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RESUMEN

Rosalinda Sepulveda Sepulveda Fecha de Graduacion: Junio, 2009
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Titulo del estudio: DETERMINACION DE SEROTONINA Y FACTOR
PLAQUETARIO-4 EN PLAQUETAS DE PACIENTES
CON TRASTORNO DEPRESIVO MAYOR

Numero de paginas: 89 Candidato para el Grado de
Doctorado en Medicina

Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Propésito y Método del Estudio: La plaquetas de pacientes con depresion
mayor presentan una disminucién en la cantidad de serotonina y un aumento del
factor plaguetario-4. Se estudiaron plaquetas de un grupo de pacientes con
depresion y de controles sanos, bipolares y esquizofrenia. Las plaquetas se
procesaron en forma de suspension para evaluarse con el microscopio confocal
(tefiidas con anticuerpo contra- serotonina y PF-4) y microscopia electrénica. Se
analizaron 100 plaquetas por sujeto con el microscopio confocal y procesadas
con el programa Image J, produciendo una base de datos para su andlisis
estadistico con un poder de 86% para detectar una diferencia de 0.4 granulos
entre dos grupos. Este andlisis de potencia esta basado en el analisis estadistico
t de student bilateral con un nivel de significancia alfa de 0.05 analizado con el
programa SPSS y excel.

Contribuciones y Conclusiones: Los granulos densos de las plaquetas de los
pacientes con depresion se encontraron disminuidos comparados con los
controles sanos. La relacion de granulos alfa por granulo denso fue mayor en
pacientes con depresion mayor que los controles sanos. La relacién de granulos
alfa por granulo denso fue mayor en pacientes con depresién mayor que los
pacientes con esquizofrenia. Esta relacion es una herramienta potencialmente
atil para brindar un complemento diagndstico objetivo en los pacientes que
sufren depresion mayor en la poblacion general.
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1. INTRODUCCION

1.1 Introduccion a los Trastornos Psiquiatricos

Las enfermedades psiquiatricas se clasifican con base a la identificacion
de sindromes y ningun sintoma es patognoménico de un trastorno psiquiatrico
especifico. Por lo tanto, es necesario identificar marcadores biologicos
confiables con utilidad para el diagnéstico, progresién y remision de las
enfermedades. Estos marcadores pueden ser localizados en las plaquetas, los
cuales combinados con un sistema de diagndstico basado en trastornos ya
establecidos como los referidos en el DSM-IV (Manual Diagnéstico y Estadistico
de los Trastornos Mentales, APA) (1) o la CIE-10 (Clasificacién Internacional de
Enfermedades, OMS) (2), pudieran tener la utilidad, en un futuro, para
subclasificar los trastornos psiquiatricos en subgrupos neurobioldgicos

homogéneos.

Actualmente se estima que existen mas de 450 millones de personas en
el mundo que sufren enfermedades mentales, las cuales ocupan el 12% del
peso global de enfermedades (3). En el afio 2000, la prevalencia de depresion
fue de 1.9% en los varones y de 3.2% en las mujeres, y puede variar en cada
poblacion. En México, la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica
(ENEP) proporcioné las primeras estimaciones nacionales de la prevalencia de

los trastornos mentales. Se estimé que 8.4% de la poblacién ha sufrido un



episodio de depresion mayor alguna vez en la vida con una mediana de edad de
inicio de 24 afios (4). Los trastornos depresivos ocupan un lugar muy importante
en nuestra sociedad y se encuentran en el cuarto lugar como causa de
incapacidad en todos los grupos de edad. La depresion puede afectar a los
individuos en cualquier etapa de la vida, sin embargo, la incidencia es mayor en
los adultos jévenes. En el 20% de los casos, la depresion tiene una presentaciéon
cronica sin remisién (5). El indice de recurrencia para aquéllos que se recuperan
de un primer episodio es del 35% en 3 afos y del 60% en 12 anos. Un
desenlace tragico para quienes sufren depresién es el suicidio que sigue siendo
una consecuencia comun y evitable de los trastornos depresivos. De todos los
trastornos psiquiatricos, a la depresion y esquizofrenia se les atribuyen la
mayoria de los suicidios (6). Desafortunadamente, se espera que la incidencia y

prevalencia de los trastornos depresivos aumenten en los proximos 20 afos.

1.2 Criterios Diagnésticos del DSM-IV

1.2.1 Trastornos del Estado de Animo

Los trastornos del estado de animo incluyen a los trastornos que se

caracterizan principalmente con una alteracion en el humor del individuo, estos

son el trastorno depresivo mayor y el trastorno bipolar (1).



1.2.1.1 Trastorno Depresivo Mayor

El trastorno depresivo mayor se caracteriza por uno o mas periodos
depresivos mayores de al menos dos semanas de duracion durante los cuales
se presenta un estado de animo depresivo, pérdida del interés o placer en casi
todas las actividades. El individuo debe presentar los siguientes sintomas:

A. Presencia de cinco (0 mas) de los siguientes sintomas durante un periodo de
2 semanas, que representan un cambio respecto a la actividad previa; uno de
los sintomas debe ser estado de animo depresivo o pérdida de interés o de
la capacidad para el placer.

1. Estado de animo depresivo la mayor parte del dia, casi a diario segun lo
indica el propio sujeto o la observacion realizada por otros.

2. Disminucién acusada del interés o de la capacidad para el placer en todas o
casi todas las actividades, la mayor parte del dia, casi a diario.

3. Pérdida importante de peso sin hacer dieta o aumento de peso (cambio de
mas del 5 % del peso corporal en un mes), o pérdida o aumento del apetito casi
cada dia.

4. Insomnio o hipersomnia casi a diario.

5. Agitacion o lentitud psicomotora casi a diario (observable por los demas, no
solo sensacion de inquietud o de lentitud psicomotriz).

6. Fatiga o pérdida de energia casi a diario.

7. Sentimientos de inutilidad o de culpa excesivos o inapropiados (que pueden

ser delirantes) casi a diario.



8. Disminucion de la capacidad para pensar o concentrarse, o indecision, casi a
diario.

9. Pensamientos recurrentes de muerte, ideacién suicida recurrente sin un plan
especifico, 0 una tentativa de suicidio o un plan especifico para suicidarse.

B. Los sintomas no cumplen los criterios para un episodio mixto.

C. Los sintomas provocan malestar clinicamente significativo o deterioro social,
laboral o de otras areas importantes de la actividad del individuo.

D. Los sintomas no son debidos a los efectos fisioldégicos directos de una
sustancia (droga’ o medicamento) o una enfermedad médica.

E. Los sintomas no se explican mejor por la presencia de un duelo (después de
la pérdida de un ser querido), los sintomas persisten durante mas de dos meses
0 se caracterizan por una acusada incapacidad funcional, preocupaciones
morbidas de inutilidad, ideacion suicida, sintomas psicoticos o lentitud

psicomotora.

El otro trastorno de estado de animo es el trastorno bipolar tipo | que se
presenta con episodios maniacos o mixtos (caracteristica esencial de esta
enfermedad) y también con episodios depresivos. El trastorno bipolar tiene una
prevalencia del 0.4 - 1.6%, se presenta con la misma frecuencia en hombres y
mujeres. Esta es una enfermedad con un claro patron familiar con una influencia

genética del 4-24% en familiares de primer grado (1).

! El término droga se refiere a sustancia de abuso.



La esquizofrenia es el trastorno mental con sintomas psicéticos? mas
conocido que se presenta con una prevalencia del 4.4% (7). Es una enfermedad
cronica que se presenta en los primeros anos de la vida adulta, con un inicio
mas temprano en los varones que en las mujeres. Las personas que padecen
esta enfernedad tienen un riesgo mas elevado de cometer suicidio. Se le
considera una enfermedad de multiple impacto ya que se ha encontrado que
existe una predisposicidon genética, alteraciones anatomicas cerebrales
(neuroimagen estructural), circuitos funcionales (neuroimagen), neuropatologia,
electrofisiologia, neuroquimica, neurofarmacologia y neuroevolucién, asi como
factores familiares y sociales (7, 8). Una de las teorias mas aceptadas sobre la
fisiopatologia de la esquizofrenia es la hipdétesis dopaminérgica, que sugiere
que los sintomas se deben a una hiperactividad del sistema dopaminérgico (9,
10, 11), esta hipdtesis se apoya en la observacion de la eficacia mostrada por
muchos neurolépticos utilizados en el tratamiento de la esquizofrenia se
relaciona con su capacidad para bloquear receptores dopaminérgicos D,
principalmente (12, 13). Hipotesis mas recientes sobre la etiologia de la
esquizofrenia incluyen la participacion de otros neurotransmisores como la
noradrenalina, serotonina, glutamato, &acido y-amino butirico (GABA),
neuropéptidos y sustancias neuromoduladoras (10, 14) que son blanco en el

mecanismo de accion de los nuevos neurolép

2 El término psicotico se refiere a la presencia de ideas delirantes y alucinaciones.



2. ANTECEDENTES

2.1 Trastornos Depresivos: Un Reto Diagnéstico

La depresidon mayor es una enfermedad que se presenta mas
frecuentemente en las mujeres. La diferencia de género se debe a una
disfuncion serotoninérgica que contribuye a la presentacion de los episodios
depresivos. Se sabe que la sintesis de serotonina es 52% mayor en los varones
que en las mujeres (15). La asociacion entre la serotonina y la depresién mayor
nos hace pensar que hay alguna alteracion en la sintesis de serotonina en las
mujeres y puede estar relacionada con una mayor incidencia de trastornos
depresivos. Los varones y las mujeres tienen las mismas cantidades de
almacenamiento de serotonina en el cerebro. Se piensa que las mujeres bajo
situaciones estresantes, presentan una mayor utilizacion de serotonina y una
menor sintesis, este proceso pudiera ser responsable de no mantener reservas
adecuadas de este neurotransmisor, produciendo una disminucién de
serotonina, haciéndolas mas vulnerables a episodios depresivos que a los
varones (15). Se deben tener presentes alteraciones en cuatro areas (estado de
animo, actividad psicomotora, cognicidn y sintomas vegetativos) para llegar al
diagnostico clinico. En los dultimos afos, los mecanismos de transmision
neuronal y los mecanismos de accion de los antidepresivos han sido el foco de
atenciéon. Una limitacion importante en el area de la psiquiatria es la ausencia

de marcadores biolégicos para diagnostico o predictores confiables de



progresion de las enfermedades. Algunos neurotransmisores, como la
serotonina, solo se pueden estudiar directamente en el cerebro o sus

metabolitos en el liquido cefalorraquideo (16).

21.1 Teorias de la Etiologia de la Depresion

Para tratar de explicar la etiologia de la depresion, se han propuesto
varias teorias, de las que se destacan la teoria serotoninérgica, que se refiere a
una disfuncién central en la transmisién de serotonina; y la teoria inflamatoria,

que asocia las sintomatologia de la depresién con una activacion inmunoldgica.

2.1.2 Hipoétesis Serotoninérgica

Los neurotransmisores monoaminérgicos como la dopamina, serotonina y
noradrenalina, actuan al inducir cambios bioquimicos complejos en las neuronas
postsinapticas en el sistema nervioso central. EI numero de neuronas
monoaminérgicas es aproximadamente 1: 200,000 (17). Estas neuronas mandan
ramas axonales a través del cerebro estableciendo un sistema modulatorio
intrinseco que actua a través de otros receptores tipo proteinas G que alteran la
respuesta cerebral (18). Existe una clara relacidon entre los efectos de
medicamentos en las monoaminas y los estados afectivos y el comportamiento
(19). Estos neurotransmisores interactuan con proteinas de transduccion, como

las proteinas G, que se encuentran acoplados a la membrana celular. Los



receptores acoplados a las proteinas G son estimulados por las monoaminas y
producen un cambio en la forma en la que las neuronas postsinapticas
responden a otros neurotransmisores, como el glutamato y el acido y-
aminobutirico, que se unen a los canales por ligandos. Estos avances en el
conocimiento de las bases biolégicas de algunos trastornos psiquiatricos como
el trastorno depresivo mayor y la esquizofrenia (20) han dado lugar al desarrollo
de la hipédtesis serotoninérgica de la depresion (21, 22, 23, 24) que refleja una
disfuncion central en la neurotransmision de serotonina que se piensa que esta
involucrada en la etiologia de la depresidn. La serotonina (5-HT) juega un papel
importante en la fisiopatologia de la depresion y es el mecanismo de accién de
algunos antidepresivos y estabilizadores del afecto. La hipotesis serotoninérgica
sugiere que cuando se presenta una disfuncion del sistema serotoninérgico, el
individuo es mas vulnerable al miedo, a la desesperanza y a la depresion. La
serotonina tiene un rol significativo, mas no exclusivo, en las alteraciones que
acompanan a los trastornos depresivos, como el estado de animo, suefio y
apetito (21, 25). La serotonina y/o sus metabolitos, el acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA), se encuentran disminuidos en la orina y el liquido cefalorraquideo de

los pacientes con enfermedades afectivas (16).

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT), neurotransmisor sintetizado en
el cerebro que depende de la disponibilidad de su precursor, triptéfano. La
serotonina es metabolizada por la indolamina 2,3-deshidrogenasa (IDO). Ya que

la serotonina compite con los aminoacidos neutrales grandes (CAAs) como la



valina, la leucina y la fenilalanina utilizando los mismos mecanismos de
recaptura cerebral en |la barrera hematoencefalica. Después de su liberacion al
espacio extracelular, la serotonina es transportada a la célula por la proteina
transportadora de serotonina (SERT) que regula la magnitud y duracién de la
respuesta serotoninérgica (22, 26). La baja disponibilidad del triptéfano en el
cerebro produce una disminucién significativa en la sintesis de serotonina, que
es el evento representativo que acompana a los trastornos depresivos (27, 28,
29). En los trastornos depresivos se ha encontrado una menor actividad
presinaptica de las neuronas serotoninérgicas (con la sucesiva disminucion de la
sintesis de serotonina), cambios en la recaptura de serotonina en la hendidura

sinaptica y alteraciones en los receptores postsinapticos (16).

2.1.3 Teoria Inflamatoria

Para explicar la teoria inflamatoria se ha propuesto que la activacion
inmunoldgica se relaciona con las proteinas proinflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6)
que producen una alteracion en la noradrenalina (NA) y serotonina en algunas
regiones del cerebro como en el hipotalamo, hipocampo, amigdala y corteza
prefrontal que se piensa que estan involucradas en la etiologia de la depresién
mayor (30). El dafio cognitivo que se presenta en la depresién se podrian
explicar por los efectos centrales de la IL-1 e IL-2 que producen alteraciones en
la memoria en modelos animales y en humanos (31, 32) La depresién mayor se

ha asociado con una disminucion en la proliferacion de células T y B, asi como
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una disminucion en la actividad de las células NK (natural killer) (33, 34, 35).
También se presentan concentraciones séricas aumentadas de indicadores de
respuesta celular inmune (neopterina, PGE; y receptores solubles de IL-2) y
concentraciones altas de proteinas reactantes de fase aguda (APPs), aumento
en la liberacién de citocinas proinflamatorias, como la IL-1, IL-2 e IL-6 por la
activacion de macrofagos, e INF-y por células T activadas (36). Ademas, las
citocinas son capaces de aumentar la activacion serotoninérgica y reducir la
sintesis de serotonina lo que disminuye la disponibilidad del triptéfano, que a su
vez produce una rapida disminucion de serotonina cerebral. Asi mismo, se les
relaciona con alteraciones en el receptor postsinaptico de serotonina y con
cambios en el SERT. La IDO, al metabolizar el triptéfano, en combinacién con
una sobreestimulacién por citocinas, puede contribuir a una disminucién del
triptéfano sérico, que se acompana de una reduccidn en la sintesis de
serotonina que es una de las piezas clave en la mediacion de los efectos entre
las citocinas y la neurotransmision (37). Hay algunas regiones cerebrales donde
la barrera hematoencefalica esta ausente (sitios circumventriculares) o es menos
restrictiva (organum vaculosum laminae terminalis —OVLT- y la eminencia
media). Estos sitios ofrecen a las citocinas una via de transporte pasivo de la
circulacién al parénquima cerebral (38). Ademas del paso a través de la barrera
hematoencefalica, se ha reportado que las citocinas de la circulacion son
capaces de unirse a receptores de citocinas en las células endoteliales de la
vasculatura cerebral, lo que induce la activacion de segundos mensajeros como

el 6xido nitrico (NO) y prostaglandinas (PGs), que proporcionan un mecanismo
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indirecto de sefializacién por citocinas en el sistema nervioso central (33) (ver

Figura 1).

2.2 Plaquetas y Trastornos Psiquiatricos

Las plaquetas se originan en la médula 6sa a partir de los megacariocitos
y contienen organelos en su citoplasma: peroxisomas, mitocondrias, lisosomas,
granulos densos y granulos alfa. Contienen al menos tres estructuras que se
relacionan fisiolégica y morfolégicamente que presenta un sistema de transporte
activo para la serotonina con sitios de wunidn para medicamentos vy
neurotransmisores (39, 40); granulos densos que almacenan serotonina; y
mitocondrias, que contienen monoamino oxidasa (MAQO), la cual cataboliza la
serotonina (Fig.2). La proteina de recaptura de serotonina en las plaquetas y el
transportador cerebral de serotonina (SERT) son estructuralmente idénticos y
estan codificados por el mismo gen localizado en el cromosoma 17 (41). A pesar
de estas similitudes, las plaquetas no pueden sintetizar serotonina, sino que

dependen del sistema APUD (42).

Entre los organelos mas representativos de las plaquetas estan los
peroxisomas, organelos muy pequefios que contribuyen al metabolismo de los
lipidos y a la sintesis del factor de activacion plaquetaria (PAF) (43) las

mitocondrias (4 a 7 por plaqueta) estan involucradas en el metabolismo oxidativo
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INFLAMACION DEPRESION

Eje H-H Tristeza

IL-1 Citocinas Suefio

IL-2 SNC Alimentacion

IL-6 Pensamientos
VEGF Ansiedad
PF-4

B-FGF

Serotonina

PLAQUETAS

Fig. 1. Modelo de las interrelaciones entre un proceso inflamatorio y depresion a través de las
plaquetas en la circulacién general.
IL-1 Interleucina-1, IL-6 Interleucina-6, Eje H-H Eje Hipotalamo-Hipdfisis, SNC Sistema Nervioso Central,

VEGF Factor de Crecimiento Vascular Endotelial, PF-4 Factor Plaquetario-4, B-FCF Factor de Crecimiento de
Fibroblastos.

y contienen monoamino oxidasa (MAO), que participa en el catabolismo de la
serotonina (38); y lisosomas, que contienen hidrolasas acidas como la B-
glucuronidasa, catepsinas, arilsulfatasa, PB-hexosaminidasa, B-galactosidasa,
endoglucosidasa (heparitinasa), B-glicerofosfatasa, elastasa y colagenasa que
son liberados de forma lenta y parcial, a diferencia de la liberacion de los
granulos alfa o los granulos densos durante el proceso de agregacion

plaquetaria.
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Asi mismo, las plaquetas contienen de 3 a 8 granulos o cuerpos densos
de aproximadamente 20-30 nm de diametro los cuales tiene un gran contenido
de calcio responsable de su aspecto denso al ser observados por microscopia
electrénica (44, 45). También contienen grandes concentraciones de serotonina
(5-HT), ADP y ATP. Estos granulos funcionan como almacenes de ATP y ADP
(Tabla 1). El almacenamiento de serotonina es diferente al de los nucledtidos de
adenina, ya que la serotonina almacenada se intercambia facilmente con la
serotonina extracelular (46) y se ha demostrado que es muy sensible al
tratamiento con antidepresivos (47). La membrana de los granulos densos
contiene glicoproteinas que comparte con la membrana plasmatica, granulos
alfa y lisosomas. La liberacion del contenido de estos granulos durante la
activacion de las plaquetas constituye un mecanismo de retroalimentacién
positiva para la agregacion plaquetaria ya que el ADP es un agonista plaquetario

potente, la serotonina es un agonista débil y el ATP es un agonista parcial.

Los granulos alfa son los organelos mas abundantes (50 - 80) con un
diametro de aproximadamente 200 nm. Estos muestran densidades variables en
su interior que se explica por la diferencia en la distribucion de mediadores
quimicos. Generalmente presentan un area excéntrica mas densa que contiene
- tromboglobulina (B-TG) y Factor Plaquetario-4 (PF-4) (48) (ver Tabla 1). Las
areas mas electrolucidas contienen elementos tubulares donde se localiza el
Factor de Von Willebrand y el Factor V. También se pueden encontrar pequefas

cantidades de casi todas las proteinas plasmaticas y los productos que
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normalmente secretan las plaquetas durante su activacion (PF-4, B-TG).
También productos de adhesion, factores de coagulacion y factores mitogénicos
(Tabla 1) (43, 49, 50, 51). Los granulos alfa también contienen inhibidores
fibrinoliticos como el inhibidor de la plasmina a—2, inhibidor del activador del
plasminégeno -1 y P-selectina. EI PF-4 se une a la heparina de muy alta
densidad, neutralizando la actividad anticoagulante de la heparina. Otras
funciones del PF-4 incluyen la liberacion de histamina de los basdfilos,
neutréfilos y monocitos, inhibicion de la angiogénesis de los tumores en
crecimiento, reversion de la inmunosupresion, y la potenciacion de la agregacion
plaquetaria (25, 49, 51). El PF-4 es un marcador de inflamacion especifico de las

plaquetas.

Las plaquetas obtienen la mayoria de estas proteinas del plasma, excepto
PDGF, PF-4 y B-TG, que se sintetizan exclusivamente en las plaquetas. Las
plaquetas también expresan receptores para adrenalina (a-2 y B-2),

benzodiacepinas y serotonina (43, 49, 50, 51).

Las plaquetas son la primera linea de defensa en la hemostasis. Las
condiciones que contribuyen para crear una respuesta plaquetaria son: la edad
del individuo, la integridad de los vasos sanguineos y capilares, el hematocrito,
las fuerzas que mueven a las plaquetas hacia la pared vascular, y el tamafo de

los vasos sanguineos.
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Las plaquetas tiene capacidad de
adhesion, la activacion y la agregacion.
La adhesion se lleva a cabo cuando las
plaquetas interactian o se adhieren al
subendotelio de un vaso lesionado,
proceso mediado por el Factor de Von
Willebrand y las glicoproteinas de

membrana, colageno, fibrinbgeno vy

trombospondina (43, 49, 50, 51). Fig. 2. 'I\/!icrografia electronica de
transmision plaquetas normales. Mag.

13,000x.

La activaciéon ocurre como consecuencia de la adhesieon y se presenta
cuando las plaquetas experimentan cambios bioquimicos antes de secretar sus
compuestos activos (Fig.3). El receptor de membrana del fibrindgeno (GPllb-ll1a)
es la proteina mas importante en este evento ya que funciona como molécula de
adhesion al fibrindgeno, fibronectina y Factor de Von Willebrand. En esta etapa,
las plaguetas cambian su morfologia discoide a esférica y forman pseuddpodos
(25, 43, 49, 52). Las plaquetas pueden ser activadas por factores fisiolégicos y
patolégicos, como el colageno, componentes ateroescleréticos de la pared
vascular y trombina. Se encuantran asi mismo, activadores débiles de las
plaquetas como ADP, epinefrina, tromboxano A, prostaglandina Hy serotonina y

el factor activador de plaquetas (25, 43, 52).
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El siguiente paso es la agregacién, donde la morfologia de las plaquetas
sigue cambiando y preparandose para descargar los componentes de sus
granulos. Este proceso ocurre cuando las plaquetas activadas se unen, y es
facilitado por la GP llb-llla que ayuda a la generacion de trombina. La trombina
a su vez, mejora la activacion de una o mas plaquetas (43, 49, 53). La GP llb-llla
se incrementa por otros elementos secretados por las mismas plaquetas, como
el ADP, 5- HT, colageno y tromboxano A, Durante la secrecion plaquetaria, las
membranas de los granulos se fusionan con la membrana plasmatica o con las
membranas que conectan la superficie al sistema canalicular abierto. Los
eventos plaquetarios que ocurren después de la activacidn por agonistas
primarios y antes de la agregacion plaquetaria pueden ser detectados por

citometria de flujo (54). Las células endoteliales sintetizan dos potentes factores
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Fig.3. Interacciones de algunos de los receptores de la membrana plaquetaria
que se unen con factores de respuesta extracelular en respuesta a la activacion.
(Besa, Williams & Wilkins Hematology) (55).



17

inhibitorios que previenen el depdsito excesivo de plaquetas: prostaciclinas y

oxido nitrico.

Se conocen a detalle los factores biolégicos que producen activacion
plaquetaria, sin embargo los mecanismos que relacionan factores emocionales
como el estrés mental con la secrecién plaquetaria son poco conocidos, se
piensa que los cambios plaquetarios son mediados por factores
neuroenddcrinos, los cuales se han asociado con las propiedades activadoras
de la epinefrina y norepinefrina en las plaquetas (51, 53, 56, 57, 58). Ademas se
ha encontrado una asociacion con el estrés psicolégico donde los niveles de
PF-4 y B-TG se encuentran elevados (59). También se ha encontrado una
elevacion en la liberacién de ADP, en individuos sanos, después de exponerlos

a factores estresantes.



Tabla 1. Contenido de los granulos y citoplasma de las plaquetas. (Adaptada de Wilkins Hematology) (55)

Cuerpos densos

ADP

ATP
Calcio
Serotonina
Pirofosfato
GDP

Magnesio

Granulos alfa

Proteinas plaquetarias especificas

Multimerina

Factor plaquetario-4

Familia B-Tromboglobulina (8-TG)
(proteina plaquetaira basica,

PF-4 de baja afinidad,

B-tromboglobulina, B-tromboglobulina-F)

Glicoproteinas de adhesion

Fibrinégeno

vWF

Propéptido del vWF
Fibronectina
Trombospondina-1
Vitronectina

Factores de coagulacion

Factor V
Proteina S
Factor XI

Factores mitogénicos

FCDP

TGF-B

Factor de crecimiento endotelial
EGF

Factor de creciminto parecido a la insulina-1

Factores angiogénicos

VEGF

Inhibidor PF-4

Inhibidores fibrinoliticos

Inhibidor del plasminégeno o-2

Inhibidor del activador del plasminégeno-1

Albumina

Inmunoglobulinas

Proteinas especificas de la membrana de los granulos
P-selectina (CD62),
CD63 (LAMP-3)
GMP33

Otras proteinas secretadas

Proteasa nexina |

Gas6

Precusor de la proteina B-amiloide (Proteasa nexina II)
Inhibidor de la via del factor tisular (TFPI)
Factor XIlI

Inhibidor de proteasa o-1

kininégeno de bajo peso molecular

a2- macroglobulina

Factor de permeabilidad vascular
Interleucina-1p

Glicoproteina rica en histidina

Quimiocinas

MIP-10. (CCL3)
RANTES (CCL5)
MCP-3 (CCL7)
GRO- (CXCL1)
PF4 (CXCL4)
ENA-78 (CXCL5)
NAP-2 (CXCL7)
IL-8 (CXCLS8)
TARC (CCL17)
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2.2.1 Serotonina Plaquetaria

En los ultimos anos se ha utilizado a las plaquetas como un marcador
periférico para el estudio de los receptores del sistema nervioso central (37, 60,
61). Por lo que se han llevado a cabo importantes estudios en los que se asocia
la serotonina plaquetaria con la psicopatologia y psicofarmacologia. Como ya se
menciond, la serotonina es un elemento clave para entender los trastornos
afectivos. Las plaquetas son una herramienta muy practica en la investigacion
psicofarmacoldgica por la gran variedad de receptores de membrana y las
diferentes interacciones fisioldgicas que presentan (62, 63). Los receptores de 5-
HT se han involucrado en procesos fisiolégicos como la vasodilatacion,
vasoconstriccion y agregacion plaquetaria (64). Se ha observado una
disminucidn en la recaptura de serotonina en algunos pacientes con depresion
bipolar que sugiere una modificacion en le proceso de recaptura que se

relaciona con su estado clinico (mania o depresion) (65).

Se ha reportado un aumento significativo en la densidad del receptor 5-
HT,a plaquetario en los pacientes con depresion mayor. Estos resultados
apoyan la hipétesis serotoninérgica y la compensacién con la regulacion hacia
arriba y la alteracion en la actividad serotoninérgica como marcador biolégico de
depresion (66, 67). Hrdina y cols en 1997 (68) reportaron un aumento en la
densidad del receptor 5-HT2a en las plaquetas que se asocia a un alto riesgo

suicida, mas que a un trastorno depresivo propiamente (69, 70) y se ha
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considerado utilizar esta observacion como un marcador biolégico de conductas
suicidas (71, 72). A pesar de que la densidad del receptor no se modifica con el
tratamiento antidepresivo, si se reportan cambios en la recaptura de la

serotonina y en la cinética de la misma (70).

El transporte de serotonina hacia las plaquetas es un proceso activo y se
considera acoplado al sistema Na'/K® ATPasa, dependiente de las
concentraciones de sodio (26). Algunos trastornos psiquiatricos se asocian con
aumento del calcio intracelular en respuesta al estimulo serotoninérgico
mediados por los receptores 5HT,a donde este aumento en el calcio intracelular
de las plaquetas no es producido por la noradrenalina ni la dopamina (73, 74).
Se ha observado un aumento del calcio intracelular plaquetario en respuesta al
estimulo serotoninérgico en pacientes deprimidos, que hace suponer que el
calcio intracelular es la fuente principal del aumento en la respuesta a la
estimulacién serotoninérgica. Asi mismo, la respuesta del calcio intracelular al
estimulo serotoninérgico disminuye en forma paralela a la disminucion en la
puntuacion en la Escala de Hamilton (HAM-D) proponiéndose esta respuesta
como un marcador del trastorno depresivo (73, 75). Mikuni en 1992 report6 que
que la depresion mayor y la depresion subclinica, aunque pudieran tener una
presentacion clinica similar, son dos entidades diferentes, ya que en la
depresién subclinica no se presentan estas alteraciones en la homeostasis del
calcio intracelular (73). El aumento del calcio plaquetario es una caracteristica

especifica de los trastornos afectivos que no se observa en los pacientes con
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esquizofrenia o con abuso de sustancias. Por otra parte, la serotonina
plaquetaria también ha sido un componente importante en la investigacion sobre
esquizofrenia ya que se ha reportado un aumento en la recaptura de serotonina
en los pacientes con esquizofrenia paranoide (76) y diferentes concentraciones

de serotonina plaquetaria entre los diversos tipos de esquizofrenia (77, 78).

El estudio de los aspectos morfolégicos de las plaquetas en individuos
sanos (79) y de pacientes con depresion (80, 81) no mostré diferencia en la
morfologia, distribucion y cantidades de los granulos alfa. Sin embargo en los
pacientes con depresion moderada y severa se observd una disminucién
significativa en la cantidad de granulos densos (82). Estos resultados apoyan la
hipbtesis serotoninérgica  al correlacionar las bajas concentraciones de
serotonina con la ausencia de granulos densos en los pacientes con depresién
mayor. Otras anormalidades plaquetarias que se han identificado en la
depresion mayor son: concentraciones y funciones anormales de proteina G,
regulacion hacia arriba de los receptores adrenérgicos a2 (a—2A AR), mejoria de
la actividad proxcoagulante, disminucion en la densidad del transportador de

serotonina y aumento en la sensibilidad del receptor 5-HT2a.

Los medicamentos mas utilizados para el tratamiento de la depresiéon son
los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (SSRI) (48) que exhiben
un espectro de efectos antiplaquetarios como la disminucion en la afinidad en el

sitio de unién de las plaquetas (83, 84); un bloqueo en la movilizacion del calcio
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intraplaquetario (83); una reduccion en la secrecién plaquetaria en respuesta a la
estimulacién con colageno (84); asi como una reduccion en los moduladores de
los marcadores de activacion plaquetaria, como el PF-4, las respuestas de
agregacion y una menor expresion en los marcadores de superficie CD-63, CD-

9, GPIb, GPlIb-llla, p-selectina, VLA-2 y PECAM-1 (85).

La importancia de contar con marcadores biolégicos en los trastornos
depresivos no se limita solo a la fase de diagnédstico, sino que también podria
ser una herramienta util para predecir el desarrollo un trastorno depresivo o
inclusive, la presentacion de riesgo suicida. Miick-Seler y cols., 1996 (86)
demostraron una mayor concentracion de serotonina plaquetaria en pacientes
no suicidas, mientras que los niveles mas bajos se encontraron en los pacientes
que se habian suicidado. De nuevo, este descubrimiento muestra que la
concentracion de serotonina podria ser utilizada para pronosticar intentos
suicidas. Otra aplicacion de las plaquetas como marcadores biologicos en el
diagnéstico diferencial de las enfermedades psiquiatricas se presenta en el caso
de la hipersensibilidad del receptor del glutamato, que ha sido recientemente
reportada en trastornos psicoticos y en trastornos depresivos (87). Esta
hipersensibilidad puede ser utilizada como un marcador no especifico de
psicosis (porque también se encuentra presente en los trastornos depresivos).
La relevancia de este descubrimiento se hace particularmente importante para el
diagnoéstico diferencial entre un trastorno depresivo mayor con sintomas

psicoticos y la fase de mania del trastorno bipolar (que se presenta, también,



23

con sintomas psicéticos). Esta ultima enfermedad, sin embargo, no presenta la
hipersensibilidad del calcio intracelular plaquetario en respuesta a la activacion

del receptor del glutamato (87, 88).

Investigaciones previas en este campo han utilizado la tecnologia llamada
Surface Enhanced Laser Desorption/ionization-time of Flight-Mass Spectrometry
(SELDI-ToF®) que muestra los perfiles de las proteinas (89). Se observo un
aumento en las proteinas de pesos moleculares de 17,748 Daltons (D)
corresponden a B-FGF, 10,588, 73,763, 74,928 D, representan al VEGF y las de
15,314 D al PF-4, y otras proteinas a la fecha no identificadas de 5,711 D y
15,484 D en las plaquetas de pacientes con depresion mayor comparadas con
los controles sanos (Sepulveda R. Comunicaciéon personal). Estas proteinas son
marcadores de inflamacion, por lo que suponemos se relacionan con la teoria

inflamatoria de la depresion.

2.3 Procedimientos de Microscopia para el

Estudio de las Plaquetas

Desde la primera publicacion de micrografias de plaquetas en
microscopio electrénico en 1964 (90, 91), éstas se han caracterizado por ser
estructuras unicas por la dificultad de preservarlas sin producir activacion (92).
Es bien conocido que la activacion y agregacion plaquetaria ocurren in vivo e in

vitro durante la toma de la muestra y el procesamiento, por lo que la inhibicion
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de los cambios artificiales durante estos procesos son pieza clave en el estudio

de las plaquetas (92).

La microscopia confocal, por otro lado, se basa en el uso de fluorescencia
para la obtencion de las imagenes. Las moléculas fluorescentes que se usan
estan construidas a partir de compuestos sintéticos aromaticos en quimicos
organicos disefados para unirse con macromoléculas biolégicas o para localizar
alguna region estructural especifica. La historia de las moléculas fluorescentes
sintéticas data de finales de 1800 cuando se desarrollaron la mayoria de las
tinciones de la histologia moderna. Los fluorocromos se introdujeron a la
microscopia fluorescente a principios del siglo XX. En 1940, Albert Coons (93)
desarrolld6 una técnica para marcar los anticuerpos con tintes fluorescentes,
dando origen al campo de la inmunofluorescencia. Un avance muy importante en
la tecnologia moderna de fluorocromos fue el desarrollo de las tinciones Alexa
Fluor, producto registrado de Molecular Probes, una compania de Invitrogen,
Eugene, Oregon, USA. Estos son derivados de la rodamina sulfonatada que
presentan una mayor intensidad de fluorescencia. Adicionalmente, se mejoraron
algunos aspectos de los fluorocromos tradicionales, como la fotoestabilidad, el
espectro de absorcion se iguala a las lineas de laser mas comunes, resistencia a
los cambios de pH, y un mayor grado de solubilidad en agua. Lo anterior
conduce a que la intensidad de la fluorescencia dure por mas tiempo, por lo que

esta técnica tiene sus ventajas sobre la microscopia electrénica.
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2.4 Justificacion

Las plaquetas han sido ampliamente estudiadas por su participacién en la
hemostasis, aterosclerosis, trombosis y en los sindromes coronarios agudos. Se
conoce su fisiopatologia y terapéutica. Por lo que en los ultimos afos su
importancia en los trabajos de investigacion ha tomado una posicion mas
significativa. Actualmente las plaquetas son de principal interés en los
laboratorios de biologia vascular, al investigar su participacion en la
angiogeénesis y antiangiogénesis en el cancer, enfermedades inflamatorias,
neurologicas y cardiovasculares (90). Desafortunadamente, no ha sido suficiente
el interés por investigar la participacion de las plaquetas en las enfermedades
psiquiatrica, de las que hasta la fecha, se conoce poco de su etiologia y
fisiopatologia. Esta situacion hace que el diagnostico de las enfermedades
psiquiatricas sea puramente clinico y con base a un sistema de clasificacién
complicado. En los ultimos afos, la depresion ha llamado la atencién de las
autoridades de salud internacionales por el aumento en su incidencia,
prevalencia y sus consecuencias personales, laborales y sociales, como los
intentos de suicidio y suicidios consumados que, se estima, seguiran en
aumento. Es necesario el uso de métodos objetivos para fortalecer el
diagnéstico clinico y diferencial de las enfermedades psiquiatricas. Debido a
que las plaquetas son faciles de obtener y aislar, se propone estudiar la relacién
que guarda el comportamiento de la serotonina plaquetaria y el factor

plaquetario-4 en las enfermedades psiquiatricas. Esto podria ser de utilidad
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como apoyo objetivo al diagndsitoco de los pacientes con trastornos depresivos

en nuestra poblacion. En el presente trabajo se estudiaron las plaquetas de

individuos con trastorno depresivo mayor comparados con controles sanos,

sujetos con trastorno bipolar y esquizofrenia.

2.5 Hipotesis

Las plaquetas de pacientes con depresion mayor presentan una

disminucién en la cantidad de serotonina (granulos densos) y un aumento del

factor plaquetario-4 (granulos alfa).

2.6 Objetivos del Estudio

2.6.1 Objetivo General

Determinar la relacidon entre la serotonina y el factor plaquetario-4 en el

trastorno depresivo mayor.

2.6.2 Objetivos Especificos

1. Estandarizar la preparacion de plaquetas para inmunohistoquimica y

microscopia electronica.
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Determinar el numero de granulos densos en plaquetas de pacientes con
depresion, controles sanos, enfermedad bipolar en fase depresiva y
esquizofrenia mediante inmunohistoquimica y microscopia electronica.
Determinar el numero de granulos alfa en plaquetas de pacientes con
depresion, controles sanos, enfermedad bipolar en fase depresiva y
esquizofrenia mediante inmunohistoquimica y microscopia electronica.
Determinar la relacion entre los granulos densos y los granulos alfa.
Analizar la relacion de los granulos densos y granulos alfa en los cuatro

grupos de estudio.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Seleccidén de Participantes

Este es un estudio de casos y controles en el que se analizaron plaquetas
de pacientes con depresion mayor, que corresponde a los casos y tres grupos