valores del ARNm de la proteina p11 en los voluntarios sanos fueron de (7.38

+ 1.97) menores que los correspondientes a pacientes en la SO (10.59 + 1.57), esta
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diferencia entre el grupo de voluntarios sanos y pacientes de la S36 y S52 se
mantuvo  (F(11.5=834***p0.001). En el caso de Ilos pacientes tratados
farmacolégicamente se identificd una posible relacion por el consumo de ISRS, esto
es debido a que los valores de expresion del ARNm de p11 disminuyeron después
de la S20 de tratamiento farmacolégico (7.99 + 2.77) mostrando una diferencia
significativa de ("'p<0.001) con respecto a la SO (10.59 + 1.57). Aunque este
comportamiento no se mantuvo debido a que la S36 (10.14 £ 1.51) y S52 (10.47 *
1.33) del tratamiento mostraron valores similares a los de la S0 (10.59 £ 1.57). Estos
resultados se correlacionaron con la S20 del tratamiento farmacoldgico y los valores

de la clinimetria (figura 12).

p11
| * ]
L * | '
15= 'I Fkk | !
Kok |
124
.g T
T 9
o 1
o]
E 6
8 i
3-
0

Vs S (0) S (20) S (36) S (52)
Semanas de tratamiento
Figura 12. Niveles relativos de expresion de ARNm de p11 en pacientes con TDM a lo largo de 52
semanas de tratamiento farmacoldgico con ISRS. Los datos se muestran como cambios en la 2-44Cy

del ARNm de la proteina p11. Los valores fueron de (p < 0.001™) y (p< 0.05). Las determinaciones
se realizaron por triplicado.
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9.9 Amplificaciéon de IFN-y

Con respecto a los niveles de expresion del IFN-y se observé que los voluntarios
sanos mostraron valores (9.01 + 2.35) por debajo del grupo de pacientes SO (13.9
*+ 2.11), en relacién con el tratamiento farmacolégico. Esta diferencia con respecto
al grupo de voluntarios sanos continué hacia la S20, (13.15 + 2.64), S36 (12.01
2.1)y S52 (14.43 + 3.39) (F(11.85=75,4 ***p0.001). Para el caso de los pacientes no se
produjo una diferencia estadisticamente significativa en la expresién del IFN-y a lo

largo del tratamiento farmacoldgico (figura13).
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Figura 13. Niveles relativos de expresion de ARNm de IFN-y en pacientes con TDM a lo largo de 52
semanas de tratamiento farmacoldgico con ISRS. Los datos se muestran como cambios en la 2-44C¢

del ARNm del IFN-y. Los valores fueron de (p < 0.001™) y (p< 0.01**). Las determinaciones se
realizaron por triplicado.
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9.10 Amplificacion de IL-2

Por ultimo, los valores correspondientes a la IL-2 mostraron una diferencia
significativa entre el grupo de voluntarios sanos (8.25 £ 2.09) y el grupo de pacientes
S0 (13.47 £2.18) (p < 0.001™). En el caso del tratamiento farmacoldgico los valores
correspondientes a la S20, (12.62 + 2.17), S36 (11.62 £ 1.67) y S52 (15.54 + 1.9)
en comparacion con los voluntarios sanos se conservo una diferencia significativa
(F@6.72)=784 ***p0.001). Sin embargo, para el tratamiento farmacolégico no se

observaron diferencias entre los grupos (figura14).
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Figura 14. Niveles relativos de expresion de ARNm de IL-2 en pacientes con TDM a lo largo de 52
semanas de tratamiento farmacoldgico con ISRS. Los datos se muestran como cambios en la 2-44Cy

del ARNm de lalL-2. Los valores fueron de (p < 0.001™) y (p< 0.01**). Las determinaciones se
realizaron por triplicado.
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9.11 Correlacidon de Pearson

Para establecer si existia una correlacion entre los valores de expresion del SERT,
5-HT1a p11, IFN-y e IL-2 y los valores clinimétricos de la escala de Hamilton y Beck,
a lo largo del tratamiento farmacoldgico se realizd un analisis de coeficiente de
correlacion de Pearson. Posteriormente se realiz6 un andlisis de correlacion
utilizando los valores de la escala de Hamilton de las semanas 0, 20, 36 y 52 y con
tratamiento farmacolégico (Tabla 5). Los valores que mostraron correlacion positiva
fueron los valores de Hamilton de las SO, 20, 30 y 52 con el SERT. Para el caso del
IFN-y los valores que mostraron una correlacion fueron la S0 y S20. Con respecto a
la escala de Beck los resultados fueron hacia la S0,20,36 y 52, para el SERT y para
la SO, 20 y 36 en el caso del IFN-y (Tabla 6). Por otra parte, la expresion de 5-HT1a,
la p11 y la IL-2 no correlacionaron una correlacion a lo largo del tratamiento

farmacoldgico.

Tabla 5. Correlacién entre valores de Hamilton y niveles de expresién.

Semanas Genes
SERT 5-HT1a p11 IFN-y IL-2
Hamilton SO 0.88° 0.01 0.01 0.92° 0.44
Hamilton S20 0.85° 0.08 0.58 0.92° 0.14
Hamilton S36 0.92° 0.39 0.01 0.77 0.26
Hamilton S52 0.93° 0.5 0.2 0.74 0.11

En la tabla se muestran los valores correspondientes al coeficiente de correlacidn entre las

semanas del tratamiento y los niveles de expresion. Los resultados que mostraron una correlacion
positiva se marcan con (*).

Tabla 6. Correlacion entre valores de Beck y niveles de expresion.

Semanas Genes
SERT 5-HT1A p11 IFN-y IL-2
Beck SO 09* 0.01 0.21 0.89 * 0.43
Beck S20 0.92* 0.2 0.46 0.87 * 0.07
Beck S36 095* 0.42 0.01 0.88 * 0.12
Beck S52 0.85* 0.35 0.27 0.79 0.11

En la tabla se muestran los valores correspondientes al coeficiente de correlacion entre las

semanas del tratamiento y los niveles de expresién. Los resultados que mostraron una correlacion
positiva se marcan con (*).
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10. Discusion

Durante las ultimas décadas, diversos estudios han demostrado la participacion e
importancia de las INIE en padecimientos psiquiatricos tales como el trastorno
bipolar, la esquizofrenia y TDM. En el caso de las alteraciones de las INIE en el
TDM se ven reflejadas primordialmente en los niveles de cortisol, citocinas y de
poblaciones celulares (Arreola et al., 2015a; Dowlati et al., 2010b; Herbert, 2013;
Keller et al., 2017; Pavon et al., 2006; Ratnayake et al., 2013). Estos pacientes se
caracterizan por presentar cambios en su estado de animo, prevaleciendo una
sensacion profunda y continua de tristeza. El uso de escalas clinimétricas como el
Hamilton y Escala de Depresion de Beck son herramientas fundamentales para el
diagnostico, clasificacion de la enfermedad y como evaluaciones directas de la
mejoria clinica asociada al tratamiento. Numerosos estudios clinicos han
demostrado que el tratamiento farmacolégico con ISRS en estos pacientes induce
una mejoria clinica durante las primeras 4 a 8 semanas de su inicio (Maes, 1993;
Schmidt et al., 2016; Varigonda et al., 2015). Nosotros evaluamos a 31 pacientes
tratados farmacoldégicamente por 52 semanas con ISRS. En estos pacientes la
expresion de los genes para el SERT, 5-HT1a, p11, IFN-y e IL-2 fue evaluada previo
al inicio del tratamiento farmacoldgico (S0) y en las semanas 20, 30 y 52. Hacia la
SO0 los valores en las escalas de HDRS y BDI mostraron el puntaje mas alto, lo que
muestras que se encontraban en un episodio depresivo moderado. Con respecto al
inicio del tratamiento farmacoldgico y la mejoria clinica, se observé que en la S20
los valores de ambas escalas reflejan una presencia minima o ausencia de sintomas

depresivos, la cual se mantuvo constante hasta la S52 (Jurado et al., 1998; Ramos
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Brieva, 1986). Estos resultados concuerdan con la eficiencia de los ISRS vy la
remision de los parametros clinicos durante la etapa de continuacion, y confirman
su uso hasta la fase de mantenimiento con la finalidad de evitar episodios de recaida
o recurrencia (Hirschfeld, 2001; Kupfer DJ, 1991; Serretti et al., 2004). Los ajustes
en la prescripcion de medicamentos y su dosis fueron supervisados e indicados por
el médico tratante en beneficio del paciente y atendiendo a efectos secundarios
tales como; mareos, vomito, dolor de cabeza, insomnio y disfuncion sexual

(Cartwright et al., 2016).

Los componentes del sistema serotoninérgico se encuentran ampliamente
distribuidos en el SNC y han sido relacionados con trastornos de la conducta. Desde
la década de los 70s, hasta el momento se han descrito 7 tipos de receptores y un
transportador. La descripcion del sistema serotoninérgico en tejidos periféricos ha
sido fundamental para explorar y entender su papel en multiples padecimientos
psiquiatricos como el TDM (Arreola et al., 2015b; Herr et al., 2017). Las células del
sistema inmunolégico cuentan con toda la maquinaria necesaria para responder a
estimulos mediados por diferentes neurotransmisores, y estas se reflejan en
cambios a nivel de expresidn y secrecion de moléculas como citocinas (Arreola et

al., 2016, 2015b).

En relacion con los niveles de expresion de SERT y el TDM, nuestros resultados
muestran una diferencia significativa entre el grupo de voluntarios sanos y los
observados antes del tratamiento(p<0.001), en este sentido, nuestros resultados
son concordantes con los reportados por Iga et al y Tsao et al. En ambos trabajos,

los autores demostraron un incremento en los niveles de ARNm de SERT en
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pacientes con TDM no tratados (Iga et al., 2005; Tsao et al., 2006). Esta diferencia
en la expresidn génica se pueden relacionar con la presencia del polimorfismo en el
gen de SERT (5-HTTLPR), asi también, como con un remodelamiento epigenético
en sitios CpG de la regiéon promotora del gen SERT (Alexander et al., 2014;
Battersby et al., 1996; Heils et al., 1996, 1996; Kang et al., 2013; Kim et al., 2013;
Ogilvie et al., 1996). En este sentido y con respecto al tratamiento farmacolégico se
observo que la S20 fue la unica en donde se presentd una disminucion significativa
en los valores del ARNm de SERT que se puede relacionar con la mejoria clinica
que presentaron los pacientes en esa semana del tratamiento, en concordancia con
el efecto de los ISRS sobre los niveles de expresion de SERT que reportaron otros
grupos, este resultado se puede asociar con mantener niveles basales de 5-HT en
el espacio presinaptico (lga et al., 2005; Jia et al., 2016; Tsao et al., 2006). A la S36
y 52 del tratamiento los niveles de expresiéon de SERT mostraron una tendencia a
incrementarse, llegandose a presentar valores similares a los observados en la SO,
lo cual pueden deberse a una hipometilacidn en alguna de las regiones promotoras
o de regulacién génica que se asocian al SERT. Este evento ha sido propuesto
como un mecanismo que pueda explicar las variaciones entre los niveles de
expresion y las posibles recaidas o recidivas que se presentan en pacientes con
TDM (Domschke et al., 2014; Klengel et al., 2014; Menke, 2013; Menke and Binder,

2014).

El receptor 5-HT1a es ampliamente relacionado con el mecanismo de accion de los
antidepresivos, ya que incrementa la conductancia de potasio e hiperpolariza la

membrana celular reduciendo la velocidad de liberacidn de las neuronas
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serotoninérgicas y piramidales de la corteza e hipocampo (Kaufman et al., 2016;
Savitz et al., 2009; Sprouse and Aghajanian, 1987). De igual manera, en el caso del
SERT, los linfocitos T cuentan con la presencia del receptor 5-HT1a sobre su
superficie membranal (Arreola et al., 2015a). En lo referente a los niveles de
expresion del 5-HT1a a lo largo del tratamiento farmacoldgico nuestros resultados
no muestran diferencias entre el grupo de voluntarios y de los pacientes de la SO y
S20. Para las S36 y S52 del tratamiento farmacolégico se observé una diferencia
significativa en los niveles de expresion del 5-HT1a respecto al grupo de voluntarios
sanos y a la SO, lo cual se puede correlacionar con el incremento en la
neurotransmision de la 5-HT durante el tratamiento cronico con ISRS (Haddjeri et
al., 1998). Un mecanismo que ha sido descrito en el nucleo del rafe y que incrementa
la liberacion de 5-HT al espacio presinaptico es la desensibilizacion de los
receptores 5-HT1a, este proceso parece revertir la retroalimentacion negativa que se
observa durante el consumo de antidepresivos (Ashby Jr. et al., 1994; Casanovas
et al., 2000; Haddjeri et al., 1998). Es probable que esta retroalimentacién negativa
se asocie con el incremento en los niveles de expresion observados hacia el final
del tratamiento farmacologico, este mecanismo se relaciona a que la expresion de
SERT y sus receptores en las PBMC muestren diferencia con respecto a la
expresion de receptores 5-HT1a presinapticos y postsinapticos (Albert, 2012; Albert

et al., 2011; Celada et al., 2004; Savitz et al., 2009).

La proteina p11 es miembro de la familia S100, que se encuentran como homo y
heterodimeros, formando un complejo con Anexina 2. Este complejo

heterotetramero interactia con canales de calcio (Ca*) y potasio (K+), se une de
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manera selectiva a receptores de 5-HT, y su papel ha sido relacionado con el TDM
y en pacientes con intento suicida (Svenningsson et al., 2013). La expresion de p11
se ha localizado en regiones que han sido ampliamente relacionadas con el TDM,
por ejemplo, en el nucleo accumbens, la corteza frontal y el hipocampo (Oh et al.,
2013). Nosotros observamos un incremento significativo en la expresién de p11 en
el grupo de pacientes a la S0O; dicho incremento es concordante con lo reportado
por Zhang et al y Ping-Su et al, quienes reportan un incremento en los niveles de
ARNm de la p11 en PBMC de pacientes con TDM (Su et al., 2009; Zhang et al.,
2011). El incremento en los niveles de expresion periférica de p11 se puede
correlacionar con lo observado en el SNC (Seo et al.,, 2018). En el grupo de
pacientes fue hacia la S20 que se observd una disminucion significativa en la
expresion de p11, con respecto a la SO; esta disminuciéon en la expresion se
acompano de una disminucion en los valores de las escalas clinimétricas y se
relaciond con la eficacia asociada a los ISRS (Svenningsson et al., 2013). Sin
embargo, hacia la S36 y S52 los valores de expresion de p11 volvieron a mostrar
los valores observados en la SO. Estos resultados refuerzan la propuesta que p11
puede ser un biomarcador de estado en pacientes con TDM, especialmente en
aquellos con ideacion e intento suicida (Solomon H. Snyder, 2011; Su et al., 2009;

Svenningsson et al., 2013; Zhang et al., 2011).

Por ultimo, cuando evaluamos la expresion de las citocinas IFN-y e IL-2, cuya
asociacion con el TDM ha sido ampliamente estudiada, (Dowlati et al., 2010b; Kohler
et al., 2017; Miller et al., 2009; Pavén et al., 2006; Ratnayake et al., 2013; Schiepers

et al.,, 2005), nuestros resultados mostraron una diferencia significativa en la
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expresion del IFN-y entre el grupo de voluntarios sanos y pacientes de la SO. Este
incremento en el grupo de pacientes es concordante con lo reportado por Tsao en
un grupo de pacientes con TDM (Tsao et al., 2006). El papel del IFN-y en el TDM se
relaciona con la activacién de la IDO ya que induciendo el catabolismo del Trp e
inhibe la sintesis de 5-HT favoreciendo asi un estado depresivo (Arreola et al.,
2015b; Hocaoglu et al., 2012; Myint et al., 2013). Con respecto al tratamiento
farmacoloégico y los niveles de expresion del IFN-y no se observd una diferencia
significativa a lo largo del tratamiento, este hecho se relaciona con el perfil
inflamatorio de bajo grado que mantienen estos pacientes aun con el tratamiento

con ISRS (Hernandez et al., 2008)

Los valores en los niveles de expresion de IL-2 mostraron un incremento en el grupo
correspondiente a pacientes, siendo significativo con respecto al grupo de
voluntarios sanos. Este incremento en los niveles de IL-2 de los pacientes es
concordante con lo observado en adolescentes y adultos jovenes con TDM (Henje
Blom et al., 2012; Jozuka et al., 2003; Pallavi et al., 2015; Simon et al., 2008; Sutcigil
et al., 2007). Aunque de manera paralela también existen reportes que el uso
crénico de ISRS tiene efectos sobre la concentracion de IL-2 en suero (Hernandez
et al., 2008), en nuestros pacientes los niveles de RNAm de IL-2 no mostraron
diferencias significativas entre las S20, S36 y S52. Aunque se tienen reportes de
que la terapia con IL-2 puede inducir un TDM aun se sabe poco sobre los
mecanismos moleculares que desencadenan este trastorno (Capuron et al., 2002;

Loftis et al., 2010).
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Teniendo en cuenta que todos los pacientes respondieron al tratamiento
farmacolégico y que este hecho correlaciona positivamente con el uso de farmacos
y la clinimetria (An et al., 2017; Hunter et al., 2011). En contraste con lo anterior
este es el primer trabajo en relacionar los niveles de expresién de SERT y del IFN-

v con la clinimetria a lo largo de 52 semanas de tratamiento farmacologico.

11. Conclusion

El TDM es una patologia incapacitante de la que no se conoce aun la etiologia
exacta, y, aunque existe una gran variedad de farmacos con efectos antidepresivos,
un grupo considerable de los pacientes presenta recaidas, es por ello que, la
busqueda de biomarcadores que indiquen el estado general del individuo y su
respuesta a los farmacos es de gran utilidad para el médico tratante y la
recuperacion clinica del paciente. Sin embargo, hasta el momento no se cuenta con
un marcador de estado que sirva como un predictor biolégico durante el tratamiento
farmacolégico de estos pacientes, es por lo que el presente trabajo explord los
niveles de expresion de tres componentes del sistema serotoninérgico (SERT, 5-
HT1a, p11) y de las citocinas (IFN-y e IL-2) a lo largo del tratamiento farmacoldgico
con ISRS. Los resultados obtenidos mostraron que el incremento en los niveles de
expresion de SERT y p11 pueden servir como candidatos para marcadores de

estado en pacientes con TDM y voluntarios sanos.

En el caso de los niveles de expresion se encontré que la semana 20 es el tiempo
adecuado para el uso de SERT y p11 como marcadores de mejoria clinica asociada

al consumo de ISRS.
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5.1. Escala de Hamilton para la Depresion
(Hamilton Depression Rating Scale, HDRS)

Trems

Criterios operatives de valorucion

1.

Humor deprimido

[tristera, depresion, desamparo, iutilidad)

e

Ausente

Estas serteaciones s¢ indican solamente 3l ser proguntadi

Estas sensaciones s¢ relatan oml ¥ spontinemenis

Senaciomes no comunicadas verbalmente, es decis, por la expresiom facial,

‘la postora, la vor v | fendencia al Hanto

Emmmmm.ﬂmﬁxﬁu verhal yno
werbal de forma esponldnea

. Sensacion de oulpabilidad

e =

Ansenle
S oulpa 4 5i misno, cree haber decepcionado 3 [ pente
Tdeas de oulpabilidad, nmﬁﬁuﬁnmmmum

‘acciones:

l;m&ﬂnﬁhixm:ﬂ.uunmkﬁmdﬂiﬁmdemmw
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visttales amenaradoras

—

Aasende
Le parece que In vida no merece |a peng ser vivida
Dhesessia estar muerto o tiense pensamientos sobre i posibilidad de morirse

“Ideas de smicidio o amenaeas

Interios de suicidio (cualquier mtentn serio se califica 4)

. Insommio precoz

Ansemle
Difinltades ocasionales pars dormirse, por gjemplo, mds de media hom
Dificuitades para dormirse cada noche

[Fal

. Imsommmio medio

ot ot 2l [l = PPHHP

Anseqle

Epmi!um&mmﬂuﬁxmhm

Estd despierto durante I noche; ocasicn de levantamse de 3
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medicacian, eic. )
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. Ansiedad psiquica
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5.1. Escala de Hamiiton para 3 Depresion
{Hamilton Depression Rating Scale, HDRS)

1L Ansiedad sematica

13. Sintomas somalicos generabes

14 Sintomas genitzes:

15. Hipocondria

16, Pérdida de peso (completar A o B}

17, Insight {conciencia de enfermedad)
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5.3. Inventario de Depresion de Beck
(Beck Depression Inventory, BDI)

Trsirecciones: A contimuacin se expresan varlas respoestas posibles a cads uno de los 21 apartados. Delante de cada frase masgue
con ina oz ¢f cirmbe qoe mejor reflele su sitozciion acmal

1. Estado de nimo
2+ Esia tristeza me produce vwerdaderos sofilmicnios
3 Mo me encuentro sk
2 Me stenfo algo triste ¥ deprimido
2 Yano puedo soporier csi penz
2 Tengo slempre CoMmo Ona pend enclma que no me la poesdo qoitar

2 Pesmismo
o3 Me slenin desmimado oaando péenso en ef fotam
o Crep oe MINCE M recaperané de mis penas
<3 Mo soy especialmente pesimista, nl creo (e las Cos3s me yayan 2 i mal
£+ Moespero nada boeno de l2 vida
¥ Mo espero nada. Eslo no tene remedia

3. Sentimienios de fracaso
2 He fraczsado totalmente como persona { padre, madse, masido, hijo, profeshonal, etc )
23 He tenido mds fracasos qoe lz mayoria de b3 genie
23 Sicnio que hie hecho poczes cosas quoe vakaan s pena
2 Mo me considera fracasado
O Weo mi vids lena de fracasos

4. Insatisfaccian
2 Yanada me lleng
2 Me enmoentro Insatisfecho conmigs mismo
2 Ya no me divierte lo gque antes me divertiz
23 Mo estoy espectalmente insatisledho
7+ Estoy hario de todo

5. hentimienios de culpa
2 A veces me slenio despreclable y mala persona
2+ Me slenio I:la&lmtemfzr‘;f:ﬂu
2 Me sienio priciicamente todo of Hempo mala persona ¥ despreciable
2 Me slenio muy infame (perverso, canalla) y despreclable
23 Mo me siento caipzble

. Sentimientos de castign
2+ Presfento que 2fgo malo me poede soceder
O Slenio que menezoo ser castigado
) Mo plenso gque esté siendo cstigado
O Slenio que me estin castigando o me castigaran
2 Cindero-gue me czetbien

7. Odio 35 mismo
2+ Estoy descontenio conmigs mismo
23 Mo me aprecio
2+ Me odie {me desprecio)
3 Estoy squeeado de mi
£+ Estoy satisfecho de mi mismo

B Autoscmsaciom
2+ Mo creo ser peor que otros
7+ Me arnso 3 mi mismo de odo lo qoe va mal
3 Me slenio malpable de todio o malo gue ocarre
7 Slenln que tengo muachos ¥ may graves defectos
2 Me critico mucho a crasa de mis debilidades ¥ ernores

5. Impulsos snicidas
) Tengn pensamientos de hacerme dafio, pero no legaria 3 hacerio
O Slento que esarcia mepr moerio
r Slenio gque mil famiti estaris mejor sty mosiera
2 Tengo planes decldidos de seicidarme
2 Me matasia sl podiera
7+ Mo iengo pensamientos de hacerme datoe

1. Periodos de llanto
23 Mo lkore ms de lo habdmual
<3 Anies podia loras ahors no lero i zun queriéndolo
2 Abhora llom contimizmenie. Mo puedo evitarie
7+ Ahora [beeo més de o normal
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{Back DEplEiﬁJc-ri Inventory, BDI)

11. [Irritbilidad
O Mo estoy mads irritable que normalmente
0 Me irrito oon mods factlidsd que antes
0 Me siento Lrritado odo  tempo
O Y3 mio me Irrita ol o que antes moe ieritaba

12, Alslamienio sockad
0 He perdido todo mi interds par los demids v no me importan en absahsto
7 Me Intereso pog la gente menos que antes
2 Mo he perdedo mi interés por los demis
+ He perdido cast loddo mi Intenés por los demids y apenas tengoe sentimirnios hacks elfos

153, Indecisiin
O Ahora estoy Insegorne de mi mismo ¥ procuro evitar emar declsiones
2 Tomo mis decislones como siempre
2 Yano puedo tomar decisiones en absoluto
7 Yanio puedo tomar decislanes sin zyada

14. Imagen corporal
O Estoy proocupsis pOTOEe e veo s vieks ¥ desmejorzdo
7 Me sienio foo v repalsivo
& Mo me slenin con peos 2upectn que ankes
@ Siento que hay @mbios en mi aspecto fisioo que me hacen pasecer desagradable (o menos atracthe)

15. Capacidad laboral
0 Poedo trabafar 2o blen como antes
2 Tengo quoe esforzarme mucha para hacer oeslquier oosa
7 Mo puedo trabatar en nada
T+ Mecesito on esfiserao exira para ermpeyar 4 hacer slgo
O i trabago tam blen como 1o hacda antes

16, Trastornos del soenio
O Droermio tan ben: oo antes
7 Me desplerto mis cansado por lo mafiana
0 Me desplerto ones 2 horas antes de fo normal yome reeabis dificll vodver o dosmir
7 Tardo [ o2 horas en dorminme por [z neche
& Me desplertosin motive en mitad de k2 noche v tardo en volver 2 dormibrms
2 Me desplerto temprana todos los dias ¥ no duermo miés de 5 horas
7 Tardo mis de 2 horas en domirme ¥ nodeermo mas de 5 horas
O Mo logrs dormis mds de 3 o 4 horas seguidas

17. Cansandlo
2 Me canso mas fclimente qoe antes
o Cualguier cosz que hago me fatigs
0 Mo me cansd mis & lo nomal
& Me canso tanto que no puedo hacer nada

18. Pérdida de apetibo
@ He perdido totalmente o apetito
2 M1 apetio no s n boeno ooma anbes
o Miapetiio ¢s shora macho menor
7 Tenpo el mismin apetiin de slempre

19, Pérdida de peso
= Mo he perdide poso Aliimamente
7 He perdido mds de 2,5 kg
& He perdido mis de 5 kg
o He perdido mdsde 75 kg

20 Hipocondria
O Estoy an preompado por mi safed guoe me es dificlt pensar en obras cosas
o Estoy prencepado por dolofes y trasomaos
7 Mo me preocopa mi salod mds de lo normal
O Bstoy constantemente pendiente de lo que me socede ¥ de obmo me encoening

21. Libido
O Histoy menos inierssado por el sex0 gue anies
&+ He perdido todo mi inlerés por & sean
7 Apenas me siento airaido sexnalmente
o Mo he notado ningin cambio en mi atraccion por el sexo

88



