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ABREVIATURES TESI

BDNF (Brain derived neurotrophic factor) : factor neurotrofic derivat cervell.

ISRS: Inhibidor selectiu de la recaptacié de serotonina

DSM-IV-TR: Manual de Diagnostic en Psiquiatria IV

GABA: acid gamma-aminobutiric

Receptor CB1: Receptor cannabinoide de tipus |

CP: caudat-putamen

DMT: talem dorsomedial

SC: superior colliculus

IC: inferior colliculus

VP: ventral pal-lidum

SNr: substancia negra

PAG: substancia gris periaqiieductal

DR: rafe dorsal

LC: locus coeruleus.

NGF: Factor de creixement neural

SNC: Sistema Nerviés Central.

LTP (Long term potentiation): Potenciacié a llarg termini.

TrKB (Neurotrophic tyrosine kinase receptor, type 2): Receptor de tirosina quinasa tipus 2.
preproBDNF: Pre proproteina del factor neurotrofic derivat cervell

proBDNF: Pro proteina del factor neurotrofic derivat del cervell, la seva proteina immadura.
mBDNF: Factor neurotrofic derivat del cervell, la seva proteina madura.

P75NTR: Receptor de neurotrofina p75

CPE: Carboxipeptidasa E.

PC1: Proteines convertases.

ER: Reticle endoplasmic.

PI3K: Fosfatidilinositol 4,5 bifosfat 3 quinases.

MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases): Proteines quinases activades per mitdgens
PLC-y: Fosfolipasa C -y.

CREB (cAMP response element-binding protein): Proteina d'unio al element de resposta al
AMPc

Ca’: Calci

NMDA: N-metil-D-aspartat

LTD (Long Term Depression): Depressio a llarg termini.

NT3: Neurotrofina 3

NT4: Neurotrofina 4

Neurones CA3: Neurones piramidals CA3

VTA: area tegmental ventral

SERT: Transportador de la serotonina
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5-HT: Serotonina

5-HTTLPR: Polimorfisme del transportador de la serotonina
FVW: Factor von Willebrand

PAI: inhibidor de 'activador del plasminogen.

ADP: Adenosina difosfonat

ATP: Adenosina trifosfonat

PF4: Factor 4 de les plaquetes

GP lib-llla: glicoproteina lib-llla

FT: Factor Tissular

BTG: B-Tromboglobulina

COX: Enzim ciclooxigenasa.

NO: oxid nitric

P- Sel: P- selectina.

TXA,: Tromboxa A,

AA: Acid araquidonic.

tPA: Activador tissular del plasminogen.

a-2-AP: a-2-Antiplasmina

TAFI: Inhibidor de la fibrinolisi activat per trombina.
P2Y,: Receptor purinérgic P2Y acoplat a proteina G, 12
Plt-BDNF: BDNF plaquetari

ppp-BDNF: BDNF en plasma pobre en plaquetes

ANV: Anexina V

PAR1-AP: Agonista del receptor especific de trombina 1.
PAR4-AP: Agonista del receptor especific de trombina 4.
IL-6: Interleuquina 6

TNF-a (Tumor necrosis factor alpha): Factor de necrosis tumoral alfa.
ISRN: Inhibidor de la recaptacio de noradrenalina.

HDL.: Lipoproteines d’alta densitat
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JUSTIFICACIO DE LA TESI






La malaltia depressiva és un dels trastorns psiquiatrics més comuns amb una prevalenca al
llarg de la vida del 15-20%. Comporta un elevat cost economic i social, alhora que una
disminuci6 de la qualitat de vida de les persones que la pateixen. El diagnostic de depressio és
clinic i es base en valoracions subjectives, comportant desavantatges com la inexactitud del
diagnostic o la influéncia de I'estat del pacient en la valoracié. La malaltia depressiva presenta
alteracions en parametres bioldgics que s’han estudiat buscant marcadors de malaltia i de
resposta al tractament. La troballa d’'un marcador biologic objectiu permetria millorar el procés
diagnostic, reduir I'heterogeneitat en la classificacid delimitant un nombre determinat de

subtipus i ajudar a elegir un tractament especific per cada pacient.

Un altre factor a considerar és que la preséncia de simptomes depressius complica el
tractament d’altres malalties médiques croniques com la diabetis i s’associa a taxes de suicidi
altes, major morbimortalitat i pitjor qualitat de vida. Una patologia relacionada amb la depressié
és la cardiovascular, observant-se que la clinica depressiva posteriorment a una sindrome
coronaria aguda afecta 2 de cada 5 pacients i és un dels predictors més importants de pobre
pronostic cardiovascular. Pero la depressié també és un factor de risc independent de malaltia
cardiovascular, mostrant que els malalts depressius tenen més risc de patir malalties
cardiovasculars. Una possible via de relacio entre la depressié i la malaltia cardiovascular és
I'alteracié en els parametres de I'hemostasia i la coagulacid. En els darrers anys també s’ha
iniciat I'estudi dels canvis observats en les neurotrofines en aquestes malalties, substancies
molt relacionades amb la malaltia depressiva. Tot i la relacié entre aquestes dues malalties, hi
ha pocs estudis sobre eficacia i resposta al tractament antidepressiu respecte als parametres
vasculars i cardiacs. També manquen marcadors que connectin les dues malalties i que puguin
ser utilitzats pel diagnostic, tractament i tinguin una indicacié pronostica. També seria Util trobar
alteracions biologiques que ens indiquessin en quins pacients hi ha risc de presentar la

comorbiditat i opcions de tractament prévies a qué es presentin.
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La molécula més estudiada en la depressio és la serotonina, pero a finals del segle XX es va
glestionar la hipotesi monoaminergica de la depressio i es va orientar com a alteracions en la
neuroplasticitat, essent un dels principals components el factor neurotrofic derivat del cervell
(BDNF). En els darrers anys s’ha vist que aquestes teories sén complementaries i no excloents
i que no hi ha una teoria Unica per explicar la depressié. Els articles presentats en aquesta tesi
han estudiat els efectes de la depressioé en dos aspectes molt relacionats amb aquestes teories
i amb la serotonina com sén el BDNF i l'alteracioé en I'agregacié plaquetaria i en la coagulacio.
També s’han avaluat els canvis que es produeixen amb un inhibidor de la recaptacié de
serotonina (ISRS), I'escitalopram, que intervé principalment a través de la serotonina i que

pertany al grup dels antidepressius més utilitzats en I'actualitat.

En els estudis s’ha avaluat els parametres d’hemostasia i coagulacié dels pacients en fase
basal i durant el tractament, essent les troballes més representatives que els estudis in vitro.
Les alteracions observades en aquests parametres poden ser un punt de connexié entre la
malaltia cardiovascular i la depressid, alhora que el tractament antidepressiu pot modificar
aquesta relacié. L’avaluacié de la neurotrofina, el BDNF, s’ha realitzat a nivell plasmatic i
plaquetari, cercant les relacions que s’observen entre les dues mostres perifériques i a causa
de les dificultats per estudiar els nivells de BDNF cerebral directament. En aquest sentit cal
destacar que les plaquetes presenten multiples similituds amb les neurones respecte al sistema
serotoninergic pel que han estat ampliament utilitzades com a model neuronal i sén el

magatzem principal de BDNF.
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INTRODUCCIO






DEPRESSIO

La malaltia depressiva és un dels trastorns psiquiatrics més comuns amb una incidéncia de 4%
i una prevalenca al llarg de la vida del 15-20%. Comporten un elevat cost economic i social,
alhora que una disminucio de la qualitat de vida de les persones que la pateixen (1). Aquest
trastorn tendeix a la recurréncia i a la cronicitat, mostrant xifres de cronicitat del 20% i taxes de
recurrencia del 50% en el primer episodi i superior al 70% en més d’un episodi (2). Les
evidéncies fisiologiques i bioquimiques de I'existéncia d’'un episodi depressiu son escasses i
falten marcadors biologics valids que avaluin la resposta al tractament i la necessitat de
mantenir tractament preventiu de forma prolongada. Respecte al sexe, la prevalenca de la
depressi6 és aproximadament dues vegades més gran en dones que en homes. Els
tractaments actuals tenen limitacions importants (taxes de resposta baixes, alta incidéncia de
recaigudes i temps de laténcia de resposta de setmanes a mesos), el que dificulta el tractament
de la malaltia i els seus trastorns comorbids. La preséncia de simptomes depressius complica
el tractament d’altres malalties médiques croniques com la diabetis i s’associa a taxes de

suicidi altes, major morbimortalitat i pitjor qualitat de vida.

En la taula 1 es presenten els criteris que cal complir per rebre el diagnostic de depressid
major segons el DSM-IV-TR que és I'utilitzat durant els nostres estudis (3). Els simptomes que
conformen la depressid major sén descriptius i no estan destinats a proporcionar un model
etiologic de la malaltia. Aixd es deu en gran part perqué l'etiologia exacta de la depressio és
desconeguda, encara que es reconeix que la predisposicid genética i l'exposicié a l'estrés
tenen un paper important (4). Un dels principals objectius de la investigacié psiquiatrica actual
és anar més enlla de la simple descripcié i passar a un model medic on es té en compte els

mecanismes etioldgics de la malaltia (4).

19



TAULA 1:

CRITERIS DSM-1V-TR PEL DIAGNOSTIC D’EPISODI DEPRESSIU MAJOR

A. Preséncia de cinc (o més) dels seglients simptomes durant un periode de 2 setmanes, que
representen un canvi respecte a 'activitat prévia. Un dels simptomes ha de ser (1) estat
d’anim depressiu o (2) pérdua d’interés o plaer.

1)
)
®)
(4)
®)
(6)
@)
®)

)

Estat d’anim depressiu la major part del dia, quasi cada dia, indicat per la propia persona o
observat per altres.

Marcada disminucioé de l'interés o el plaer en totes, o gairebé totes, les activitats durant la major
part del dia, gairebé cada dia.

Perdua o augment significatiu de pes sense estar fent dieta o disminucié o augment de la gana
quasi cada dia.

Insomni o hipersomnia gairebé cada dia.

Agitacio o retard psicomotor gairebé cada dia.

Asténia o pérdua d’energia quasi cada dia .

Sentiments d’inutilitat o de culpa excessius o inapropiats gairebé tots els dies.

Menor capacitat de pensar o concentrar-se o indecisié gairebé cada dia (indicada per la persona
0 per observacio dels altres).

Pensaments recurrents de mort (no solament por a morir), ideacio suicida recurrent sense
planificacio especifica, intent de suicidi o un pla de suicidi especific

B. Els simptomes no compleixen els criteris d’'un episodi mixta.

C. Els simptomes provoquen malestar clinicament significatiu o deteriorament social, laboral o
d’altres arees importants de I'activitat de I'individu.

D. Els simptomes no sén deguts als efectes fisiologics directes d’'una substancia o d’una
malaltia medica.

E. Els simptomes no s’expliquen millor per la preséncia d’un dol, els simptomes persisteixen
més de 2 mesos 0 es caracteritzen per una marcada incapacitat funcional, preocupacions
morbides d’inutilitat, ideacié suicida, simptomes psicotics o alentiment psicomotor.
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NEUROBIOLOGIA

Multiples linies d'evidéncia demostren que el trastorn depressiu mostra alteracions en
'estructura i en la funcié cerebral en certes regions del cervell, explicant-se la depressié
basicament a través de dues teories, la teoria de la deficiencia monoaminergica i la teoria de la
neuroplasticitat. No obstant aixd, no esta clar si els canvis observats son etiologic i condueixen
a la depressio, o0 si sOn la conseqgiéncia de la depressio (5). A continuacié s’intenta fer un
resum general de la neurobiologia de la depressié per centrar-nos posteriorment en els dos

temes tractats en els articles de la tesi, la serotonina i el BDNF.

La plasticitat neuronal o neuroplasticitat es considera com la capacitat que té el teixit neuronal
de reorganitzar-se, assimilar i modificar els mecanismes biologics, bioquimics i fisiologics
implicats en la comunicacié intercel-lular i fer les respostes als estimuls apropiades i
adaptatives. Aix0 implica la formacié de noves connexions nervioses al llarg de tota la vida en
resposta a la informacié nova, I'estimulacié sensorial, el desenvolupament, la disfuncié o el
dany. Les manifestacions de la neuroplasticitat en el sistema nerviés de l'adult inclouen
alteracions en la funcié dendritica, remodelacié sinaptica, potenciacié a llarg terme, esporga
axonal, extensio neuronal, sinaptogenesi i neurogenesi (6). Aixd permet que les neurones de
cervell puguin compensar les lesions i les malalties i ajustin les seves activitats en resposta a
les noves situacions o als canvis del seu entorn, alhora que explica la capacitat d’aprenentatge
i de memoria. Les alteracions en la plasticitat neuronal han estat la base pel desenvolupament
de la teoria neurotrofica de la depressié. Un component important de la neuroplasticitat és el
factor neurotrofic derivat del cervell (BDNF). Un factor molt relacionat amb la depressié és
I'estrés i estudis preclinics mostren que una exposicié repetida a I'estrés causa inhibicié sobre
les ramificacions dendritiques, atrofia de les neurones en I'hipocamp i en el cortex prefrontal,

alhora que pérdua de glia (7-9).

Els estudis de neuroimatge estructural en pacients depressius mostren una reduccié del volum

de les regions limbiques implicades en la depressio, principalment de I'hipocamp i del cortex

prefrontal que controlen I'emocio, 'humor i la cognicié. La reduccio del volum de I'hipocamp
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observada en imatges cerebrals i en estudis post-mortem es relaciona amb la durada de la
malaltia perd també pot precedir l'inici de la depressi6 en alguns pacients (10-12). Respecte a
aquestes alteracions, cal tenir en compte que les reduccions en el volum regional del cervell
observades en la depressié no han de ser necessariament permanents i poden ser revertides
de manera efectiva amb un tractament antidepressiu que assoleixi la remissié (13,14), el que
subratlla la importancia de la intervencié primerenca per evitar el dany cerebral permanent. Els
canvis volumétrics de la substancia grisa o blanca general també proporcionen un biomarcador
util per I'estat estructural del cervell, la durada de la malaltia depressiva i el risc de recaigudes,
ja que les reduccions volumeétriques podrien donar lloc a una elaboracio deficient dels estimuls

emocionals indicant la necessitat de tractament continuat (13,15).

El model de circuits cerebrals que intervenen en la depressio es basa en els estudis d'imatges
estructurals i funcionals i els estudis cerebrals post-mortem (16) (Figura 1). En aguest model,
el circuit que es veu afectat en la depressié implica projeccions bidireccionals de I'escorca
prefrontal orbital i medial, dorsolateral i cingulat anterior (inclosa l'escorca subgenual), a
I'amigdala, el nucli accumbens i els nuclis del tronc cerebral. S’observa una connexié reduida
entre 'hipocamp i el cortex prefrontal, perd també un increment de la connectivitat en altres
regions, el que indica més una desregulacid dels circuits que no un increment o una reducci6
global de la connectivitat. S’ha especulat una neuroplasticitat defectuosa en la comunicacié
entre I'escorga cingulada anterior, la prefrontal, hipocamp i amigdala, donant aixi origen a un

processament alterat de la informacié emocional (17,18).

No solament una disminucid de la neuroplasticitat déna alteracions, un augment de la
neuroplasticitat pot contribuir a la simptomatologia depressiva i la presentacioé de nous episodis.
L’amigdala mostra un augment de I'arboritzacié dendritica en resposta a factors d'estrés en lloc
de les reduccions observades en l'escorga prefrontal i I'nipocamp (19). Un increment de la
plasticitat dels nuclis de I'amigdala podria augmentar la vulnerabilitat a la depressié degut a un
increment en la por o en el processament de 'amenacga. Aixd seria especialment important en
el context de la recaiguda atés que els individus deprimits en remissioé sovint mostren una major

vigilancia, el que provoca que fins i tot estressos modests provoquin recaigudes.
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Un altre factor a considerar és la neurogénesi que es defineix com la generacié de noves
neurones en certes regions del cervell adult (20). Un dels ninxols neurogénics és la zona
subgranular del gir dentat que es troba dins de I'nipocamp. Les reduccions de la neurogénesi i
la seva correccid6 amb el tractament antidepressiu podria ser un mecanisme per explicar les
variacions en el volum de I'hipocamp (21,22), tot i que estudis posteriors mostren que I'ablacié
de la neurogénesi no sempre causa depressio, I'estrés no sempre disminueix la neurogénesi i
hi ha efectes dels antidepressius independents d’aquest fenomen (20). També es va suposar
que el nombre relativament baix de noves cél-lules neurogéniques produides normalment en
I'edat adulta seria una limitacid, perd un estudi de Spalding et al. 2013 mostra que un ter¢ de
les neurones de I'hipocamp esta subjecta a canvi i hi ha un turn-over de I'1,75% de les

neurones anualment, amb un lleuger descens durant la vellesa (23).

L’altra model teoric de la depressioé postula que la depressid es deu a una disminucio de la
neurotransmissiéo de monoamines, especialment la serotonina i la norepinefrina. La depressio
implica un funcionament anormal de molts neurotransmissors, entre ells les monoamines
(serotonina, norepinefrina i dopamina), l'acid gamma-aminobutiric (GABA) i el glutamat.
Actualment es postula unes dinamiques més complexes, incloses cascades intracel-lulars
activades per les monoamines, que son les implicades en l'aparicié de la depressio i de la
resposta als medicaments antidepressius, alhora que altres factors en un context de
vulnerabilitat individual (24). El sistema serotoninérgic s'ha relacionat amb la neurobiologia de
la depressio i sera tractat posteriorment de forma més amplia. La disminucié de la transmissio
de dopamina i norepinefrina en la depressié s’ha observat en estudis animals, geneétics,
neuroquimics, de neuroimatge i post-mortem (25). Nombrosos estudis impliquen canvis del
GABA i el glutamat, mostrant nivells elevats de glutamat, menors nivells de GABA en l'escorca
occipital i reduccions anormals en les concentracions de glutamat/glutamina i GABA en
I'escorca prefrontal dels pacients deprimits (26,27). Altres neurotransmissors i
neuromoduladors com els endocannabinoides, el receptor CB1, I'acetilcolina, proteina p11, i la

substancia P intervenen en la depressi6 (28,29).
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L’atrofia neuronal, la disminucié de la neurogenesi i l'alteracid en la regulacié de les
monoamines produides per I'estrés poden ajudar a entendre la patofisiologia de la depressio
(30,31). Una hipotesi sobre el tractament de la depressio és que els antidepressius, que actuen
a través de les monoamines, indueixen gradualment plasticitat en xarxes neuronals corticals i
remodelacio, produint-se un increment en I'expressié de factors neurotrofics, principalment del
BDNF. La recuperacio clinica estaria associada a la induccié d’una apropiada plasticitat i a la
recuperacioé dels circuits que funcionen malament (32). EI BDNF sembla estar implicat en la

depressié mitjangant la vinculacié d'estreés, neurogenesi, i atrofia de I'hipocamp (33,34).

IC

Figura 1: Estructures cerebrals implicades en la depressio Tipus de neurones i vies
cerebrals: glutamatérgiques (vermelles), GABAergiques (liles), péptits (negres) i
dopaminéergiques blaves).

Llegenda: CP, caudate-putamen; DMT: talem dorsomedial; SC: superior colliculus; IC, inferior
colliculus; VP, ventral pallidum; SNr, substantia negra; PAG substancia gris periaqueductal; DR: rafe
dorsal; LC: locus coeruleus. Adaptacio Scott J Russo 2012.
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FACTOR NEUROTROFIC DERIVAT DEL CERVELL (BDNF)

El factor neurotrofic derivat del cervell (BDNF), és una proteina dimerica basica que forma part
de la familia de les neutrofines i esta relacionada estructuralment amb el factor de creixement
neural (NGF), conservant la seva estructura i funcié durant I'evolucié. Es la neurotrofina més
abundant i ampliament distribuida en el sistema nerviés central (SNC) dels mamifers, estant
present en el SNC central i en el periferic i és expressada en grans quantitats en estructures
limbiques. També és sintetitzat i alliberat pels astrocits (35). Es essencial pel desenvolupament
del SNC i per la plasticitat neuronal. El BDNF és secretat per les neurones en resposta a
l'activitat neuronal, principalment a través de la via regulada o constitutiva i pot modular
I'activitat neuronal espotania i I'estimulada (36). L'accié del BDNF en la senyalitzacié de la
sinapsi es produeix als segons de I'estimulacié o alliberament del factor (37) i pot donar suport
a processos de potenciacid a llarg termini (LTP) a través de l'activacié sostinguda de TrkB com
a resultat de la traduccié de proteines dendritiques o la transcripcié de BDNF. ElI BDNF facilita
la LTP mitjangant la conversié LTP inicial a LTP final i potenciant I'activacié subllindar per
provocar la LTP (38,39). La LTP és la millora de la fortalesa sinaptica entre neurones que €s
iniciada mitjancant despolaritzacié sincronitzada i aquest fenomen és considerat un model

cel-lular dels processos d'aprenentatge i memoria associativa.

El gen de BDNF codifica un precursor de la proteina (preproBDNF) que és escindit en el reticle
endoplasmatic a la proteina precursora (ProBDNF) i posteriorment és processada
proteoliticament per generar una proteina madura més petita (MBDNF) (Figura 2). La pro-
BDNF (35 kDa) és secretada de forma depenent de l'activitat juntament amb I'enzim activador
del plasminogen tissular que escindeix pro-BDNF en BDNF madur (14 kDa) (40) pero, pro-
BDNF no és un precursor inactiu i ha demostrat tenir efectes en el sistema nervids central que
sén independents del BDNF madur. Ambdues substancies sén actives via dos sistemes de
receptors diferents: els receptors selectius Trk que contenen un domini citoplasmatic per
activitat tirosina kinasa i els receptors p75NTR que no son selectius i no discriminen entre les
diferents neurotrofines (41). L’accié biologica de les neurotrofines pot ser regulada per I'accid

proteolitica, amb les proformes activant preferentment p75NTR per intervenir en I'apoptosi i les
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formes madures activant selectivament receptors Trk per promoure la supervivéncia. Si la
neurotrofina no pot activar els receptors Trk, hi ha eliminacio cel-lular a través del procés de

mort activa per p75NTR (41).
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Figura 2: Sintesi i emmagatzematge del BDNF en una neurona.

Inicialment es sintetitza en el reticle endoplasmic (ER) (1), el proBDNF s’uneix a la sortilina
intracel-lular del Golgi per facilitat el futur plegament de la proteina madura (2). Un motiu en
el domini madur de BDNF s'uneix a la carboxipeptidasa E (CPE), una interaccié que
emmagatzema el BDNF en grans vesicules denses, que s6n un component de la via
secretora regulada. En abséncia d'aquest motiu, el BDNF es classifica en la via constitutiva.
Després de la decisio respecte emmagatzematge, el BDNF és transportat cap al lloc
apropiat per l'alliberacio, siguin dendrites o axons. En alguns casos, el prodomini no és
escindit intracel-lularment mitjangant les furines o proteines convertases (PC1) (3), pel que
el proBDNF pot ser alliberat per les neurones. Proteines extracel-lular, tals com la
metaloproteines o la plasmina, poden escindir la pro regié per formar BDNF madur. Lu et al.,
2005

Els efectes més estudiats del BDNF son els intervinguts a través de la unié del mBDNF a TrkB.
Ambdds son altament expressats en el cervell adult. Quan el BDNF s’uneix a TrkB, hi ha
almenys tres vies de transducci6 de senyals que es poden activar (Figura 3) (42,43). En estadis
prenatals intervenen en la supervivéncia i diferenciaci6 de subpoblacions neuronals. En
neurones immadures el BDNF esta implicat en el creixement, diferenciacid, maduracio i
supervivéncia de neurones dopaminérgiques, GABAeérgiques, colinérgiques i serotoninérgiques
(44). En les neurones madures, el BDNF juga un paper important en la plasticitat sinaptica,
mitjancant el creixement i remodelacié axonal i dendritica, la formacié i funcié de les sinapsis
(45), l'increment de la neurotransmissio i la regulacié de la sensibilitat del receptor (35). La

pérdua experimental de la senyalitzaci6 de BDNF a través de models genétics o la manipulacio
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farmacologica condueix a l'alteracié de la LTP (46) i a la disminucié d'aprenentatge i de la
memoria (47). EI BDNF intervé en l'adaptacio de les xarxes neural que sén responsables de
diferents aspectes de la regulacié emocional (48,49) mitjancant modificacions estructurals i

funcionals que permeten la seva reorganitzacié en resposta a estimuls de I'entorn (45,50).

N P13K = Growth
. | P13K g AKT |
¥ m_)m = Survival

Figura 3: Activacié TrkB pel BDNF i cascades de senyalitzacié activades.
(INP13K/AKT (regula l'inici de la transcripcio | la supervivencia neuronal); (1) MAPK
(Fosforilaci6 CREB); (III)PLC-y (Fosforilaci6 CREB).

Adapted from: Green and Craddock (2005) and Nagahara and Tuszynski (2011).

Els altres efectes del BDNF son via ProBDNF, la qual s'uneix preferentment a p75NTR, que
activa diferents cascades de senyalitzacié intracel-lular que estan relacionades amb I'activacié
del senyal apoptosic i la iniciacié de la depressio a llarg termini de la transmissié sinaptica
depenent del receptor NMDA a l'hipocamp (51), fent una disminucié de la complexitat
dendritica i de la densitat d’espines en les neurones de I'hipocamp. Les neurotrofines utilitzen el

receptor mortal per podar les neurones eficientment durant els periodes de mort cel-lular que
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es produeixen durant el desenvolupament. La mort provocada per efecte proapoptosic de

p75NTR s’ha observat durant I'estres, la inflamacio i les lesions(52) (Figura 4).

Proneurotrophin N NGF, BEDNF,
NT3, NT4

Figura 4: Funcions i receptors de les neurotrofines.

Les accions de les neurotrofines son vehiculades per dos sistemes de receptors de
senyal transmembrana. Hi ha dos tipus classes de receptors, els Trk que s’uneixen
a la proteina madura i el p75 receptor de neurotrofina (p75NTR) que s’uneix a les
proneurotrofines, presentant respostes biologiques oposades. LTD: depressio llarg
termini; LTP, potenciacio a llarg termini. Lu et al., 2005.

En els periodes critics de la plasticitat cerebral que es produeixen durant el desenvolupament,
el cervell presenta elevada sensibilitat als efectes ambientals provocant modificacions a llarg
termini que impliquen aspectes estructurals i funcionals de l'activitat cerebral. L'expressié de
BDNF es veu afectada tant per estrés agut com cronic. S'ha proposat que els canvis cerebrals
poden resultar de les modificacions epigenetiques causades per les condicions de vida
adverses en fases inicials de la vida (53). Aquestes modificacions dels gens clau sén un
mecanisme mitjangant el qual les primeres experiéncies poden tenir un efecte a llarg termini-
potencialment tota la vida- sobre I'expressio genica i, en conseqiieéncia, sobre la funcié cerebral
i el comportament. Respecte als canvis provocats per experiéncies adverses inicials de la vida
s’ha observat metilacié del gen BDNF i alteracions en I'expressié del gen BDNF cortical amb
efectes al llarg de la vida perdo també transgeneracionals (54). L’accié farmacologica que

impedeix aquesta metilacié modifica aquestes alteracions.
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S’ha trobat un polimorfisme del BDNF localitzat en el nucleotid de la posicié 196 que implica el
canvi d’'una valina per metionina. El polimorfisme Val66Met s’ha associat amb una reduccié en
el processament i secreci6é de la proteina BDNF a través de les vies de secreci6 regulades i
amb alteracions en el transit intracel-lular del BDNF en neurones de 'hipocamp (55). Aquest
polimorfisme esta associat a alteracions en I'anatomia cerebral i en la memoria i pot jugar un
paper important en la resposta individual a la terapia antidepressiva. Els individus amb l'al-lel
met tenen una activacié hipocampal anormal, pitjor memoria episodica i de reconeixement
verbal, volums hipocampals més petits, perd també de talem, gir parahipocampal i amigdala,
encara que hi ha estudis que no mostren aquesta correlacié (56). En els darrers anys s’ha
relacionat aquests individus amb major susceptibilitat als efectes ambientals negatius i als
diversos estressos al llarg de la vida, presentant un major risc de depressié en aquestes
situacions (57). Els individus amb l'al-lel met mostren uns nivells de BDNF en sérum reduits,
independentment del sexe i clinica depressiva (58). L'al-lel Met incrementa el risc de depressio
en homes perd no en dones, tot i que estan distribuits de la mateixa manera entre sexes i que

no s’observen diferéncies en el BDNF plasmatic ni séric entre dones i homes (59).

El BDNF no solament es produeix a nivell cerebral i hi ha diverses fonts cel-lulars potencials de
BDNF incloent les cel-lules endotelials vasculars, les del muscul llis, els macrofags i els
limfocits activats (60—62). Les taxes de BDNF sériques s6n 100 més elevades que els valors
plasmatics suggerint un emmagatzematge tissular d’aquest marcador (63). ElI BDNF és
emmagatzemat en grans qualitats dins dels granuls alfa de les plaquetes sanguinies a través
d'un procés d’internalitzaci6 del BDNF plasmatic i alliberats posteriorment a [I'activacié
plaquetaria induida per diferents agonistes (Trombina i col-lagen) (64). S’ha demostrat que la
guantitat de BDNF en sérum és quasi idéntic a la quantitat de BDNF trobat en plaquetes lisades
(64) i la diferéncia entre els nivells en plasma i en sérum semblen reflectir les quantitats de
BDNF emmagatzemades en les plaquetes circulants. Una part substancial del BDNF circulants
podria originar-se a les neurones i a les cel-lules glials del sistema nerviés central (65,66).
L’explicacié podria ser I'existéncia d’'un transport bidireccional de BDNF que creua la barrera

hematoencefalica, consistent en un sistema de transport actiu saturable d’'alta capacitat de
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BDNF que passa de la sang al cervell i que es reabsorbeix des del liquid cefaloraquidi a la sang
(66,67) i la quantitat de BDNF plasmatic podria ser considerada un reflex parcial de la secrecio
de BDNF pel sistema nerviés central (68). També cal tenir em compte que hi ha factors
endogens i exogens susceptibles de modificar les taxes de neurotrofines circulants i tissulars,
alhora que hi ha una variacié circadiana dels nivells circulants en sang de neurotrofines. S’ha
considerat com a factors que influeixen en la dinamica de formacié i alliberacié de neurotrofines

la llum, l'activitat fisica, la glucosa en sang, I'edat, I'obesitat i alguns tractaments (68).

La seva preséncia i abundancia en el cor, la melsa, la pell, 'endoteli vascular, les plaquetes i el
plasma suggereixen un paper fisioldgic en la biologia dels teixits no cerebrals.
L’emmagatzematge de BDNF plaquetariament pot jugar un paper durant el traumatisme tissular
o lesio del nervi mitjangant I'alliberacié del seu contingut en el lloc de la lesié. El BDNF també
podria actuar com un enllag entre el sistema nerviés i 'immunologic, ja que la neurotrofina
bioldgicament activa és produida per les cél-lules immunes en diversos processos inflamatoris
(69). A més daix0, una regulacié a l'alca de l'expressi6 de BDNF de forma aguda s'ha
demostrat en un model experimental de lesié nerviosa (70), juntament amb un paper funcional
en l'autoimmunitat neuroprotectora (71). Una altra funcié en la qual esta implicat el BDNF és en
el creixement de les cel-lules tumorals (72). En I'ambit cardiovascular, la participacié del BDNF

es discutira més endavant

BDNF EN LA DEPRESSIO

Hi ha evidéncies solides de la importancia de les neurotrofines en la regulacié de I'humor
(73,74). L’etiologia de la depressi6 seria causada per una alteracié en el balang entre la mort
neuronal i la neurogénesi (75). L’estrés, que és un factor de risc per depressié major, s’ha
relacionat repetidament amb baixos nivells d’expressiéo de BDNF en models animals i reduccio
en la llargada i nombre de branques de les neurones CA3 de I'hipocamp (56). En estudis
postmortem de pacients depressius i victimes de suicidi s’observa una disminucié del BDNF a
I'hipocamp (8,76). Aquesta zona és on es produeix el procés de neurogénesi adulta, el que

implica una relacié entre el BDNF i la neurogénesi. Perd no tots els estudis han trobat una
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reduccié del BDNF en I'hipocamp i una possible explicacié per aquest fet és que els estudis
utilitzen diferents protocols d’estrés i es conclou que els efectes de I'estres en el BDNFmMRNA
de I'hipocamp sén dependents de diversos factors: a) el tipus d’estressor: la seva intensitat,
duracié, frequiéncia, nombre d’exposicions, ...; b) el procediment utilitzat per mesurar els nivells
de BDNF i c) les isoformes mesurades en cada estudi (56). Altres arees com el cortex

prefrontal també mostren canvis en I'expressié del BDNF enfront de I'estrés (56).

Els estudis clinics han trobat nivells de BDNF més baixos en pacients depressius que en
subjectes sans mentre que els tractaments antidepressius promouen un increment d’aquests
nivells (77). En alguns estudis aquests nivells de BDNF disminuits s’han correlacionat amb
puntuacions superiors en les escales d’avaluacié de la depressio (78), encara que hi ha estudis
gue no han trobat aquesta correlacio (79,80). Cal destacar que alguns estudis han suggerit una
especificitat de génere respecte als nivells de BDNF durant la depressio, mostrant que els

homes mostren nivells en serum superiors als de les dones (58).

La darrera metanalisi publicada (81) conclou que hi ha concentracions de BDNF en sérum
baixes en els pacients depressius sense tractament respecte als controls sans i als pacients en
depressio tractats. No obstant aix0, quan es tenen en compte els biaixos de publicacié, la mida
de l'efecte esdevé substancialment més petit que en els estudis anteriors (78,82,83), alhora
gue no troba associacions consistents entre les concentracions de BDNF séric i la gravetat de
la simptomatologia depressiva. Aquestes diferéncies respecte a estudis anteriors es poden
deure a caracteristiques no avaluades en els estudis com el consum d’alcohol, consum de
tabac, problemes d’insomni, estacionalitat o exposicié al trauma, ... a I'heterogeneitat de la
malaltia depressiva o al fet que els dissenys tenen baixa poténcia i hi ha biaixos de publicacio
que fan que calgui fer una interpretacid critica dels resultats. Els autors finalitzen I'article
destacant que les menors concentracions periferiques de BDNF en la depressid i la regulacié a
I'alca en el curs del tractament antidepressiu poden ser un epifenomen resultant de I'expressié

alterada del BDNF o del seu metabolisme en els organs periférics.
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Hi ha pocs estudis que avaluen els nivells de BDNF intraplaquetaris. Els dos estudis que
avaluen els nivells de BDNF en plaquetes de forma directa mostren reduccions en els nivells de
BDNF en plaquetes, perd aquests dos estudis no han avaluat els efectes del tractament
(84,85). La resta d’estudis avaluen els nivells en plaquetes a partir de la diferéncia entre sérum

i plasma, ja que les plaquetes és el principal magatzem de BDNF.

EFECTE DELS ANTIDEPRESSIUS SOBRE EL BDNF

La infusi6 de BDNF a regions de I'hipocamp i del cervell mitja mostren un efecte similar als
antidepressius en models animals en situacions d’estrés. També s’ha demostrat que la infusio
del BDNF promou la funcid, poda i creixement de neurones serotoninérgiques en el cervell
adult de rates i incrementa els nivells de noradrenalina a I'hipocamp (63,86—88). No obstant
aixo, aquest efecte és especific de certes arees cerebrals, ja que la infusid6 de BDNF en I'area
tegmental ventral (VTA) o en nucli acumbent incrementa els comportaments depressius i
aquests efectes sén contrarestats per inhibidors del BDNF que fan una funcié antidepressiva

(89).

L’administracio de farmacs antidepressius ha demostrat un augment en els nivells de BDNF en
models animals (7), tant a escala circulant com un augment de I'expressi6 de BDNF en
I'hipocamp (48). El bloqueig del SERT pels ISRSs incrementen els nivells de BDNF mitjan¢ant
increment de la serotonina extracel-lular i la fosforilaci6 de CREB (CAMP response element-
binding), un factor de transcripcié nuclear que regula la transcripcié de BDNF (90) (Figura 5).
De la mateixa manera, els entorns d'exercicis aerobics i enriquits solen augmentar el BDNF
hipocampal i els seus efectes de tipus antidepressiu depenen d’una neurogénesi intacta
(91,92). Aquests canvis s’observen durant els tractaments prolongats i no en fase aguda i la
durada del tractament antidepressiu que porta als efectes terapéutics inicials presenta una
bona correlacié amb els dies de tractament repetit que es requereixen per observar un augment

en I'expressio de BDNF i TrkB (93). El BDNF és necessari per a una resposta al tractament

32



antidepressiu pero una delecié parcial del BDNF no és suficient per provocar un fenotip
depressiu (56). Per tant, es pot considerar que la neuroplasticitat, la neurogénesi i la
sinaptogénesi induida per la terapia antidepressiva poden ser realitzades, almenys en part pero

no totalment, a través de BDNF (94).
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Figura 5: Vies de senyalitzacié regulades pel tractament cronic amb antidepressius.
Els antidepressius inhibidors de la recaptaci6 de la 5-HT (SSRI), inhibeixen la recaptacié de 5-HT pel
bloqueig del transportador de 5-HT (SERT). Aix0 provoca la regulacié dels receptors postsinaptics
acomplats a protein G, els quals s’uneixen a una serie de sistemes de segons missatge, incloent la
protein quinasa A-cAMP i la via CREB. Aquests efectes requereixen el tractament cronic amb SSRI,
provocant la desensibilitzacié dels autoreceptors 5-HT. Contrariament, el glutamat produeix una rapida
excitacié de les neurons via estimulacio dels receptors ionotrofics, incloent receptors AMPA i NMDA,
resultant en una rapida despolaritzacio i de senyalitzacio intracel-lular, com la induccié de proteina
quinasa depenent de Ca2+-calmodulin (CAMK). Agquests dos neurotransmissors provoquen la
regulaci6 de multiples respostes fisiologiques, incloent la regulaci6 de la plasticitat sinaptica i
I'expressio génica. Una de les substancies regulades per aquestes vies és el BDNF. El polimorfisme
genétic Val66Met evita el transport dins de la dendrita, empitjorant I'alliberaciéo de BDNF.

SNP, single nucleotide polymorphism.Sternberg, 2012

Els ratolins amb mutacions del BDNF amb la variacié met del gen del BDNF exhibeixen nivells
d'ansietat superiors que no poden revertir-se amb l'antidepressiu fluoxetina, implicant que es
requereix el BDNF en l'eficacia terapéutica de I'antidepressiu (95). Els ratolins amb receptors
TrkB sobreexpressats i una millor senyalitzaci6 de BDNF i els ratolins salvatges que se'ls va

administrar fluoxetina van mostrar resisténcia en models animals de depressio (96). Els efectes
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antidepressius de la ketamina estan bloquejats en rates BDNF-knockout (95,97). Per tant, el
BDNF també regula la funcié de receptors NMDA i la maduracié sinaptica (98) i I'efecte de la
ketamina pot ser més rapid perqué actua sobre l'alliberaci6 de BDNF depenent d’activitat,
mentre els altres antidepressius no actuen sobre lalliberacié. En resum, els antidepressius
provoquen un increment i un manteniment adequat de la connectivitat sinaptica, permetent que

es reinstauri el funcionament optim dels circuits implicats en I'afecte (30).

Malgrat que hi ha prou evidéncia de la resposta del BDNF al tractament antidepressiu, altres
treballs han descobert diverses excepcions notables (99,100). Algunes de les discrepancies
entre els resultats dels estudis de BDNF podria estar relacionat amb el fet que la proteina es
processa enzimaticament de manera complexa. La proteina BDNF madura sembla ser induida
més rapidament que mRNA, el que pot tenir diverses explicacions: estar elevades per
mecanismes posttranscripcionals o per canvis en el processament de pro-BDNF mitjancant els
enzims proteolitics (101) o altres mecanismes no descoberts. En dltima instancia, les
diferencies en el moment de I'exposicié i la naturalesa dels antidepressius o estimul
probablement influeixen de forma Unica en el processament posttraduccional de BDNF, aixi

com la maquinaria transcripcional del promotor de BDNF i altres regions reguladores.

Els estudis en humans, una metanalisi de 8 estudis clinics va estudiar la concentracié mitjana
de BDNF en sérum abans i després del tractament antidepressiu, mostrant un increment del
BDNF durant el tractament antidepressiu, assolint-se nivells de BDNF similars als del grup
control sa (82). Una segona metaanalisi (78) va confirmar aquests resultats i va reportar una
correlacié significativa entre els canvis en la concentraci6 de BDNF seric i els canvis en la

gravetat de la depressio.

Hi ha menys estudis sobre la relacio entre BDNF plasmatic i resposta al tractament
antidepressiu en la depressio. La concentracié mitjana de BDNF plasmatic és significativament
inferior en els pacients depressius en fase aguda comparat amb els controls sans i
s’incrementa durant la terapia antidepressiva efica¢ (80,102,103), mentre que no s’observaven

canvis estadisticament significatius en els nivells de BDNF plasmatic en el grup de no
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responedors (103). Els estudis que han investigat el BDNF en sérum i en plasma suggereixen
que aquestes molécules sén marcadors de resposta al tractament independents i que el
plasma podria ser un marcador d’estat de depressid, el qual s'incrementa amb el tractament
antidepressiu efectiu (83,104). DellOsso et al. 2010 mostra que el BDNF plasmatic esta
associat amb la gravetat de la malaltia, la recurréncia i els simptomes en pacients depressius
(102). L'estudi de Dreimdiller 2012 troba que hi ha un increment del BDNF plasmatic que pot

produir-se rapidament després d’iniciar-se el tractament antidepressiu, en 7 dies (105).

SEROTONINA

La serotonina (5-HT) és derivada de I'aminoacid essencial L-triptdfan. El sistema serotoninergic
és filogenéticament antic i esta implicat en multiples funcions que inclouen el control de I'humor,
el son, la ingesta, funcions cognitives com I'aprenentatge i la memoria i els comportaments
relacionats amb la recompensa i la prediccié de castig. Respecte a la localitzacio, la trobem en
un 90% en el tracte gastrointestinal amb la funcié de contraccié del mascul llis, en un 8% en els
granuls densos de les plaquetes i en el plasma, implicada en I'agregacio plaquetaria i exercint
un efecte vasoconstrictor, i al voltant de I'1% en les terminacions nervioses actuant com a
neurotransmissor (106). Aquest sistema ha de respondre rapidament als senyals, mentre
assegura I’homeodstasi. Una visié més recent indica que la serotonina incrementa la sensibilitat
als estimuls ambientals, fent de mediadora de les respostes adaptatives als canvis ambientals i

assenyalant la disponibilitat de recursos o la preséncia d’amenaca (107).

El sistema serotoninérgic consta de 14 receptors de 5-HT, agrupats en 7 subfamilies, que
posseeixen una estructura heptahelicoidal i estan units a proteines G, excepte els receptors 5-
HTsa | 5-HT3g que s’uneixen a canals d’ions i un transportador de la recaptacioé de serotonina.
Els receptors de serotonina estan presents en multiples localitzacions i amb funcions

pleiotropiques (108). De tots els receptors, el 5-HT,5 és d’especial intereés en la clinica perqué
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intervé en diverses de les funcions fisiologiques de la 5-HT. Aquests receptors s’han trobat en
diferents parts del sistema nerviés central i periféric, inclosos el cortex cerebral, ganglis basals,
hipocamp, talem, cerebel i hipotalem (Figura 6). En la periferia es localitza en les plaquetes i en
el muascul llis (108). S’ha implicat en la contraccioé del muscul llis vascular i extravascular i en
I'agregacié plaquetaria (109). El receptor 5-HT,4 s’ha vist implicat en I'activacié de la fosfolipasa

C (mobilitzacio6 de calci intracel-lular) i de la fosfolipasa A, (alliberacio d’acid araquidonic).

La disponibilitat de 5-HT esta estrictament limitada per un mecanisme selectiu i actiu de
recaptacié que actua a través d’una proteina especifica, el transportador de 5-HT. S’ha trobat
un Unic transportador de la recaptacié de la serotonina (SERT), que és el mecanisme principal
de regulacié dels nivells de serotonina a la sinapsi i de finalitzar I'activitat del neurotransmissor.
L’activitat del SERT esta regulada pels receptors 5-HT,z (110) que operen en les neurones
primaries del nucli de rafe i controlen el sistema de transport de la serotonina global. En
abséncia de serotonina externa, el receptor 5-HT,g s’acobla a la produccié d’oxid nitrds que
assegura la fosforilacié del transportador de serotonina a nivells basals i la recaptacié maxima
de serotonina. Si hi ha preséncia de 5-HT, el receptor 5-HT,5 s’acobla a proteina kinasa C per
promoure fosforilacions addicionals del transportador de serotonina i de la subunitat Na+, K+-
ATPase, empitjorant el gradient electroquimic necessari per a la recaptacié de serotonina.
Aquest mecanisme esta inhibit per diferents substancies (antidepressius, cocaina,
amfetamines, ...). El SERT es troba a les terminals presinaptiques i en els axons i cossos
cel-lulars serotoninérgiques del nucli del rafe, seguit per hipotalem, amigdala, putamen, caudat,
hipocamp, insula i cortex prefrontal i cerebel-16s (111) i a nivell periféric també s’ha trobat en
les cel-lules epitelials de I'intesti (112), en el cor, en la glandula suprarenal, en els vasos

sanguinis, en plaquetes (113) i en limfocits (114).

Existeix una variacid genética del transportador de serotonina en el cromosoma 17g11.2-q12
que inclou un polimorfisme del promotor d’aquest gen (5-HTTLPR). Es un polimorfisme per
insercio/delecio, on un segment del parell de bases 44 és present (L al-lel) o absent (S al-lel).
Aquest gen afecta la velocitat de recaptacié de serotonina, disminuint I'expressié de SERT i la

seva activitat de recaptacié. Les dades de funcionalitat indiquen que l'al-lel S redueix la
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transcripcio (115) i aquest al‘lel s’ha associat amb susceptibilitat amb la depressié major, tot i
que aquesta troballa no és universal (116,117) i esta relacionada amb la preséncia d’estres o
estimuls negatius perqué es presenti aquesta associacio. L’al-lel S també s’ha relacionat amb
un fenotip d’ansietat incrementada i major resposta a estimuls de por, alhora que a una menor

resposta a ISRS (118).

Basal Forebrain

Hypothalamus %

Hippocampus _

Dorsal Raphe
Median Raphe

L

Figura 6: Representacio esquematica dels sistema serotoninérgic central huma.
Adaptacié de Feltenand and Shetty, 2010

IMPLICACIO SEROTONINA EN LA DEPRESSIO

No hi ha una anomalia Unica en el sistema serotoninérgic que sigui comd a la majoria de
pacients amb depressié major i cal destacar que hi ha molts factors de control neuronal sobre
la concentracié sinaptica de 5-HT i sobre la resposta postsinaptica d’aquesta com serien: la
disponibilitat de triptofan, les variants genetiques de la hidroxilasa 2 triptofans, els receptors 5-

HT14 del cos neuronal, els autorreceptors 5-HT 3 terminals, el SERT, les monoamines oxidases

37



que inactiven 5-HT i els polimorfismes dels diferents receptors 5-HT postsinaptics. Si hi ha una
anomalia Unica, aquesta pot conferir solament un lleuger increment del risc de desenvolupar
depressi6. Es possible que examinant diversos factors que controlen la transmissio
serotoninérgica s’enfortiria el vincle directe entre la deficiéncia del sistema 5-HT i la depressié

major (119).

Algunes de les troballes en pacients deprimits s6n una disminucié de la concentracio del
metabolit de la serotonina, baixa densitat de receptors SERT principalment en el cortex
prefrontal ventral (120), increment del nombre de receptors postsinaptics 5-HT14 (121) i una
baixa concentracié6 de triptdfan que s'utilitza per a la sintesi de serotonina. Un model
experimental de deplecié de triptofan, I'aminoacid precursor requerit per a la sintesi central de
la serotonina, provoca una recaiguda greu aguda en els pacients en remissié de la depressio

major tractament amb inhibidors selectius de la recaptacio de serotonina (122).

SEROTONINA | FARMACS:

La recaptacié de serotonina per la sinapsi es pot manipular mitjancant farmacs i les vies de la
serotonina (5-HT) continuen essent una diana important dels farmacs psicotropics. Els
antidepressius ISRSs i alguns triciclics incrementen la neurotransmissié serotoninergica,
almenys en part, per bloqueig dels llocs d'unié de la serotonina amb el SERT. Els diferents
ISRSs s’uneixen al transportador de serotonina amb una taxa d’ocupacié similar pero diferent
durada i poténcia. Aquesta inhibicié prevé la recaptacié de la 5-HT dintre de la neurona (123) i
incrementa la quantitat de serotonina en l'escletxa sinaptica, on esta lliure per viatjar a
receptors més distants i continuar reaccionant amb receptors propers. L’ increment inicial en la
serotonina es produeix sobretot en el cos cel-lular i en les dendrites localitzades en el rafe
mesencefalic a causa del bloqueig del SERT en aquella regié perd no tant en I'axé terminal.
Quan els nivells de serotonina s’incrementen en l'area somatodendritica, estimulen els
autorreceptors 5-HT;, d'aquesta regié i la freqiéncia d’alliberaci6 de les neurones

serotoninergiques esta inhibida. Aquests efectes farmacologics immediats no expliquen les
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accions terapéutiquess pero si els efectes secundaris inicials. L’estimulacié prolongada dels
autoreceptors 5-HT;4 somatodendritics produeix una regulaci6 a la baixa d’aquests
autoreceptors i la seva desensibilitzacid, provocant una desinhibicid de [Ialliberacio de
serotonina als axons terminals i un increment del flux d'impuls neuronal, que correspondria a
linici de laccié terapéutica. L’increment d’alliberacié de la serotonina als terminals, en
preséncia d’'una bomba de recaptacié de serotonina inhibida, incrementa la disponibilitat de
serotonina en la sinapsi 1 provoca que els receptors postsinaptics serotoninérgics també es
desensibilitzin. Per tant, la millora clinica amb ISRS no es deu a la mera inhibicié de la
recaptacio, perqué la injeccié aguda d’antidepressiu no produeix aquest efecte, sin6 que cal
que l'autorreceptores del terminal que controla l'alliberament de 5-HT a la sinapsi es
desensibilitzi igual que el seu company del cos cel-lular que controla l'activitat d’alliberacio

(119,124).

Respecte a altres tractaments no selectius de la serotonina, 'administraci6 a llarg termini dels
antidepressius triciclics (ADT) sensibilitzen la resposta dels receptors 5-HT postsinaptics en les
estructures del cervell anterior (125) i la terapia electroconvulsiva de forma repetida causa una
millora de la neurotransmissio serotoninérgic. Altres farmacs que inicialment no actuen sobre la
serotonina perd que soén efectius per la depressié, com el pramiprexol, 'agomelatina i alguns

antipsicotics, també mostren un increment de la transmissié de serotonina (119).

SEROTONINA | BDNF

La serotonina i el BDNF modulen les respostes conductuals a I'estrés i intervenen en l'eficacia
terapeutica dels antidepressius a través de mecanismes neuroplastics i epigenetics. La
comunicaci6 entre aquests dos sistemes és bidireccional i pot ser crucial per controlar la funcié
cerebral, el manteniment de la neuroplasticitat i la seva resposta a estimuls ambientals (Figura
7). Modificacions negatives en aquestes dues substancies durant els periodes critics del
desenvolupament poden afectar el desenvolupament cerebral, reduir la resiliéncia als canvis

ambientals i provocar alteracions fenotipiques que s’observen tota la vida. Conéixer les
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relacions entre 5-HT i BDNF pot incrementar el coneixement de I'etiologia de les malalties
mentals i portar a la identificacié6 de noves dianes moleculars Utils pel tractament (126). Una
regié en que els dos sistemes convergeixen és I'hipocamp, també implicat en la depressio i en

el tractament antidepressiu.

El BDNF influeix en el fenotip, la maduracié, la plasticitat estructural i la funcié de les neurones
serotoninérgiques. EI BDNF i el seu receptor TrkB estan expressats en les neurones
serotoninérgiques en el nucli del rafe (90,127) i el BDNF de I'hipocamp és transportat
retrogradament a les neurones del nucli del rafe (128). L'exposicié prolongada de BDNF en
I’hipocamp disminueix els nivells de receptors 5-HT,,, perd no s’observen canvis en els nivells
del receptor 5-HT;4 (129). La regulacid del fenotip serotoninérgic s’observa a través d’un bucle
auto/paracri en qué I'activacié dels autoreceptors 5-HT,5 per la 5-HT provoca una regulacio a
l'alca de BDNF i una activacié de TrkB que, al seu torn, promou la maduracié del fenotip
serotoninérgic. El tractament antidepressiu pot engegar el circuit de feedback positiu que porta
a un increment en el BDNF, millorant el funcionament del sistema serotoninérgic que condueix
a més BDNF (126). ElI BDNF també pot influir indirectament el desenvolupament del sistema
serotoninérgic a través de les cel-lules glials. La infusié local de BDNF en rates mostra un
efecte protector per lincrement de brotacid regenerativa dels axons 5-HT, alhora que
s’incrementen els nivells del metabolit de la serotonina en I'hipocamp, estriat, cortex i
substancia negra i un increment del turn-over de 5-HT. L’activacié de TrkB incrementa la funcié
del receptor 5-HT14 en hipocamp (130). La injeccié de BDNF a I’hipocamp mostra una reduccié
del comportament de desesperacid, perd un increment de I'ansietat aguda i el bloqueig dels

receptors 5-HT, reverteix els efectes ansiogenics del BDNF (126,131,132).

La disminucié de I'expressié de BDNF comporta canvis funcionals en el sistema serotoninérgic,
expressats com una reducci6 de la funcié dels receptors 5-HT14 i del SERT en I'hipocamp i un
deficit greu del receptor 5-HT,, en el cortex prefrontal i en el nucli dorsal del rafe (126). Estudis
en animals BDNF"" no mostren lesions estructurals dels axons serotoninérgics i mostren nivells
normals de 5-HT, perd s’observa una alteracio dels nivells de SERT i una insensibilitat a ISRS.

En mutacions Val66Met del BDNF s’observa una reduccié del 30% en l'alliberacié6 de BDNF
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depenent d’activitat des de les neurones el que provoca un empitjorament de la resposta als

ISRS (133,134).

En la relacié inversa, els increments dels nivells de la serotonina indueixen increments o
reduccions en els nivells de BDNF depenent de la regidé o dosis. L’exposicid cronica (135) a
ISRS s’ha associat a una regulacié a 'alga de la transcripcié de BDNF en el cortex prefrontal i
hipocamp, perd la magnitud i I'especificitat anatomica d’aquests canvis depenen de variables
com la durada del tractament, la dosis i el tipus de drogues, i és dependent de la regi6 cerebral
i del context ambiental, requerint la preséncia d’ambients enriquits (136). Aquests canvis
suggereixen que una millora dels nivells sinaptics de 5-HT provoquen una regulacié a l'alca de
la transcripci6 de BDNF que contribueix o manté lactivitat antidepressiva (31,137,138).
L’administracio prolongada de ISRS pot reinstaurar una forma juvenil de plasticitat en
estructures cerebrals seleccionades a través de la modulacioé dels circuits relacionats amb
BDNF, ja que la inhibici6 del senyal de BDNF via bloqueig del TrkB porta a un retrocés dels

efectes de millora de la fluoxetina en la plasticitat neuronal.

La relacid entre els receptors de 5-HT i els nivells d’expressié de BDNF sén complexos.
L’estimulacié dels receptors 5-HT;4 regula a l'algca els nivells de mRNA BDNF i estimula la
neurogenesi en I'hipocamp (90), perd els canvis en I'expressi6 de BDNF provocats per
fluoxetina no poden ser bloquejats per inhibidors especifics del receptor 5-HT;,, indicant que
altres receptors 5-HT podent estar involucrats en la regulacié de I'expressié de BDNF (139).
L’estimulacié dels receptors 5-HT,sc regula a l'alga els nivells de mRNA de BDNF i
'antagonisme de 5-HT,, mitjancant ketanserina bloqueja parcialment I'efecte de I'estrés sobre
I'expressié de BDNF i indicant que l'activitat d’aquest receptor també esta involucrat en els

canvis en I'expressié de BDNF en situacions d’estres.

Respecte al transportador de serotonina, s’observa que delecions genétiques del SERT
provoquen fenotips d’ansietat i depressié. Delecions parcials de SERT, que simulen la situacio
que es dona en els portadors de la variant curta del transportador de serotonina (5-HTTLPR),

mostren una reduccié de I'expressié de BDNF en I'hipocamp i en el cortex prefrontal, nivells
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reduits de BNDF en serum (140,141), alteracions en el sistema gabaérgic (142) i provoquen
que el cervell sigui més vulnerable a les situacions dificils. L’al"lel S de 5-HTTLPR i I'al-lel Met
de BDNF s'influeixen sinergicament en els fenotips relacionats amb depressio, exhibint major
ansietat, nivell superiors de glucocorticoides i major reduccié en el nombre de dendrites i
d’espines dendritiques en I'hipocamp quan s’exposen a l'estrés. EIl SERT també influeix en els
canvis epigenetics del BDNF que poden produir-se durant el desenvolupament perd manifestar-
se en fases més tardanes quan altres factors contribueixen a canvis en la transcripcio (143).
Una reducci6é de la funcié de SERT i un increment dels nivells de 5-HT en fases inicials del
desenvolupament, porta a una disminucio de I'expressié génica de BDNF que es manté per un
increment de la metilacié del DNA i una reduccié en I'expressié dels factors de transcripcio. La
serotonina pot desenvolupar els seus mecanismes epigenétics via el receptor 5-HT1, i aquest
receptor esta unit positivament amb I'expressié génica de BDNF i esta regulat a la baixa en
rates SERT” (144). Com el BDNF és protector de I'estrées en fases inicials de la vida, els
efectes adversos o condicions ambientals negatives que es produeixen durant el periode critic
del desenvolupament poden portar gradualment a alteracions fenotipiques que perdurin al llarg
de la vida per metilacié del BDNF. Un bloqueig del SERT en I'adult incrementa els nivells de 5-
HT que té efectes oposats provocant un augment de I'expressié de BDNF el que normalitza els

defectes associats amb les condicions patologiques (126).
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Figura 7: Relacio entre el BDNF i 5-HT en les fases de desenvolupament i en I’adult.

SEROTONINA | HEMOSTASIA

L’hemostasia és el conjunt de processos que té I'organisme que permet que la sang circuli en
estat fluid pels vasos. L’hemostasia també actua quan es produeix un dany vascular provocant
la formacié d’un tap hemostatic que deté I'hemorragia i posteriorment repara la lesié. Si hi ha
un defecte en I'hemostasia es poden donar complicacions de tipus hemorragic i si hi ha un
excés, les complicacions sén de tipus trombotic. Les plaquetes estan implicades en el
manteniment de I'hemostasia fisiologica a través de la formacié d’'un tap plaquetari, en el
procés conegut com a hemostasia primaria. Les plaquetes no contenen nucli, perd posseeixen

en el seu interior granuls alfa on s’emmagatzema factor von Willebrand (FVW), factor V de la
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coagulacid, factor XIlIl, fibrinogen i inhibidor de I'activador del plasminogen (PAIl). També s’hi
troben granuls densos en els quals s’emmagatzema ADP, calci i 5-HT (145). Les plaquetes
posseeixen diversos receptors de serotonina, el 5-HT,a, €l 5-HT3 i el SERT, en les seves
membranes equivalents als que es troben en les neurones serotoninergiques (108,146) i la
serotonina és incorporada rapidament dintre de les plaquetes, emmagatzemada en els granuls
densos i secretada durant I'estimulacié (147). La 5-HT no és un agonista débil per les plaquetes
humanes i actua accentuant I'activacié plaquetaria, potenciant les respostes procoagulants i

incrementant la trombogénesi sobre les superficies vasculars danyades (148,149).

L’activacié de les plaquetes provoca canvis en la forma, assemblatge del citosquelet, fusié de
granuls plaquetaris amb el sistema canalicular obert, contraccié interna i alliberacié del
contingut dels granuls a la circulacié (150) (Figura 8). També es produeix acid araquidonic dins
de la plaqueta que és transformat en tromboxa A, a través de la ciclooxigenasa (151). El
tromboxa A, és un vasoconstrictor, a I'igual que la 5-HT i estimula I'alliberacié d’ADP promovent
I'agregacié plaquetaria. Durant I'activacié plaquetaria també s’exposen fosfolipids anionics en la
superficie plaquetaria que faran de catalitzadors de la coagulacié, ja que proporcionen la
superficie adequada sobre la que s’uneixen els complexos enzimatics de la coagulacié.
L’exposicié d’aquests fosfolipids és coneguda com a expressié d’activitat procoagulant (152).
Les plaquetes activades utilitzen la 5-HT per incrementar I'expressié i la retencié de proteines
procoagulants a la seva superficie tals com el fibrinogen i el factor de coagulacié V, que
juntament amb fosfolipids actius poden incrementar els mecanismes de la coagulacié (153).
Aquestes plaquetes interaccionen amb les cel-lules endotelials provocant 'alliberacié de factors
solubles, inclosos B-thromboglobulin (3TG) i factor plaquetari 4 (PF4), a la circulacié general.
Posteriorment a la reaccié d’alliberacié s'expressa en la superficie de la plaqueta activada
glicoproteina (GP) llb-Illa activa que permet I'agregacié de les plaquetes entre si, utilitzant com a
pont molecular fibrinogen i FVW. Quan es produeix una lesié en la paret vascular queden exposats
a la circulacid elements del subendoteli com el factor tissular (FT), el col-lagen i el FVW,
responsables de lactivacié de les plaquetes i dels mecanismes de la coagulaci6. Aquesta
interaccio permet a les plaquetes circulants detectar les zones lesionar-se, activar-se i adherir-

se per cobrir el maxim de superficie. El resultat és la formacié d’'un tap hemostatic primari que
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posteriorment, després de I'activacié dels mecanismes de la coagulacid, es consolidara per una

malla de fibrina que es coneix com hemostasia secundaria (Figura 9).

L’exposicio de factor tissular (FT) en les zones lesionades és el principal iniciador de la coagulaci6 i
juga un paper critic en 'hemostasia (154). En un primer pas el FT forma un complex amb el FVII
que requereix calci i posteriorment s'inicia una cascada d’activacions successives de diferents
factors. Aquesta cascada de la coagulacié t¢ com a catalitzador els fosfolipids anionics de la
superficie de les plaquetes activades. L'objectiu és la generacié de trombina (155) que permet
formar una malla de fibrina que estabilitza el tap hemostatic i I'activacié de noves plaquetes.
També es coneix que I'exposicio de FT en els llocs de disrupcié de les plaques arteriosclerotiques
juga un paper critic en les complicacions isquémiques causades per les plaquetes, encara que no

s’ha mostrat una interaccié directa del FT amb les plaquetes.
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Figura 8: Activaci6 plaguetariai funci6 de la serotonina.

El col-lagen exposat després del dany de I'endoteli, entre altres factors, estimua I'activacié plaquetaria i
Fadhesio a la paret vascular. Després de I'activacié s’observa un canvi en la forma de les plaquetes i el
contingut dels granuls intraplaquetaris s’allibera, incloent serotonina (5-HT) a partir dels granuls densos i
tromboxa A, (TXA:) produits a partir d’acid araquidonic (AA). Tots aquests fenomens son calci-dependents
i amplifiquen l'activacié plaquetaria. Els receptors de GP llb/llla s’expressen en la membrana de les
plaquetes i s'uneixen a fibrinogen, la via comu per a 'agregacio plaquetaria. La serotonina actua sobre els
receptors 5-HT2a localitzats a la paret vacular i a les plaquetes i és capturada per un transportador
especific de la recaptacié de la serotonina (5-HTT o SERT) de la membrana cel-lular. Els inhibidors
selectius de la recaptacié de serotonina (ISRS) bloquegen SERT el qué condueix a un esgotament del
contingut de la serotonina de les plaquetes amb el temps, perjudicant parcialment la seva funcionalitat. La
GP Ib és el receptor de plaquetari per al factor de von Willebrand (VWF). GP VI és el receptor per al
col-lagen de les plaquetes. El P2Y1, és el receptor plaquetari de difosfat d’adenosina (ADP).

De Abajo, 2011
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(A) La cascada de la coagulacié, que afavoreix la formacié de coaguls, s'inicia in vivo pel factor
tissular i el factor Vlla (FVIla) i condueix a la conversié de protrombina en trombina pel complex de
protrombinasa (FXa i FVA). L'escissio posterior de fibrinogen per la trombina, juntament amb
l'agregacié de plaquetes, pot resultar en la formacié d'un trombus. El coagul de fibrina s'estabilitza
addicionalment per FXIIl, que també és activat per la trombina, i el procés de coagulacié es veu
magnificat per altres bucles de retroalimentacié positiva.

(B) La fibrinolisi mediada per la plasmina, resultant en productes de degradacié de fibrina i la lisi del
coagul, es produeix després de la conversi6 de plasminogen en plasmina per l'activador de
plasminogen de tipus tissular (tPA). L’inhibidor de l'activador del plasminogen 1 (PAI-1) inhibeix
rapidament tPA. a-2-antiplasmina (a-2-AP) inactiva la plasmina mitjancant la formacié d'un complex
1:1 inhibitori amb la plasmina circulant. L'inhibidor de la fibrindlisi activat per trombina (TAFI)Thrombin-
activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI)cleaves the C-terminal lysine residues of fibrin, preventing the co-
activation of plasminogen by fibrin Thrombin (TAFI) escindeix els residus de lisina C-terminals de la
fibrina, prevenint la co-activacio de plasminogen per fibrina. Bodary et al., 2002

S’ha descrit una subpoblacié de plaquetes anomenades plaquetes coated (156) les
caracteristiques principals de les quals sén: 1) la presencia de proteines procoagulants dels
granuls alfa intraplaquetaris units a la membrana externa de les plaquetes activades, 2)
exposicio de fosfolipids anionics i 3) presentar permeabilitat a la calceina (157). Les proteines
implicades, el factor V, el fibrinogen i la trombospondina posseeixen zones d’uni6 a 5-HT
(158). ElI mecanisme pel qual proteines amb caracter procoagulant queden unides a la
membrana plaquetaria implica un procés de derivatitzacio de les proteines amb 5-HT, conegut
com a serotonilacidé. La importancia d’aquestes plaquetes es deu a qué poden intensificar els
mecanismes de la coagulaci6. A més, solament es formen sota condicions especials

d’activacié. Aquest mecanisme a través de la 5-HT podria representar un factor de risc
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protrombotic en pacients amb depressié. La majoria dels vasos sanguinis presenta un flux
sanguini que pot ser considerat un flux laminar, en el que les capes circulants del centre ho fan a
una velocitat major que les capes de la periféria més propera a la paret vascular. La majoria de les
plaquetes circulen per la zona externa, prop de la paret vascular que é€s on hauran de realitzar la
seva funcié. Un parametre clau en el flux laminar que té un impacte important en la trombosi és
index de cisallament (159) i es defineix com I'index de canvi de la velocitat a la qual una capa
de fluid passa sobra una altra cada adjacent paral-lela. En larbre vascular, I'index de
cisallament és variable en funci6 del diametre del vas i de la seva localitzaci6. Aquesta variable
té la seva repercussio en el tipus de fendmens que es poden observar en cada zona (160). En
el recorregut arterial, on es troben els majors indexs de cisallament, predominen els
esdeveniments influits per les plaquetes, provocant complicacions de tipus isquémic. En el
territori vends, on es troben els indexs de cisallament menors, predominaran els mecanismes
de la coagulaci6, afavorint la deposicid i formacid6 de la malla de fibrina i provocant
complicacions en forma de trombes (161). En condicions patoldgiques on hi ha una disminucié
del lumen del vas, com en preséncia d’'una placa d’ateroma, I'index de cisallament és molt

elevat i podria donar lloc a una sindrome coronaria aguda (160).

RELACIO ENTRE SEROTONINA PLAQUETARIA | CEREBRAL. LA

PLAQUETA COM MODEL NEURONAL

Les plaquetes han estat usades experimentalment com a models neuronals en la recerca dels
mecanismes de la depressio. La serotonina es troba en les neurones i en les plaquetes pero la
seva formacié, regulacié presenta semblances i diferéncies que seran analitzades a continuacié

(162) (Figura 10).
L’expressioé de la proteina SERT en plaquetes es considera idéntica a la trobada en neurones,

mostrant en els dos casos una afinitat alta per 5-HT i essent inhibida pels mateixos components

(163). El gen huma del SERT i el polimorfisme que afecta la seva expressié influencien la

48



funcid en plaquetes i en cervell d’igual manera, mostrant que la variant al-lelica llarga mostra un
increment de la densitat de SERT i una major capacitat de recaptacié de serotonina. En els
pacients deprimits s’ha observat una disminucié de la densitat de SERT en diferents arees
cerebrals (164) i una disminucié significativa en la unié de les plaquetes a imipramina i
paroxetina i una disminucié de la densitat de SERT en pacients deprimits (165). La membrana
de la plaqueta humana conté receptors 5-HT,, similars als que es troben en les neurones
serotoninérgiques centrals (166). S’ha observat un increment en la uni6 a receptor plaquetari 5-
HT,a en pacients deprimits (167,168). Respecte a la densitat i a I'index de funcionalitat dels
receptors 5-HT,, de les plaquetes després del tractament antidepressiu en pacients
depressius, estudis preliminars del nostre grup no van mostrar canvis significatius en la
resposta agregant de les plaquetes a la 5-HT en pacients amb depressio (169). No obstant
aixo, en estudis més recents s’ha observat una disminuci6 de la resposta plaquetaria
provocada per receptors 5-HT,, després del tractament amb imipramina (170). Aquestes dades
confirmarien que l'efecte terapéutic d’alguns antidepressius podria estar relacionat amb la
desensibilitzacié dels receptors 5-HT,, 0 amb una disminucié de I'expressio dels mateixos. Hi
ha estudis que comparen els mecanismes de secrecid de les plaquetes amb el transit de
vesicules en les neurones (171). La 5-HT no travessa la barrera hematoencefalica, perd si
alguns dels seus metabolits o precursors, el que provoca un cert grau de correlacio entre els
nivells periferics i centrals de 5-HT (172). Estudis recents mostren la correlacié entre el

transport de serotonina plaquetaria i cerebral (173).

Respecte a les diferéncies cal destacar que les neurones sintetitzen la 5-HT, mentre que les
plaguetes no sintetitzen 5-HT i aquesta és recaptada del plasma per SERT i produida
principalment per les cél-lules enterocromafines. També cal tenir en compte que les plaquetes
emmagatzemen el 99 % de la 5-HT circulant. La regulacio del magatzem i degradacio de la 5-
HT presenta components comuns en plaquetes i neurones, pero les neurones presenten
mecanismes que no estan present en les plaquetes. L’intercanvi fisioldgic de 5-HT de les
plaquetes és bastant baix i és alliberada per exocitosis a través de I'activaci6 amb la trombina,
ADP, col-lagen i adrenalina o en resposta a senyals que inclouen el contacte amb I'endoteli

lesionat, isquémia o agonistes dels receptors 5-HT, i 5-HTz. En les neurones, la 5-HT és
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alliberada a les terminals sinaptiques per un potencial d’accié que despolaritza la cél-lula, i
allibera el neurotransmissor a I'esquerda sinaptica (174). També cal considerar que el cervell
conté diversos receptors pre i postsinaptics i les plaquetes solament expressen 5-HT,,, 5-HT3 i
SERT. Les plaquetes tampoc presenten els elements reguladors presents en la neurona el que
pot ser una limitacié pel seu Us com a model d’estudi de la transmissié serotoninérgica central.
No es coneix si els mecanismes i els estimuls implicats en la internalitzacié i el reciclatge de la

SERT so6n els mateixos en els dos teixits.
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Figura 10: El sistema serotoninérgic en neurones (A) i en plaquetes (B).

Es pot apreciar ’'homologia en quan al receptor de la 5-HT (5-HT2a) i el transportador de la 5-HT
(SERT) entre neurones i plaguetes.

Escolar G. Et al. Drugs Today 2005
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RELACIO ENTRE PATOLOGIA CARDIOVASCULAR 1 DEPRESSIO.

La malaltia cardiovascular i la depressid6 major son malalties molt prevalents en la nostra
societat. S’han trobat evidéncies cliniques que confirmen una relacié reciproca entre els
mecanismes de la depressio i els de la patologia cardiovascular (175-177), principalment en
fases agudes (178). Els esdeveniments vitals adversos juguen un paper causal en les
depressions i en precipitar episodis cardiovasculars, associant-se al primer episodi d’infart de
miocardi. El 20 % dels pacients ingressats per una sindrome coronaria aguda compleixen
criteris DSM per trastorn depressiu major i un percentatge superior mostra simptomes
subclinics de depressié (179,180). La depressié major és aproximadament tres vegades més
frequent en pacients després d'un infart agut de miocardi (181). S’ha descrit que el fet de
desenvolupar una depressié greu en les setmanes seglients a un ingrés hospitalari per una
sindrome coronaria aguda o una inadequada resposta al tractament de la depressié, pot
duplicar la mortalitat cardiaca durant el seguiment als 6-7 anys (182) i s’ha associat a una
major limitaci6 fisica, presencia de simptomes i a una disminucié de la qualitat de vida i de la
salut en general (183). Estudis que examinen la depressid i I'ansietat com a predictors
d’esdeveniments cardiacs al cap de 2 anys en pacients amb malaltia coronaria estable han
mostrat una alta probabilitat d'esdeveniments cardiacs adversos majors en aquells amb
depressié (184). Una revisido d’aquest any conclou que la depressié posteriorment a una
sindrome coronaria aguda esta associada a major risc de mortalitat general i cardiaca, pel que
la depressio s’hauria d’elevar al nivell de factor de risc de pitjor pronostic i ser avaluada de

forma rutinaria després d’'una sindrome coronaria aguda (185).

La depressido major també s’ha considerat un factor de risc independent per complicacions
cardiovasculars (176,186). En els pacients amb trastorn depressiu no tractat, el risc de
desenvolupar malaltia cardiovascular és significativament més alt que en els pacients amb
depressidé que son tractament amb antidepressius. Els simptomes depressius prediuen una
major incidencia de malaltia coronaria o de mortalitat cardiaca en subjectes sense evidéncia de
malaltia cardiovascular quan la depressié es va iniciar (187,188). S’han indicat diversos

mecanismes per explicar aquesta associacio: desregulacié neuroendocrina, alteracions en el
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control cardiac produit pel sistema autonomic, inflamacié i alteracid de la funcid6 immune,
disminucié en cél-lules progenitores endotelials circulants, fatiga, inactivitat fisica, alteracié de
la funcié plaquetaria i conductes de risc com el sedentarisme, el no compliment de la

medicacio, el retard en buscar assisténcia (187,189,190) (Figura 10).

Els mecanismes serotoninérgics podrien ser I'enllag potencial entre els trastorns afectius i el
risc cardiovascular (149). Les plaguetes juguen un rol critic en el desenvolupament de
complicacions isquémiques en la malaltia cardiovascular. Les plaquetes poden contribuir a la
remodelacié arterial i a la formacid6 d’ateroma mitjangant el reclutament de cél-lules
inflamatories que indueixen I'apoptosi de cél-lules arterials i mitjangant la produccié de factors
de creixement que promouen la proliferacid de cél-lules del muscul en I'ateroma. La 5-HT
segregada per les plaquetes indueix I'agregacio6 plaquetaria i la vasoconstriccié coronaria. La 5-
HT per si mateixa és un agonista plaquetari débil en estudis d’agregometria estandards (145)
pero incrementa la reaccio plaquetaria de forma important si s’associa a altres agonistes i no es
pot considerar agonista débil. També actua accentuant 'activacié plaquetaria, potenciant les
respostes procoagulants i incrementant la trombogénesi sobre les superficies vasculars
danyades (148,149). La serotonina afavoreix I'expressi6 de CD62-P i de molécules
procoagulants en la membrana de la plaqueta. La resposta agregant d’agonistes débils depén
de la concentracio d’ions de calci, pel que la potenciacio de I'agregacié plaquetaria induida per

5HT és més evident quan s'utilitza heparina de baix pes molecular com anticoagulant.

La depressido s’ha associat a alteracions en multiples esglaons de l'activacié plaquetaria,
I'agregacié plaquetaria i la cascada de coagulacié. Els pacients amb depressié major tenen un
increment significatiu en I'activacié del complex allb—f3 integrina del receptor de fibrinogen
plaquetari (final comu de lactivacié plaquetaria) comparat amb controls sans (191,192).
Addicionalment, I'expressié de P-selectina en la superficie, un marcador de [activacié
plaquetaria, estava significativament incrementat en els pacients depressius i també mostren
més agregats circulants de leucocits-plaquetes (P <0.001). Estudis in vitro mostren una millora
de la reactivitat plaquetaria a ADP en pacients deprimits (193,194). La proteina anexina V unida

a plaquetes esta incrementada (191,195). Un increment en la sensibilitat dels receptors 5-
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HT,, i una regulacié a la baixa dels receptors SERT en la periféria podria explicar la relacio
entre tromboembolisme i depressié (196). Per contra, altres estudis no han mostrat un
increment o una disminucié en els nivells d’'activacié plaquetaria en pacients amb depressio
(197). Aquestes troballes discordants podrien ser explicades per diferéncies en els métodes per
detectar l'activacié plaquetaria o en diferents poblacions de pacients respecte gravetat clinica o

edat.

En els darrers anys hi ha estudis que la depressid i la patologia cardiaca poden ser, almenys
en part, expressions de fenotips diferents del mateix substrat genétic. Els gens relacionats amb
la inflamacio, l'agregacié plaquetaria i el sistema serotoninérgic poden ser predictors
d’ambdues patologies (178,198). Respecte al polimorfisme de SERT, el genotip Il s’ha associat
a un major risc d’infart de miocardi pel fet que afecta I'activacié plaquetaria provocada per 5-HT
i la proliferacié de les cél-lules del muscul llis que es produeix durant I'aterosclerosi (199) i el
genotip ss s’ha relacionat amb simptomes depressius, provocant un increment del risc
cardiovascular en pacients amb simptomes depressius posteriorment a patir un infart agut de
miocardi (200). L’Us d’estratégies antiplaquetaries va disminuir els infarts de miocardi en els
pacients amb l'al-lel Il, mentre que en els pacients amb l'al-lel ss I'efecte es relacionava més

amb els simptomes depressius.
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Adaptat de Huffmann et al., 2013.
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HIPOTESIS | OBJECTIUS






HIPOTESIS:

La depressié s’ha associat a multiples alteracions biologiques. En el nostre estudi volem
analitzar les alteracions que es presenten en els pacients depressius respecte a subjectes
controls i els canvis que s’observen durant el tractament amb un antidepressiu inhibidor de la
recaptacioé de la serotonina. Les neurotrofines s’han relacionat amb la regulacié de 'humor i la
neurotrofina més estudiada ha estat el BDNF. S’ha suposat que els pacients amb clinica
depressiva presentarien uns nivells de neurotrofines inferiors als subjectes sans que implicaria
una disminuci6 de la neuroplasticitat cerebral i que el tractament corregiria aquestes
alteracions. Una altra alteracié que s’observa en pacients depressius és una major activacio
plaguetaria i alteracions en els parametres hemostatics. Aquestes alteracions poden
predisposar a la presencia d’esdeveniments cardiovasculars en pacients depressius. Les

nostres hipotesis son:

1. Els pacients depressius en fase aguda presentaran uns nivells de BDNF inferiors als

subjectes sans tant en plasma com en plaquetes.

2. La millora clinica associada al tractament amb ISRS normalitzaran aquests nivells,

assolint valors similars als controls tant en plasma com en plaquetes.

3. Els pacients amb depressiu major presenten unes funcions adhesives, cohesives i
procoagulants de les plaquetes que indiquen un fenotip protrombotic respecte als

subjectes sans.

4. Els antidepressius inhibidors selectius de la recaptacio de serotonina modifiquen I'estat
protrombotic observat en els pacients depressius, assolint uns nivells d’activacio

plaquetaris i de coagulaci6 similar als subjectes sans.
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OBJECTIUS:

Avaluar el BDNF i els parametres d'’hemostasia i coagulacid en fase depressiva sense

tractament i en diferents fases del tractament amb ISRS i comparar-los amb controls sans:

1. Comparar els nivells de BDNF en plasma pobre en plagquetes i en plaquetes en

pacients amb episodis depressius major i en controls sans.

2. Observar els canvis en els nivells de BDNF en plasma i en plaquetes en relacié amb la
millora clinica produida pel tractament cronic amb escitalopram en diferents fases del
tractament. Estudiar si existeix una relacié temporal entre la resposta terapéutica al
tractament i els canvis neuroquimics detectats. Valorar correlacions entre BDNF i

gravetat clinica.

3. Valorar la relacié entre els nivells de BDNF plasmatic i el plaquetaris i estudiar la seva

correlacio.

4. Avaluar el perfil trombotic en pacients amb depressié major posant especial émfasi en

els biomarcadors plaquetaris i d’activacio de la coagulacié.

5. Avaluar les modificacions en els simptomes depressius i els efectes sobre les funcions
adhesives, cohesives i procoagulants de les plaquetes en pacients sotmesos a
tractament amb farmacs inhibidors de la recaptacio de serotonina (escitalopram durant
24 setmanes). Avaluar les propietats antitrombotiques de I'escitalopram sobre I'accio
procoagulant de les plaquetes en experiments sota condicions de flux, utilitzant models

de perfusio a diferents indexs de cisallament
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RESULTATS






RESPOSTA CLINICA:

Les puntuacions de I'Escala de Hamilton per Depressiéo (HDRS) utilitzades com a
mesura de la clinica depressiva van mostrar una diferencia estadistica significativa
entre les puntuacions en pacients en fase inicial respecte als controls (24 + 4,35 vs

0,62 +1,19; p<0.001).

A partir de la quarta setmana de tractament es va detectar una millora significativa en
les puntuacions mitjanes de HDRS. Al cap de vuit setmanes, tots els pacients van
respondre al tractament i al cap de 12 setmanes estaven en remissio, considerada com
a HDRS inferior a 8 punts. No obstant aix0, s’observa una diferéncia significativa entre
les puntuacions de HDRS dels pacients al final de I'estudi i les puntuacions dels

controls (3,93 + 3,95 vs 0,62 + 1,19, respectivament; p < 0,01).

S’observa una diferéncia significativa en la HDRS al final de I'estudi entre els pacients
amb un primer episodi i els pacients recurrents (p < 0,05), no observant-se diferéncies
significatives entre els subjectes control i els pacients amb un primer episodi 24
setmanes després d’iniciar el tractament. En les mesures HDRS, els pacients
recurrents mostraven puntuacions superiors als pacients amb un primer episodi
excepte en la fase inicial. No es van observar diferencies entre homes i dones respecte

a la simptomatologia.

RESULTATS BDNF

Pel que fa a I'objectiu 1 que era comparar els nivells de BDNF en plasma pobre en
plaquetes i en plaguetes en pacients amb episodis depressius major i en controls sans,
els resultats obtinguts indiquen que els nivells de BDNF en plasma pobre en plaquetes

(PPP-BDNF) en pacient no tractats mostraven un augment significatiu en comparacio
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amb els subjectes sans (496,8 + 132,3 vs 311,5 + 90,6 pg / ml; p < 0,01). Respecte als
nivells de BDNF en plaquetes (PIt-BDNF) dels pacients en fase inicial eren
significativament menors als subjectes sans (458,5 + 163,9 vs 793,8 + 232,7 pg/ml; p <
0,05 ). Aquests resultats van en contra de la nostra hipotesi inicial en qué esperavem
una disminucié dels nivells de BDNF plasmatics dels pacients respecte als controls,

perod va a favor d’'una disminucié en els nivells de BDNF plaquetari.

Pel que fa a I'objectiu 2 d’observar els canvis en els nivells de BDNF en plasma i en
plaguetes en relaci6 amb la millora clinica produida pel tractament cronic amb
escitalopram en diferents fases del tractament els resultats indiquen que el tractament
disminueix de forma significativa els nivells de PPP-BDNF, observant-se a partir de la
8° setmana (454,39 £ 167,65 vs 311,5 + 90,6 pg / ml; p < 0,05) i es van assolir nivells
similars als subjectes controls després de 24 setmanes de tractament (369,9 + 151,5
pg/ml) i també es va observar una normalitzacié dels nivells de PIt-BDNF a valors
similars als controls. Aquests resultats semblen anar a favor de la nostra hipotesi inicial
en queé indicavem una normalitzacio dels valors amb el tractament. També es mostra
una correlacio entre la millora de la clinica i els nivells de BDNF en plasma i en

plagquetes.

L'objectiu 3 d’avaluar la relacié entre els nivells de BDNF plasmatic i el plaquetar
mostra un paral-lelisme invers entre els nivells de BDNF plaquetari i plasmatic. Aquests
resultats van en contra de la hipotesi segons la qual hi hauria una correlacié positiva

entre els nivells en plasma i en plaquetes.
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ALTRES RESULTATS DEL BDNF:

« No s’observa diferencies en els nivells de BDNF en plaquetes ni en plasma entre els

pacients amb un primer episodi 0 en pacients recurrents, alhora que no es van trobar

diferéncies significatives respecte a I'edat.

e Esvan analitzar els nivells de BDNF de forma separada segons sexe. En els nivells de

PIt-BDNF en fase inicial s’observa uns nivells disminuits en plaquetes tant en homes

com en dones (homes 213 £ 56 vs 640 £ 13,2 pg / ml, p < 0,05 ; dones 540,3 £ 12 vs

788,1 + 261,7 pg / ml, p < 0,05), pero els nivells de PPP-BDNF estaven augmentats

significativament a l'inici de I'estudi en dones perd no en homes (dones 486,6 + 145,2

pa/ml, p <0,01). Al cap de 24 setmanes no s’observaven diferéncies entre pacients i

controls.

65




RESULTATS PARAMETRES DE COAGULACIO

Respecte a l'objectiu 4 que avalua el perfil trombdtic en pacients amb depressié major
s’observa un increment en els parametres d’activacié plaquetaria i una tendéncia a la
coagulacié incrementada i alterada respecte als controls sans. Aquests resultats van a favor de
la nostra hipotesi de qué els pacients amb depressiu major presenten unes funcions adhesives,
cohesives i procoagulants de les plaquetes que indiquen un estat protrombotic respecte als

subjectes sans.

Pel que fa a l'objectiu 5 que avalua els efectes del tractament amb ISRS sobre aquests
parametres, s’observa una normalitzacio de tots els parametres excepte una persisténcia de la
fermesa del coagul maxima incrementada i una disminucié del temps de formacié del coagul.
Aquests resultats van a favor de la nostra hipotesi segons la qual el tractament amb ISRS
retorna els parametres de I'hemostasia a nivells similars als dels subjectes sans, excepte

respecte als parametres tromboelastromeétrics que es mantenen alterats o empitjoren.

Mostrant les dades més concretes obtenim:

e Increment del volum plaquetari mitja en els pacients depressius en el moment del
diagnostic (P0) (PO = 10.0 + 0.1 fL vs. controls = 8.3 £ 0.2 fL; p < 0.01) i disminueix
durant el tractament amb ISRS, tot i que continua significativament incrementat després
de 24 setmanes de tractament (P24 = 9.4 + 0.3 fL vs. controls = 8.3 £+ 0.2 fL; p < 0.01).
No s’observen canvis significatius respecte als recomptes plaquetaris en les diferents

determinacions.

e ESTUDIS D’AGREGACIO: Les plaquetes dels pacients en el moment del diagnostic
mostren un major resposta a 'acid araquidonic (p< 0.05 vs controls), acompanyat d’'una
disminucié de l'agregacié a 5-HT + ADP (p < 0.01 vs controls). El tractament amb

escitalopram durant 24 setmanes restableix la resposta a acid araquidonic i 5-HT +
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ADP als nivells observats en els controls sang, perd presenten una disminucié de

I'agregacié plaquetaria a epinefrina respecte als controls (p < 0.05).

ESTUDIS DE CITOMETRIA DE FLUX: Les plaquetes dels pacients amb depressio
major sense tractament mostren signes d'activacio lleu i un endofenotip procoagulant
quan es comparen amb les plaquetes dels controls sans. Els nivells de GPIb estaven
augmentats en PO respecte controls (69,7 + 6,6 vs 51,2 + 4,9; p <0,05), acompanyat
per una major expressié de marcadors procoagulants, Annexin V unida a plaquetes
(ANV-binding) (8.5 + 2.6 en PO vs . 3,2 £ 0,3 en controls, p <0,05), i Factor V (FV / Va)
(8,8 £ 2,2 en PO vs 4,0 + 0,5% en els controls, p <0,05). El tractament amb ISRSs
durant 24 setmanes va restaurar aquestes diferéncies a valors similars als trobats en
controls sans, perd les plaquetes dels pacients al cap de 24 setmanes de tractament
encara mostraven un increment en l'expressio de GPIlIb-llla respecte als controls

(105,3 £ 6,0 vs 87,4 £ 2,5, respectivament, p <0,05).

L'ACTIVITAT PROCOAGULANT DEL FACTOR TISSULAR (TF) EN SANG
SENCERA | EN PLAQUETES: L'activitat procoagulant del TF- va ser major en les
plaquetes dels pacients en fase inicial (P0) respecte als controls (14.0 £ 3.3 vs 61.4 £
23.5; p <0,05), encara que no es van observar diferéncies en la sang sencera. El
tractament amb l'escitalopram va reduir els nivells d’activitat procoagulant del factor
tissular en ambdoés, en les mostres de plaquetes i les de sang sencera, mostrant-se
una disminucié significativa en els pacients després del tractament respecte als

controls (27.0 £ 3.9 vs 42.2 £+ 5.9; p < 0.05).

MODIFICACIONS EN LES PROPIETATS VISCOELASTIQUES DELS COAGULS: Els
estudis de tromboelastometria mitjiangant EXTEM no va mostrar canvis significatius en
la dinamica de la formacié de coaguls entre els pacients en fase inicials i els controls.
Tot i aix0, el temps de formacié de coagul es va reduir durant el tractament aconseguint
significacié estadistica al cap de 24 setmanes de tractament (72,1 + 3,9 en P24 vs 88,3

+s 6,4 s en PO, p <0,05). També es va observar un augment significatiu mantingut en
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la fermesa de coagul maxima (MCF) en pacients en fase inicial (65,1 + 1,2 mm en PO
vs 60,8 £ 6,4 en controls; p< 0.05) que en es mantenir significativament elevat durant el
tractament amb escitalopram, persistint valors superiors en els pacients a les 24
setmanes respecte als controls (65,3 £ 1,1 mm en P24 vs 60,8 + 6,4 en controls; p<

0.05).

ESTUDIS DE PERFUSIO: Els estudis de perfusio van revelar un fenotip procoagulant
incrementat en la sang dels pacients en fase inicial com es confirma per un augment
estadisticament significatiu en la cobertura de fibrina en els pacients PO vs controls (%
Fibrina: 58,8 + 8,6 vs 38,0 + 5,1, p <0,05). Per contra, la cobertura de plaquetes va
aparéixer lleugerament disminuida respecte als controls (% Plaquetes: 25,2 + 1,3 vs
29,5 £ 2,9; respectivament). Després del tractament continuat amb escitalopram durant
24 setmanes es va observar una important reduccio de la formacié de fibrina en el
subendoteli respecte a la situaci6 inicial PO (26,0 + 6,2% enfront de 58,8 + 8,6%,
respectivament, p <0,01) i una disminucid en la grandaria dels agregats en comparacio

amb controls.

L'ACTIVACIO DELS MECANISMES DE LA COAGULACIO DURANT ELS ESTUDIS
DE PERFUSIO: La generaci6 de trombina durant la perfusi6 es va mesurar
indirectament amb els fragments de protrombina F1 + 2 que es van obtenir de forma
paral-lela a les dades obtingudes en els experiments de perfusio. Els nivells de F1 + 2
nivells es van incrementar en els experiments realitzats en PO revelant un estat més
protrombotic vs controls (1,1 + 0,4 nM vs 0,7 £ 0,2 nM, respectivament). Es va observar
una disminucié progressiva dels nivells de F1 + 2 generats durant els experiments de
perfusié a través del tractament amb escitalopram (0,9 + 0,2 nM en P8), aconseguint
una significacio estadistica en P24 com s'indica per una marcada reduccié de nivells de

F1+2 (0,4 +0,1 nM a P24, p <0,05).
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Abstract

Background Neuroplastic processes are thought to be
involved in the pathophysiology of major depression. It
has been reported that serum brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) is decreased in depressed patients.
Objectives Compare BDNF levels in depressed patients and
healthy controls in platelet poor plasma and in washed
platelets. Observe the effects of 8- and 24-week treatment
with S-citalopram on these levels.

Methods We assessed the levels of BDNF in platelet poor
plasma and in washed platelets from 18 major depression
patients, and compared them with 14 healthy controls.
Blood samples were obtained from patients before and
during treatment (8 and 24 weeks) with a selective
serotonin reuptake inhibitor, S-citalopram.

Results A significant decrease in severity of depressive
symptoms was observed from the first month of treatment
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with S-citalopram, and symptoms continued decreasing
until the 6th month. Plasma BDNF levels in untreated
patients appeared significantly increased (p<0.01) but
reached values similar to those of controls at the 24th
week. In contrast, levels of platelet BDNF appeared
significantly decreased (p<0.05), but treatment also nor-
malized levels so that values obtained were equivalent to
those of controls.

Conclusions Untreated depressed patients showed in-
creased plasma BDNF levels and decreased platelet BDNF
levels, as compared with control subjects, and tend to
nomalize during treatment with S-citalopram for 24 weeks,
with BDNF reaching levels similar to those in healthy
controls at the 24th week in both samples. We observed that
improvement in depressive symptoms was accompanied by
normalization of plasma and platelet BDNF levels.

Keywords Major depression - Brain-derived neurotrophic
factor (BDNF)- Serum - Plasma - Platelets - S<citalopram. -
Antidepressant

Abbreviation

BDNF Brain-derived neurotrophic factor
HDRS Hamilton Depression Rating Scale
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assays
PPP-BDNF  BDNF in platelet poor plasma
Plt--BDNF BDNF in washed platelets
Introduction

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a member of the
neurotrophin family, present in both the central and the
peripheral nervous system (Lindsay et al. 1994; Lommatzsch
et al. 1999), has been implicated in the pathophysiology of
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depression (Duman and Monteggia 2006; Duman et al.
1997). Low levels of serum BDNF have been described in
patients with major depressive disorder who were
antidepressant-free (Karege et al. 2002a, b) or naive
(Shimizu et al. 2003). Moreover, BDNF levels increased
with chronic antidepressant treatment (Shimizu et al. 2003;
Aydemir et al. 2005, 2006; Gervasoni et al. 2005; Gonul et
al. 2005). Some studies (Shimizu et al. 2003) detected a
negative correlation between the severity of depression and
serum BDNF levels and that the response to the antidepres-
sant treatment correlated with the increase in BDNF levels.

BDNF is found in both human serum and plasma
(Fujimura et al. 2002; Radka et al. 1996; Rosenfeld et al.
1995). Interestingly, serum levels of BDNF have been
found to be 100-200-fold higher than plasma levels (Radka
et al. 1996; Rosenfeld et al. 1995) and that difference
results from BDNF released from platelets during the
clotting process (Fujimura et al. 2002) as human platelets
contain a large amount of the BDNF in blood (Fujimura et
al. 2002; Pliego-Rivero et al. 1997; Yamamoto and Gurney
1990). However, regulation and function of BDNF in
peripheral blood is still poordy understood.

Given the difficulty of studying BDNF levels in the
brain directly, there has been great interest in the accurate
assessment of BDNF activity in the perphery. Serum,
plasma and whole blood BDNF content are commonly
measured using ELISA with relatively high specificity and
sensitivity. Although a few recent studies suggest plasma
BDNF content is also decreased in depressed subjects
(Grassi-Oliveira et al. 2008; Karege et al. 2005; Lee et al.
2007; Piccinni et al. 2008), most of the studies have been
performed with serum, and only two studies (Lee and Kim
2009; Pandey et al. 2010) have investigated differences in
BDNF levels in platelets between major depression patients
and control subjects. To the best of our knowledge, no
studies have analyzed changes due to treatment in platelet
BDNF levels.

Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRls) are one
of the most common drugs used in major depression
treatment. Interestingly, platelets possess different receptors
for serotonin (5-HT,,, 5-HT;) and also the transporter
(SERT) in their membranes (Hoyer et al. 2002; Stratz et al.
2008; Escolar et al. 2005; Blakely et al. 1991; Hoffinan et
al. 1991; Lesch et al. 1993; Ramamoorthy et al. 1993).
Several studies have shown evidence of a link between
increased risk of cardiovascular complications in clinically
depressed patients (Camney and Freedland 2003) and a
possible reduction of this risk after treatment with SSRIs
(Schlienger and Meier 2003; Maurer-Spurej et al. 2004;
Sauer et al. 2003). Moreover, our group has recently
published an in vitro study in which the effect of serotonin
and the SSRI citalopram was evaluated on platelet function
(Galan et al. 2009). Our studies demonstrated that serotonin
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accentuates platelet activation and potentiates procoagulant
responses so increasing thrombogenesis on damaged
vascular surfaces. Surprisingly, inhibition of serotonin
reuptake by the SS5RI confirmed the implication of
serotonergic mechanisms in platelet activation and demon-
strated a remarkable antithrombotic action of this drug in
our experimental studies, as previously suggested by Atar
and colleagues (2006, 2007).

The aims of this study were: firstly, to compare BDNF
levels in depressed patients and healthy controls in platelet
poor plasma and in washed platelets and, secondly, to
observe the effects of 8- and 24-week treatment with S-
citalopram on BDNF levels with simultaneous control for
age.

Methods and materials
Demographic and clinical data

Two groups were established for this study. The first group
included major depression patients. Eighteen outpatients
recruited at the Department of Psychiatry at Hospital Clinic,
Barcelona, were consecutively enrolled in a longitudinal
controlled study for 6 months. All patients were suffering
from a current major depressive episode, single episode or
recurrent, diagnosed according to Diagnostic and Statistical
Manual for Mental Disorders Criteria (APA 2003), using
the structured clinical interview for DSM IV (First et al.
1999). All patients had a 17-item Hamilton Depression
Rating Scale (HDRS) (Hamilton 1960) total score of 18 or
higher. Patients' ages ranged between 18 and 635 vyears.
Exclusion criteria consisted of the presence of other major
axis | disorders, including schizophrenia, bipolar disorders,
anxiety disorders, substance-related disorders and eating
disorders, as well as the presence of any acute physical
disorders, exposure to any psychotropic drugs in the last
month and to drugs known to affect either platelets or the
coagulation system taken within the previous 10 days.

The second group was the study control group. Fourteen
healthy subjects with no history of chronic physical illness,
substance abuse or mental diseases and not taking regular
medications in the last month (including drugs known to
affect either platelets or the coagulation system within
the previous 10 days) were recruited. All subjects were
free of acute physical illness during the 2 weeks before
the study.

Experimental design
Severity of depression was assessed using the 17-item

HDRS, which is valid and reliable for the Spanish
population. Clinical assessments were conducted at base-
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line, 2nd, 4th, 8th, 12th, 16th, 20th and 24th weeks of
treatment. Clinical response was defined as HDRS<50%
and remission was defined as HDRS<8 points. Blood
extraction was conducted at baseline, and at 8 and 24 weeks
of treatment.

After the baseline assessments and baseline blood
samples were obtained, all patients were orally given §-
citalopram as antidepressant therapy. Initially, this was
5 mg/day for 4 days and increased to 10 mg/day on the fifth
day. In the following visits, the psychiatrist increased the
doses as required to a maximum of 40 mg/day. We used
elevated doses based on the severity of clinical depression
and on personal experience. In the first weeks, lorazepam
was permitted in cases of anxiety or insomnia.

Written informed consent was obtained from each
participating patient. The study was approved by the Ethics
Committee at Hospital Clinic, Barcelona. We included all
patients that took at least one dose of the drug.

Obtaining blood samples

Blood samples were drawn from the antecubital vein of
major depression patients and of healthy controls and
collected into citrate/phosphate/dextrose at a final citrate
concentration of 19 mM. Blood extractions were performed
between 9 and 10AM. to minimize the effects of possible
circadian thythm alterations to BDNF concentrations.
Patients and controls had not been exposed to drugs known
to affect either platelets or the coagulation system within
10 days prior to blood extraction.

Preparing plasma and platelet BDNF samples

Plasma poor in platelet (PPP-BDNF) samples were
obtained by centrifugation of citrated blood at 2200 rpm
(15 min, 22°C). Platelets were separated by centrifugation
(1100 rpm, 22°C, 15 min) to obtain platelet rich plasma.
Platelets were then washed, as previously described (Diaz-
Ricart et al. 2002), by washing three times with equal
volumes of citrate/citric acid/dextrose (93 mM  sodium
citrate, 7 mM citric acid and 140 mM dextrose), pH 6.5 and
containing 5 mM adenosine and 3 mM theophylline. The
final pellet was resuspended at a concentration of 0.8x
10° platelets/ul in a Hanks® balanced salt solution supple-
mented with dextrose (2.7 mM) and NaHCO3 (4.1 mM)
and maintained for 30 min at 37°C. Platelets were counted
in a Beckman/Coulter MD 1T System Hematology Analyzer
(Beckman Coulter, CA, USA).

To obtain the sample with platelet-BDNF (PIt-BDNF),
washed platelets were diluted four times with lysis buffer
(100 mM Tris-HCIL, pH 7.4, 2% Triton X-100), containing
10 mM ethylene glycol bis (3-aminoethylether}- NNV N'-
tetraacetic acid, 4 mM ethylenediaminetetraacetic acid,

2 mM phenylmethy! sulfonyl fluoride, 2 mM benzamidine,
2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml pepstatin and 2 mM sodium
orthovanadate, as protease and phosphatase inhibitors,
leaving a final platelet concentration of 0.2x10° platelets/
ul. Platelet suspensions were treated with lysis buffer for
30 min (at 4°C). Triton-insoluble residues, corresponding to
the polymerized cytoskeletal fraction, were kept together
with the supernatant containing free BDNF. PPP-BDNF
and Plt- BDNF samples were immediately frozen in dry ice
and stored at —20°C.

Measurement of PPP- and PIt-BDNF

PPP- and Plt-BDNF was measured with the BDNF Emax®
ImmunoAssay Kit (Promega, Wallisellen, Switzerland),
which is designed for the sensitive and specific detection
of BDNF based on the antibody sandwich principle. Before
the assay, a further step of acid treatment was performed,
according to the manufacturer’s instructions, to increase the
amount of BDNF by release of the BDNF in the
membranes. Insoluble residues were pelleted by centrifu-
gation in a microfuge to avoid being pipetted with the
samples.

The assay was performed according to the manufacturer’s
instructions with washing between steps to remove excess
reagents. All assays were performed m duplicate. Briefly, 96-
well plates were coated with anti-BDNF monoclonal
antibody. After blocking unspecific binding sites, undiluted
samples and BDNF standards were incubated in duplicates.
The BDNF in the samples was detected in two steps, first
with an antihuman BDNF polyclonal antibody, which in turm
was detected with an anti-IgY antibody conjugated to
horseradish as a tertiary reactant. Subsequently, a chromo-
genic substrate was added and colour changed in proportion
to the amount of BDNF. The reaction was stopped with 1 M
HC1 and the absorbance measured at 450 nm in a MultiSkan
Ascent” (Thermo Electron Corporation, Finland). The con-
centrations of the samples in each plate were calculated
according to a standard curve. Results were expressed as
picogram per millilitre. In the case of PIt-BDNF, results were
always expressed as content of BDNF considering an
average physiologic platelet count equivalent to 0.2x
10° platelets/pl.

Statistical analysis

Normality of the variables PPP-BDNF and PIt-BDNF levels
have been tested respectively with the Kolmogorov—
Smirmov test (Z=0.851, p=0.464; Z=0.642, p=0.804).
Data are expressed as mean+standard error of the mean.
The differences among the various conditions were tested
by a general linear model for repeated measurements. One-
way ANOVA test for independent experiments was applied
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when multiple comparisons were required and Student's ¢
test for paired data was used for comparisons between two
different conditions. The level of statistical significance was
established at least with p<0.05.

Results

A total of 18 patients and 14 controls were included i the
study. By the 8th week of treatment, two patients had
dropped out as they failed to attend follow-up visits, and by
the 24th week of treatment, two further patients had
dropped out as they did not complete the course of
pharmacological treatment. Thus, 14 patients completed
the study. As shown in Table 1, both patient and control
groups were mainly comprised of women. There was a
statistical difference between patients” and controls” HDRS
scores (p<0.001), which shows that controls did not have
symptoms that could interfere in the analysis of results.

Patients had experienced, on average, 1.9 previous
episodes of depression, while this was the first episode for
eight subjects. Six patients had had two episodes, three
patients had experienced a third episode and one had had
more than three episodes.

Effect of treatment with S-citalopram on the HDRS score

Average doses of S-citalopram were 28 mg/day. One patient
was prescribed antipsychotic (aripiprazole) due to psychotic
symptoms. A significant improvement in the mean scores
of HDRS was detected from the 4th week of treatment with
S-citalopram, as summarized in Fig. 1. At 8th week of
treatment, all patients were responsive, and from the 12th
week, all were in remission. However, there was a
significant difference between patients” HDRS scores of at
the end of study and controls” HDRS scores (3.93£3.95 vs
0.62+1.19, respectively; p<0.01).

There was a significant difference in HDRS between
first-episode patients and recurrent patients (p<0.05) at the

Table 1 Sex, age and depression symptoms of depressed patients and
control subjects at baseline

Depressed Control p Value
patients (n=18) subjects (n=14)
Sex (female/male)  15/3 113 0.84
Age (years) 3B50=16.08 0.07+16.12 092
HDRS 24+4.35 0.62+1.19 =0.001

Control subjects and depressed subjects no showed differences
between age and sex, but they showed statistical differences between
symptoms. Age and HDRS scores are shown . mean=5D

HDRS Hamilton Depression Rating Scale
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Fig. 1 HDRS total score of the patients at baselme and during
treatment with S-citalopram for 24 weeks. This figure shows the mean
values of HDRS. Clinical response was defined as HDRS <50% and
remission was defined as HDRS =8 points. Hamilton Depression
Rating Scale (HDRS)

end of study. First-episode patients at the end of study did
not show significant differences to control subjects regard-
ing HDRS score. In all HDRS measures, recurrent patients
showed increased scores (more symptoms) with respect to
the first episode of depression. At baseline measure, there
were no significant differences between naive and recurrent
patients. There was no difference in HDRS between male
and female participants in any measure.

Assessment of BDNF levels in major depression
and healthy subjects

Levels of PPP-BDNF from untreated patients appeared
significantly increased versus healthy subjects (496.8+
1323 vs. 311.5£90.6 pg/ml; p<0.01). Levels of PPP-
BDNF decreased during the treatment period. This tendency
was less evident, but significant, at the 8th week (454.39+
167.65 vs. 311.5+90.6 pg/ml; p<0.05) but reached levels
similar to control subjects afier 24 weeks of treatment
(369.9£151.5 pg/ml).

In contrast, PIt-BDNF levels of untreated patients
appeared significantly lower than healthy subjects (458.5+
163.9 vs. 793.8+£232.7 pg/ml; p<0.05). As with the PPP-
BDNF, antidepressive treatment SSRI normalized Plt-
BDNF levels. All these results are summarized in the
Fig. 2.

There were no differences in PPP- and PIt-BDNF levels
between first episode and recurrent depressive patients. No
significant differences in PPP- and PIt-BDNF were found
with respect to age.

We analyzed BDNF levels in male and female subjects
separately. PIt-BDNF levels were significantly lower in
both male and female untreated depressed patients com-
pared with healthy subjects of both genders (Men 213£56
vs. 640+13.2 pg/ml, p<0.05; women 540.3+12 vs. 788.1+
261.7 pg/ml, p<0.05), although PPP-BDNF levels were
significantly increased at baseline in female but not in male
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Fig. 2 Plasma BDNF levels and levels of platelet BDNF in
depressive patients and controls, at basehne and dunng treatment.
This figure shows the mean values of BDNF m pg/ml. PPP-BDNF:
Plasma poor i platelet BDNF. Plt- BDNF - Washed platelets-BDNF.
C: Controls; P0: patients at baseline; P8: patients after 8 weeks of
treatment; P24: patients after 24 weeks of treatment ** p<0.01;
*p<0.05
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depressed patients compared with comresponding controls
(women 486.6+145.2 pg/ml; p<0.01). There were no

differences in any measure at the 24th week of treatment.

Discussion

One finding of the present study is that we have detected
lower levels of PIt-BDNF in acute major depressive patients
when compared to healthy subjects. This suggests an
involvement of neurotrophic factors in major depression,
in line with earlier reports (Shimizu et al. 2003; Aydemir et
al. 2005) that proposed decreased neuroplasticity in
depression. Two studies (Lee and Kim 2009; Pandey et al.
2010) found the same results before treatment and indicated
that reduced platelet BDNF contents circulating as stored
BDNF could be associated with lower serum BDNF level
in patients with major depression. However, they did not
study the effects of treatment in platelet BDNF levels. Our
results also show that PI-BDNF levels in remitted patients
were similar to values obtained in healthy controls, which
could indicate a relationship between normalization at a
biochemical level and clinical improvement due to biolog-
ical treatment.

Another finding of the present study, although unexpect-
ed, is that PPP-BDNF levels appear significantly higher in
depressive patients with respect to healthy controls.
Furthermore, we have shown that PPP-BDNF levels in
remitted patients were equivalent to those measured in
healthy controls. These results make our study the first one
to demonstrate that antidepressant treatment normalizes
both PPP- and PIt-BDNF levels in patients with major
depression. However, there are studies that describe lower
PPP-BDNF levels in acute depressive patients than in
controls (Grassi-Oliveira et al. 2008; Karege et al. 2005;
Lee et al. 2007; Piccinni et al. 2008) or even report no

differences between control and acute depressive patients
(Lee and Kim 2009; Bocchio-Chiavetto et al. 2010). A
recent meta-analysis showed a reduction of BDNF plasma
levels in depression (Bocchio-Chiavetto et al. 2010). Tt 15
well known that measurements of BDNF levels are highly
dependent on the methodology used (Brunoni et al. 2008).
The accuracy and the reproducibility of BDNF determina-
tion in serum has been validated (Trajkovska et al. 2007)
although standardized protocols for plasma collection and
BDNF dosage have to be developed. One possible
explanation could be related to the methodological differ-
ences between this work and previous ones. It is a fact
that plasma levels of BNDF present a high varance.
Lommatzsch et al. (2005) found that PPP-BDNF levels
decreased significantly with increasing age, weight or
cholesterol, whereas platelet levels did not. Furthermore,
there is evidence for the stability of BDNF levels in
platelets or serum (Trajkovska et al. 2007), whereas in
plasma, it circulates for less than 1 h (Kishino et al. 2001;
Poduslo and Curran 1996).

It has been elegantly demonstrated that the amount of
BDNF in serum is nearly identical to the amount of BDNF
found in washed lysate platelets (Fujimura et al. 2002).
Thus, the difference between serum and plasma BDNF
levels seems to reflect the amount of BDNF stored in
circulating platelets. Indeed, previous clinical studies
calculated the amount of PI-BDNF by subtracting the
BDNF levels in serum and plasma (Lommatzsch et al.
2005, 2007; Trajkovska et al. 2007). Our study would
support this equivalence showing the same tendency on Plt-
BDNF as other studies had on serum levels of BDNF
(Karege et al. 2002a, b; Shimizu et al. 2003; Sen et al.
2008). Platelet BDNF could represent a long-term marker
of varying BDNF levels over a period of several days. The
precursors of platelet or megakaryocyte cells cannot
produce BDNF; however, they can actively take up BDNF
from external sources (Fujimura et al. 2002), probably
derived from both the circulating plasma pool and from
resident cells in the brain (Karege et al. 2002b) or other
organs (Lommatzsch et al. 1999; Fujimura et al. 2002; Pan
et al. 1998; Nakahashi et al. 2000).

Some studies (Fujimura et al. 2002; Karege et al. 2005)
reported an alteration of serum BDNF levels in depression
patients that could be related to altered BDNF secretion
from platelets. However, our study shows that serum-
BDNF could be independent of a defect in platelet release.
Increased platelet reactivity in patients with major depres-
sion has been described (Camey et al. 2003, 2004; Ataoglu
and Canan 2009). This state might result in a partial release
of the platelets contents, including BDNF and other platelet
activation markers that could consequently be found m the
plasma phase. In fact, our results show increased levels of
BDNF in plasma and decreased levels inside platelets in
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untreated depressed patients compared with healthy sub-
jects. These data would be in agreement with a pre-
activation state of platelets in major depression. Treatment
with an SSRI would improve this preactivated state and
explain the increase of BDNF inside platelets and the
parallel decrease in plasma BDNE, even reaching values
similar to those of healthy subjects.

One of the major strengths of our study involves the use
of a single antidepressant drug. In the Brunoni (2008) meta-
analysis, antidepressant type is associated with the magni-
tude of induced neuroplastic changes and, therefore,
contributes to the heterogeneity of observed studies. To
the best of our knowledge, only two studies have
investigated the changes in BDNF levels related to
escitalopram treatment. The recent Matrisciano (2009)
study did not find significant changes in BDNF values for
escitalopram-treated patients after 5 weeks and 6 months of
treatment. This result is in contrast with the one reported by
Aydemir (2006), who found an increase in BDNF serum
levels in 20 women affected with major depression afier
6 weeks of treatment with escitalopram, and there was a
concurrent significant decrease in their depressive symp-
toms. BDNF tendencies found in serum in the latter study
are in agreement with our results in platelets.

In addition, the longest follow-up is the Piceinni (2008)
study where patients were followed up for | year, but they
used more than one antidepressant. This work showed that
the clinical improvement paralleled the normalization of
PPP-BDNF after 1 month of treatment; while, at each
moment of evaluation, patients' serum BDNF levels were
lower than those of control subjects. We performed a
24-week treatment follow-up at three time-points (baselne,
Bth and 24th weeks). Our results show that Pit-BDNF levels
in remitted patients reach values similar to those of control
subjects and that PPP-BDNF levels in patients tended to
normalize along with the treatment, whereas other studies
only performed a 6- or 8-week follow-up and, therefore,
might underestimate the increase of BDNF levels (Aydemir
et al. 2005, 2006; Yoshimura et al. 2007; Basterzi et al
2009; Huang et al. 2008).

A few limitations should be kept in mind when
evaluating our results. First, the sample size was relatively
small, which may have limited our ability to determine
meaningful differences, and we would consider these
results preliminary until replication. Furthermore, the
symptom assessments were limited to HDRS and may
have missed some components of the depressive syndrome.
Further studies are needed to analyze the influence of cyclic
changes in hormonal status on BDNF levels, which were
not considered in this study. Another consideration is that
the best sample for the study of BDNF (plasma, serum or
platelets) is not well established. It would be advisable to
reach a consensus on standardizing the methodology used

@ Springer

to conduct research on BDNF in blood samples in order to
avoid varability.

A potentially interesting application of PIt-BDNF meas-
ures could be as a biomarker of antidepressant efficacy.
This suggests that the measure may be used to screen for
novel antidepressant agents or possibly even predict an
individual’s response to an antidepressant treatment at an
garly time point after treatment initiation. This could be
used to monitor the treatment. Qur results indicate that Plt-
BDNF could be more reliable than PPP-BDNF.
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Background: Serotonergic mechanisms have been suggested as a link between major depression and
cardiovascular risk. We investigated the existence of a prothrombotic condition in depressed patients
and its possible modulation during treatment with a selective serotonin-reuptake inhibitor (SSR1)L
Methods: Modifications in a series of biomarkers of platelet and coagulation activation were evaluated in
blood from 19 patients with a major depression disorder { MDD at the time of diagnosis, and at 8 and 24
wieeks of treatment with escitalopram. Response of blood aliquots recirculated through a thrombogenic
surface was assessed in a thrombosis model. Results were compared with those of 20 healthy-matched
controls.
Results: In comparison with controls, platelets from MDD patients showed elevated volumes (p < 0001),
significantly enhanced aggregating response to arachidonic acid and augmented expression of GPIb,
fibrinogen, factor V, and anionic phospholipids by flow oetometry (p<0.05). Qot firmness and
procoagulant adivity of platelet-associated tissue factor were also significantly elevated (p < 005).
Studies with circulating blood rewealed inceased fibrin formaton in early diagnosed patients
(711 £9.5% vs. 45.8 4 53%; p <005 vs. controls | After 24 weeks of treatment with escitalopram, the
maority of the alterations observed were normalized, except for a residual increased expression of
GPIIbIa {p < 0)05) and persistent alterations in thromboelatomeic parameters.
Limitations: Despite the reducsd number of followe d-up patents our findings were consistent reaching
statistical significance.
Conclusions: Our results reveal a prothrombotic phenotype in MDD patients. While continuous treat-
ment with an S5RI downregulated the majority of the biomarkers analyzed, alterations in viscoelastic
pararmeter s of clot formaton remained unaffected by the antidepressant treatment

© 2014 Esevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

et al, 2012; Shimbo et al, 2002). Major depression is also being
considered an independent risk factor for cardiovascular complica-

Cardiovascular disease and major depression are highly prevalent
disorders in our society. Clinical evidences confirm a reciprocal
relationship between mechanisms of depression and those of cardi-
ovascular pathology (Camey et al, 2004; Escolar et al, 2005; Maes
er al, 2011). A diagnose of major depression in patients with coronary
heart disease, increases cardiovascular morbidity and mortality up to
4-5 times (Camey and Freedland, 2003; Carney et al., 2004; O'MNeil

* Comespondence to: Servicio de Hemaoterapia-Hemastala, Hospital Clinie, Villamoel,
170, 0B036 Barcelona, Spain Tel.: +34003 227 S400004; fao + 34022708 BO.
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tions (Maes et al., 2011; O'Neil et al, 20012). In accordance with these
concepts, medical and scientific societies deeply recommend the use
of screening tests for depressive symptoms to identify patients who
may be at elevated cardiovascular risk (Lichtman et al, 2008},
Evidence is building along the concept that serotonergic
mechanisms can provide the potential link between affective
disorders and cardiovascular risk (Escolar et al., 2005). Platelets
possess recepmrs for serotonin (5-HT), such as 5-HT,, and 5-HT,,
and also a 5-HT transporter (SERT) in their membranes equivalent
to those in seromnergic neurons (Hover et al., 2002; Purselle and
Memeroff, 2003; Stratz et al., 2008). 5-HT 15 rapidly incorporated
into platelets, stored in the dense granules and secreted dunng
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stimulation. For this reason platelets have been experimentally used
as neuronal models in the research of depression mechanisms.
Functional implications of serotonergic mechanisms in hemostasis
were not considered of relevance in the past. Data appeared in the
last decade have revealed that serotonergic mechanisms could be
involved in the generation of a subpopulation of highly thrombo-
genic platelets (Dale, 2005). Experimental studies from our group
have demonstrated that 5-HT potentiated procoagulant responses
of platelets and enhanced the thrombogenesis on damaged vascular
surfaces, effects that were modulated by the presence of SSRIs
(Galan et al, 2009; Lopez-Vilchez et al, 2009).

In the present study, we have investigated the possible pro-
thrombotic profile in patients with major depression with special
emphasis on biomarkers of platelet and coagulation activation.
The potential modulating effects of antidepressant treatment with
the SSRI esdtalopram maintained for up to 24 weeks was also
assessed.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and antibodies

Esdtalopram (Lexapro®; Lundbeck A/S (Denmark); Low mole-
cular weight heparin (LMWH, Fragmin®, Pharmacia, Barcelona,
Spain); Aggrepack ADP and collagen (ArkRay Inc; Kyoto, Japan);
Arachidonic acid (Helena Biosciences Europe, Sunderland, UK)
Anti-GPIIbllla (BD Biosciences; CA, US); antibodies to CDGE2-P and
(D63 (Immunotech; Marseille, France); anti-CD36 and annexin V
(Pharmingen; San Diego, CA); anti-FV/Va {American Diagnostica
Inc; Stamford, US); anti-Fibrinogen (FNG. DAKO A(S; Glostrup, DK)
and anti-Von Willebrand Factor {VWF. Serotec Itd; Oxford, UK.
Immunoassay kit Enzygnost® F142micro and recombinant
tissue factor Innovin®DADE® (Siemens Healthcare; Marburg
BmbH, Germany ). ROTEM reagents ( Pentapharm GmbH; Munchen,
Germany).

22, Experimental design

Modifications in platelet function and coagulation parameters
were evaluated in 19 patients (11-females, 8-males) with major
depression disorder (MDD) (unipolar major depression) at the
time of diagnosis (P0), and after 8 (P8) and 24 (P24) weeks of
treatment with escitalopram. Patients were diagnosed and
followed-up at the psychiatry dinic of our Institution. Results
were always compared with those obtained in 20 matched healthy
individuals (HI). The study was approved by our institution Ethics
Committee; [CEIC2009-4964]. Written informed consent was
obtained from patients and healthy volunteers,

Eligible patients had to fulfill the DSM-IV criteria { American
Psychiatric Association, 2000) for a current depressive episode and
to have had a baseline 17-item Hamilton Depression Ratng Scale
(HDRS) score (adapted Spanish version) = 17 (Ramos-Brieva and
Cordero-Villafafila, 1988). Exclusion criteria included any history of
mania, hypomania or non-affective psychosis, and current sub-
stance dependence.

MNone of the participants had taken drugs affecting hemostasis
in the previous 10 days. Patients were given oral escitalopram
starting with 5 mg/day for 4 days, up to 10 mg/day on the fifth day,
and further adjusted as required until a maximum of 20 mg/day
(average dose: 18 mg/day)

23. Blood sampling and routine hematimetry evaluation

Blood was drawn from the antecubital vein into 20U/mL
LMWH (Galan et al, 2009), or citrate/phosphate/dextrose (CPD)

(19 mM) depending on the experimental purposes. Platelet counts
and mean platelet volume were determined in an Advia 2120
Hematology System (Siemens, Deerfield, IL, USA) using routine
laboratory EDTA tubes.

24 Aggregation studies

Platelet-rich plasma (PRP) was prepared by centrifugation
(120 = g, 15min) of citrated blood. Aggregation studies were
performed in a four-channel aggregometer {APACT 4, Helena,
BioSdences, Europe) (Galan et al, 2009). Platelet responses were
tested with ADP (05 and 2 pM), collagen (COL; 2.5 pg/mL),
arachidonic acid (AA; 1.4 mM), epinephrine (EPL 10 uM) and
serotonin (5-HT: 5 pM) added to PRP alone or in combination
with ADP and EPL. Results were expressed as % of maximum

aggregation.

25. Flow cytometry studies

Flow cytometry studies were performed in a FACScan (Becton-
Dickinson, Mountain View, Calif, USA). PRP samples were
incubated with saturating concentrations of PerCP-, FITC- and
PE- conjugated antibodies {Galan et al., 2009; Lopez-Vilchez
et al, 2012). Platelets were differentiated by their positivity to
GPlIb-Nla in a FACScan (Becton-Dickinson, Mountain View, Calif,
USA). We also analyzed platelet-activation markers (CD36, CD62
and (DB3), procoagulant markers (FV[Va, FNG and VWF) and
binding of annexin V (ANV) to anionic phospholipids. For all the
studies the negative control was an IgGl. All the results were
expressed as mean intensity of fluorescence.

26. Assessment of procoagulant tissue factor in whole blood and
platelets

Whole blood and washed platelets were lysed by freeze-thaw
cycles and further ultracentrifuged (600,000 » g, 10 min, 10 °C), to
isolate the TF-bearing microvesicles. TF quantification was per-
formed using a two-stage clotting assay as previously described
(Key et al., 1998; Lopez-Vilchez et al., 2012). The clotting end-point
was determined in a Dade Behring BFT* Il Analyzer (Marburg
BmbH, Germany). Values were expressed as pg/mL in whole blood
and pg TF in 2 x 10° platelets in washed platelets.

27. Thromboelastometry studies

Clot formation in blood samples from HI and MDD patients,
was investigated with the ROTEM Thromboelastometry Analyser
(PentapharmGmbH, Munchen, Germany). Clot formation was
triggered with the EXTEM reagent, The following parameters were
evaluated: clotting time (CT), clot formation time (CFT) and
maximum clot firmness (MCF) (Galan et al., 2009).

238 Studies under flow conditions: perfusion experiments

Blood samples anticoagulated with LMWH were recirculated
through an annular perfusion chamber, using a denuded rabbit
aorta as thrombogenic substrata. Perfusion studies were per-
formed at a shear rate of 600 s ', for 10 min at 37 °C. Perfused
vessels were processed histologically for further morphometric
evaluation. Platelet interaction and fibrin deposition on micro-
scopy fields, were evaluated and quantified as percentage of
platelet (%P) and fibrin (%F) coverage of the perfused vascular
surface (Galan et al., 2009; Lopez-Vilchez et al., 2012).



L lopezVilchez et al. / Journal of Affective Disorders 159 (2014 39-45 41

29 Activation of coagulation during perfusion studies

Prothrombin activation during the perfusion studies was mon-
itored through assessment of F1+2 fragment in the perfusates,
Aliquots of blood were collected before and after perfusions and
immediately mixed with sodium citrate (129 mM). Plasma levels
of F1 +2 were determined using the Enzygnost F1+2 assay, and
values expressed as nmol/L (Galan et al., 2009).

2.10. Statistics

Data are expressed as mean +standard error of the mean
(SEM). One-way ANOVA test for independent experiments was
applied when multiple comparisons were required, and student's
t-test for paired data was used for comparisons between two
different conditions.

3. Results
3.1. Clinical and laboratory determinations

We recruited and followed-up 19 MDD patients, aged between
18 and 65, and 20 matched HI used as controls. No statistical
differences were observed between both groups attending age or
sex. The average age at the current episode was of 496 +10.5
years; with 5.0+ 2.1 months of episode duration. The improve-
ment on the severity of depressive symptoms throughout treat-
ment was confirmed (HDRS scores: 0.57 + 0.31 for HI, 24.04+ 1.0
for MDD-PO, 10.18 + 1.9 for MDD-P8 and MDD-P24 394 1.0;
p= 0,001 between all points of study).

Routine platelet laboratory determinations revealed an
increased mean platelet volume in MDD patients at the time of
diagnose PO (1004 0.11fL vs. 83+ 02fL for HI; p<0.01). This
parameter decreased during treatment with SSRI, but still
remained significantly increased after 24 weeks of treatment
(94 4+ 0.3fL; p <0.01 vs. HI).

32 Aggregation studies

As shown in table 1, platelets from patients at the time of
diagnose of a MDD showed enhanced response to arachidonic acid
{p<0.05, vs. HI), accompanied by a decreased aggregation to
5-HT +ADP (p < 0.01 vs. HI). Treatment with escitalopram for 24
weeks restored both, platelet response to arachidonic acid and

Table 1

5-HT + ADP, to levels observed in HI, but also resulted in a decrease
in platelet aggregation to epinephrine (p <0.05 vs. HI).

33. How cytomety studies

Platelets from patients with MDD at PO showed signs of mild
activation and a procoagulant phenotype when compared to
platelets from HIL GPIb levels were augmented at PO {69.7 + 6.6
vs. 51.2 + 49 in HI; p < 0.05), accompanied by an elevated expres-
sion of procoagulant markers such as anionic phospholipids,
measured as ANV-binding (8.5 + 2.6 in MDD-PO vs. 32403 in
HI; p=0.05), and Fv/va (8.8 4+ 2.2 in MDD-PO vs. 4.0+ 0.5% in HI;
p<0.05). Treatment with SSRI for 24 weeks restored these
differences to values similar to those found in HI, but still revealed
an increased expression of GPHbllla at this observation time
(105.3 4+ 6.0 vs. 874 4+ 2.5 in HI, p < 0.05). Results are summarized
in fig. 1.

34. Procoagulant tissue factor (TF) in whole blood and platelets

TF-procoagulant activity was significantly elevated in the
platelet fraction from patients with MDD at PO (p <0.05 vs. HI),
though no differences were observed in determinations performed
in whole blood (see table 1) Treatment with escitalopram lowered
levels of TF-procoagulant activity in both, platelets and whole
blood fractions.

35. Modifications on thromboelastometric properties of clots

Thromboelastometry studies EXTEM test showed no significant
changes in clot formation times (CT and CFT) between patients
with MDD at PO and HI, though maximum clot firmness (MCF) was
significantly enhanced at this observation time (65.1 4+ 1.2 mm vs.
60.8 +12 mm in HI: p<0.05) CFT values tended to shorten
progressively during treatment with escitalopram reaching statis-
tical significance at P24 (721 43.9 s vs. 88.3 + 6.4 vs. MDD-PO;
p<0.05). MCF remained significantly increased in patients with
MDD throughout the treatment with escitalopram, persisting in
values above the controls even at MDD-P24 (6534 11 mm;
p<0.05 vs, HI).

36. Perfusion Studies
As shown in fig. 2, perfusion studies revealed an enhanced

procoagulant phenotype in blood from patients with MDD at PO,
confirmed by a significant inarease in fibrin coverage (%F: 58.8 4+ 8.6

Evolution of laboratory measurements in healthy individuals (HI) and patients with a major depression disorder (MDD ) evaluated at the time of diagnose (PD), and at 8 (P8}

or 24 (P24) weeks of treatment with escitalopram

HI MDD-PO MDD-PE MDD-P24
Percentage of maximum platelet aggregation
AA (1.4 mM) 7BI+21 851+2417 770+ 027 721 +357
COL (2.5 pg/mlL) 816429 823 +39 827 %12 800 %39
ADP (4 uM) B.7+19 784 +73 693 +77 824+ 119
ADF (D5 uM) 15.9+22 148 +21 209 + 65 191 51
5-HT+ADF (0.5 pM) 62.2+56 382452+ 442 + 68 17 G619+837
EPI (10 uM) 2.0+27 723+ 63 679+ 83 590+ 103 1%
S-HT+EP1(10 M) 8.7+ 17 810 + 65 765 +47 798 + 42
Tissue factor proagulant activity
Whole blood { pg/mL} L£22+59 398 +33 379+ 41 270+397
Fatelets (pg per 2 = 10° platelets) 14.0+33 614 +235* 23437 271 £ 154

Results are expressed as MEAN + SEM, N=19,
* p=001 ws. HL
# p= 005 vs. HL
Tp <0.05 vs. PO.
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Fg. 1. Flow cytometry evaluation of platelets from healthy individuals (Hl) and from patients with major depression disorder (MDD ) Bar diagrams summarize the mean of
Muorescence intensity measured for the different antigens studied in samples from HI and major depression patients before (PO} and during treatment with escitalopram, for
B weeks (PB) and 24 weeks (P24) Antigens evaluated include major glycoproteins: GPIblla (panel A), GPIb (panel B) and GPIV (panel C); antigens related o platelet
procoagulant activity: fibrinogen (FNG), AnnexinV (ANV) and FVVa (panels D, E and F; respectively); and YWF (panel G) and platelet activation markers: CDG3 and CDG2-P

(panels H and |; respectively L * p =005 vs. HI and # p = 0,05 vs. MDD-PO.

vs. 380451 in HI; p<0.05). Platelet coverage appeared slightly
decreased in patients with MDD at PO with respect to HI (%P:
252413 vs. 295429 in HI). An important reduction of fibrin
formation on the subendothelium was observed after continued
treatment (MDD-P24) with escitalopram (260 + 6.2% vs. MDD-PO,
respectively; p <0.01).

3.7. Activation of coagulation mechanisms during perfusion studies

Thrombin generation during perfusion, indirectly measured as
prothrombin fragments F1 +2, paralleled data obtained in perfu-
sion experiments. F1+2 levels were enhanced in experiments
performed with blood from patients with MDD at PO (1.1 4+ 0.4 nM
vs. 0.7 4 0.2 nM in HI). A progressive decrease in levels of F1 42
generated during the perfusion experiments was observed along
the treatment with escitalopram (0.9 + 0.2 nM at MDD-P8), reach-
ing statistical significance in the perfusates from blood drawn at
MDD-P24 (0.4 + 0.1 nM; p < 0.05).

4. Discussion

We evaluated a series of biomarkers of platelet and coagulation
activation, in a group of patients with MDD at the time of
diagnosis and during 24 weeks of treatment with escitalopram
Our data reveal the existence of a platelet-related prothrombotic
phenotype at the time of diagnose. This phenotype is charader-
ized by increased mean platelet volumes, augmented responses to
arachidonic add, elevated exposure of platelet procoagulant mar-
kers, increased presence of platelet-associated TF, augmented clot
firmness, and enhanced fibrin formation in perfusion studies.
Treatment with SSRI for 24 weeks normalized the majority of
these parameters, but accentuated the expression of GPIIbllla and

the viscoelastic properties of clots formed under low shear rate
conditions.

The association between cardiovascular disease and major
depression seems both redprocal and complex (Bigger and
Glassman, 2010; Lippi et al., 2009; Shimbo et al, 2002; Whang
and Davidson, 2009a). Data from the present study confirm a
moderate, though significant increase in the aggregating response
to arachidonic acid accompanied by a reduced platelet response to
combinations of 5-HT with low concentrations of ADP in patients
with a MDD. Aggregation to arachidonic acid involves thrombox-
ane generation and interactions with the thromboxane receptor, a
G-protein coupled receptor that is independent of the activation
pathways triggered through collagen receptors (Alberio and Dale,
1999). In contrast with arachidonic acid, 5-HT is a weak platelet
agonist that requires co-stimulation with other agonists to induce
full platelet activation (Galan et al, 2009).

Continued treatment with the 55RI may modulate circulating
levels of 5-HT, but also the presence and reactivity of the serotonergic
mechanisms in platelets (Gunther et al,, 2008; Yamauchi et al., 2006).
It has been suggested the existence of a link between serotonergic
mechanisms (SERT and 5-HT,) and ADP receptor-coupled intracel-
lular signaling. It is likely that modifications in droulating levels of
5-HT induced by treatment with SSRI { Bismuth-Evenzal et al, 2012;
Maurer-Spurej et al, 2004) could affect signaling via the P2Y,; and
G-protein receptor, as they share with SERT signaling mechanism
involving Gi-coupling and adenyl-cyclase (Ding et al, 2003;
Offermanns, 2006). Interestingly, SSRI-treatment for 24 weeks nor-
malized the aggregating response to both arachidonic add and the
combination of 5-HT and ADP. Tricydic Antidepressant and other
psychotropic drugs have been implied in alterations on second
messenger pathways (cyclic adenosine monophosphate-adenylate
cydase and phosphoinositide cycle), and impaired calcium mobiliza-
tion, that are critical for proper platelet activation (Oruch et al,, 2008;
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Fig. 2. Light micrographs illustrating representative microscopic fields observed in perfusion studies performed with blood samples hole blood from healthy individuals
(A) or from patients with a major depression disorder at the time of the diagnose (B), and after 8 weeks (C) and 24 weeks (D) of treatment with escitalopram. Patients with
major depression showed an inaeased procoagulant activity that tends to normalize during treatment, together with a reduction in platelet reactivity towards the
subendothelium at 24 weeks. Magnification: 400 x (P: platelets interactions; F: fibrin masses).

Rehavi et al., 1993). It is worth mentioning in this context that these
effects of antidepressant and psychotropic drugs on platelet signaling
mechanisms are only evident at concentrations that exceed those
reached under standard therapy for MDD. There is an increasing
interest on the development of new molecules based on SSRI, with
enhanced antithrombotic action and minimal psychotropic impact
(Bismuth-Evenzal et al., 2010).

We also found that mean platelet volumes, expression of GPIb,
as well as other platelet activation markers, were elevated in
comparison with platelets from matched healthy individuals.
These results are compatible with an enhanced platelet reactivity
already communicated, for both patients with cardiovascular
disease and patients with major depression (Ataoglu and Canan,
2009; Dale, 2005). Our results demonstrate the existence of a
significantly increased procoagulant activity of TF in platelets
isolated from patients at the time of diagnose. Platelet-assodated
TF could contribute to an enhanced prothrombotic profile of
platelets and the precipitation of ischemic event at sites of
vascular damage (Lopez-Vilchez et al., 2012).

Although our study was carried out in a limited number of
patients, the results indicate the existence of a moderate, but
significantly consistent prothrombotic phenotype in patients with
major depression assessed through different biomarkers. The
relevance of this prothromotic phenotype was further confirmed
in studies in a thrombosis model using circulating blood. Once
more, SSRI-treatment in depressed patients rapidly and effectively
counteracted the enhanced fibrin formation observed under flow
conditions confirming in the dinical setting previous experimental
in vitro studies (Galan et al, 2009).

Overall our results indicate that strategies aimed at the phar-
macological control of serotonergic mechanisms in platelets, such
as ftreatment with SSRI, may offer a potential therapeutical
approach for downregulating the platelet-related prothrombotic
status in depressed patients as previously suggested by Atar and
cols (Atar et al., 2007). Previous studies from our group have

demonstrated that 5-HT can definitely potentiate platelet
mediated thrombogenesis (Galan et al., 2009). Patients treated
with SSRI show a reduction in cardiovascular risk when compared
with patients not receiving antidepressants (Lesperance et al,
2007; Taylor et al., 2005). Recent studies suggest that not only
major depression, but also anxiety disorders do also contribute to
an incareased risk of stroke and heart failure, and would benefit
from antidepressant treatment (Garfield et al, 2014; Lambiase
et al., 2014). Further studies should investigate whether or not
findings of our studies could be confirmed in patients with anxiety
disorders.

Several studies have reported that SSRI interfere with platelet
function increasing bleeding risk when used alone or in combina-
tion with antiplatelet therapies (Andrade et al, 2010; de Abajo
et al., 2006; Labos et al., 2011). While our data seem to indicate
that treatment with SSRI can downregulate the thrombogenic
phenotype developing in patients with major depression, the
thromboelastometric data provided conflicting results. In contrast
with the downregulation observed in most of the previously
commented biomarkers, viscoelastic parameters showed a pro-
gressive acceleration of clotting time and enhanced dot strength
during the treatment with esdtalopram. The main difference
between perfusion studies and thromboelastometry rely on the
different shear rates, elevated in the former and very reduced in
the latter, plus the fact that thromboelastometric analysis offer
qualitative information on the resistance of the clots formed.
Several reports have emerged implying the development of an
elevated risk for coronary heart disease and sudden cardiac death
in patients subjected to antidepressants or psychotropic medica-
tion (Honkola et al, 2012; Rosenberg et al., 2010; Whang et al,
2009b). It is not unlikely that a continuous treatment with SSRI
may induce an imbalance in drculating pools of 5-HT in the
plasma and platelets that could negatively affect other mechan-
isms of coagulation and fibrinolysis (Jedlitschky et al., 2012; Ziu
et al, 2012). Although these potential thrombotic complications
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deserve further investigations, current opinion is that treatment
with SSKI is safe and does not cause major adverse events related
to their effects on the hemostatic system.

In summary, our results reveal a prothrombotic phenotype in
major depression patients at the moment of diagnosis. Treatment
with a S5RI offers a potential approach for the down-regulation of
the platelet-related contribution to thrombogenesis. Nevertheless,
maintained treatment with SSRI caused alterations in qualitative
aspects of experimental clots. Further studies are required to
evaluate the complexity of the pharmacological implications of
antidepressant therapies and their possible interference with
platelet and plasma related coagulation mechanisms.
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DISCUSSIO






La malaltia depressiva presenta alteracions en parametres bioldgics que s’han estudiat buscant
marcadors de malaltia i de resposta al tractament. La molécula més estudiada en la depressio
és la serotonina, pero a finals del segle XX es va questionar la hipotesi monoaminérgica de la
depressié i es va orientar com a alteracions en la neuroplasticitat. En els darrers anys s’ha vist
gue aquestes teories s6n complementaries i no excloents i que no hi ha una teoria Unica per
explicar la depressi6. Els articles presentats en aquesta tesi han estudiat els efectes de la
depressié en dos aspectes molt relacionats amb la serotonina com sén el BDNF, molt implicat
en la neuroplasticitat, i I'alteracié en I'agregacio plaquetaria i en la coagulacié. També s’han
avaluat els canvis que es produeixen amb un inhibidor de la recaptacié de serotonina (ISRS),
I'escitalopram, que intervé principalment a través de la serotonina i que pertany al grup dels

antidepressius més utilitzats en l'actualitat.

ALTERACIONS AGREGACIO | COAGULACIO EN LA DEPRESSIO |
EFECTES DELS ISRS

En el segon article hem investigat les modificacions en I'hemostasia dels pacients amb
depressioé major en el moment del diagnostic (P0) i durant el tractament amb ISRS i també els
hem comparat amb els controls sans. S’observa I'existéncia d’un endofenotip protrombotic en
les plaquetes dels pacients depressius abans del tractament caracteritzat per un augment
estadisticament significatiu del volum mitja de les plaquetes, una elevada expressié de GPlIb,
aixi com d’antigens procoagulants i marcadors d'activacié plaquetaria i increment de la fermesa
del coagul. L’activitat procoagulant del factor tissular associat a plaquetes es mostra
incrementat i també s’observa un augment de la formacié de fibrina i de la generaci6 de
trombina respecte a la sang de donants sans quan s'exposa a una superficie trombogenica en
condicions de flux, el que pot contribuir a un augment del perfil protrombotic de les plaquetes i a
la precipitacié d’esdeveniments isquémics en els llocs de lesioé vascular (201). Respecte als
estudis d’agregacié s’observa un increment moderat de l'agregacié de les plaquetes en
resposta a acid araquidonic, acompanyat per una reduccié en les respostes induides per

combinacions de 5-HT i baixes concentracions d’ADP. La resposta inicialment reduida a la 5-
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HT observada en el nostre estudi podria indicar una alteracié en la presencia i l'afinitat del

receptor 5- HT,, (202), receptors que ha estat associat a la depressio en diversos estudis.

En el nostre estudi s’avalua les variacions en pacients tractats amb ISRS de forma continua i a
les dosis utilitzades pel tractament, essent un model més exacte dels canvis observats en els
pacients depressius. El tractament continuat amb I'ISRS pot modular els nivells de 5-HT
circulant i la preséncia i reactivitat dels mecanismes serotoninérgics en les plaquetes (202,203).
El tractament amb escitalopram durant 24 setmanes regula la majoria d'aquests parametres,
normalitzant la resposta d’agregacié a acid araquidonic i a 5-HT+ADP, no obstant aixd, no
disminueix la forca del coagul i accentua I'expressio de GPIIbllla i les propietats viscoelastiques
dels trombes formats en condicions de velocitat de cisalla reduida. En general, el tractament
amb ISRS en els pacients deprimits regula a la baixa el fenotip trombogénic, contraresta amb
rapidesa i eficacia I'estat protrombotic i procoagulant observat sota condicions de flux i donen
suport a qué el control farmacologic dels mecanismes serotoninérgics en les plaquetes, com el
provocat pels ISRS, poden oferir un potencial terapéutic per regular a la baixa l'estat
protrombodtic dels pacients deprimits com ja s’ha suggerit en altres estudis (177). No obstant
aixo, els parametres tromboelastrometrics mostren resultats contradictoris, perd aquests
resultats es fan en condicions quasi estatiques i no indica una situacio fisiologica perqué la
sang esta en circulacio. Altres estudis recents relacionen un major risc de malaltia coronaria i
mort sobtada cardiaca en pacients tractats amb antidepressius o medicaments psicotrops
204,205), el que podria relacionar-se amb les troballes tromboelastromeétriques. No és
improbable que el tractament continuat amb ISRS pugui induir una desequilibri en els pools de
5-HT en el plasma i les plaquetes que podria afectar negativament a altres mecanismes de la

coagulacid i la fibrinolisi (206,207).

Un estudi anterior del nostre grup va estudiar com els ISRS interfereixen amb I'hemostasia
(148). Els ISRSs redueixen la concentracié de serotonina en sang total i en plaguetes
posteriorment a 'administracio repetida, atenuant els efectes de 5-HT en l'activacio plagquetaria
(208) i provoca uns efectes que serien els esperables inicialment a partir d’antagonistes

especifics de 5-HT,s. Respecte parametres d’hemostasia primaria, la preséncia de ISRS a
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dosis cliniques redueix el percentatge d’agregacié de plaquetes (solament esta totalment
inhibida si s’'incuba a dosis deu vegades superiors a les dosis cliniques més altes) i inhibeix la
potenciacié causada per I'exposici6 combinada a 5-HT i ADP, observant-se reduccions
significatives de fins al 40% de I'activacié plaquetaria mesurada per I'expressié de CD62-P i
annexin V (ANV) en plaquetes tractades amb citalopram (p <0,05), pero I'alliberament de factor
V/Va a partir dels granuls alfa quasi no s’afectava. Els ISRS regulen a la baixa la tendéncia
protrombotica observada en condicions experimentals, mostrant-se reduccions in vitro en els
marcadors plaquetaris d’activacio, agregacié o ambdoés després del tractament (148,177,209—
211). També hi ha troballes negatives respecte a la reduccié dels marcadors d’activacié
plaguetaria posteriorment a tractaments amb ISRSs, indicant una millora dels parametres de la
coagulacié per un increment d’oxid nitric total, perdo no associat a una reduccié en altres

marcadors d’activacioé plaquetaria com els nivells de P-selectina, 3-tromboglobulina (212).

En parametres d’hemostasia secundaria, la incubacié amb ISRS disminueix el pic de generacié
de trombina a causa de serotonina perd no afecta la generacioé de trombina si s’associa 5-HT+
ADP. Els ISRS també mostren un efecte neutralitzant moderat de la serotonina respecte als
parametres dinamics de formacié de coaguls, observant-se que el temps de coagulacid i el de
formacié de coagul estaven lleugerament incrementats respecte a serotonina, mentre que
I'amplitud del coagul al cap de 10 minuts estava disminuit. En estudis de perfusio, la incubacio
amb ISRS mostra una reduccié significativa de la superficie coberta per grans agregats a alta
velocitat de cisalla i s’observa una disminucié en el percentatge de superficie coberta per
fibrina a baixa velocitat de cisalla. En general, la reduccié dels patrons trombogénics observats
amb els ISRS eren més evidents en condicions d’alta velocitat de cisalla (sistemes d’agregacié
i perfusié) i menys evidents sota condicions estables (tromboelastrometria i assajos de

generacio de trombina).

Aquestes alteracions poden contribuir a incrementar la susceptibilitat per la coagulacié
sanguinia en pacients amb depressié i I'increment en el risc de trastorn coronari agut en
pacients amb depressié podria ser, almenys en part, el resultat de defectes en I'activaci6 i

agregacio plaquetaria. Aixd ha obert el debat de si els pacients amb depressio i patologia
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cardiovascular podrien ser tractats de forma segura amb antidepressius que actuen sobre la
inhibicié de la recaptacié de serotonina (213). L’Us de ISRSs pot conferir un efecte protector
contra l'infart de miocardi (214-217). Un polimorfisme genétic del SERT causa un increment de
la recaptacié de serotonina i esta associat amb un increment en el risc d’'infart de miocardi
(199). L’odds ratio per infart miocardi en persones que prenen antidepressius serotoninérgics
comparat amb els qui no en prenen s’ha mostrat del 0.59 i incrementar I'afinitat per SERT s’ha
associat amb odds ratios reduits per infart. Aquesta tendéncia no s’observa en antidepressius
triciclics ni en atipics (216). Respecte a lactivacié plaquetaria/endotelial, els pacients
depressius postsindrome coronaria aguda mostraven elevacions superiors en sérum de
B-thromboglobulin i PF4 respecte a pacients amb sindrome coronaria aguda sense depressio i
en subjectes sans i el tractament antidepressiu mostrava reduccions en parametres d’activacié
plaquetaria/fendotelial (218,219). Aquests canvis observats fan plantejar-nos I'efecte dels
antidepressius serotoninérgiques en els pacients amb patologia cardiaca i si actuen sobre

I'evolucioé de la malaltia cardiaca.

Els estudis que han avaluat el tractament de la depressio en pacients amb depressié major i
malaltia coronaria aguda mostren resultats a favor del tractament amb ISRSs, principalment
respecte a la millora en la clinica depressiva. Pero si I'ls de medicacié antidepressiva redueix
el risc d'esdeveniments cardiovasculars en pacients amb malaltia cardiovascular, ha estat poc
estudiat. Una avaluacio retrospectiva a més de 1.000 pacients amb sindrome coronaria aguda i
tractament amb ISRS s’associa a major risc de sagnat, perd eren menys propensos a patir
infart de miocardi, insuficiencia cardiaca o elevacié asimptomatica d'enzims cardiacs (220). En
I'estudi ENRICHD, el grup tractat amb terapia cognitiva conductuals + sertralina va mostrar una
disminucié marcada en la morbimortalitat cardiovascular (221) i en I'estudi MIND-IT els pacients
que no van respondre a mirtazapina presentaven un increment important dels esdeveniments
cardiacs comparat amb els qui van respondre (222,223). Els estudis randomitzats CREATE i
SADHART han mostrat que els pacients deprimits tractats amb ISRS (citalopram i sertralina
respectivament) reduien el risc de mort o d’infart de miocardi entre un 20 i un 40% en
comparacié amb pacients que no van rebre la terapia antidepressiva (224,225). En els pacients

depressius i amb sindrome coronaria aguda tractat amb psicoterapia + antidepressiu (estudi
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COPES) el percentatge de pacient que presentaven esdeveniments cardiacs adversos era d’'un
4% versus el 13% dels pacients que no rebien la intervencié (p = 0,047) i es va associar amb
una major satisfaccid, una reduccié dels simptomes depressius i una millora en el pronostic
(226). Una analisi posterior va determinar que la intervencié presentava una bona relacio cost-
efectivitat (227). En poblacio superior a 80 anys que van respondre al tractament amb sertralina
o citalopram es va mostrar una reduccio del 60% en els esdeveniments cardiovasculars al cap
de 12 mesos i la recuperacié de la depressio s’associava a una reduccié dels marcadors de risc
cardiac (228). En pacients amb depressio i patologia cardiaca després de 20 setmanes de
tractament amb sertralina (229) s’observa reduccions significatives en els nivells de proteina C-
reactiva i IL-6 i millores en la dilataci6 vinculada a endoteli. No tots els estudis mostren aquest

efecte dels antidepressius sobre el risc cardiovascular (230).

No tots els efectes dels ISRSs sobre ’hemostasia han estat positius. L’accié antitrombotica dels
ISRSs pot interferir amb la funcié hemostatica plaquetaria i incrementar el risc de sagnat (231—
233). L'ts de ISRSs s’ha associat a un increment del risc de sagnat gastrointestinal, sent
aquest potenciat per Us d’AINEs. Els farmacs amb major grau d’inhibicié de la recaptacié de
serotonina - fluoxetina, paroxetina i sertralina- estan associats més frequentment amb els
sagnats anormals i amb les modificacions dels marcadors hemostatics. En pacients amb
historia de trastorns de la coagulacid (trombocitopénia o trastorn plaquetari) s’ha de
monitoritzar la prescripcié d’'un ISRS. Si hi ha sagnat durant I's de ISRS cal pensar en
disfuncions plaquetaries, trastorn de la coagulacié o malaltia von Willebrand. En aquest context

caldria valorar I'is d’un antidepressiu no serotoninérgic (234)

L'habilitat dels ISRS per modular I'accié protrombotica de la 5- HT pot explicar-se per la seva
accio a diversos nivells. El bloqueig de SERT podria prevenir directament la fosforilacié de
SERT i la seva exposici6 en la membrana (235,236) i aquest bloqueig podria evitar
I'amplificacié de la resposta plaquetaria provocada per contingut dels granuls alliberats (237).
Una exposici6 prolongada dels pacients als ISRS és probable que interfereixi amb el transport
de 5- HT dintre dels granuls de les plaquetes impedint aixi el desenvolupament de plaquetes

altament procoagulants. Seria esperable que la inhibicié cronica de SERT pels ISRS induissin
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la resposta adaptativa secundaria amb una regulacié a la baixa del nombre o afinitat dels
receptors serotoninérgics.També s’ha descrit que les caracteristiques de recaptacié de 5-HT
plaguetaria basal poden estar relacionades amb la resposta al tractament, mostrant que els
pacients amb millor resposta als antidepressius sén els que presentat una afinitat pel SERT
superior abans el tractament (238,239). Abdelmalik et al. 2008 van observar diferéncies
significatives en l'accié dels ISRS en les plaquetes, depenent de polimorfismes del gen de

SERT i el seu promotor (5-HTTLPR) (240).

Els ISRS actuen sobre el SERT pero també actuen sobre altres receptors com el receptor
sigma-1. Una hipotesi que podriem fer per explicar I'increment del trombus que s’observa en
les proves de tromboelastrometria en els pacients tractats amb ISRS seria que aquest efecte es
produis per I'estimulacié del receptor sigma-1 en lloc del bloqueig del SERT. L'efecte de

I'escitalopram sobre aquest receptor podria regular l'excrecid de proteines del reticle

endoplasmatic que afavorissin la formacié del trombus com per exemple la proteina disulfida

isomerasa.

BDNF

El BDNF ha estat molt estudiat en sérum, menys en plasma, i no ha estat fins als darrers anys
que s’ha estudiat a nivell plaquetari. Una troballa del primer estudi, contraria a la hipotesi inicial,
és que els nivells de BDNF en plasma apareixen significativament més alts en pacients
depressius respecte als controls sans, essent equivalents en els dos grups quan remet la
clinica. Altres estudis mostren nivells plasmatics inferiors en pacients depressius en fase aguda
(104,241-243) o no observen canvis (83,103). Respecte a les plaquetes, dos estudis han
mostrat una disminucié del BDNF plaquetari abans del tractament i donat que les plaguetes
emmagatzemen el BDNF, la disminucié del BDNF plaquetari podria estar associada amb un
menor nivell de BDNF séric en pacients amb depressié major (84,85). El BDNF plaquetari en
pacients remesos van ser similar al dels controls sans, el que podria indicar una relacio entre la

normalitzacié a un nivell bioquimic i la millora clinica deguda al tractament. Una de les
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glestions menys estudies és [lalliberaci6 del BDNF per les plaquetes que tractarem a

continuacio.

BDNF | ACTIVACIO PLAQUETARIA:

El primer aspecte a considerar si relacionem els dos estudis és la implicacié de I'estat de major
reactivitat plaquetaria observada en els pacients depressius en lalliberacié de BDNF per les
plaquetes. Caldra valorar si 'increment en els nivells de BDNF plasmatics i la reduccio en els
nivells intraplaquetaris podrien ser explicat per I'activacié plaquetaria que s’observa en els
pacients depressius, provocant que el BDNF s’excreti de la plaqueta cap al plasma.
Tradicionalment s’ha considerat que el BDNF intraplaquetari és originat en altres cel-lules i
internalitzat a partir de la via exdgena, perqué els megacariocits no produeixen BDNF per si
mateixos (64), tot i que un estudi recent troba BDNF en els megacariocits que podrien intervenir
en la maduracié d’aquesta linia cel-lular (244). L’estudi de Fujimura del 2002 va trobar que
l'alliberament de BDNF a partir de plaquetes estava augmentat pels activadors de plaquetes
com la trombina, el col-lagen i I'ié calci (64). L'estudi de Laske en pacients amb malaltia
d’Alzheimer també refereix una associacié entre les concentracions de BDNF en sérum i el
grau d’activacié plaquetaria mesurada pels nivells plasmatics de B-TG (245). No obstant aixo,
un altre estudi va trobar que I'alliberament de BDNF de les plaquetes en pacients deprimits era
independent de la reactivitat/activacié plaquetaria (242), indicant que les alteracions en BDNF
plasmatic i seric dels depressius no estan relacionades amb canvis ni en els nivells de BDNF
en sang completa ni en I'alliberacié plaquetaria d’'un marcador d’activacio, el PF4. El fet que no
hi hagi canvis en sang total pero si en sérum i en plasma suggereix una regulacio diferent en
els dos compartiments sanguinis, pero la mateixa disminucié en plasma i sérum indica que els
mecanismes d’alliberaci6 de BDNF son probablement els mateixos. Aquest estudi refereix
regulacions independents entre l'alliberacié de BDNF i PF4 plaquetaris i indica que hi pot haver
dos mecanismes aparentment independents d’alliberaci6 de dues proteines que
s’emmagatzemen als mateixos granuls alfa o dues localitzacions subcel-lulars diferents. En el
nostre estudi nosaltres trobem uns resultats contraris, ja que s’observa un increment dels

nivells de BDNF plasmatic en depressius i més similars a les troballes de PF4. També s’ha
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trobat que I'alliberament de BDNF pot dependre d’un bucle autocri BDNF-TrkB de les plaquetes
que alhora estaria implicat en l'activacié plaquetaria (72), perd hi ha resultats inconsistents

respecte a si existeix TrkB en la superficie de les plaquetes (64,244,246).

L’estudi de Tamura 2011 (247) estudia com s’allibera el BDNF plaquetari a través de
l'estimulacié plaquetaria amb diversos agonistes especifics dels receptors de trombina.
L'activacio de les plaquetes es va avaluar per I'expressié en la superficie de les plaquetes de
CD62P (P-selectina). Aquest estudi mostra que l'alliberacié de BDNF és dosi dependent de les
concentracions d’agonista del receptor especific de trombina 1 (PAR1-AP), mostrant un patré
de dues fases amb un alliberament drastic a baixes concentracions de PAR1-AP i una
alliberacié6 més lenta a altes concentracions de PAR1-AP. L'alliberament maxim de BDNF va
ser d'aproximadament 37%. No va mostrar diferéncies estadisticament significatives en
I'alliberament de BDNF entre la no estimulacid i les estimulacions amb PAR4 — AP. En I'estudi
de la localitzacié del BDNF es va detectar no només en a-granuls, siné també en el citoplasma
de les plaquetes en repds. Quan es va activar la plaqueta amb PAR-1A, el BDNF dels a-
granuls es van fusionar al sistema canalicular i es van alliberar, mentre el BDNF del citoplasma
( que pot representar el 70%) es va mantenir sense canvis al llarg de l'activacié plaquetaria.
Aquests resultats indiquen que l'activaci6 de PAR1 és la senyalitzacié6 predominant per a
l'alliberament de BDNF en les plaquetes activades amb trombina, mostrant que s’allibera
juntament amb el VEGF i que les plaquetes humanes tindrien dos magatzems de BDNF, els a-
granuls i el citalopram. L’estudi de Tamura també va comparar l'alliberament de BDNF als de
PF4 i la serotonina, mostrant que la corba de resposta a BDNF era similar a la de PF4 perd no
a serotonina. Posteriorment es va analitzar I'efecte del pretractament amb un inhibidor de
I'activacio de les plaquetes, i s’observa una inhibicié6 completa de Il'alliberament de BDNF a
baixes concentracions PAR1-AP, pero no a altes concentracions de PAR1-AP. Altres estudis
han avaluat l'alliberacié de BDNF de les plaquetes si aquestes son pretractades amb inhibidors
de l'activitat plaquetaria, mostrant-se en un estudi una reduccio en l'alliberament de BDNF de

les plaquetes (248,249), mentre que un estudi posterior nega aquesta reduccio (250).
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En 'ambit clinic, solament dos estudis en pacients posteriorment a cirurgia major abdominal i a
situacions de bypass cardiovascular estudien les concentracions de BDNF en sérum i plasma i
marcadors d’activacioé plaquetaria. El primer estudi conclou que les concentracions de BDNF
en sérum i en plasma podrien estar relacionats amb l'activacié de les plaquetes (B-TG) i la
resposta inflamatoria (IL -6 i TNF-a), respectivament (251) i el segon estudi mostra un
increment en els nivells de BDNF plasmatics associats amb parametres inflamatoris,

modificacions redox i activacioé plaquetaria (p-selectina) (252).

Un primer estudi en rates va avaluar I'efecte de I'antidepressiu in vitro en I'alliberacié de BDNF
plaquetari i I'efecte del tractament antidepressiu endovends en els nivells de BDNF en serum
(253). Els antidepressius provoquen canvis relativament rapids en els nivells de BDNF seric, al
voltant d’1 o 2 hores i s'incrementen gradualment, mitjangant la promocié de I'alliberacié de
BDNF des de les plaquetes, essent la sertralina I'antidepressiu més efectiu en I'alliberacié de
BDNF plaquetari. Respecte a [l'alliberaci6 de BDNF provocat pels antidepressius, aquest
representava almenys un 20% del total de BDNF plaquetari. No es va mostrar diferéncies en
I'efecte entre ISRN i ISRS i l'alliberacié va ser dosis depenent. Aquests resultats serien
contraris als esperats a partir del nostre estudi, pero cal considerar que solament estudien els
efectes aguts dels antidepressius i no I'efecte a llarg termini i que és una troballa en rates i amb
una mostra petita. L’estudi de Hochstrasser 2013 valora els efectes de diversos ISRSs sobre
l'alliberament de BDNF a partir de plaquetes de rata, mostrant que no hi ha efecte sobre

I'alliberament de BDNF amb citalopram, paroxetina, sertralina o indometacina (249).

En global, cal destacar que hi ha resultats molt contradictoris respecte a la sintesi, absorcio,
distribucié (possibilitat de dos compartiments intraplaquetaris) i alliberacié del BDNF plaquetari,
aixi com dificultats per establir la importancia de I'activacié plaquetaria per l'alliberament de
BDNF el que fa que sigui necessari estudiar més aquests factors per comprendre el

comportament del BDNF en la sang circulant.
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BDNF | ALTRES PARAMETRES DE LA COAGULACIO

Un segon aspecte a considerar és si el processament del BDNF, independentment de
l'alliberacié plaquetaria d’aquest, depén de parametres de la coagulacié. Durant I'activacié
plaquetaria, I'estimulacié de la serotonina també accelera I'exocitosi dels a-granuls de les
plaguetes, que secreten molécules procoagulants en el plasma. Una d'aquestes molecules és
l'inhibidor de l'activador del plasminogen-1 (PAI-1), que s'allibera en el lloc de la formacié de
trombes. Els nivells de PAI-1 en els coaguls arterials sén 2-3 vegades més grans que els
observats en els coaguls venosos i el contingut relatiu de PAI-1 determina la seva resistencia a
la trombolisi. La PAI-1 inhibeix la biodisponibilitat de I'activador tissular del plasminogen (tPA) i
la plasmina, que sbn les proteases que realitzen I'escissié del precursor de BDNF (proBDNF) a
la seva forma madura (mMBDNF), pel que l'elevada sintesi de PAI-1 redueix la produccioé de
mBDNF. Multiples linies d'evidéncia han demostrat que I'escissié de proBDNF és fonamental
per a la fisiopatologia del trastorn depressiu major i pels mecanismes d’accié dels
antidepressius (254). L'escissi6 inadequada del proBDNF pot augmentar el risc de trastorns de
I'estat d'anim (255). De fet, els pacients amb depressié major mostren uns nivells augmentats

de proBDNF i uns nivells de mBDNF (256) disminuit.

Alhora, la PAI-1, inhibint la producci6 de plasmina, impedeix la dissolucié dels coaguls de sang
formats en la placa aterosclerotica trencada i seria d'esperar que els pacients amb trastorns
depressius presentessis un major risc d'esdeveniments cardiovasculars. Aquestes troballes
suggereixen que els trastorns cardiovasculars i la depressié podrien tenir un denominador
comu, que probablement es deriva de metabolisme anormal d'insulina. L’estat proinflamatori
indueix un estat de resisténcia a la insulina i una hiperinsulinémia que promou la sintesis i
alliberacié de PAI-1 i inhibeix la sintesi de plasmina. Les consequeéencies d’aquestes alteracions
serien l'escissié inadequada de proBDNF en mBDNF, Ila dissoluci6 anormal de trombes
coronaris intraluminal, la falta d’activaci6 de les metal-loproteines dependent de plasmina
responsables de l'angiogénesi i la neurogénesi (257) i la disminucié de la remodelacié del

miocardi i de la regeneracio del sistema limbic associada a nivells elevats de PAI-1.
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Els pacients en tractament amb antidepressius serotoninergics semblen tenir els nivells de
fibrinogen i PAI-1 en plasma similars a les dels controls sans, i més baix que en els pacients
deprimits que no reben antidepressius serotoninergics (258). Aixo fa suposar que la
restauracid dels circuits de I'hipocamp en els trastorns depressius requeriria les seglents
etapes: (1) la inhibicio de la serotonina; (2) disminucié de la sintesi i alliberament d'insulina; (3)
la disminucié de la sintesi i alliberament de PAI-1; (4) 'augment de la produccié de plasmina;
(5) l'escissié de proBDNF en mBDNF; (6) la neurogénesi. Aquestes accions seqliencials que
caldria realitzar podrien proporcionar en part una explicacié per al retard en l'aparicié de la

resposta del pacient als ISRS (259).

EL BDNF ESTA RELACIONAT AMB LA PATOLOGIA CARDIOVASCULAR?

Un tercer aspecte a considerar en la relacié entre parametres d’hemostasia, serotonina i BDNF,
seria si el BDNF també estaria implicat en la patologia cardiaca i podria ser un altre mecanisme
de relacié entre depressié i malaltia cardiovascular. Es coneix poc sobre el paper de les
neutrofines en '’homedstasi vascular de I'adult en condicions normals o en patoldgiques. El
BDNF i el seu receptor TrkB son expressats en cél-lules endotelials, cél-lules muscul llis
vascular i vasos arteriosclerotics (60,61). Les ceél-lules endotelials son vitals per la salut
vascular i les funcions endotelials estant independentment associades amb el prondstic
cardiac. EI BDNF esta involucrat en el desenvolupament del sistema cardiovascular i una
expressio de BDNF deficient empitjora la supervivéncia de les cél-lules endotelials en les
arteries intramiocardiques i capil-lars en periodes postnatals inicials. A més a més, les
deficiéncies de BDNF resulten en una reduccio dels contactes endotelials cél-lula-cél-lula i en
apoptosis de les cél-lules endotelials que causen hemorragia en la paret intraventricular,
contractilitat cardiaca disminuida i mort postnatal (260). L’activacié transcripcional de TrkB és

crucial en el desenvolupament de les venes coronaries (261).

La relacié del BDNF amb la patologia cardiovascular pot tenir diversos punts de confluéncia.

Les malalties inflamatories croniques i I'arterosclerosi poden provocar una modificacié en
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I'expressio i en la produccié de neurotrofines (262,263). A nivell cardiovascular, la participacié
del BDNF no es pot dissociar del procés inflamatori que acompanya la instal-laci6 i el
desenvolupament de les disfuncions cardiaques i vasculars. Els macrofags i les cél-lules del
muscul llis de l'intima ateromatosa i I'adventicia son fonts alternatives de BDNF i la seva
expressio esta incrementada en les lesions arteriosclerotiques (264), pero la seva contribucié
és marginal comparada amb [lalliberament des de les plaquetes. S’ha observat unes
concentracions de receptors TrkB i BDNF en el miocardi d’animals d’edat avancada 10
vegades superiors a les dels animals joves i aquest augment esta associat a una infiltracié
majoritaria de cél-lules mononucleades (265). L’administracié intramiocardica de BDNF
s’acompanya, a curt termini, d'un augment dels parametres inflamatoris tissulars i
particularment de macrofags activats. El BDNF provoca un estrés oxidatiu en les cél-lules del
muscul llis que podria induir la inestabilitat de les plaques d’arterosclerosis i ser un factor
pronecrotic (266) i I'expressid de Trk pot contribuir al desenvolupament de lesions i a
l'alliberaci6 de factors proinflamatoris (267). L’expressidé alterada de neurotrofines poden
provocar una desregulacié de 'emmagatzematge i alliberacié de norepinefrina pels terminals
nerviosos simpatics que s'observa durant el desenvolupament de la insuficiencia cardiaca
(268). També cal tenir en compte que el BDNF és alliberat per I'estimulacié plaquetaria i pot ser
el causant de l'associacié entre BDNF i patologia cardiovascular i cal destacar que s’ha trobat
BDNF prop de la placa d’aterosclerosi pero no hi ha proves del fet que sigui la causant de l'inici
o el desenvolupament de 'aterosclerosi coronaria. Per contra, la seva participacié en fenomens
de neoangiogeénesi via receptors de TrkB al nivell de teixits que han sofert una isquémia de
llarga durada esta ben establert (269). EI BDNF podria reclutar i mobilitzar progenitors

endotelials, facilitant la reparacié del teixit vascular o induint neoangiogénesi (270).

En pacients amb angina inestable, els nivells de BDNF estan modificats en la circulacio
coronaria quan es comparen amb pacients estables (264,271). En els pacients amb infart agut
de miocardi es va observar nivells serics de BDNF superiors i estaven correlacionats
significativament amb p-selectina, perd no es va mostrar correlacio significativa entre el BDNF i
sCD40. En pacients amb angina estable no es va observar aquestes correlacions. L’estudi

conclou que el BDNF en sérum en pacients amb infart agut de miocardi pot estar relacionat
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amb [l'activacié plaquetaria i amb la resposta inflamatoria (272), perdo expliguen que les
diferéncies respecte a altres estudis es poden deure a diferéncies metodoldgiques. Aquests
autors indiquen que la manca d’associacié entre el BDNF i I'extensié o complexitat de la
malaltia coronaria suggereix que la relaci6 entre BDNF i aterosclerosis podria incloure
I'activacié plaquetaria en lloc de la progressié de la malaltia. Okada et al 2012 descriu que
posteriorment a un infart, els nivells plasmatics de BDNF estan marcadament elevats i aquest
increment esta associat a una regulacié a l'al¢ca de I'expressié de BDNF en el cervell, perd no
en cor, pel que suposa que els mecanismes del sistema nervios central dependents de BDNF
protegeixen del remodelatge cardiac posterior a un infart de miocardi a través d’evitar la mort
de cardiomiocits i millorar la funci6 sistolica. La delecié de TrkB dels teixits cardiacs també
incrementen la disfuncié cardiaca posterior a l'infart de miocardi i 'administraci6 de BDNF

periferica en rates amb deficiencia de BDNF neuronal restableix el fenotip cardiac (273).

Altres autors descriuen disminucions dels nivells plasmatics de BDNF en pacients amb
sindrome coronaria aguda (271). Els nivells plasmatics de BDNF en pacients amb angina
estaven inversament associats amb els nivells de triglicérids i colesterol LDL, la preséncia de
diabetis mellitus, els nivells de fibrinogen, el sexe masculi i I'edat i correlacionats de forma
positiva amb el colesterol HDL i el recompte plaquetari (274). També s’ha descrit que els
nivells de BDNF en sérum en el grup amb risc de malaltia cardiaca isquémica eren
significativament més baixos que en el grup control (275), suggerint que els nivells baixos de
BDNF estarien associats amb esdeveniments futurs coronaris i mortalitat i la mesura del BDNF

en sang seria (til com a marcador biologic de malaltia isquémica en el grup de risc.

En cap d’aquests estudis es correlaciona el canvi en els nivells de BDNF amb la preséncia o
abseéncia de clinica depressiva, sent un factor independent de risc cardiovascular. Una questié
a respondre seria si la relaci6 entre el BDNF i el risc cardiovascular esta influenciat o

condicionat per la preséncia 0 no de clinica depressiva.

Altres receptors que mostren unes connexions entre el cervell i el cor similar a les del BDNF

sén els receptors sigma-1. Aquests receptors estant associat amb la depressié, mostrant que
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els ratolins knockout per sigma-1 mostren fenotips depressius i els agonistes d’aquest receptor
milloren la clinica depressiva. Un model de ratoli amb insuficiéencia cardiaca induida es va
associar amb una reduccié d’aquest receptor en el cervell. Pero el BDNF i el receptor sigma-1
estant molt relacionats, regulant la secreci6 de BDNF (276). L’activacié del receptor sigma-1
promou l'activitat de la proteina chaperona, que al seu torn, regula la secrecié6 de BDNF,
inhibeix I'agregacié de proteines induides per estrés i regula el plegament erroni de les
proteines en el reticle endoplasmatic, el que juga un paper en la patogenesi de les malalties
cardiovasculars i psiquiatriques. Una sobreexpressio del receptor sigma-1 potencia la conversié
del precursors de proBDNF a BDNF madur i millora la secrecié de BDNF madur. L’estimulacié
de receptors sigma-1 mitjancant agonistes i la secrecio posterior de BDNF podrien tenir efectes
beneficiosos en els patients amb malalties cardiovasculars (277), pero cal més estudi sobre la
relacio entre els receptors sigma-1 i la senyalitzaci6 BDNF-TrkB. Els antidepressius mostren
una afinitat entre moderada i alta amb els receptors sigma-1 cerebrals. Donat que tots els
ISRSs actuen mitjancant el bloqueig del transportador de serotonina i que s’ha observat un
efecte variable d’aquests farmacs sobre la malaltia cardiovascular (278), és probable que
I'accié heterogénia d’aquests farmacs sobre els receptors sigma-1 expliquin aquestes troballes,
ja que alguns farmacs com la paroxetina no actua i la sertralina té una funcié antagonista
(278). Caldria examinar individualment els efectes dels ISRSs sobre els receptors sigma-1 en

relacio al seu efecte cardiovascular (277).

Un altre punt de confluéncia a destacar és que el BDNF pot ser un mediador important en els
efectes de I'eix hipotalem-hipofisi-adrenal (HPA) sobre la depressid i la malaltia cardiovascular.
El receptor de glucocorticoides interactua amb el receptor especific de BDNF, el TrkB, i la
secrecio excessiva de glucocorticoides interfereix amb la senyalitzaci6 de BDNF. L’excés de
glucocorticoides pot provocar efectes adversos a través dels efectes que el BDNF realitza

sobre les cél-lules endotelials i els cardiomiocits (276).

104



EL BDNF ES UN BON MARCADOR BIOLOGIC?

Els estudis sobre el BDNF periféeric han intentat aclarir si aquesta proteina seria un bon
marcador de la depressio. Un biomarcador ha de tenir tres caracteristiques fonamentals: (1) ser
un indicador de processos biologics normals, (2) ser un indicador de processos patogénics i
permetre un diagnostic preco¢ en poblacid vulnerable i un diagnostic especific de depressio, i
(3) ser un marcador de resposta a les intervencions terapeutiques. La troballa d’'un marcador
bioldgic objectiu permetria millorar el procés diagnostic, reduir I'heterogeneitat en la
classificacio, delimitar subtipus, ajudar a elegir un tractament especific per cada pacient (279) i
determinar la seva sensibilitat als efectes secundaris, permetent reduir la incertesa del procés
d'assaig i error. Respecte al BDNF, quan es compara amb altres alteracions biologiques
observades en la depressié com la desregulacié immunologica o I'activitat de I'eix hipotalem-
hipofiso-adrenal, la magnitud de la diferéncia continua sent superior en el BDNF (81), pero no

es pot considerar un bon marcador de depressié com s’intentara explicar a continuacio.

La primera pregunta a realitzar-nos seria si el BDNF periferic és un indicador del BDNF central.
La suposicié d'un transport actiu de BDNF a través de la barrera hematoencefalica (280)
provenen d’estudis en animals i no en humans. Hi ha estudis que mostren correlacio positiva
entre el BDNF seric i el BDNF en teixits cerebrals (65,281), pero altres troben una correlacio
negativa entre el BDNF en sang i en hipocamp (282). Respecte a la mostra utilitzada, hi ha
estudis animals que observen una correlacid superior entre BDNF plasmatic i cerebral que
entre BDNF séric i cerebral (283) i aixd podria ser explicat perqué el BDNF plasmatic esta
minimament afectat per la quantitat de BDNF emmagatzemat a les plaquetes i ser un marcador
de BDNF més sensible de les variacions en el cervell i a nivell periferic. Altres estudis no
mostren aquesta correlacié entre el sistema periféric i central i indiquen que l'expressié de
BDNF cerebral és dependent de temps i de localitzacio (284) i els antidepressius incrementen
el BDNF en algunes localitzacions perd no en altres (285). Una segona consideracio és que el
BDNF s’obté de fonts diverses i no prové al 100 % del sistema nervids central. Les
concentracions de BDNF en sérum sén molt superiors a les obtingudes del liquid cefaloraquidi

(x1000), el que indica que poden reflectir principalment la sintesi periferica (286). Com a
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consequiéncia, les alteracions en el BDNF periféric poden no reflexar les alteracions en les vies
centrals sind ser un epifenomen d’altres processos fisioldgics o conductuals periférics que no

estan necessariament relacionats amb el funcionament del BDNF cerebral.

Els primers metaanalisis indicaven que el BDNF en serum podria ser un marcador de trastorn
depressiu (82), pero els estudis més recents ho posen en dubte, ja que la probabilitat d'una
classificacio correcta és del 0.59 (81). Altres malalties com I'esquizofrénia, el trastorn bipolar o
'anoréxia, entre altres, han mostrat disminucions en les concentracions periferiques de BDNF,

pel que aquesta troballa no és suficientment especifica per diferenciar entre diagnostics.

Una altra troballa destacable és I'elevada variabilitat en els valors de les concentracions de
BDNF en sérum entre els diferents estudis. Aquestes diferéncies es poden deure a
procediments de laboratori diferents que fa que no es pugui extrapolar els resultats pero si que
permet fer diferéncies dintre d’un estudi (287). Una consequéncia negativa d’aquesta variabilitat
és que no hi ha un valor de referéncia acceptat que defineixi si un valor individual de BDNF és
alt o baix i caldria estandarditzar les mesures. Una altra consideracié és que la majoria dels
estudis comparen els valors entre diferents grups i no de forma individual, alhora que hi ha
molts factors que influencien els nivells de BDNF. Variables dels pacients tals com edat, sexe,
Us de medicacio, cicle menstrual, tabaquisme, index de massa corporal, canvis en el pes, ...
poden influir en els nivells de BDNF i la majoria dels estudis no ho tenen en compte. En aquest
sentit, el segon article ens planteja la questi6 de si caldria considerar I'estat de reactivitat

plagquetaria en les mesures del BDNF en els pacients deprimits.

Inicialment es va descriure que un increment superior del BDNF séric durant el tractament amb
antidepressius estava associat a una disminucié superior en la gravetat de la clinica
depressiva. Aquesta darrera troballa indicaria una relacié dinamica temporal entre I'expressio
de BDNF i l'eficacia del tractament, observant-se canvis ja en fases inicials del tractament
(288,289). Altres estudis longitudinals i el metaanalisi més recent no mostren I'associacio entre
la gravetat de la clinica depressiva i les concentracions de BDNF en sérum, destacant que els

estudis que han trobat aquesta associacié solen ser els que tenen menys poder estadistic
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(81,290). Aixd ha provocat que alguns autors indiquin que l'increment en el BDNF no és
necessari per induir una resposta antidepressiva, ja que molt pacients milloren sense observar-

se canvis en els nivells de la neutrofina (290).

El BDNF en sérum és solament una de les mesures perifériques de la neurotrofina. Altres
opcions no invasives inclouen la concentracié de BDNF en sang total, plasma i plaquetes. Hi ha
estudis que mostren una associacié estadisticament significativa, encara que modesta, entre
aguestes mesures (291-293), perod altres estudis mostraven un significat biologic diferent del
BDNF en sérum i en plasma (104,294). Els nostres resultats mostren una correlacié inversa
entre el BDNF en plasma i en plaguetes. Cal considerar que hi ha evidéncia sobre I'estabilitat
dels nivells de BDNF en plaquetes o en serum (287), pero no en plasma, ja que la molecula
circula menys d’'una hora (67). En general, cal considerar que les troballes en els diferents

compartiments no es poden generalitzar directament a altres parametres periférics.

Un metaanalisi va mostrar una reduccié del BDNF plasmatic en la depressié (83), pero cal tenir
en compte que aquestes mesures sOn altament dependent de la metodologia utilitzada (78) i
aquestes diferéncies metodologiques podrien explicar la variabilitat de resultats. Un altre factor
que incrementa la variabilitat és que els nivells plasmatics de BDNF poden disminuir de forma

significativa amb l'edat, el pes o el colesterol i molts estudis no ho registren.

Respecte als nivells de BDNF en plaquetes no van mostrar aquesta variacio, perd s’alteren
amb el cicle menstrual (68). La quantitat de BDNF en serum és gairebé idéntica a la quantitat
de BDNF en plaquetes lisades, per tant, la diferéncia entre el BDNF en serum i en plasma
sembla reflectir la quantitat de BDNF emmagatzemat en les plaquetes circulants. El nostre
estudi coincidiria amb els estudis de nivells serics que també mostren una reduccié dels nivells

(65,77,82,295).

Queden diferents qiliestions a respondre respecte al BDNF com a marcador:

1. Determinar el parametre que millor representa el BDNF a nivell cerebral.
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a. Alguns autors han indicat que el contingut de RNAm del BDNF en els leucocits
podria reflectir de forma més estreta la dinamica del BDNF central per la seva
vida mitjana curta i poca afectacio de factors de confusié periferics (296).

b. Elturnover de BDNF en plasma es completa en aproximadament 6 minuts (67).
Per tant, el BDNF plasmatic és probable que sigui un index més adequat dels
nivells de BDNF cerebrals (297) a causa de la minima influéncia deguda a la
guantitat emmagatzemada en les plaquetes. Perd la mesura del BDNF
plasmatic depén de l'anticoagulant utilitzat, el temps d’emmagatzematge i la

temperatura.

C. El BDNF plaquetari podria representar un marcador a llarg termini de la
variacié dels nivells de BDNF en un periode de diversos dies.
d. També s’ha destacat que la combinacid de diferents mostres perifériques

podria tenir avantatges respecte a un de sol.

2. Saber és si el BDNF que estudiem a nivell periféric és la proteina madura o la
immadura (pro-BDNF). Els kits d’ELISA utilitzats en la majoria d’estudis no permeten
fer la diferéncia entre la proteina madura i la immadura (40), encara que recentment
s’ha desenvolupat un kit que permet diferenciar les dues proteines. L'estudi de Burnouf
et al 2012 no va detectar la preséncia de pro-BDNF en els extractes de plaquetes, el
que suggereix que en les plaquetes la neurotrofina es troba exclusivament en la seva
forma madura (246). Respecte al plasma no podem saber quina de les dues variants
estem analitzant i donat la seva funcié contraria caldra millorar els estudis per detectar
aquesta diferencia i les possibles ratios diferents de les dues variants en diferents

patologies.

3. Relacionar el BDNF amb parametres d’activacié plaquetaria, ja que diferéncies en
I'activacié poden provocar diferéncies en els nivells de BDNF en plasma o en sérum

(298).
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4. Determinar quins factors afecten les mesures de BDNF i incloure’ls en els estudis o

protocols relatius al BDNF.

5. Estandarditzacié de la metodologia per evitar la variabilitat en la investigacié sobre el

BDNF.

6. Determinar les ratios de concentracions de BDNF en el liquid cefaloraquidi, en sérum i
en plasma, tant en pacients amb malaltia aguda, en remesos i en controls i mirar les

seves correlacions.

7. Valorar les alteracions en el BDNF a través de fendmens transdiagnostics, ja que

moltes condicions psicopatologiques s’associen a alteracions en el BDNF.

En global es pot considerar que les mesures de BDNF periféric no han de ser la base per
entendre les alteracions neurotrofiques en la depressié i que la falta de troballes uniformes en
aquests valors fa considerar que la importancia del BDNF en els darrers anys ha estat
sobredimensionada. Aquestes consideracions ens fa que calgui revalorar la mesura del BDNF
respecte a com I'hem entés fins ara. Per contra, recentment s’ha ampliat el nombre de malalties
relacionades amb aquesta neurotrofina i s’ha postulat com una molécula implicada en les vies

que relacionen diferents malalties, com la depressio i la malaltia cardiovascular, entre altres.
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LIMITACIONS:

e La mida de la mostra és petita i aixd pot limitar la nostra capacitat per determinar

diferéncies significatives.

e L’avaluacio dels simptomes s’ha realitzat solament amb HDRS i es poden haver omeés

altres components de la sindrome depressiva.

e Haver tingut en compte variables que intervenen en la variabilitat plasmatica o en la
plaquetaria podria haver reduit determinats biaixos i treure conclusions més concretes.
Moltes d’aquestes variables s’han descobert en els darrers anys, posteriorment a la

realitzacio de gran part de les determinacions.

¢ Realitzacio de les proves amb un kit que no diferencia BDNF i proBDNF, ja que el kit
que permet analitzar aquesta diferéncia no estava disponible en el moment de les

analisis.

e La metodologia utilitzada en els estudis de BDNF no ha estat estandarditzada i pot
provocar elevada variabilitat entre els nostres resultats respecte als obtinguts amb

altres estudis.

e Seguiment de sis mesos i estudi dels efectes dels antidepressius durant aquest temps,
perd no s’avalua que provoca el tractament a llarg termini tot i que molts pacients

depressius requereix tractaments prolongats o de tota la vida.

¢ No s’ha relacionat el BDNF amb els marcadors d’activacioé plaquetaria.
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CONCLUSIONS






Les conclusions que es deriven dels treballs exposats a la present tesi doctoral son les segients:

1. Els pacients amb depressié sense tractament presenten alteracions en els parametres
de BDNF respecte als subjectes sans mostrant nivells inferiors de BDNF plaquetari i

nivells superiors de BDNF en plasma pobre en plaquetes.

2. El tractament amb ISRS (escitalopram) modifica els nivells de BDNF tendint a

normalitzar-los.

a) Alcap de 8 setmanes de tractament, els nivells de BDNF en plasma han disminuit
de forma significativa, pero el canvi més important s’observa amb l'increment del BDNF

plaguetari que ja no mostra diferéncies respecte als subjectes controls.

b) Al cap de 24 setmanes de tractament, els nivells de BDNF en plasma van
disminuir i els nivells de BDNF en plasma van augmentar, assolint nivells similars als

subjectes controls.

c) El BDNF plaquetari es modifica en fases més inicials del tractament, pel que
podria ser utilitzat com un marcador de resposta al tractament, predint la resposta al

tractament en fases inicials.

3. Es va observar una correlacié negativa entre els nivells de BDNF plaquetari i plasmatic.

4. Els pacients en fase depressiva presenten un endofenotip protrombotic respecte als

subjectes controls, observant-se canvis estadisticament significatius en :

a) Augment volum mitja de les plaguetes

b) Elevada expressi6 de GPIb, d’antigens procoagulants i de marcadors d'activacio

plaquetaria
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c) Increment de la fermesa del coagul

d) Increment de I'activitat procoagulant del factor tissular associat a plaquetes

e) Augment de la formaci6 de fibrina i de la generacié de trombina quan s'exposa a

una superficie trombogena en condicions de flux

f) Increment moderat de I'agregacio de les plaquetes en resposta a acid araquidonic.

El tractament amb ISRS en els pacients deprimits regula a la baixa el fenotip
trombogen i contraresta amb rapidesa i eficacia I'estat protrombotic i procoagulant

observat sota condicions de flux.

Alguns parametres de la coagulacié no es modifiquen durant el tractament amb ISRS. No
s'observa una disminucié de la forca del coagul, I'expressié de GPIlbllla es manté
elevada i les propietats viscoelastiques dels trombes formats en condicions de velocitat

de cisalla reduida no es modifiquen.

Els efectes dels ISRS sobre les plaguetes pot explicar el risc més gran de sagnat en els

pacients que reben aquest tractament.
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