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RESUMEN

Actualmente diversos estudios sugieren que vesiculas extracelulares -de tamafio
nanomeétrico- como los exosomas, son una importante herramienta para avanzar en la
elucidacion de los mecanismos de sefalizacion y comunicacion intercelular, que
subyacen a algunos trastornos neuropsiquiatricos como la depresion. Esto, a través de
la expresion intrinseca de un posible sindrome multisistémico que influye tanto a nivel
central como periférico en vias comunes inflamatorias para los sistemas nervioso,
endocrino, inmunolégico o metabdlico. Este estudio abord6 y traté de determinar el
contenido proteico de los exosomas periféricos obtenidos de suero sanguineo de sujetos
femeninos diagnosticados con TDM y comparados con aquellos exosomas provenientes
de sujetos sanos y de sujetos que ademds recibieron tratamiento farmacolégico
antidepresivo. Los resultados mostraron que existen cambios significativos en tres
proteinas que son Eotaxina-1, RANTES y BDNF entre el grupo control y el grupo TDM.
Resultados similares fueron observados en el grupo que recibié tratamiento
antidepresivo. Ademas, se identificé la existencia de una compleja red de interaccion con
otras 14 proteinas en los exosomas que tienen implicaciones en vias moleculares y de
sefializacion con procesos biolégicos relacionados a inflamacién, estrés, metabolismo,
entre otros. Estas, quiza actien de manera conjunta como agentes reguladores de los
signos y sintomas en los trastornos depresivos. Sin embargo, esto es una especulacion
y debera ser explorada en estudios futuros. No obstante, los exosomas de suero
sanguineo de sujetos con diagndéstico TDM presentan un perfil proteico con cambios en
la expresidn de proteinas implicadas en la inflamacién.

XI



ABSTRACT

Currently, several studies suggest that - nano-sized - extracellular vesicles, such as
exosomes, are an essential tool to advance in the elucidation of the mechanism underlying
some neuropsychiatric disorders such as depression, through the intrinsic expression of
a possible multisystemic syndrome that influences centrally and peripherally common
inflammatory pathways for the nervous, endocrine, immune or metabolic systems. This
study addressed the protein content in female subjects diagnosed with MDD compared
with those exosomes from healthy subjects and subjects who received antidepressant
drug treatment. Significant changes were found only for Eotaxin-1, RANTES, and BDNF
between the control group and the group diagnosed with MDD. Similar results were found
in the group of participants that received antidepressant drugs. Also, the existence of a
complex network of interaction with 14 other exosomal proteins was identified, which have
implications in molecular pathways and signaling with biological processes related to
inflammation, stress, metabolism., among others. These proteins may act together as
regulatory agents for signs and symptoms in depressive disorders. However, this is a
speculation that deserves a particular study. Nevertheless, exosomes from participants
diagnosed with MDD exhibit a specific protein profile with relevant changes in proteins
implicated in inflammation.
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1. INTRODUCCION

Uno de los problemas mas importantes de salud publica en México y el mundo, son los
trastornos neuropsiquiatricos, donde la depresion mayor o trastorno depresivo mayor
(TDM) es reconocido como el mas frecuente e incapacitante entre la poblacion.
Clasificado como uno de los trastornos del afecto, se caracteriza por emociones y
pensamientos negativos coexistentes con déficit cognitivo, fatiga excesiva, alteraciones
en el apetito, la libido y el suefio, principalmente, todo ello de acuerdo con lo descrito en
el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales en su quinta edicién,
DSM-V (American Psychiatric Association, 1995). Afecta mayoritariamente a mujeres,
con una prevalencia de 2:1, respecto a los hombres y variando entre la poblacidén general
de un 10 a 25% y 5 a 12%, respectivamente (Gutiérrez-Lobos et al., 2002; OMS, 2020;
INEGI & INMUJERES, 2018). En la actualidad, se ha reportado que hasta un 30% de los
pacientes con esta afeccion no responden a tratamiento farmacoldgico antidepresivo,
evidenciando la necesidad de estudios mas completos e integrales que contribuyan vy
ahonden al entendimiento de la fisiopatologia y neurobiologia de estos trastornos, asi
como de los mecanismos de accion de los tratamientos farmacolégicos disponibles
(Gonzalez-Pinto, 2020; Leonard & Aricioglo, 2020; Xia et al., 2020).

De acuerdo con la informacion epidemioldgica actual, se prevé que para este afio 2020
la enfermedad afecte hasta un 20% de la poblacion mundial (OMS, 2020), ademas, se
ha observado que durante el transcurso o aparicion de los estados depresivos, existe un
aumento recurrente y considerable en la prevalencia de anormalidades o afecciones
fisicas severas, con una alta comorbilidad con otras patologias mentales (ansiedad y
consumo de sustancias adictivas, etc.), alteraciones y trastornos en el metabolismo
(sindrome metabdlico, apetito, diabetes, obesidad, etc.), y diversas afecciones cardiacas
(hipertension, infarto, etc.), entre otras (Mclintyre et al., 2010; Evrensel & Ceylan, 2015;
Van Loo et al., 2015; Dean & Keshavan, 2017; Pérez-Padilla et al., 2017; Inta et al., 2020).

Derivado de estas observaciones, diversos estudios han propuesto que las
manifestaciones del estado de animo -en este trastorno-, podria entenderse como una
expresion intrinseca de un sindrome multisistémico que influye tanto en el SNC, como en

el enddcrino e inmunolégico (Evrensel & Ceylan, 2015; Chan et al., 2019; Inta et al.,
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2020), impactando en la sefalizacion de diferentes vias neuroquimicas y de respuesta
inflamatoria (Kupfer et al., 2016; Alzoubi et al., 2018), haciendo evidente la comunicacion
bidireccional a través de vias y mecanismos comunes, en donde pueden participar
diferentes moléculas, metabolitos, factores solubles u otro tipo de interaccion celular,

como las vesiculas extracelulares (Chan et al., 2019; Saeedi et al., 2019).

En este sentido, se ha propuesto que los exosomas, vesiculas extracelulares de tamafio
nanométrico liberadas después de un proceso intracelular de fusidon entre cuerpos
multivesiculares y la membrana plasmatica, y secretadas por una gran cantidad de
células del cuerpo (Théry et al., 2002; Hessvik & Llorente, 2018), pueden actuar como
moduladores de la comunicacion intercelular a diferentes niveles gracias al trasporte de
su contenido diferencial, promoviendo cambios estructurales, bioquimicos y funcionales
en diferentes tipos de células, bajo estadios patolégicos o normales (Samanta et al.,
2018). Su contribucion en la progresion y desarrollo de enfermedades severas como
diferentes tipos de cancer (Wang et al., 2017; Im et al., 2018), infecciones virales y
parasitarias (Kaur et al., 2014), en diversas afecciones de higado y rifion (Fang et al.,
2013; Sato et al., 2016), ademas de su reciente descripcion en la agregacion de las
proteinas B-amiloide y a-sinucleina, en enfermedades neuroldgicas como Alzheimer y
Parkinson, respectivamente (Rajendram et al., 2006; Shi et al., 2014; Gui et al., 2015),
han hecho de estas nanovesiculas, una potencial e importante herramienta biomédica a
considerar en el estudio de diversas enfermedades y en particular de las

neuropsiquiatricas, como los trastornos depresivos.

El presente estudio, abordé y traté de determinar la posible relacion o contribucion que
tienen los exosomas periféricos aislados y caracterizados de suero sanguineo humano,
asi como su contenido, en pacientes femeninos diagnosticados con TDM y comparados
con aguellos exosomas provenientes de sujetos sanos y de pacientes que ademas
recibieron tratamiento farmacoldgico antidepresivo. Todo ello como una estrategia para
identificar su papel en el desarrollo de este trastorno neuropsiquiatrico, e incluso, como
una fuente de informacion clinica importante para el diagnéstico y/o monitoreo de los

pacientes, con miras a la descripcion de posibles biomarcadores para este trastorno.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Historia de la depresion

Histéricamente los trastornos depresivos han sido descritos desde hace varios siglos,
recibiendo diferentes nombres o términos, entre ellos: Melancolia, acedia o depresion;
identificando en ellos la concepcion actual del término “Depresién”, siendo descritos
desde diferentes perspectivas culturales de la filosofia occidental (Aguirre-Baztan, 2008;
Mori & Caballero, 2010).

De acuerdo con la ideologia hipocratica (siglos IVy V a.C.), la Melaina chole o Melancolia,
provenia de la alteracion del equilibrio humoral (bilis negra), produciendo el caracteristico
estado patolégico actualmente descrito (Quevedo, 2004; Gongora-Biachi, 2005). El
término Acedia (del griego a’kédos, “sin cuidado”), fue acufiado siglos después de la
escuela médica hipocratica, entre los monasterios y catedrales del cristianismo, donde
se le asocié como un sindrome de tristeza y dejadez, de inhibicion y apatia, asi como de
angustia y pereza, donde ademas se podian presentar dos tipos: uno “melancélico”,
relacionado a la tristeza y tratado como una enfermedad corporal, y otro “diabdlico”,
considerado incluso como un pecado (Aguirre, 1996).

Cualquier descripcion médica o religiosa sobre estos trastornos depresivos fueron
abordados bajo alguno de estos dos términos y sus tratamientos, pero no fue hasta el
Renacimiento que se realizaron avances significativos en la descripcion de esta
enfermedad mental. Por ejemplo, Paracelso (1567), describi6 cuatro “clases de
melancdlicos”, ahondando en la descripcion de diversos grados o tipos de estados
depresivos; posteriormente, T. Bright (1586), publicdé su Tratado sobre la melancolia,
constituyéndose este libro, como la primera monografia sobre depresion. Sin embargo,
es en el afio de 1621, que R. Burton publicé La anatomia de la melancolia, donde se dio
un gran adelanto y se dejo de lado la Teoria humoral de las enfermedades, donde se
incluyeron algunos factores psicologicos, y una previa distincién entre los estados de
hipertimia y distimia. Es asi como junto a los avances en la descripcion médica, anatomica
y fisiologica del cuerpo humano, que se logré avanzar, hacia finales de este siglo, a una
nueva concepcion nerviosa o mental de la depresion (Bright, 1586; Burton, 1621; Aguirre-
Baztan, 2008; Bartra, 2015).
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Las explicaciones antiguas y sobrenaturales de esta y otras enfermedades mentales
permanecieron hasta entrado el Siglo XIX, donde gracias al desarrollo de las diversas
teorias psicolégicas y psicodinamicas, se realizaron ciertos avances en la descripcién y
etiologia de este padecimiento. Por ejemplo, a la luz del psicoandlisis, Sigmund Freud
(1915) propuso que la depresion provenia del efecto primario de un trauma vital temprano
sobre la “pérdida de objeto”, hipotesis que consistid en la separacion temprana y
traumatica de un objeto de apego significativo por parte del individuo -que lo
predispondria a la depresion-, y que posteriormente, este recuerdo y sensaciéon de trauma
podia ser evocado y/o revivido en la edad adulta, por situaciones de pérdida similar,
provocando este padecimiento en sus estados mas severos (Freud, 1895, 1915; Sadek
& Nemeroff, 2000). Sin embargo, no es hasta el desarrollo de la psicobiologia en los afios
50’s del siglo pasado, que se reconocid la importancia de los factores genéticos y los
eventos vitales en la etiologia de esta enfermedad, dando paso al desarrollo de las teorias
bioldgicas de estos trastornos del afecto (Sadek & Nemeroff, 2000; Vazquez et al., 2000;
Luque & Berrios, 2011).

Actualmente se reconocen diversas teorias o aproximaciones que intentan explicar -a la
luz de la evidencia disponible- la neurobiologia de los estados depresivos, sin embargo,
ya sea que se aborde su estudio desde la deficiencia de aminas bidégenas, la participacion
de otros sistemas neuroquimicos y hormonales, una exacerbada respuesta al estrés
biologico-psicolégico o incluso, la reciente implicacion de componentes del sistema
inmune y de comunicacion intercelular, los trastornos depresivos adun no pueden ser
descritos totalmente, siendo necesarias nuevas perspectivas que complementen o

mejoren el entendimiento de estos padecimientos neuropsiquiatricos.

2.1.1. Trastorno depresivo mayor (TDM)

La depresion mayor o trastorno depresivo mayor (TDM), es reconocido como un
importante problema de salud publica y uno de los trastornos neuropsiquiatricos mas
frecuentes e incapacitantes a nivel mundial. Es clasificado como uno de los trastornos del
afecto, de acuerdo con lo descrito en el Manual Diagnostico y Estadistico de los
Trastornos Mentales en su quinta edicion, DSM-V (American Psychiatric Association,

1995). Se caracteriza por emociones y pensamientos negativos coexistentes con déficit
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cognitivo, fatiga excesiva, alteraciones en el apetito, la libido y el suefio (aumento o
decremento), principalmente; aunque de manera especifica se pueden manifestar
sentimientos de tristeza, desesperanza, inutilidad y culpa; baja autoestima; pensamientos
suicidas; afectaciones a la motivacion, la atencion selectiva, memoria episédica, de
trabajo y una menor capacidad de pensamientos reflexivos, asi como, irritabilidad, disforia
y anhedonia (Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales). Se puede
establecer el diagnéstico de TDM cuando existen al menos cinco de estos sintomas y se
encuentran presentes de manera recurrente o casi constante durante un periodo igual o
mayor a dos semanas (American Psychiatric Association, 1995). Este trastorno afecta
mayoritariamente a mujeres, con una prevalencia de 2:1, respecto a los hombres y
variando entre la poblacion general de un 10 a 25% y 5 a 12%, respectivamente
(Gutiérrez-Lobos et al., 2002; OMS, 2020; INEGI & INMUJERES, 2018).

Existe, ademas, una estrecha relacién entre la depresion y la posibilidad de presentar
una enfermedad fisica severa, asi como una alta comorbilidad con otras patologias
mentales, como los trastornos de ansiedad y el consumo de sustancias adictivas, entre
otros (Dean & Keshavan, 2017; Pérez-Padilla et al., 2017). La combinacién de todos estos
factores directos y secundarios derivados, hacen del TDM uno de los m4s costosos
padecimientos en el mundo. Es por ello, qué en la actualidad adquiere importancia el
desarrollo de nuevos enfoques en la investigacion de los mecanismos especificos
implicados en la presencia, desarrollo y prevalencia de dicha enfermedad (Sharma et al.,
2013; Jan et al., 2017; Price et al., 2018). Esta informacion sera de gran utilidad para el
desarrollo de mas y mejores tratamientos farmacolégicos, con caracteristicas especificas,
eficaces (Andaloussi et al., 2013; Gerhard et al., 2016) y complementarios con los
tratamientos psiquiatricos establecidos, resultando en el mejoramiento de la calidad de
vida de los pacientes (Berenzon et al., 2013; Pérez-Padilla et al., 2017).

2.1.2. Neurobiologia de la depresion
Pese al gran avance en el campo de las neurociencias en las décadas pasadas, la
fisiopatologia del TDM no ha sido descrita por completo. Diversos investigadores han

elucidado complejos mecanismos neurobioldgicos, como: la alteracion en los sistemas
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neuroquimicos serotoninérgicos, noradrenérgicos, dopaminérgicos, glutaminérgicos y
colinérgicos, procesos de inflamacion (neuroinflamacion), anormalidades del
funcionamiento del Eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Adrenal (HHA/HPA), estrés crénico,
cambios en la vascularizacion cerebral, asi como una disminucion en la neurogénesis y
la neuroplasticidad (Dean & Keshavan, 2017). Sin embargo, dichas aproximaciones por
separado no parecen explicar completamente las caracteristicas de este trastorno, es por
lo que se considera la posibilidad de que los desérdenes depresivos puedan representar

varios subsindromes o incluso trastornos discretos de esta neuro-psicopatologia.

Neurotransmision de las monoaminas. Es la hip6tesis mas aceptada para explicar la

fisiopatologia de la depresion. Describe que este trastorno es causado por una alteracion
en los niveles de una o mas monoaminas, entre ellas: serotonina (5-HT), norepinefrina
(NE) y dopamina (DA). Las evidencias que respaldan esta teoria incluyen la disminucién
de los niveles de metabolitos de serotonina en pacientes diagnosticados con TDM, y
también se ha demostrado que algunos farmacos antidepresivos, como los
antidepresivos triciclicos (ATC’s), los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina
(ISRS’s), asi como los inhibidores de la recaptura de serotonina-norepinefrina (IRSN’s),
aumentan los niveles de serotonina en el cerebro (Richelson, 2001; Dean & Keshavan,
2017; ver Figura 1, incisos A y C). Los neurotransmisores serotonina, norepinefrina y
dopamina, estan interrelacionados, afectando las concentraciones de cada uno de ellos
en el cerebro, por lo que un cambio en el delicado equilibrio entre estos sistemas puede
generar estados alterados (desérdenes, trastornos, etc.) de la neuroquimica cerebral
normal y/o del comportamiento.

Sin embargo, en las Ultimas décadas se ha reconocido que otros sistemas
neurogquimicos, como el colinérgico, pueden tener implicaciones mayores en la
fisiopatologia de este trastorno. Por ejemplo, el caracteristico deterioro cognitivo
observado durante el curso de la depresion puede ser explicado por la disfunciones de la
neuroquimica colinérgica, pues se ha observado que algunos de los cambios en la
neurogénesis del hipocampo, a menudo asociados con el estrés crénico en modelos

animales, pueden estar mediados en parte por la disfuncion colinérgica, lo que a su vez
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podria subrayar las alteraciones cognitivas observadas en la conducta de los animales

experimentales (Dagyté et al., 2011; Riley & Renshaw, 2018).
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Figura 1. Contribucion de los sistemas dopaminérgicos, serotoninérgicos y del eje HHA, en la
neurobiologia de los trastornos depresivos. Funcional y anatomicamente la 5-HT y la DA, se encuentran
intimamente relacionadas, estimulando &reas y estructuras cerebrales importantes en los estados de
animo, asi como en procesos de memoria, aprendizaje, etc. (A). Una desregulacion del Eje HHA, en los
niveles de CRH, en la retroalimentacion negativa, o en los niveles de cortisol, puede promover procesos
metabolicos inflamatorios severos, con un impacto directo en el desarrollo de TDM (B). Los farmacos
antidepresivos pueden revertir las alteraciones en la transmision neuroquimica normal, mediante la
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inhibicién de la recaptura de serotonina o dopamina (C) (Disefio y autoria bajo el presente estudio;
BioRender, suscripcién gratuita).

Eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA) y respuesta al estrés. En estudios recientes, se

ha reportado severas anormalidades en el eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Adrenal de pacientes
con depresién, asociadas a una hiper respuesta al estrés. Algunas de esas alteraciones
incluyen la hipersecrecion de la hormona o factor liberador de corticotropina (CRF o CRH,
por sus siglas en inglés) del nucleo paraventricular (PVN) del hipotdlamo, la alteracién en
la retroalimentacion negativa del eje HPA/HHA, asi como hipercortisolemia severa de las
glandulas suprarrenales y disminucion de la supresion de cortisol en respuesta a la
dexametasona (Pruessner et al., 2003; ver Figura 1, inciso B). Estudios realizados sobre
los efectos de los glucocorticoides en depresion, han descrito que ciertas areas del
cerebro como la corteza prefrontal medial (mPFC), el hipocampo y la amigdala, se
encuentran alteradas principalmente. La importancia de estos hallazgos radica en que
tanto la mPFC, el hipocampo y la amigdala, estan involucrados en funciones ejecutivas,
procesamiento de emociones, asi como en el desarrollo de memoria y aprendizaje
(procesos cognitivos), los cuales se ven afectados y/o alterados durante la depresion. La
interrelacion entre diversas areas del cerebro, asi como su respuesta conjunta al estrés,
puede ayudarnos a describir nuevos modelos biolégicos y psicologicos para el trastorno
de la depresién (Dean & Keshavan, 2017).

Inflamacion. Uno de los principales hallazgos que soportan esta teoria, radica en las
descripciones de los niveles de marcadores inflamatorios como IL-18, IL-2, IL-6, TNF-q,
CRP y PGE2 en pacientes con depresion (Felger & Lotrich, 2013; ver Figura 2, inciso A).
Estos estudios muestran que inducir procesos inflamatorios en modelos experimentales
in vivo, provoca el desarrollo de estados depresivos. Por ejemplo, Wright y colaboradores
(2005), mostraron una relacion directa entre los niveles de IL-6 y el desarrollo de un
estado de animo depresivo; de manera similar, se ha descrito que el aumento de IL-2, IL-
6 y TNF-a, provoca alteraciones en procesos cognitivos, similares a los ocurridos durante
la depresion. Ademas, se ha demostrado también que el estrés psicologico aumenta la
produccion de citoquinas como IL-1 B, IL-6 y TNF-a, probando la existencia de una

retroalimentacion positiva entre la depresion y los procesos inflamatorios, en la que la

-8-



inflamacion causa depresion y el estrés psicolégico, a su vez es un factor proinflamatorio
(Steptoe et al., 2007).

La marcada relacién bidireccional entre la depresién y la inflamacién es paralela a la
relacion clinica entre la depresién y los trastornos inflamatorios. Los pacientes deprimidos
parecen tener una mayor incidencia de trastornos autoinmunes, y existen mayores tasas
de depresion entre los pacientes que padecen alguna enfermedad inflamatoria (Pasco et
al., 2010). Ademas, se ha reportado que farmacos antiinflamatorios se han utilizado con
éxito como complementos de los antidepresivos, resultando en un tratamiento mas eficaz

para este complejo trastorno.
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Figura 2. Impacto de algunos factores neuroinflamatorios e inmunolégicos en la fisiopatologia,
tratamiento y neurogénesis durante la respuesta al estrés y patologias como la depresion. (A)
Actualmente, existe evidencia clinica y preclinica suficiente para sugerir que las citocinas proinflamatorias
y algunos otros factores, afectan directamente la neuroplasticidad al disminuir la neurogénesis y alterar los
niveles de neurotransmisores en regiones cerebrales clave. (B) Ademas, otros estudios han sugerido que
las terapias antidepresivas pueden revertir las vias relacionadas con la inflamacién asociada al estrés y la
depresién, promoviendo respuestas neurotréficas y normalizando los niveles de neurotransmisores, lo que
conduce a neuroplasticidad adaptativa y una neurogénesis mejorada, o incluso aumentada. BDNF, factor
neurotrofico derivado del cerebro; IDO, Indolamina 2,3-dioxigenasa; IL, interleucinas; PGE2, prostaglandina
E2; TNF, factor de necrosis tumoral. (Tomado y modificado de Wohleb et al., 2016).
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Reduccion de la neurogénesis y neuroplasticidad. Nuestro cerebro posee una notable

capacidad plastica, crea y elimina sinapsis rapidamente, modificando asi, circuitos
funcionales de adaptacion y aprendizaje, frente a cualquier proceso y/o actividad. Uno de
los mecanismos implicados en esta regulacion plastica involucra diferentes factores
neurotroficos, que pueden llegar a tener papeles clave durante el desarrollo del sistema
nervioso, asi como en la supervivencia, funcion y la plasticidad adaptativa de las
neuronas en el cerebro adulto (Greenberg et al., 2009). Se ha demostrado que entre
muchos factores neurotroficos o de crecimiento que se expresan en el cerebro, la familia
del Factor de Crecimiento Nervioso (NGF, por sus siglas en inglés), y en particular, el
Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), y las
Neurotrofinas 3y 4 (NT3 y NT4), tienen papeles criticos en patogénesis de la depresion
(Tavakolizadeh et al., 2017). El mas importante de ellos es el BDNF, el cual promueve la
supervivencia de las neuronas existentes, el crecimiento y diferenciacion de nuevas
neuronas y la formacion de sinapsis (Acheson et al., 1995; ver Figura 2). Las
observaciones sobre el decremento en niveles séricos de BNDF en pacientes
diagnosticados con depresion, sugiere un posible papel de este factor neurotréfico en la
fisiopatologia de la depresion (Monteleone et al., 2008), ademas, se han asociado que
los antidepresivos producen un incremento en la neurogénesis hipocampal, a través de
una posible estimulacién de las vias de esta neurotrofina (Santarelli et al., 2003; ver

Figura 2, inciso B).

2.1.3. Tratamiento de los trastornos depresivos

Actualmente, existen diversos enfoques disponibles para el tratamiento de los trastornos
depresivos, los cuales incluyen diversas estrategias terapéuticas como: la psicoterapia,
la terapia cognitiva y somatica, asi como el uso de farmacos antidepresivos,
principalmente (Fava & Kendler, 2000; OMS, 2020). Otras estrategias terapéuticas
empleadas, son las denominadas ‘terapias neuromoduladoras’, que incluyen a la terapia
electroconvulsiva (TEC), la estimulacidbn magnética transcraneal (EMT) -bajo diversas
modalidades-, la estimulacion del nervio Vago (invasiva o no invasiva), y la estimulacion
cerebral profunda (ECP), las cuales han mostrado un impacto significativo en cuadros
clinicos de alta severidad o incluso, en la ausencia de respuesta al tratamiento

farmacologico (Pérez-Padilla et al., 2017). Aunado a ello, se ha reconocido la importancia
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del estilo de vida del paciente en el curso de la enfermedad, ya que los habitos
saludables, una dieta balanceada y ejercicio fisico frecuente, son parte integral de la

terapéutica actual (Kupfer et al., 2016; Alvarez-Mon et al., 2017).

Tabla 1. Tipos de farmacos antidepresivos y su mecanismo de acciéon*

Tipo/Clasificacion

Farmacos

Mecanismo de acciéon

Inhibidores Selectivos de la
Recaptura de Serotonina
(ISRS)

Antidepresivos Triciclicos (ATC)

Inhibidores de la Recaptura de

Norepinefrina-Dopamina

Citalopram, escitalopram,
fluoxetina, fluvoxamina,
paroxetina, sertralina

Inhibe/Bloquea selectivamente los
mecanismos de recaptura de 5-
HT.

Amitriptilina, desipramina,
doxepina, imipramina,
maprotilina, nortriptilina,
protriptilina, trimipramina

Inhibe/Bloquea selectivamente la
recaptura de monoaminas: 5-
HT, dopamina y noradrenalina.

Bupropion

Inhibe/Bloquea la recaptura de

(IRND) norepinefrina y dopamina.

Moduladores de Serotonina

Antagoniza principalmente

Nefazodona, trazodona receptores 5-HT2.

Inhibidores de la Recaptura de

. . . Desvenlafaxina, duloxetina,
Serotonina-Norepinefrina

Inhibe/Bloquea la recaptura de 5-HT

(IRSN) venlafaxina y norepinefrina.
Moduladores serotoninérgico- . . Antagoniza  principalmente  los
P o Mirtazapina
noradrenérgico especificos receptores a-2 y 5-HT2C.
Inhibidor de la recaptura de Inh'breefgtiﬂgal dyeseé?ﬁt_lrvamegﬁdg
serotonina y agonista parcial Vilazodona P y

como un agonista parcial del
receptor 5-HT1A.

Inhibe de manera selectiva las
enzimas (MAO-A y MAO-B)
involucradas en la
descomposiciéon de  5-HT,
dopamina y noradrenalina.

Inhibidor selectivo de la MAO-B.

Antidepresivos ampliamente usados y aprobados por la FDA (Food and Drug Administration de EUA) y la Guia de

Atencion para Pacientes con TDM de la APA (American Psychiatric Association de EUA). (Tomado y modificado de

Kupfer et al., 2016).

del receptor 5-HT1A

Isocarboxazida, fenilzina,
tranilcipromina; Selegilina

Inhibidores de la Mono Amino
Oxidasa (MAO)

Particularmente los farmacos antidepresivos son ampliamente usados como la primera
linea de tratamiento en pacientes con TDM (Alvarez-Mon et al., 2017). Su uso, ya sea
solos, en combinacion con otros farmacos o diferentes tipos de terapias
complementarias, se dirige a las posibles causas fisiolégicas del trastorno, como la
alteracibn en los sistemas neuroquimicos serotoninérgicos, noradrenérgicos,
dopaminérgicos y glutaminérgicos, entre otros (Lopez-Mufioz & Alamo, 2009; APA, 2010;

OMS, 2020; ver Tabla 1).
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La importancia de brindar una estrategia farmacolégica adecuada a cada paciente
depende en gran medida del diagnostico y evaluacion constante a lo largo del periodo
bajo tratamiento, asi como del apego y respuesta al mismo (Kupfer et al., 2016); sin
embargo, en la actualidad se ha reportado en diversos estudios epidemioldgicos, un
aumento en la prevalencia de pacientes que no responden a tratamiento farmacolégico
antidepresivo, oscilando entre un 30% y 40%, evidenciando la necesidad de estudios mas
completos e integrales que contribuyan al entendimiento de la fisiopatologia y
neurobiologia de estos trastornos, asi como de los mecanismos de accion de los
tratamientos farmacolégicos disponibles (Gonzélez-Pinto, 2020; Leonard & Aricioglo,
2020; Xia et al., 2020).

2.2. Trastorno depresivo mayor (TDM) en mujeres

La depresion es el problema de salud mental mas comdn, y por lo tanto el mas importante
entre la poblacion femenina (Stegenga et al., 2012). Sin embargo, la atencion meédica
disponible para los trastornos mentales es muy limitada, contdndose con escasas
opciones de atencion, siendo la poblacion de escasos recursos econdmicos la mas
afectada por esta situacion generalizada (Lara et al., 2004).

Ademas, si a ello se adiciona que la mayoria de los pacientes que cursan con TDM
difieren considerablemente en el curso de este trastorno, ya sea con episodios
recurrentes o solo uno a lo largo de toda su vida, ello hace mucho més complicado tomar
las medidas clinicas necesarias para el monitoreo, seguimiento y virtual tratamiento a
largo plazo, resultando en un tratamiento inadecuado, excesivo o insuficiente para este
trastorno, reflejo de las estadisticas epidemioldgicas actuales (van Loo et al., 2015; INEGI
& INMUJERES, 2018; OMS, 2020).

Las causas de las diferencias en la prevalencia del TDM o estados depresivos en
poblacién femenina y masculina, es aun desconocida. Sin embargo, existen algunas
teorias que consideran factores biolégicos como vulnerabilidad genética asociada a
grupos étnicos o raza, edad, variaciones, fluctuaciones y sensibilidad hormonal a nivel de
SNC (Van Loo et al., 2015). También se consideran algunos factores o aspectos
psicosociales, como eventos estresantes, victimizacion, socializacion sexual especifica,

respuesta frente a situaciones diversas, asi como situacion social vulnerable (Stegenga
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et al., 2012). Ademas, se ha descrito que, en el caso del género femenino, los trastornos
depresivos pueden aparecer y/o desarrollarse a lo largo de los diferentes periodos del
ciclo reproductivo normales (premenstrual, perinatal, menopausia), bajo algunas
afecciones (infertilidad, aborto espontaneo) o estados hormonales inducidos (tratamiento
con anticonceptivos orales o remplazo hormonal). Algunos de estos trastornos durante el
ciclo reproductivo femenino son: sindrome premenstrual, desorden disforico
premenstrual, depresién durante el embarazo, tristeza postparto, depresién y psicosis

postparto, principalmente (Noble, 2005; Van Loo et al., 2015).

2.2.1. Trastornos depresivos en México

Analisis epidemiolégicos recientes realizados en México, muestran que la depresion
produce un indice mayor de discapacidad que otras condiciones crénicas como la
diabetes, los trastornos respiratorios, las enfermedades cardiacas o la artritis, aunque se
pueden presentar comorbilidades entre éstas. Ocupa ademas, el primer lugar en
discapacidad para las mujeres y el noveno para los hombres siendo los adolescentes
(7.8%), los adultos mayores de 65 afios (20%) y las mujeres en etapa perinatal (5-25%),
los grupos de mayor vulnerabilidad en este trastorno, y se estima, que un 9.2% de la
poblacion ha sufrido un episodio depresivo en algin momento de su vida (Sloan &
Kornstein, 2003; Ceballos-Martinez et al., 2010; Berenzon et al., 2013; Dean & Keshavan,
2017; INEGI & INMUJERES, 2018). Ademas, al considerar la informacion méas actual del
Boletin Epidemiolégico del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de la
Secretaria de Salud de México, en su apartado para ‘Enfermedades Neuroldgicas y de
Salud’, se puede observar que hasta el reporte de la semana niamero 52 de 2019, existid
una incidencia de hasta el 77.13% de casos sospechosos y confirmados de este
padecimiento en mujeres, y que para el caso de los hombres, ésta se encontré alrededor
del 27% de la poblacion bajo escrutinio para el analisis epidemiolégico, todo esto en

relacion a los datos generales del afio anterior (Secretaria de Salud, 2019).

De acuerdo con la encuesta Mujeres y Hombres de México 2018, se estimo que, en 2017
un aproximado de 32 millones de personas, de un rango de edad mayor a 12 afios y

equivalente al 32.5% de la poblacion, reportaron haber experimentado sentimientos de
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depresion. En ese sentido, la proporcion de mujeres que expresOd haber tenido
sentimientos de depresion (38.0%) es mayor que la de los hombres (27.0%); ademas,
también se observé que algunos factores socio-familiares como la situacion conyugal,
aumentaron la prevalencia de padecer estos sentimientos, siendo las mujeres separadas,
divorciadas y viudas, la proporcion mas alta de mujeres deprimidas (75.4%); mientras
gue entre los hombres, el mayor porcentaje de deprimidos (44.4%), se ubica entre los
hombres solteros (Ceballos-Martinez et al., 2010; INEGI & INMUJERES, 2018; ver
Gréfica 1).

75.4

Total Soltera(o) Casada(o)o  Separada(o), Total Soltera(o) Casada(o)o  Separada(o),
unida(o) divorciada(o) o unida(o) divorciada(o) o
viuda(o) viuda(o)
Se ha sentido deprimida(o) Nunca se ha sentido deprimida(o)

- Mujeres - Hombres

Grafica 1. Distribucion porcentual de mujeres y de hombres de 12 y mas afios segun sentimientos
de depresion y situacion conyugal 2017. (excluye a las personas que contestaron que no saben si han
sufrido sentimientos de depresion). Fuente: INEGI. Encuesta Nacional de los Hogares, 2017. Base de
datos. (Tomado y modificado de INEGI & INMUJERES, 2018).

Aunado a ello, en la Encuesta Nacional de los Hogares 2017 se determind, que la
frecuencia y proporcion con la que las mujeres se deprimen a lo largo de un periodo de
tiempo determinado como “diaria, semanal o mensual”, respecto a la de los hombres es
mucho mayor. Por el contrario, es mayor el porcentaje de hombres (70.7%) que mujeres
(65.1%) que declaran sentirse deprimidos algunas veces al aio, (INEGI & INMUJERES,
2018; ver Gréfica 2).
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70.7

Diario Semanalmente Mensualmente Algunas veces

al afio
- Mujeres - Hombres

Grafica 2. Distribucion porcentual de las mujeres y de los hombres de 7 y mas afios segun
frecuencia en experimentar sentimientos de depresion 2017. Fuente: INEGI. Encuesta Nacional de los
Hogares, 2017, Tabulados bésicos (Tomado y modificado de INEGI & INMUJERES, 2018).

Todo lo anterior hace que la informacién obtenida en las recientes encuestas en nuestro
pais, sea correspondiente con los datos reportados a escala global (Van Loo et al., 2015;
OMS, 2020), ademas, al correlacionar la informacién clinica y epidemioldgica de otras
patologias cronicas o severas entre la poblacion mexicana como hipertensién, diabetes,
obesidad, etc., se puede apreciar también, una alta incidencia de comorbilidad entre
éstas y posibles trastornos depresivos, impactando significativamente en la calidad de

vida de la poblacién mexicana.

2.3. Alteraciones metabdlicas y trastornos depresivos

Derivado de la informacion epidemiologica actual, se ha observado que durante el
transcurso o aparicion de los estados depresivos, existe un aumento recurrente y
considerable en la prevalencia de anormalidades o afecciones metabdlicas,
principalmente; donde alteraciones en el apetito -presente también en estos trastornos-,
padecimientos cronicos severos como diabetes (Evrensel & Ceylan, 2015), sindrome
metabolico (Viinamaki et al., 2009; Foley et al., 2010), obesidad (Inta et al., 2020),
hipertension arterial (Van Loo et al., 2015), asi como otras afecciones cardiacas , pueden
llegar a coexistir con una alta frecuencia, y afectar hasta a un tercio de los individuos que
padecen TDM (Mclintyre et al., 2010; Inta et al., 2020).
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Ejemplo de ello se puede observar en latasa de TDM en individuos que padecen diabetes
tipo 1 o 2, donde se ha reportado un aumento aproximado de 2 a 4 veces la incidencia
de este trastorno (Sartorius, 2018). Asimismo, la prevalencia de sindrome metabdlico en
individuos con TDM es alta, observandose hasta un 48% (Inta et al., 2020). En este
sentido, algunos estudios recientes sugieren que las manifestaciones del estado de
animo -en estos trastornos-, podrian entenderse como una expresion intrinseca de un
sindrome multisistémico que influye tanto en el SNC, como en el enddcrino e
inmunoldgico (Evrensel & Ceylan, 2015; Chan et al., 2019; Inta et al., 2020; Ver Figura
3). Parte de la evidencia que apoya la posible relacion entre los desérdenes metabdlicos
y los trastornos depresivos, puede hallarse en los efectos e impacto que pueden tener
los farmacos antidepresivos convencionales en posibles vias neuroinmunoendocrinas

comunes para estas enfermedades (Olguner-Eker et al., 2017).

Alteraciones Metabdlicas Trastorno Depresivo Mayor (TDM)

T Microglia en hipotalamo

1 Citoquinas en hipotalamo e
hipocampo

L Supresion del apetito

1 Macréfagos en ventriculos
T Citoguinas en corteza y NAcc

1 Anhedonia / . Comportamiento
busqueda-recompensa

k.

T Permeabilidad BHE NAcc e

________

T Permeabilidad BHE hipocampo

hipocampo
I : I
T Grasas saturadas \\ T Glucocorticoides
T CCL2, IFNy, IL-1B, IL-6, TNF-o., CRP ,/' \\ 1 CCL2, INFy, IL-1B, IL-6, TNF—c., CRP
T Monocitos, neutréfilos, linfocitos / \ T Monocitos, neutréfilos

\ 1 Linfocitos

CREEEC N IR

: I

h.

T Macrofagos en tejidos
| Tolerancia a la glucosa e insulina ?

O Lipidos ~ © Citoquinas © Glucocorticoides

Figura 3. Comparacion de los principales procesos inflamatorios en alteraciones metabdlicas y
trastorno depresivo mayor (TDM). En el sistema nervioso central (SNC), los principales indicadores de
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procesos inflamatorios incluyen, la acumulacion y activacion de microglia, la expresién de citoquinas, y
variacién en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE), procesos alterados tanto en sindrome
metabolico (SM) como en depresion (TDM). En obesidad y SM, esto puede observarse principalmente en
el hipotdlamo e hipocampo, mientras que en estrés cronico o TDM, el nacleo Accumbens (NAcc) e
hipocampo, son los mas afectados. En la periferia, tanto las citoquinas proinflamatorias como monocitos y
neutrdfilos circulantes se encuentran aumentados en ambos trastornos, sin embargo, se ha reportado una
disminucién de linfocitos sanguineos durante estadios depresivos. Los procesos de infiltracion de tejido
periférico por células inmunologicas ocurren principalmente en el SM, mientras que en estados depresivos
se conoce muy poco sobre ello. Estos cambios inflamatorios se han asociado con un aumento en el apetito
e intolerancia a la glucosa durante el SM, mientras qué, la anhedonia y la marcada reduccion del
comportamiento busqueda-recompensa, con los trastornos depresivos. (Tomado y modificado de Chan et
al., 2019).

Algunos de los efectos que los farmacos antidepresivos pueden tener en las alteraciones
metabolicas comprenden: variacion en el metabolismo de glucosa y dislipidemia,
hipertension, asi como cambios en el peso y apetito, principalmente (Mcintyre et al., 2010;
Chan et al., 2019). En este sentido, se ha observado de manera general, que la mayoria
de los inhibidores selectivos de recaptura de las diferentes monoaminas no tienen un
impacto directo en los niveles de glucosa, lipidos, hipertension u obesidad; por el contrario
algunos antidepresivos triciclicos, tienden a incrementar los niveles de glucosa, lipidos
(triglicéridos y colesterol HDL), asi como el peso corporal, aunque parecen disminuir la
presion sanguinea; sin embargo, se ha reportado también, que algunos inhibidores de la
MAO, pueden facilitar la eliminacion de glucosa y aumentar ligeramente los niveles de
lipidos, asi como disminuir la presidn sanguinea y aumentar -aparentemente- el peso
corporal (Mcintyre et al., 2010; Wysokinski et al., 2015; Olguner-Eker et al., 2017; Gui et
al., 2018; Chan et al., 2019). Derivado de estas observaciones, se ha propuesto que el
efecto diferencial de los antidepresivos -en mencionadas variaciones metabdlicas-, puede
estar mediado a través de su impacto en la sefalizacion de diferentes vias neuroquimicas
y de respuesta inflamatoria, tanto en la periferia como a nivel central (Evrensel & Ceylan,
2015; Kupfer et al., 2016; Alzoubi et al., 2018), haciendo evidente la comunicacion
bidireccional a través de vias y mecanismos comunes, en donde pueden participar
diferentes moléculas, metabolitos, factores solubles u otro tipo de interaccion celular,

como las vesiculas extracelulares (Chan et al., 2019; Saeedi et al., 2019).

2.4. Vesiculas extracelulares (VE)
Las vesiculas extracelulares (VE) son particulas esféricas secretadas por las células
eucariotas, estructuralmente estdn compuestas por una bicapa de fosfolipidos

caracteristica, poseen un didmetro aproximado de entre 30 nm a 5 um (Harrison et al.,
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2014). En su interior, pueden contener diversos tipos de lipidos, proteinas citosdlicas y
de membrana, asi como diversos tipos de acidos nucleicos (microRNA, ARN, ADN, etc.),
teniendo una relevancia importante en los mecanismos de comunicacion intercelular (Kuo
& Jia, 2017).

Las primeras descripciones de VE se remontan a los afios 70°s, donde originalmente se
creia que estas vesiculas eran secretadas directamente por la membrana plasmatica de
las células, sin embargo, para la década siguiente se pudo describir parte del complejo
mecanismos de secrecion de estas vesiculas (Harding & Stahl, 1983; Johnstone et al.,
1987). Las VE se pueden clasificar hasta el momento, en tres principales subgrupos: a)
microvesiculas, microparticulas o ectosomas, producidas por la excrecion y fision de la
membrana plasmatica de las células; b) exosomas, que son formados por mecanismos
endosOmales y liberados tras la fusion de cuerpos multivesiculares con la membrana
plasmatica; y c) cuerpos apoptéticos, liberados como “ampollas” de células en apoptosis
(Harrison et al.,2014).

Medio Extracelular 6) Liberacién —
Exosomas | &, > :. °/.
. °
Fusion
- LI Sk Y
Invaginaciones de la o
1) Formacién de Membrana Celular >
Vesicula Endocitosis r \ /
5) Migracion Cuerpo
/ Multivesicular
'ﬂ
.
> YO @
aQ
D A
o
\ 3) Formacion de L . I.o e
Vesiculas Internas LY
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o
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Figura 4. Esquema general de la biogénesis de exosomas. El proceso inicia con la generacion de
invaginaciones en la membrana de la célula para la formacion de vesiculas por endocitosis (1), estas
vesiculas propician la formacion de endosomas tempranos (2), los cuales mediante procesos de
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maduracién de la via endocitica, generan vesiculas internas de diferentes tamafios que son empaquetadas
con diversas moléculas y factores solubles del microambiente citosoélico (3), posteriormente los endosomas
tardios dan origen a los cuerpos multivesiculares (4), quienes pueden seguir procesos metabolicos de
degradacion hacia los lisosomas, o migrar hasta la membrana celular (5), donde se fusionan con ella y
liberan las vesiculas internas (exosomas) al medio extracelular (6).(Disefio y autoria bajo el presente
estudio; BioRender, suscripcion gratuita).

2.4.1. Exosomas

Los exosomas son un tipo de vesiculas extracelulares de tamafio nanométrico, con un
diametro aproximado de entre 30 a 200 nm, son liberados después de un proceso
intracelular de invaginacion entre membranas de endosomas tardios para la formacion
de cuerpos multivesiculares que se fusionaran con la membrana plasmatica de las células
(Ver Figura 4; Théry et al., 2002; Stoorvogel et al., 2002; Hessvik & Llorente, 2018).
Anteriormente fueron considerados como vesiculas producidas Unicamente por los
reticulocitos sanguineos maduros, secretadas en el medio extracelular, y que poseian
receptores de transferrina expresados en su superficie, y que tenian funciones
especificas de transporte de desechos celulares (Harding & Stahl, 1983; Johnstone et al.,
1987).

Poseen una composicion lipidica y proteica distintiva de su membrana exosomal (bicapa),
ademas de contener en su interior diferentes clases de ARN (mARN, IncARN, miARN),
ADN, proteinas, factores solubles y otras moléculas caracteristicas de la célula que les
dio origen (Ver Figura 5; Carvallo & Astudillo, 2016; Aguilera-Rojas et al., 2018). Dado
gue los exosomas tienen un origen endosomal, contienen un conjunto distintivo de
proteinas involucradas en el transporte y fusion de la membrana, por ejemplo: Rab
GTPasas, anexinas, flotilina; en la biogénesis de los cuerpos multivesiculares (MVB, en
inglés); Alix, TSG101; en la actividad del complejo principal de histocompatibilidad de
clase I y Il (MHC); asi como en procesos que requieren proteinas de choque térmico
como, hsc70 y 90; integrinas y tetraspaninas, por ejemplo: CD9, CD63, CD81 y CD82.
Estas ultimas proteinas, altamente expresadas en la membrana de los exosomas, y que
han servido como marcadores especificos para identificar a este tipo de nanovesiculas
(Tkach & Théry, 2016; Maravillas-Montero & Martinez-Cortés, 2017; Aguilera-Rojas et al.,
2018). Los exosomas son secretados por multiples tipos celulares, como: reticulocitos,

células mesenquimales, neuronas, fibroblastos, células epiteliales, células endoteliales,
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plaguetas, aloficocianinas (APC), células tumorales, entre otros (Bobrie et al., 2011;
Colombo et al., 2014); también se pueden encontrar en diversos liquidos corporales,
como: lavado bronco-alveolar, liquido sinovial, orina, bilis, leche materna y suero

sanguineo, principalmente (Théry et al., 2009; Vlassov et al., 2012).
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Figura 5. Esquema general de la estructura molecular de los exosomas. Los exosomas son vesiculas
de entre 30 a 200 nm de didmetro, se conforman de una bicapa lipidica compuesta de diferentes lipidos y
proteinas transmembranales, asi como de un contenido intra exosomal rico en diversos tipos de proteinas,
enzimas y &cidos nucleicos, que pueden servir como un medio de comunicacion eficiente entre las células.
(Tomado, modificado y adecuado bajo el presente estudio, de Théry et al., 2002, Kowal et al., 2014, Liu et
al., 2019 y Saeedi et al., 2019; BioRender, suscripcién gratuita).




Los estudios han descrito que las células emplean a estas nanovesiculas en diversas
funciones como, comunicacion intercelular (Tkach & Théry, 2016), el intercambio
genético (Shtam et al.,, 2013) y la presentacion de antigenos (Maravillas-Montero &
Martinez-Cortés, 2017), esto, al ser captados por las células circundantes o transportados
en el liquido cefalorraquideo (LCR) (Grapp et al., 2013; Gui et al., 2015), en la leche
materna (Zonneveld et al., 2014), en la sangre (Baranyai et al., 2015), la orina (Royo et
al., 2016) y en otros fluidos biolégicos. Ademas, gracias a las moléculas presentes en su
superficie, permiten a las células transportar su carga molecular a corta y larga distancia,
induciendo procesos de sefalizacion a través de interacciones ligando-receptor,
internalizandose por endofagocitosis o por fusion con la membrana de las células blanco,
y liberando asi, su contenido en el citoplasma de las mismas y transmitiendo el mensaje,
traducido en un efecto significativo a nivel celular y biolégico (Camussi et al., 2010;
Aguilera-Rojas et al., 2018), dicha liberacion de mensajes via exosomas ocurre en forma

de ADN, ARN y/o proteinas, asi como diversas moléculas (Orozco-Romero et al., 2016).

En relacion con la presencia de exosomas con una posible participacion o contribucién a
nivel de SNC, estos pueden encontrarse principalmente en dos fluidos corporales: el LCR
y la sangre (Liu et al., 2020). Como tal, el LCR es un fluido biolégico producido por
ultrafiltracién de plasma sanguineo por células ependimarias en los plexos coroideos de
los ventriculos cerebrales, que al estar en contacto directo y rodear el cerebro y la médula
espinal, proporciona soporte mecanico y protecciéon al SNC (Skalnikova et al., 2019).
Varios estudios reportan la presencia de vesiculas extracelulares en el LCR, ademas,
posee de 100 a 300 veces menos contenido de proteina que el plasma sanguineo y solo
un 20% de las proteinas presentes en él tienen un origen neural, convirtiéndolo en una
fuente ideal de exosomas especificos del SNC (Al-Shweiki et al., 2017; Liu et al., 2020).
Sin embargo, ya que la recoleccion de LCR requiere un procedimiento especializado,
invasivo y riesgoso, con algunas complicaciones (hemorragias, infecciones, etc.), vy,
ademas, diversas investigaciones han sugerido que VE como los exosomas pueden
cruzar la BHE, y ser detectados en plasma sanguineo -siendo incluso correspondientes
los hallazgos a nivel central-, hacen del LCR una fuente de exosomas con factores

limitantes a considerar, al menos en comparacién con la sangre.
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Por otro lado, la sangre es el principal liquido corporal para identificar y monitorear la
homeostasis del organismo, pues gracias al constante intercambio de nutrientes y
desechos bioquimicos que realiza con los tejidos y células que conforman el cuerpo, se
puede identificar en él la evidencia quimica o biolégica de cualquier trastorno
fisiopatoldgico que pueda desarrollarse (Lopez-Correa & Casasbuenas-Ayala, 2015). La
gran facilidad con la que se puede obtener el suero sanguineo, su almacenamiento y
disposicion, asi como la relativa facilidad que se ha descrito en diversos estudios para
aislar exosomas provenientes de diversos tipos celulares en el suero sanguineo
(Baranyai et al., 2015; Aguilera-Rojas et al., 2018), y en particular, la estrecha
comunicacion qué guarda con la barrera hematoencefalica (BHE) y su ya caracteristica
comunicacion bidireccional entre la periferia y el SNC (Wood et al., 2011; Yang et al.,
2015), hacen de este sistema, una fuente adecuada, practica y reproducible para la
obtencién de exosomas representativos de diferentes origenes y con posibles

implicaciones en diversas patologias, particularmente a nivel central.

2.4.2. Relevancia clinica de los exosomas en el SNC

Gracias a estudios recientes, se ha podido determinar la contribucion que pueden llegar
a tener las diferentes vesiculas extracelulares en la comunicacion celular (Rothman &
Schekman, 2011; Sudhof & Rizo, 2011), asi como en procesos fisioldgicos y patoldgicos
en las diversas afecciones del organismo (Samanta et al., 2018). Estos hallazgos
sugieren que la participacién de los exosomas en la transmision, desarrollo, progresion
y/o contribucién de la patogenia de enfermedades como cancer (Wang et al., 2017; Im et
al., 2018), infecciones virales y parasitarias (Kaur et al., 2014), en diversas afecciones del
higado y rifién (Fang et al., 2013; Sato et al., 2016), asi como en la agregacion de
proteinas B-amiloide o a-sinucleina, en enfermedades neurolégicas como Alzheimer y
Parkinson, respectivamente (Rajendram et al., 2006; Shi et al., 2014; Gui et al., 2015);
asi como mediadores de los diversos procesos de respuesta inflamatoria e inmunolégica
(Li et al., 2018), los hacen, una importante herramienta y estrategia metodolégica para el

estudio y desarrollo terapéutico en afios futuros (Saeedi et al., 2019).
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En la actualidad, diversos grupos de investigacion han sumado esfuerzos para el
entendimiento y caracterizacion de los procesos de liberacion, transporte, absorcion y
variacion del contenido de exosomas, y su posible impacto en procesos fisiol6gicos
funcionalmente importantes en el SNC (Janas et al., 2016; Pascual et al., 2020; Ver
Figura 6); particularmente, en la propagacion de enfermedades neurodegenerativas,
como agentes que promueven la proteccion frente a eventos tisulares severos en 6rganos
0 sistemas -como en infarto o isquemia cerebral-, en la regeneracién de las vainas de
mielina, o su participacion en las sinapsis del SNC (Goetzl et al., 2016; Liu et al., 2019;
Saeedi et al., 2019); ello ha propiciado aun mas el estudio de estas vesiculas, logrando
entender y demostrar -en parte- que los exosomas, asi como su contenido, tienen un
papel fundamental en la regeneracion nerviosa (Batiz et al., 2015; Liu et al., 2019), la
funcion y plasticidad sinaptica (Lachenal et al., 2011; Babhrini et al., 2015; Lafourcade et
al., 2016), en procesos de neurogénesis (Luarte et al., 2017) y neuroinflamacion (Dalvi et
al., 2017), en la respuesta inmunoldgica neuronal (Li et al., 2018) y al parecer, con un
impacto significativo en la regulacion epigenética (Alvarez-Erviti et al., 2011; Lee et al.,
2012). Ademés, aunado a ello, la habilidad que tienen para cruzar la BHE facilmente
(Samanta et al., 2017; Gomez-Molina et al., 2018), sugiere que los exosomas
provenientes del LCR y sangre, pueden ser reflejo de un proceso neuronal bidireccional
gue de manera continua y a través de la BHE, podria regular, censar y ejercer cierta
influencia en la periferia 0 viceversa, ya sea bajo condiciones fisiol6gicas normales
(Mustapic et al., 2017;), o en diversos desordenes patolégicos (Goetzl et al., 2016) como
las enfermedades neuropsiquiatricas y en particular la depresion, aungue este proceso
en particular sigue siendo desconocido con exactitud (Kaur et al., 2014; Orozco-Romero
et al., 2016; Saeedi et al., 2019).

Por lo tanto, la informacion, caracteristicas e importancia biolégica que se conoce de los
exosomas hasta ahora en el SNC, hace de ellos, una “ventana directa” hacia la
informacion bioquimica vy fisiolégica nerviosa, disponible incluso a nivel periférico en
algunos liquidos corporales como la sangre, proporcionando informacion convincente
sobre los procesos patoldgicos, y complementando -en parte- las teorias neurobioldgicas

de los trastornos mentales, todo ello gracias a su potencial utilidad como vesiculas que
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contienen candidatos a biomarcadores clinicamente accesibles en las diversas

psicopatologias y salud mental de los pacientes.
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Figura 6. El papel de los exosomas en el SNC. La sefializacion via exosomas esta involucrada
aparentemente en diversos procesos fisiolégicos de las células del cerebro, algunos de ellos se han
asociado con algunos trastornos y enfermedades mentales (esquizofrenia, trastorno bipolar, etc.). Por
ejemplo, los monocitos activados de la periferia liberan exosomas que pueden influir en la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica (BHE) y facilitar la infiltracién exacerbada de sustancias y células dafiinas,
de manera bidireccional. Se ha observado que una alteracion en la permeabilidad de la BHE se asocia con
procesos de neuroinflamacion, y enfermedades neurodegenerativas o psiquiatricas como el TDM (aunque
los mecanismos exosomales implicados, aun no son del todo claros). (Tomado y modificado de Saeedi et
al., 2019).
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2.4.3. Exosomas y trastornos depresivos

Una de las principales dificultades para el monitoreo, evaluacion, y posible diagnostico
de enfermedades neuropsiquiatricas -como los trastornos depresivos-, se debe
principalmente al limitado entendimiento de la relacion entre los hallazgos o evidencia
fisiopatoldgica en la periferia y los eventos que pueden tener lugar en el SNC (Samanta
et al., 2018; Pascual et al., 2020). En ese sentido, las diferentes funciones asociadas a
las VE y en particular a los exosomas dentro y fuera de las células, asi como su
descripcion en la comunicacion celular, los hacen la mas importante y relevante
estrategia para la investigacion biomédica actual de diversas patologias en el SNC (Liu
et al., 2019; Saeedi et al., 2019). Sin embargo, en el caso de los trastornos depresivos,
existen aun muy pocos estudios que permitan entender la implicacion de manera directa
de estas vesiculas, aunque, por la evidencia disponible y sus caracteristicas
biomoleculares es muy probable que guarden una relacion estrecha con estos trastornos

neuropsiquiatricos (Samanta et al., 2018).

Aproximaciones recientes han reportado la gran importancia que tienen diversos tipos de
MIARN en los trastornos psiquiatricos, y en particular los depresivos (Narahari et al.,
2015). Los miARN, son ARN no-codificantes (de entre 18 a 24 nucle6tidos) conocidos
por ser reguladores importantes de hasta el 60% de la expresion geénica
postranscripcional en mamiferos, todo ello mediante mecanismos ‘up-regulation’ o ‘down-
regulation’ en los procesos de traduccion del ARN mensajero (ARNm) (Friedman et al.,
2009). Estas moléculas pueden ejercer sus efectos en una variedad de vias celulares y
moleculares involucradas en diferentes procesos fisiologicos, lo que conduce a la idea de
gue una desregulacién de estas moléculas podria estar relacionada con el inicio y la
progresion de varias enfermedades (Miller & Wahlestedt, 2010; Tavakolizadeh et al.,
2017). Se ha demostrado, por ejemplo, que la desregulacién de un gran nimero de
mMiRNA tanto a nivel central como periférico, podria estar asociada con trastornos
depresivos y que esta informacion podria emplearse como posible biomarcador de
diagndstico y tratamiento en pacientes con depresion en un futuro cercano (Ver Figura 7,
Wang et al., 2015; Lopez et al.,2017; Gruzdev et al., 2019; Li et al., 2020).
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Figura 7. Evidencia de la participacion de algunos miARN a nivel central y periférico en trastornos
depresivos. Se han descrito una serie muy amplia de miARN identificados en tejidos centrales y periféricos
tanto en humanos como en roedores, con una posible implicacion en depresién. Diversos procesos
transcripcionales dentro de las células (complejos silenciadores, Drosha-DGCRS, Dicer, etc.), regulan su
expresion, escisién o represion traduccional. Los miARN son secretados por diversas poblaciones celulares
a través de diferentes vias: lipoproteinas de alta densidad (HDL), exosomas, microvesiculas o dentro de
miRISC. Las flechas azul y roja denotan un aumento y disminucién en la expresion de miRNA
respectivamente (Tomado y modificado de Lépez et al., 2017).

Sin embargo, la relevancia en el predominante transporte de informacion molecular a
través de los exosomas (Cheng et al., 2014), es la que apoya aun mas el impacto de
diferentes factores moleculares -como proteinas, citocinas, factores solubles y miRNA-
en la transcripcion de sefiales en vias importantes para esta enfermedad a través de dos
posibles mecanismos: 1) regulacién negativa de la expresion génica, y 2) la interaccion

con receptores celulares como ligandos; un ejemplo de via de sefializacion con altas
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implicaciones e influencia en trastornos depresivos es la de BDNF-TrkB (Tavakolizadeh
et al., 2017; Gruzdev et al., 2019; Li et al., 2020).

Actualmente se han reportado algunas investigaciones relacionadas con la contribucién
directa de los exosomas en los trastornos depresivos; particularmente, el primero en
abordar esta posibilidad fue el trabajo de Zhang y colaboradores (2018), quienes
realizaron un estudio comparativo entre el perfil de miRNA contenido en exosomas
aislados del suero sanguineo de un solo paciente diagnosticado con depresién, sin
tratamiento (Escala de Montgomery-Asberg, con 13 puntos, indicativo de depresion leve-
moderada), y un voluntario sano como control; mediante la secuenciacion de los miARN
exosomales y un analisis predictivo ontogénico con apoyo de la base de datos
miRTarbase, encontraron una diferencia clara entre la expresion de al menos 12 miARN
regulados a la alta (up-regulation) y 20 miARN regulados a la baja (down-regulation) en
el paciente deprimido, que al parecer estan dirigidos a genes involucrados en el control
de la depresidon, como miARN mediadores de vias de sefalizacion en la inflamacion y
funcion del sistema inmunoldgico (FASN, APP, GSK3 A/B, ICAM1, MAPK1 y TGFBR3).
Sin embargo y a pesar de que los resultados indican una diferencia significativa en el
contenido de miARN exosomal -con una aparente dependencia del estado fisiopatoldgico
del suero sanguineo proveniente del paciente deprimido vs el sano-, son las limitaciones
en cuanto al nimero de participantes por grupo (n=1), y la comparacién en una sola base
de datos para el analisis predictivo (aunado al enfoque exclusivo en miARNS), los que
hacen concluir a los autores sobre la necesidad de mas estudios que exploren por
completo el posible potencial diagnostico del miARN de exosomas, el papel de los genes
asociados y por ende la contribucion de su contenido en la patologia de los trastornos

psiquiatricos y depresion (Zhang et al., 2018).

Posteriormente, el grupo de Yakolev y colaboradores (2019), realizé un analisis piloto
comparativo entre diferentes parametros fisicos y bioquimicos asociados a los exosomas
presentes en suero sanguineo humano (numero, tamafo, dispersion de luz, cantidad de
proteina, lipidos, etc.), para un total de 26 muestras, provenientes de dos grupos
experimentales, uno conformado por 14 pacientes diagnosticados con TDM (de acuerdo

con los criterios del ICD-10 y HAMD) y otro, como grupo control con 12 participantes
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sanos. El analisis mostro un aumento significativo en la concentracion de exosomas y del
factor neuro-protector CNTF -factor neurotréfico ciliar-(ExoTest, ELISA P=0.023 y
P=0.02, respectivamente), asi como en la cantidad de proteina total (P=0.034) del suero
sanguineo de pacientes con TDM en comparacion con el grupo control; por otro lado, en
cuanto al andlisis del tamafio de particula (exosomas) y proporcion proteina/lipidos, no
se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, y solo se
observé una variacion de tamafio de aproximadamente 100 nm para el analisis de
dispersion dindmica de luz (DLS) y el andlisis para nanoparticle tracking, pero sin
diferencias entre los grupos. Todo esto les permitié proponer, que la concentracion de
exosomas en el suero sanguineo, es dependiente -al menos de manera aparente- del
estado depresivo, y en particular de la duracion y gravedad del episodio depresivo,
concluyendo que estos resultados son preliminares y requieren de un mayor analisis, con
estudios mas rigurosos y complementarios. Ademas, no consideran las posibles
variaciones debidas al tratamiento farmacolégico que pueden recibir los pacientes con
TDM. Sin embargo, la importancia metodoldgica de este estudio radica en el enfoque e
integracion de diversos factores y pardmetros demogréficos (edad, sexo, IMC, etc.),
clinicos (escalas, duracion y severidad del episodio, etc.) y bioquimicos (quimica
sanguinea, factores de crecimiento, citoquinas, etc.), que se pudieron correlacionar con
los resultados y contribuir a la descripcion, caracterizacion y analisis de los exosomas en
el TDM, para su uso como una fuente de informacion diagnostica y clinica en este

padecimiento (Yakolev et al., 2019).

En este sentido, el estudio mas reciente que pone en discusién la participacion directa de
los exosomas en la generacion y/o propagacion de conductas tipo depresivas -al menos
en un modelo murino-, es el realizado por Wei y colaboradores (2020), quienes a través
de un primer analisis bioinformatico predictivo, de caracterizacion y cuantificacion de ARN
exosomal (en particular de miRNA-139-5p), asi como por la administracion exégena de
exosomas aislados de suero sanguineo humano provenientes de 33 pacientes
diagnosticados con TDM (sin tratamiento farmacolégico previo), y de 46 voluntarios sanos
como grupo control. Los autores observaron notablemente que los exosomas
provenientes de pacientes con TDM generaron conductas tipo depresivas en roedores

sanos, Yy, por el contrario, la administracion de exosomas de participantes sanos en
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roedores sometidos a un modelo de estrés cronico impredecible (ECI), revirtieron o
atenuaron las conductas tipo depresivas, de acuerdo con el analisis de diferentes pruebas
conductuales (campo abierto, nado forzado, suspension de la cola y supresion de
alimento). Los resultados de un analisis complementario para diversos factores de estrés
oxidativo (capacidad antioxidante total, T-AOC; actividad de la glutation peroxidasa, GSH-
PX; niveles de malondialdehido, MDA), inmunohistoquimica (DCX, 5-BrdU, NeuN),
protedbmicos, inmunocitoquimica en cultivo celular (Sox-2, GFAP, MAP2, Nestina) y
Western Blot, permitieron asociar aparentemente el efecto que tiene el aumento en los
niveles de miRNA-139-5p, como mediador del comportamiento tipo depresivo inducido
por el estrés en ratones. Ademas, los autores sugieren que dicho miRNA impacta de
manera significativa en la neurogeénesis, a través de una posible regulacion negativa de
la proliferacién y diferenciacion de células progenitoras y neurales en el hipocampo (Wei
et al., 2020) (Ver Figura 8).
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Figura 8. Mecanismos propuestos sobre el papel critico del miRNA-139-5p de exosomas en
conductas tipo depresivas mediadas por estrés. El estrés cronico puede afectar significativamente la
regulacién normal de miRNAs en células neuronales y los exosomas que liberan, estos a su vez pueden
impactar tanto a nivel central, como periférico y producir cambios en la neurogénesis y en conductas tipo
depresivas, todo ello, a través de una posible regulacion negativa de la proliferacién y diferenciacion celular
en el hipocampo. (Tomado y modificado de Wei et al., 2020, figura 5, inciso E).
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Una de las principales limitaciones admitidas por los autores, es la posibilidad de no poder
excluir que los exosomas o su contenido administrado, se dirijan a moléculas presentes
en la sangre periférica y que regulen indirectamente la expresion génica en el SNC, para
luego modular la conducta tipo depresiva en los ratones, pues la administracion de
exosomas provenientes de pacientes sanos -aparentemente- disminuyo los parametros
de estrés oxidativo en los ratones sometidos a un modelo de ECI. Ademas, los autores
dejan de lado la variabilidad de la fuente de exosomas derivado de algunos parametros
demograficos y clinicos omitidos (principalmente: sexo, edad, condicion, etc.), asi como
la posibilidad de que otro tipo de contenido presente en los exosomas, como proteinas,
citocinas, quimiocinas o diversos factores solubles, puedan contribuir en los efectos
conductuales observados. Sin embargo, los hallazgos de este grupo de investigacion son
muy importantes y significativos para el estudio de las vesiculas extracelulares en los
trastornos neuropsiquiatricos, pues han demostrado en parte, que los exosomas
periféricos pueden tener un contenido diferencial asociado a respuestas y cambios
sistémicos, que, -como proponemos- pueden ser estudiados para determinar la

fisiopatologia en la neurobiologia de los trastornos depresivos.
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3. JUSTIFICACION

La depresion es un trastorno psiquiatrico con una alta incidencia entre la poblacion en
general. En la actualidad aun no se conoce totalmente los mecanismos neurobiologicos
implicados en el origen, desarrollo y propagacion de la depresion, siendo necesarios el
analisis y estudio de dicho trastorno, desde nuevas perspectivas. Recientemente,
algunos estudios sugieren que las manifestaciones del estado de animo en los trastornos
depresivos podrian entenderse como una expresion intrinseca de un sindrome
multisistémico que influye tanto en el SNC como en la periferia, a través de posibles vias
comunes. En ese sentido, los exosomas -vesiculas de tamafio nanométrico-, apuntan a
ser una herramienta importante en los avances en la elucidacién de los mecanismos de
sefalizacion y comunicacion intercelular que subyacen a la depresion a nivel de SNC,
siendo parte importante del desarrollo y propagacion de esta y otras enfermedades, tal y
como ha sido propuesto para enfermedades como cancer, EA y EP. Sin embargo, la
informacion existente en la literatura cientifica actual sobre la incorporacion de los
exosomas como un mecanismo heurobiolégico adicional en el desarrollo del trastorno
depresivo mayor (TDM) y la posible relevancia de la informacion obtenida del analisis de
sus caracteristicas biomoleculares, es muy escasa. De tal modo que resulta importante
establecer las diferencias en el contenido proteico de exosomas entre sujetos
diagnosticados con TDM, comparados con aquellos diagnosticados con TDM y bajo
tratamiento con farmacos antidepresivos, y con sujeto sanos, como un parametro
importante en el monitoreo clinico y terapéutico de esta enfermedad. Hipotesis que el

presente estudio abordo.
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4. HIPOTESIS

Por sus caracteristicas biomoleculares, los exosomas de suero sanguineo provenientes
de pacientes diagnosticados con TDM, mostraran un contenido proteico diferente a los
exosomas de pacientes con diagnostico de TDM que hayan recibido tratamiento

farmacologico antidepresivo y a los sujetos sanos.

5. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar y analizar las diferencias del contenido de proteinas de los exosomas
provenientes del suero sanguineo en pacientes diagnosticados con TDM, TDM mas

tratamiento farmacoldgico antidepresivo y de sujetos sanos.

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Aislar exosomas provenientes del suero sanguineo de pacientes diagnosticados
con TDM, pacientes bajo tratamiento farmacoldgico antidepresivo y sujetos control

(sanos).

2. Caracterizar los exosomas obtenidos bajo las diferentes condiciones de los
pacientes, de acuerdo con la expresion de marcadores transmembranales de

superficie como CD63, mediante la técnica de WB.

3. Determinar el contenido de algunas citocinas, quimiocinas y factores solubles

usando matrices de microarreglos para proteinas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Descripcion del estudio

El presente proyecto de tesis de maestria es un estudio transversal y descriptivo, que
deriva del estudio original titulado: “Evaluacién de factores relacionados a la respuesta al
tratamiento antidepresivo”, idea original de la doctora Mobnica Flores Ramos,
investigadora principal, y cuenta con la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion
del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Muhiz”, INPRFM (CEI-010-

20170316).

6.1.1. Descripcion de la poblacion

Los participantes del estudio fueron mujeres mayores de edad (de 19 a 43 afos),
reclutadas previo consentimiento informado en el area clinica del INPRFM, y que
acudieron a los servicios de preconsulta, atencién psiquiatrica continua o servicio de
hospital, cumpliendo, ademas, los criterios de inclusion, exclusion y eliminacidn descritos

para este estudio (Ver Tabla 2.).

Tabla 2. Criterios de inclusién, exclusion y eliminacién de los participantes

Criterios de Inclusion

Criterios de Exclusion

Criterios de Eliminacion

-Mujeres de 18 a 45 afios
-Diagnéstico de Trastorno
Depresivo Mayor
-Puntuacion en escala de
Hamilton-17 de depresion
mayor a 13

-Aceptar participar mediante
consentimiento informado

-Sintomas psicéticos al momento de la
evaluacion

-Antecedente de episodios maniacos e
hipomaniacos

-Reporte de uso de sustancias
adictivas moderado-severo de acuerdo
con criterios de DSM-V

-Depresion secundaria a causa médica
-Tabaquismo

-Reporte de padecimiento de
infecciones al momento de la
evaluacion

-Uso de suplementos hormonales

-No acudir a cita final

-No llenen adecuadamente los
cuestionarios de evaluacion
-Suspender el farmaco
antidepresivo por cualquier
motivo

-Iniciar con otro tratamiento
adicional al otorgado por su
médico tratante

-Pacientes que no deseen
continuar en el estudio

6.1.2. Descripcion de los grupos experimentales

El presente proyecto de investigacion se disefid con tres grupos experimentales: 1) Grupo
Control, que fueron sujetos sanos (CTRL); 2) Grupo Sujetos Deprimidos (TDM), fueron
sujetos diagnosticados con trastorno de Depresion Mayor; y 3) Grupo Sujetos Deprimidos




mas Tratamiento Farmacolégico (TDM + TX), sujetos que ademas de ser diagnosticados
con TDM contaron con tratamiento farmacoldgico antidepresivo acorde (combinacion de
farmacos ISRS y moduladores del estado de animo: fluoxetina, escitalopram, citalopram,
asi como, clonazepam, topiramato, amisulpiride y quetiapina; Ver Tabla 5, ANEXO II).

De la muestra poblacional original de sujetos femeninos, sélo se seleccionaron cinco
integrantes para cada grupo experimental, de acuerdo con los criterios antes descritos y,
ademas, fueron pareados entre ellos por los factores: edad (de 19 a 43 afios; edad
reproductiva fértil), tratamiento farmacoldgico (a base de ISRS) y fase de ciclo menstrual
(folicular temprana, latea), siendo un complemento importante y necesario para la
correcta interpretacion del analisis que correlaciona los posibles cambios en los

exosomas debido a la patologia de TDM.

6.2. Obtenciéon, manejo y procesamiento de muestras biolégicas

Las muestras biolégicas de suero sanguineo de los sujetos para cada uno de los grupos
experimentales fueron obtenidas mediante venopuncion en el Laboratorio Clinico del
INPRFM a conveniencia de los pacientes (generalmente se obtuvieron a primeras horas
de la mafana, con un ayuno y horario de suefio, minimo de 6 horas). La técnica de
venopuncion consistio en limpiar previamente el sitio de puncion con antiséptico y luego
se coloco una banda elastica o un brazalete de presién alrededor del antebrazo con el fin
de ejercer presion y restringir el flujo sanguineo a través de la vena, lo cual permite que
las venas bajo la banda se dilaten, y facilitdé que la aguja alcanzara alguno de los vasos
sanguineos del antebrazo (basilica, cefalica o mediana). Inmediatamente después, se
introdujo una aguja en la vena, se retird la banda para restablecer la circulacion, y
posteriormente se recolectd la sangre mediante los tubos para muestra del sistema
Vacutainer™. Una vez que se recolect6 la sangre, se retird la aguja y se cubrid el sitio de
puncion para detener cualquier sangrado.

Para la obtencion del suero sanguineo, se procedié a someter las muestras colectadas
de sangre venosa a un tratamiento de centrifugacion para precipitar y separar
mecanicamente lo elementos formes sanguineos (Figura 9). El tratamiento consistié en
dos series de centrifugacion a 6,000 RPM por 30 minutos y a una temperatura de 21°C.

Una vez obtenido el plasma, se recolecto y se almacend en tubos limpios para posterior
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analisis. Posterior a la obtencién del suero sanguineo, se realizaron algunas
determinaciones bioquimicas como parte del protocolo original, entre ellas: biometria
hematica, perfil de lipidos, perfil tiroideo, urea, creatinina, acido urico y perfil hormonal

ginecoldgico.

Centrifugacién

Toma de muestra
sanguinea

SUERO
SANGUINEO

Separacién
del Suero

C

Figura 9. Esquema de la toma de muestra y obtencion de suero sanguineo de los pacientes
participantes para cada grupo experimental.

El manejo de las muestras en todo momento, desde su obtencion hasta el uso en las
posteriores determinaciones realizadas en el Laboratorio de Neurogénesis, de la
Subdireccion de Investigaciones Clinicas del INPRFM, se realizaron con estricto apego a
las directrices de Control de Calidad del Laboratorio Clinico del INPRFM, las descritas en
la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 sobre la “Proteccion ambiental, salud ambiental, residuos
peligrosos biolégico-infecciosos (RPBI)”, asi como a la NOM-166-SSA1-1997, “Para la

organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos”.

Las muestras de suero sanguineo colectadas se almacenaron en congelacion en equipo
REVCO a -80 °C hasta que fueron requeridas para las siguientes determinaciones

experimentales.
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6.3. Diagrama General del Estudio

Analisis de Exosomas de suero

sanguineo en el TDM

Seleccion de la Poblacion

Criterios: Inclusion, Exclusion, Eliminacion

Pacientes Sanos

(CTRL)

Pacientes
Diagnostico

TDM

Pacientes
Diagnostico
TDM + TA-depres

Obtencion de Suero Sanguineo de

pacientes con TDM, TDM+TX y CTRL

Aislamiento Exosomas (Exo)
Caracterizacion (Exo) Cuantificacion Determinacion
(CD9, CDe3, CD8&1, (Exo) del Contenido
ALK, LAMP1) Dif. muestras {Exo)
-Microarreglos de Ab (proteinas)
-Western Blot
-Analisis PPI
-Microscopia: MET y AFM

Analisis Estadistico
(ANOVA1 vy 2 Vias + Post-Hor, en
SigmaFlot y Prisma 6.0)

— FASEI

— FASEII

— FASEIII
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6.4. Aislamiento de exosomas de suero sanguineo humano

El aislamiento de exosomas de suero sanguineo se realiz6 mediante el uso del reactivo
Total Exosome Isolation (from serum) by Life Technologies™ de ThermoFisher Scientific™
(No. Catélogo 4478360), siguiendo estrictamente las instrucciones del proveedor,
previamente estandarizadas dentro del Laboratorio de Neurogénesis del Instituto

Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Mufiiz”.

Acondicionamiento de la muestra. Cada una de las muestras se retiré de congelacion y

se coloco en bafio de hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente y/o recuperara su
estado liquido. Posterior a ello se tom6 un volumen de 600 uL de la muestra, se colocaron
en un tubo Eppendorf™ de 1.5 mL y se procedié a realizar una primera centrifugaciéon en
equipo Smart R17 (Hanil Science Industrial™) a 2000 x g por 30 minutos a 8 °C, todo ello
con la finalidad de remover y retirar cualquier desecho celular y/o cuerpos formes aun
contenidos en el plasma. Realizada esta centrifugacion, se transfirié el sobrenadante
cuidadosamente en un tubo Eppendorf™ nuevo para realizar el siguiente paso en la
metodologia estandarizada para el aislamiento de exosomas. La muestra debe

mantenerse en bafo de hielo de manera constante a lo largo la determinacion.

Aislamiento de Exosomas. (ver Figura 10) A cada volumen de sobrenadante usado (600
ML) para cada una de las muestras se le adiciono el reactivo Total Exosome Isolation
(from serum) de acuerdo con la metodologia estandarizada (20 uL de reactivo por cada
100 pL de sobrenadante muestra) y se mezcld por 1 minuto en equipo Vortex Mixer™
(Labnet International Inc.) hasta observar una solucibn homogénea; posterior a ello, la
solucion “muestra + reactivo” se dejo incubar en bano de hielo por 30 minutos. Después
de la incubacion con el reactivo, la muestra se centrifug6 por segunda ocasion en equipo
Smart R17 (Hanil Science Industrial™) a 10,000 x g por 10 minutos a 8 °C, generando
asi la correspondiente precipitacion de la pastilla. Una vez formada la pastilla de
exosomas en el fondo del tubo, se retir6 el sobrenadante formado -teniendo sumo
cuidado de no disgregar la pastilla-, y se almacend en un tubo nuevo y fue preservado
para futuras determinaciones; la pastilla de exosomas libre de sobrenadante, se
resuspendié en 300 pL de solucién RIPA de lisado (50 uL de RIPA, por cada 100 pL de

muestra) y se someti6 a tres series de 30 segundos en equipo VibraCell™ SONICS para
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asegurar asi el completo lisado de las membranas de los exosomas, accediendo de esta

manera a su contenido.

El contenido de los exosomas (lisados) y los exosomas resuspendidos (en TBS, o buffer
similar), pueden almacenarse en congelacién entre -20 a -80 °C para su uso en

determinaciones posteriores.

Colectar el sobrenadante
(rico en exosomas)
SUERO (-}
SANGUINEO Mezclar e Incubar
— I mina § °C
— | | == P ==
|
—_— | § Apgregar 1:5 Vol
g%%%jfiggﬁlﬁﬂi T i Reactivo Total
MVVE i 1 Exosome Isolation
/ -'\\J:,l
Formacién
Pastilla/Pellet de
EX0OSOMAS [ Exosomas m— g
B ' | | o — 0 o '
= Centrifugacién 2
10,000g % 10 min
Resuspender \Ur
PastillaPellet en .
2550 pL de Retirar y Descartar el
Buffer ad i Sobrenadante (sin exozomas)
(RIPA/TBS/PBS)

Figura 10. Esquema de la técnica estandarizada para el acondicionamiento de la muestra de suero
sanguineo y aislamiento de exosomas.




6.5. Determinacion del contenido de proteina total en exosomas

La determinacion del contenido total de proteina de exosomas se realizé para cada una
de las muestras de exosomas aislados mediante la técnica de Bradford, la cual se basa
en una reaccion colorimétrica especifica del colorante Azul de Coomassie brillante G250
(CBBG250) con los residuos de los aminoacidos Arg, Trp, Tyr, Hisy Phe, de las proteinas
bajo analisis (Bradford, 1976; Noble & Bailey, 2009). EI CBBG250 unido a los residuos
de las proteinas produce una absorbancia maxima a partir de 595 nm y mediante la
construccion de la gréfica para la curva de calibracion estandar y el correspondiente
célculo de regresion lineal en la correlacibn Absorbancia-Concentracién de la curva,
podemos determinar la ecuacion de la recta que describe mejor la linealidad de la curva

y estimar asi la concentracion de proteina para cada muestra (Kruger, 2009).

Procedimiento Micro Bradford. (Ver Figura 11) Para la determinacion empleando el

Método de Bradford a microescala, se realizo el siguiente procedimiento:

1) Previamente se preparo la Solucion Estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA, Sigma
Aldrich™); en un tubo Eppendorf™ de 2.0 mL. Se peso 1 mg de BSA y se afiadio el
correspondiente volumen de agua desionizada para mantener la concentracion de 1

mg/mL y se disolvio usando un Vortex Mixer™ (Labnet International Inc.).

2) Se preparé el Reactivo de Bradford (BioRad) en tubo Falcon® de 15 mL, diluyendo la
solucion “stock” del mismo con agua desionizada o MilliQ en una relacion 1:5 (ejemplo: 1
mL de reactivo de Bradford + 4 mL de Agua desionizada). En algunas determinaciones
puede usarse una relacion mayor (1:3.5), dependiendo de la cantidad de proteina en las

muestras.

3) En una placa de 96 micro pozos se construy6 por duplicado la correspondiente Curva
Estandar de Proteina (concentracién conocida): se colocaron 100 pyL de agua
desionizada en cada pozo, en el ultimo de ellos se llevo a un volumen de 180 uL; posterior
a ello se adiciond a este ultimo pozo 20 uL de la Solucion de Albumina previamente
preparada, obteniéndose un volumen final de 200 pL. A partir de este pozo “stock” (20 pg
alblmina/200 pL agua desionizada), se tomaron 100 uL y se adicionaron al micro pozo
siguiente, mezclando con micropipeta de 200 uL (Proline® Plus pipette, SARTORIUS ™)),
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de esta forma se realizaron las diluciones seriadas en los micro pozos restantes. Se
obtuvo asi una curva estandar de concentracion conocida (10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125,
0.15625, 0.078125 pg/pL); para los micro pozos que contuvieron las muestras, se
adicion6 99 uL de agua desionizada al correspondiente nimero de micro pozos y solo se
agrego 1 yL de cada una de las muestras (rotulado e identificado perfectamente cada
micro pozo-muestra), y por ultimo, se coloc6 por duplicado los micro pozos

correspondientes para el Blanco de Reactivo de Bradford (100 pL de agua desionizada).

Preparacion de las muestras
- Muestra(s)
. |
oo
00
\ | e—- 00 _
‘ o0
\ / 0
\ X Yol
\ // oo
| Curvasio o0
‘ Albamina \ Lectura y
Exosomas kT obtencién ABS
resuspendidos

Construccion de Curva Patron y calculo de Proteina

Figura 11. Esquema de la tecnica de micro Bradford. Se construye una Curva Estandar de
concentracién conocida (Albumina) + muestras bajo determinacion; Lectura y obtencién de ABS en equipo
GloMax Discover™ PROMEGA®, a A=600 nm; Construccion de grafica de la curva y calculo de la
correlacion lineal, ecuacion de la recta.

4) Finalmente se adicion6 un volumen de 100 pL de la Solucion de Reactivo de Bradford
(1:5) a cada uno de los micro pozos (curva estandar, muestras, blanco), se dejo reposar
por cinco minutos e inmediatamente después se realizé la lectura en equipo GloMax
Discover™ PROMEGA®, a A=600 nm (Ver Figura 11).
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Con las Absorbancias obtenidas de la curva y las concentraciones conocidas, se
construy0 la correspondiente grafica de calibracion estandar en Software EXCEL
(Microsoft Inc.™) y SigmaPlot® (la ABS promedio del Blanco se restd de todas las
absorbancias: curva y muestras); de la grafica construida, se calculd su correspondiente
Coeficiente de Correlacion Lineal (r?), el cual se debe considerar por lo menos mayor o
igual a 0.95 y con la ayuda de los software se determiné la ecuacion de la recta de la
forma: y = mx + b, el valor de la pendiente m y b (Ver Figura 11). Al despejar de la
ecuacion de la recta x, y sustituyendo los valores de y (valor de ABS de las muestras), m
(pendiente de la recta), y b (valor de la ordenada al origen), se puedo determinar la

concentracion de proteina en microgramos (g), por microlitro (uL) de muestra.

6.6. Caracterizacidon de exosomas por electroforesis en gel y western blot (WB)

La caracterizacion de los exosomas provenientes de suero sanguineo de pacientes
diagnosticados con TDM, TDM mas tratamiento farmacoldgico y sujetos sanos, se realizd
mediante las técnicas de Electroforesis en Gel, transferencia en membrana de celulosa

y Western Blot para CD63, proteina de membrana caracteristica de exosomas.

Procedimiento Electroforesis en gel. (Ver Figura 12, inciso A) Una vez determinado el

contenido de proteinas para cada muestra, se realizaron los calculos necesarios para
llevar a cabo la corrida de proteinas en gel. De manera general, la electroforesis permite
separar las proteinas gracias a sus caracteristicas de masa y carga, cuando éstas son
sometidas a una corriente eléctrica de intensidad y tiempo determinados (Towbin et al.,

1979). La metodologia comprende cuatro pasos:

1) Calculo de proteina para cargar. Se calcul6 dividiendo los pug de proteina que se van
a cargar en cada pozo del gel Mini-PROTEAN® TGX Precast Gels 10% (entre 20y 30 ug
de proteina), entre los pg de proteina presentes en un pL de cada una de las muestras.

El resultado obtenido fue el volumen de muestra que se cargd en cada pozo.

2) Célculo de Solucién Laemmli-B-Mercaptoetanol que se agregd a la proteina de la
muestra. Previamente se prepard la solucion Laemmli-B-Mercaptoetanol, tomando los

volumenes correspondientes de estos dos reactivos dependiendo de la dilucion que se
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requiera (4X o 1X, para nuestras condiciones). Posteriormente el calculo de la solucion
se realiz6 dividiendo el volumen de muestra que debe cargarse en cada pozo (resultado
paso 1), entre el factor de la dilucién usada de la Solucion de Laemmli- -Mercaptoetanol
(4 0 1), el resultado obtenido de cada muestra se adicion6 al volumen correspondiente

para cargar en cada pozo.

3) Ebullicién de las Muestra + Laemmli-B-Mercaptoetanol y volumen que agregar a cada
pozo en el gel. Después de agregar la solucion de Laemmli-B-Mercaptoetanol, las
muestras se sometieron a bafio de agua en ebullicién por cinco minutos, todo ello con la
finalidad de desnaturalizar las proteinas. Inmediatamente después las muestras se
cargaron con una micropipeta en cada pozo (volumen de muestra + volumen de solucion
desnaturalizante = volumen de carga en pozo), identificando un pozo para el Marcador
de Peso Molecular (Prestained SDT Standards, Low Range BIO-RAD) y los pozos de las

muestras.

4) Corrida en equipo para electroforesis. El sistema para electroforesis comprende la
placa de gel montado en la cAmara para electroforesis, la cual se sumergio en el tanque
del sistema lleno del correspondiente buffer de corrida, cuando este sistema estuvo
completamente montado se procedio a cargar las muestras en cada pozo. Una vez que
las muestras fueron cargadas, se cerré el sistema verificando que se encontrard en el
lado correcto del catodo/dnodo y posteriormente se conectd a la fuente de poder para
comenzar con el tratamiento de corriente e intensidad adecuados en equipo PowerPac®
HC BIO-RAD, dichas condiciones se configuraron previamente para la correcta

separacion de las muestras (Ver Figura 12, inciso A).

Transferencia en membrana. Terminado el protocolo de corrida se retiré el gel con las

muestras de la cAmara de electroforesis con precaucion de no maltratarlo, el gel se coloco
en un recipiente con buffer de transferencia (Trans-Blot® Turbo™ 5X Transfer Buffer BIO-
RAD) preparado previamente, en el mismo recipiente se colocaron dos paquetes de filtros
(Trans-Blot® Turbo™ Mini-size Transfer Stacks BIO-RAD) previamente impregnados del
mismo buffer; sobre uno de estos paquetes de filtros himedos se coloco la membrana
de celulosa (Trans-Blot® Turbo™ Mini-size Nitrocellulose BIO-RAD) y sobre ella se

coloco el gel, sobre este se coloco el segundo paquete de filtros, el gel, empaquetado a
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manera de “sandwich” entre los paquetes de filtros y la membrana de celulosa, se llevé a
la charola del equipo Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, y se seleccioné el Protocolo
Estandar Medio, predeterminado en el equipo (Ver Figura 12, inciso B). Posterior al
protocolo, se corroboré que las proteinas se transfirieron adecuadamente con ayuda de
Solucién de Rojo de Ponceau, en una transferencia correcta, se puede observar las

bandas de proteinas coloreadas de color rojo/rosa en la membrana.

A) -
=3
Placa Gel
e " 1 Muestra Proteina
I T Buﬁelr de Corrida f =
Bectroforésis U-
| | | O Marcador P.M.
Anodo (-) — Cétodo (+)
— ! Fuente de Poder
Tanque Sistema de Electriforesis Proteina separada
en bandas
Buffer de Transferencia
B) Catodo (+) @
Sistema de Transferencia @
Papel Fitro
[\ pwe _
- Gel
Fuernte de Pode
o E Membrana de Nitrocelulosa
el Fiitro
Proteinas Transferidas
ala Membrana Anodo (=)

Figura 12. Esquema de la técnica de WB. A) Electroforesis en Gel, y B) Transferencia a membrana de
celulosa.

Protocolo para Western Blot (WB). Después de corroborar la transferencia en la

membrana con la Solucion de Rojo de Ponceau, se realizé una serie de lavados de diez
minutos cada uno a temperatura ambiente y en agitacion constante, con Solucion TBS-

Tween 20 al 0.05% hasta retirar por completo la coloracion roja/rosada.
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Bloqueo de membrana. Posterior a ello, la membrana se colocé en bafio con solucion de
bloqueo (leche descremada al 3%) por treinta minutos a temperatura ambiente y en

agitacion constante, todo ello para bloquear la unién inespecifica del Ab-Primario.

Incubacion Ab-Primario. Después del bloqueo inespecifico, se incubaron las membranas
con el anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo, las diluciones pueden variar
dependiendo del anticuerpo (1:500, 1:1000, 1:1500, 1:2000, etc.); las membranas se
incubaron de 48 a 72 horas en agitacién constante a 4 °C. Se emplearon los Ab para la

proteina transmembranal: CD63.

Incubacion Ab-Secundario HRP. Después de la incubaciéon de las membranas con Ab-
primario, se realizaron 3 series de lavados por diez minutos a temperatura ambiente con
solucion TBS-Tween 20 al 0.05%. Una vez retirado cualquier residuo del Ab-primario, se
incubaron las membranas con el Ab-secundario diluido en solucion TBS-Tween 20 al
0.05% de 30 a 60 minutos a temperatura ambiente y con agitacion constante; las
diluciones pueden variar dependiendo del anticuerpo. Después de la incubacién con el
Ab-secundario, se lavaron nuevamente tres veces (10 minutos en agitacion constante, a

temperatura ambiente) con solucion TBS-Tween 20 al 0.05%.

Revelado de Membranas con HRP Quimioluminiscente. Las membranas lavadas, se
colocaron en incubacién con Solucion de Sustrato HRP (Immobilon™ Western,
Chemiluminescent HRP Substrate) usando volumenes iguales de las soluciones del Kit,

durante 5 a 10 minutos en agitacién constante, y a temperatura ambiente.

Lectura y deteccion por Quimioluminiscencia. Después de ser incubadas en solucién de
sustrato HRP, las membranas se colocaron entre dos placas de acetato plastico limpio,
procurando retirar el exceso de sustrato, asi como cualquier burbuja. Posterior a ello se
montaron en configuracion de “sandwich” los acetatos y la membrana en la charola de
equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System de BIO-RAD, y se detectaron por
guimioluminiscencia (Aplicacion: Quimioluminiscencia, Blots) bajo diferentes tiempos de

exposicion. Las imagenes se identificaron y almacenaron para su posterior analisis.
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6.7. Analisis del contenido de proteinas de suero sanguineo por matriz de
microarreglos

El andlisis del contenido proteico de citoquinas provenientes de exosomas se realizo
mediante microarreglos para proteinas: RayBio® C-Series, Human Cytokine Antibody
Array C1000 (AAH-CYT-1000-4). Este es un método semicuantitativo para la deteccion
de 120 proteinas humanas presentes en suero y plasma sanguineo, medio de cultivo
celular, y otros tipos de muestras liquidas (Ver Figura 13 y 14). El estuche comercial de
microarreglos se conforma un soporte sélido (membranas C6 y C7) al cual estan fijados
una serie de anticuerpos (Ab) especificos para diversas proteinas de suero humano,
donde se incuban las diferentes muestras y mediante la unidn especifica con anticuerpos
biotinilados, asi como marcados con solucion concentrada de peroxidasa de rabano
(HRP)-estreptavidina 1000X, se produce una deteccion de las proteinas presentes y/o
ausentes en la muestra bajo andlisis, y gracias a la saturacion de las sefales, se hace
una estimacion de la proporcién/concentracion de estas proteinas por densitometria

Optica.

YYY **
Membrana con matrlz\ ? ‘?,

de anticuerpos

PO esns Incubacién con la Muestra

k " of

??*f\}, -

Incubacién con Ab

biotinilado ? g 5
] Incubacién con
- Imagenes. / estreptavidina

- Analisis de Datos y
L] . s
. 2 presentacion de
. Resultados

Figura 13. Esquema del funcionamiento de la técnica de microarreglos de proteinas. Tomado y
modificado de Manual de Usuario RayBio® C-Series, Human Cytokine Antibody Array C1000.
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Figura 14. Esquema del mapa de determinacion de proteinas (citoquinas) para las membranas C6 y C7 de los microarreglos.

9-1LAD-HVYV

L-1AD-HVYY

- 46 -



6.7.1. Protocolo de la técnica de microarreglos para proteinas

Blogueo Membranas con Arreglos de Ab. Se colocaron cuidadosamente las membranas

C6 y C7 en los pozos de la placa donde se corrié el ensayo (procurando identificar
facilmente las dos membranas para cada muestra), y se adiciond 2 mL de Solucion Buffer
de Bloqueo en cada uno de los pozos con las membranas, posteriormente se incubaron
por 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion constante. Posterior al tiempo de
bloqueo, la solucién se retir6 de cada uno de los pozos con ayuda de micropipeta o

sistema de aspirado.

Incubacion de la Muestra. Previamente se realiz6 el calculo para adicionar el

correspondiente volumen que contiene 800 pg de proteina de cada una de las muestras,
dicho volumen se diluyd hasta alcanzar un mililitro, aforando con Solucion Buffer de
Bloqueo para cada pozo (800 pg/mL). La muestra diluida se dej6 incubar por 72 horas a
4 °C y en agitacion constante. Posterior al tiempo de incubacion, la solucién diluida con
la muestra se retir6 de cada uno de los pozos con ayuda de micropipeta o sistema de

aspirado.

Primera serie de Lavados. Previamente se prepararon las Soluciones Buffer de Lavado |

y I, de acuerdo con las indicaciones del Manual de Usuario. Se colocaron 2 mL de
Solucion Buffer de Lavado | (1X) en cada pozo para cada membrana ensayada por
muestra y se dejaron incubar/enjuagar en agitacion durante 5 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se retir6 la solucion; este procedimiento se repitié en dos
ocasiones mas (tres lavados con Solucion Buffer de Lavado | (1X) en total). Después de
lavar con la primera solucion, se adicionaron otros 2 mL de Solucion Buffer de Lavado I
(1X) y se lavaron por agitacién (5 minutos) a temperatura ambiente y posteriormente se
retird la solucién; este procedimiento se repiti6 en una ocasion mas (dos lavados con

Solucién Buffer de Lavado Il (1X) en total.

A partir de este punto en la metodologia, se debe tener la debida precaucién y usar sélo

la solucion correspondiente para cada membrana C6 y C7.

Incubacion con Coctel de Ab Biotinilado para cada membrana. El correspondiente Coctel

de Ab Biotinilado para las membranas C6 y C7 se prepard previamente de acuerdo con
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las especificaciones del Manual de Usuario. Se adicion6 sélo 1 mL del coctel C6 y/o C7
a cada pozo de la membrana correspondiente para cada muestra (se debe tener cuidado
de usar el coctel de Ab biotinilado C6 y C7 con sus correspondientes membranas C6 y
C7). El coctel de Ab biotinilado (preparado) se incubd por 12 horas en cuarto frio del
INPRFM y en agitacién constante. Posterior al tiempo de incubacion, se retird el coctel
de Ab biotinilado de cada una de las membranas en los pozos con ayuda de micropipeta

o sistema de aspirado.

Segunda Serie de Lavados. Se realizaron las correspondientes series de lavados con las

soluciones buffer de lavado | y 1l (1X), justo como se describié anteriormente (Ver Primera

Serie de Lavados).

Incubacién con HRP-Estreptavidina. La Solucibn Concentrada 1000X HRP-

estreptavidina, debe ser diluida previamente. Se colocaron 2 mL de la solucién 1X HRP-
estreptavidina en cada uno de los pozos que contienen a las membranas y se dejé
incubar por 2 horas a temperatura ambiente. Posterior al tiempo de incubacion, se retird
la solucion 1X HRP-estreptavidina de cada una de las membranas en los pozos con

ayuda de micropipeta o sistema de aspirado.

Tercera Serie de Lavados. Se realizaron las correspondientes series de lavados con las

soluciones buffer de lavado | y 1l (1X), justo como se describié anteriormente (Ver Primera

Serie de Lavados).

Deteccidn por Quimioluminiscencia. Las membranas lavadas y hUmedas se colocaron en

una hoja de papel seda para retirar el exceso de la ultima solucion de lavado, pero
procurando que las membranas no se secaran por completo. Posteriormente se
colocaron sobre una placa de plastico u acetato limpio (provisto en el kit), asegurando su
identificacion para cada membrana de muestra y se adiciond 500 pL de la soluciéon
preparada con los buffer de deteccion C y D a cada membrana, se incubaron sin agitacion
y a temperatura ambiente por dos minutos, e inmediatamente después, se coloco otra
placa de acetato plastico sobre las membranas (configuracion tipo sandwich) y se llevo
al sistema foto documentador ChemiDoc™ Touch Imaging System de BIO-RAD; las

membranas fueron expuestas a quimioluminiscencia bajo diversas condiciones (Ver
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Tabla 4). Bajo estas condiciones fue posible observar las sefales (spots) para cada

proteina en cada una de las membranas (Figura 15).

Tabla 4. Condiciones de exposicion para la adquisicion de imagenes de las membranas
de microarreglos*

Tiempo de Exposicion (segundos)

Exposiciéon . . # Imagenes
Inicio Termino
1° 2 30 6
2° 4 40 7
3° 1 15 6
4° 5 300 10
5° 5 60 6
6° 10 120 10

*Tamafio medio (15.5x12.4 cm), Aplicacion: Blots: Quimioluminiscencia.

Muestra-1 Muestra-2 Control
o0 . PP ‘. ® 6o
20 @4 e o o« [ X-]
c . K .. . . ™
B o Q) ° o
. LR B o
. 'Y B k3
o @ o ® b
o e o o .

Figura 15. Ejemplo de resultados tipicos obtenidos al revelar membranas RayBio C-Series Antibody
Arrays. Tomado y modificado de RayBio® C-Series, Manual del Usuario, Human Cytokine Antibody Array
C1000.

Almacenamiento. Las membranas se colocaron en cada uno de los pozos de las placas
provistas por el estuche comercial, con solucibn TBS 1X (pH=7.5) y se rotularon

debidamente para mantenerse en refrigeracion a 4°C.

Interpretacion y analisis de resultados. Las imagenes obtenidas de las membranas C6 y

C7 en el foto-documentador (ChemiDoc™ Touch Imaging System) se analizaron para
confirmar la presencia y cantidad/proporcion de las 120 proteinas de suero humano en
software Image Lab 6.0.1. de Bio-Rad.
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Para obtener los valores correspondientes a la expresion de cada una de las 120
proteinas que conforman la matriz de proteinas en la membrana, se calculo el promedio
de la densidad Optica -registrada por duplicado- de cada proteina. Para ello se emplearon
los valores de Volume (Int), de la tabla de volimenes obtenida y posteriormente, los datos
se exportaron al software EXCEL® Microsoft Inc, donde se realizaron los célculos
correspondientes al promedio para cada valor de las proteinas. Con este valor, se
realizaron los procedimientos de normalizacion de los valores de expresion, que consistié
en quitar el posible background o ruido de fondo de cada una de las membranas usando
los valores correspondientes a los spots NEGATIVO, BLANCO y POSITIVO de cada
membrana, obteniendo asi la intensidad relativa (IR) de expresion correspondiente a
cada proteina de cada membrana, en cada muestra proveniente de los participantes en

cada grupo experimental.

Posterior a la obtencion de la IR, los datos fueron presentados en un grafico descriptivo
de barras mediante el software estadistico GraphPad Prism® Version 6.01 (San Diego,
California, E.U.A.), usando el promedio de la IR de las cinco muestras de proteina de
exosomas de cada muestra, obteniendo asi un Perfil de Expresion de proteinas
caracteristico de los grupos experimentales (ver Gréafica 15). Una vez identificada la
expresion caracteristica de cada grupo, se realizé un analisis preliminar por rangos de
expresion en IR: alta >1, media 0.5 - 1 y baja 0.0-0.49; esto permiti6 tener una
aproximacion directa sobre el comportamiento de los datos obtenidos.

6.8. Analisis bioinformatico de interaccion proteina-proteina (PPI)

Se empleo la base de datos UniProt™: Universal Protein Resourse (UniProt Consortium,
2020) y los algoritmos bioinforméticos disponibles en la pagina STRING™: Functional
protein association networks version 11.0 (STRING Consortium, 2020), y se realizé un
estudio comparativo de la interaccion proteina-proteina (PPIl), de las citocinas,
quimiocinas y neurotrofina estadisticamente significativas, asi como de aquellas
proteinas con una expresion de IR media-alta.

Se determind el grado de interaccion que posee cada proteina significativa entre si y las

posibles interacciones con otras proteinas relacionas, asi como su posible relacion con
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algunas vias de sefalizacion comunes o asociadas. Para cada proteina, se establecio el
valor parametro de 0.700 como el puntaje minimo de interaccion requerido, asi como un
andlisis de la evidencia sobre el tipo de interaccion proteina-proteina, mostrando sélo
aguellas interacciones proteina-proteina significativas. Las determinaciones se realizaron
mediante el andlisis de la informacion actualmente disponible de la gendmica y

protedmica para la especie Homo sapiens.

7. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de los resultados obtenidos se realiz6 mediante los programas estadisticos
SigmaPlot 12 y GraphPad Prism 6. En los diferentes analisis realizados, se aplicaron las
comparaciones estadisticas correspondientes de ANOVA de una y dos vias -para uno o
dos factores, entre los tres grupos experimentales- y la correspondiente comparacion
multiple mediante la prueba de Tukey como Post-Hoc; ademas, se utilizo la prueba ‘t de
Student’ para realizar comparaciones entre dos grupos. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas con una P<0.05. Los resultados en algunas tablas y

gréficas, se muestra * la desviacion y el error estandar, respectivamente.
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8. RESULTADOS DE LAS DETERMINACIONES EXPERIMENTALES

8.1. Estandarizacion de los métodos y técnicas empleadas

Previo al uso de las muestras de los grupos bajo estudio, se realiz6 un proceso minucioso
de estandarizacion de las técnicas y métodos empleados para el presente estudio:
determinacién de proteina total por Método de Bradford, Electroforesis, Western Blot,
Técnica de Microarreglos, ELISA y MET, ademas de los correspondientes analisis. Para

mas detalle consulte el ANEXO | y de este trabajo.

8.2. Analisis de los parametros clinicos-demograficos y bioquimicos

Derivado del registro, asi como del andlisis descriptivo e inferencial para la expresion de
los diferentes parametros clinico-demograficos y bioquimicos de cada una de las
muestras, se presentan en la Tabla 5 y en las Graficas 3 a 8, un resumen comparativo

de los resultados obtenidos entre los grupos experimentales.

Tabla 5. Parametros analizados para cada muestra en los grupos experimentales
Parametro (Media + DE) %J:RSI)‘ 2;]2';/; T[()r']v:I;_X Valor p
Clinico-demograficos
Edad 28.60+6.731 | 29.80+8.758 | 29.40 £9.072 0.973
Peso 59.60 £ 7.925 | 68.80 £23.30 | 68.83+7.974 0.6141
Talla 1.612 £0.038 | 1.566 £0.048 | 1.537 £ 0.055 0.1170
indice de masa corporal (1.M.C.) 23.31+3.028 | 27.99+£8.930 | 29.16 £+ 1.176 0.3523
HAMD-17 3.800 + 3.564 | 21.00 £ 3.000 | 19.75+5.123 <0.0001
Bioguimica sanguinea
Glucosa 82.60£3.435 | 97.78 £13.29 | 82.25+6.131 0.0317
Colesterol Total 152.4 +11.91 | 160.8 £8.535 | 129.0 £ 20.90 0.0176
HDL 55.60 £ 7.956 | 46.20 £ 16.05 | 35.00 +4.359 0.0929
LDL 78.36 £21.93 | 88.72+£17.27 | 72.67 £15.01 0.4934
Triglicéridos 92.80 £43.93 | 145.4+£97.48 | 106.8 +41.99 0.4772
Creatinina 0.760 £ 0.167 | 0.692 £0.091 | 0.675 = 0.050 0.5250
Acido drico 4.100 + 0.916 | 5.404 £ 0.568 - 0.0269*
Hormonales
(F.'roém)ona estimulante de la tiroides | » 416+ 1 865 | 5568 +3.144 | 1.396+0.460 |  0.0382
Triyodotironina (T3) 109.9 £ 13.11 | 146.6 + 23.13 | 88.08 £ 15.43 0.0015
Tiroxina (T4) 7.588 +0.628 | 8.954 +1.762 | 8.408 +1.879 0.3808
Hormona foliculo estimulante (FSH) 4932 +1.173 | 5.088 £1.642 | 4.728 +1.676 0.9318
Hormona Luteinizante (LH) 5.598 + 3.085 | 8.612 +£5.373 | 2.567 £2.042 0.0760
Progesterona 2.688 £2.937 | 2.356 £1.298 | 1.448 +2.390 0.6879
Estradiol 46.54 + 26.19 | 67.20+67.73 | 43.20 +15.13 0.6416
Testosterona total 0.378 £0.075 | 0.426 £0.158 | 0.338 +£0.178 0.6388
Testosterona libre 2592 +1.542 | 1.154 £+ 0.500 | 2.206 + 1.513 0.2255

*Las comparaciones entre los grupos se realizaron usando ANOVA de una via, seguida de la prueba de
Tukey como Post-Hoc; ademas se uso la prueba ‘t de Student’ para las comparaciones entre dos grupos.
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La comparacion de cada variable entre los grupos mostré diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) en solo seis variables, las cuales fueron: puntaje de la Escala
Hamilton (HAMD-17, P < 0.0001; ver Gréfica 3), con un aumento en el puntaje de las
comparaciones entre el grupo TDM vs CTRL y TDM+TX vs CTRL; en la concentracion
de glucosa en sangre (P = 0.0317; ver Grafica 4), al comparar el grupo CTRL vs. TDM,
con un aumento en los niveles de glucosa en éste ultimo; en la concentracion de
colesterol total (P = 0.0176; ver Gréfica 5), con una disminucion para el grupo TDM+TX
vs TDM,; en la concentracién de acido Urico (t= 2.704; P = 0.0269; ver Grafica 6), para la
comparacion de CTRL vs. TDM, aumentando su concentracion en mujeres deprimidas;
en la concentracion de la hormona estimulante de tirotropina (TSH, P = 0.0382; ver
Grafica 7), disminuyendo en el grupo TDM+TX vs TDM; y, en la concentracion de
hormona triyodotironina (T3, P = 0.0015; ver Grafica 8), aumentando y disminuyendo en
las comparaciones de los grupos CTRL vs. TDM y TDM vs. TDM+TX, respectivamente,
para los sujetos deprimidos y deprimidos mas tratamiento.

La expresion diferencial de los niveles y concentracion en estos parametros se encuentra
generalmente aumentada en el grupo de las mujeres deprimidas respecto al grupo
control, sin embargo, parece existir también una disminucion de manera paralela en la
concentracion de algunos parametros como colesterol total, TSHy T3, pero en los sujetos
bajo tratamiento farmacolégico, aunque esto puede deberse a las caracteristicas y

condiciones de los sujetos en el presente estudio.

8.3. Analisis del contenido total de proteina en exosomas entre los grupos
experimentales

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos del contenido total de proteina para
las diferentes muestras analizadas, asi como de las diferentes determinaciones para la
fuente de proteina (exosomas, suero sanguineo ‘sin exosomas’ y suero sanguineo
‘original’). Derivado de un primer analisis de varianza de la proteina total de exosomas,
para el factor ‘condicion experimental’, se observO que no existieron diferencias
significativas (P = 0.3760) entre el contenido proteico de estas nanovesiculas en los
grupos, y aunque en las primeras determinaciones se observé un comportamiento

particular de dispersion entre las determinaciones de un grupo y otro (CTRL con
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dispersién pronunciada en sus datos, TDM con dispersién casi compacta y TDM + TX
con una aparente tendencia a la dispersion; ver Grafica 1, ANEXO ll), fue gracias al
andlisis final con una correlacién mas rigurosa (r’>= 0.9960) -usado en la determinacion
del contenido de proteina-, que este comportamiento desaparecio, observandose so6lo un
ligero aumento consecutivo entre las medias de los grupos experimentales (ver Grafica
9).

Tabla 6. Contenido de proteinas muestras exosomas de suero sanguineo

Contenido proteina (ug/pL)

Grupo Experimental Muestra . -
Exosomas Suero sin exosomas Suero original

C-1 6.0196 6.2397 6.2658

C-2 6.2133 6.7209 7.0828

Sujetos Control C-3 6.4991 6.5350 6.7758

C-4 6.5108 6.5024 6.8172

C-5 6.6060 6.5897 6.7354

D-1 6.3680 6.5611 6.8804

D-2 6.5462 6.2767 6.6690

Pacientes con TDM D-3 6.2415 6.2397 6.4538

D-4 6.2612 6.7234 6.5659

D-5 6.8584 6.6523 6.7758

T-1 6.4180 6.5352 6.7917

. T-2 6.7188 6.6547 6.8172

':na:;e:::;:::e:fl “0" T3 6.4687 6.3945 7.0966

T-4 6.5700 6.3340 7.0226

T-5 6.6718 6.2332 6.9983

Posteriormente se explord un factor adicional: “fuente de proteina” para el andlisis de la
concentracion de proteina, sin embargo, la comparacion estadistica puede considerarse
despreciable y no relevante para los objetivos de nuestro estudio, debido a que solo
existio un efecto principal provocado por este ultimo factor, observandose la presencia
de mayor concentracion de proteina en el suero original que en los sueros sin exosomas
y en los exosomas. Estos resultados quiza reflejen en parte, tanto la compleja constitucion
proteica de las muestras, dependientes de la fuente u origen, asi como del posible
impacto del contenido de los exosomas, pese a que no existan diferencias entre los
grupos TDM y TDM+TX respecto al CTRL, sin embargo, estas posibilidades deben

tomarse en consideracion para inferir futuras aproximaciones experimentales.
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Grafica 9. Analisis del contenido total de proteina en exosomas. No existieron diferencias significativas
entre los grupos para el factor condicién experimental.

8.4. Analisis de proteinas exosomales por electroforesis en gel y western blot (WB)
Derivado de las adecuaciones realizadas a la metodologia para la determinacion de
exosomas por WB, asi como de las observaciones realizadas por la correspondiente
metodologia de Dot Blot, como una alternativa para determinar la caracterizaciéon de las
proteinas transmembranales de los exosomas, se lograron establecer las condiciones
experimentales necesarias para identificar la presencia de la tetraspanina CD63 (ver
Figura 16).
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Figura 16. Determinacion de CD63 por WB. Se puede observar las bandas de CD63 (para todas las
muestras de los grupos). Se adicioné lisado celular (LC) y exosomas de cultivo celular (E"C) como posibles
controles.

CD63, por sus caracteristicas y participacion en la biogénesis de estas vesiculas, permitié
asegurar la obtencion de VE clasificadas como exosomas en las muestras obtenidas de
suero sanguineo humano. Esta proteina puede observarse en todas las muestras de
exosomas entre los grupos experimentales e incluso puede observarse un ligero cambio
en la IR para las bandas por grupo. Sin embargo, aunque estos resultados presentan
evidencia convincente -hasta cierto grado- de la presencia de vesiculas extracelulares
correspondientes a los exosomas, debemos considerar que estos resultados deben
complementarse con determinaciones mas exhaustivas para estos y otros marcadores
aun no reportados, todo ello debido a que el trabajo de andlisis y determinacion que se
realizaba al momento de estas determinaciones, tuvo que ser aplazado por la
contingencia sanitaria, que afecto las actividades de investigacion en el INPRFM, lugar

donde se desarrolla actualmente este proyecto.

8.5. Analisis de proteinas por matriz de microarreglos para proteinas

Una aproximacion sobre el comportamiento de los datos obtenidos en la expresion de
cada proteina se realizé mediante un primer andlisis por rangos de expresion en la IR,
definiéndolos como: alta >1, media 0.5 - 1 y baja 0.0-0.49. Derivado de esto, se observé
gue al menos16 proteinas se expresaron un 50% mas que el promedio del spot positivo

de las membranas (ver Tabla 7; Adicionalmente ver Graficas 2 y 3, ANEXO II).

Tabla 7. Proteinas con expresion de IR media-alta detectados en microarreglos para proteinas.

omb Uripror CTRL TDM TDM+TX

ombre niero Media|+DE|+EE Media|+DE|+EE Media|+DE|+EE
Adiponectina Q15848 7.731[t3.493[*1.562 5.85/22.646[+1.163 3817106320 4752
Angiogenina  P03950  3.453[£0.7793[+0.3485 4.638+1.728]+0.7728 3.81[+1.491}+0.6669
BDNF P23560  0.368[:0.1050[:0.04736  0.7058[+0.1867[+0.08351 0.506[+0.229]+0.1024
EGF PO1133  1.588[+1.662[+0.7431 1.532[+0.821[+0.3672 0.8409[+0.4235[+0.1894
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HCC-4 015467 1.193|+0.5819|+0.2602 0.5882|+0.374|+0.1673 0.5848|+£0.2503|+0.1119

ICAM-1 P05362  0.6454/t0.4377|+0.1958  0.8878|+0.5379+0.2405  0.6194|+0.1842|+0.08239
IGFBP-2 P18065  1.916]+0.3301+0.1476 1.55/+0.7566+0.3384 1.812[+0.7257|+0.3246
IGFBP-6 P24592  0.7336]+0.485+0.2169  0.4815+0.1874[+0.08381  0.5799|+0.1944+0.08692
IL-6 R P08887  0.8938[+0.6929]+0.3099 1.778]+0.9606|+0.4296 1.465|+0.503+0.2249
Leptina P41159  0.9925|+1.025[+0.4586 0.8152|+0.8344|+0.3731 0.7588+0.7533|+0.3369
MSP a/b Q04912 5.241|+2.935[+1.312 3.669|+1.343|+0.6006 2.285[+1.083[+0.4842
NAP-2 P02775  2.266/+0.6081[0.272 2.112[+0.4469]+0.1999 1.909[+0.37|+0.1655
PDGF-BB P01127 4.19]+1.005|+0.4494 2.726[+0.9781[+0.4374 2.456(+1.27]+0.568
Rantes P13501  5.359|+1.215[+0.5434 2.947|+1.053[+0.471 2.675[+1.437[+0.6424
TIMP-1 P01033  1.481|+1.216]+0.5438 0.9422+0.5492|+0.2456 0.7483[+0.236/+0.1056
TIMP-2 P16035  1.573|+0.9343|+ 0.4178 1.234|+0.5947]+0.2659 1.12]+0.4481+0.2004

*Se muestran los valores de la media para cada proteina por grupo experimental, mas la desviacion estandar (DE),
y el error estandar (EE).

Originalmente se esperaba que algunas citocinas, quimiocinas y otras proteinas
asociadas a los trastornos depresivos como IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, TNFa, TNFB y los
receptores asociados a estas, estuvieran alterados en su expresion de IR respecto al
grupo CTRL, sin embargo, no fue asi y una vez realizadas las comparaciones estadisticas
se determind que no existieron diferencias significativas en la expresion de la IR de estas
proteinas en particular (adicionalmente ver Grafica 4, ANEXO IlI), aunque en algunos
casos se observé que la expresion de las proteinas entre los grupos tuvo un
comportamiento caracteristico respecto al control, en el que se observé un aumento en
el grupo TDM y una posterior disminucion para el grupo TDM+TX, ejemplo de ello son las
IL-1a, TNFa, TNF RI, TNF RIl, e IL-6 R, donde en esta ultima proteina -por ejemplo-, se

observa una expresion muy elevada de su IR.

Al realizar los analisis de varianza de la IR para las 120 proteinas y graficar en conjunto
la media de cada proteina para los tres grupos, se obtuvo un “perfil de expresion”
comparativo entre ellos (ver Gréfica 10), en el cual se pudo apreciar un comportamiento
similar al previamente descrito para algunas proteinas: un marcado aumento en el nivel
de proteina para el grupo TDM, que generalmente no se vio revertida con el tratamiento.
Este comportamiento observado, podria ser relevante y complementario en la
determinacién de una posible red de moléculas que contribuyan a la patologia de este

trastorno, siendo parte importante en la discusion de este analisis realizado.
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Tabla 8. Imagenes de spots de microarreglos para proteinas (citoquinas) de exosomas bajo las
diferentes condiciones experimentales.
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*En cada fila se muestra un ejemplo de imagen de las membranas C6 y C7 para la determinacion de
120 proteinas (citoquinas) diferentes mediante las matrices de microarreglos.
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Grafica 10. Perfil de expresion para las 120 proteinas entre los grupos experimentales. Se muestra la comparacion de las medias de expresion
de IR para cada proteina entre los grupos. Los puntos sobre las lineas roja, verde y azul corresponden al grupo CTRL, TDM y TDM+TX,
respectivamente. Las flechas corresponden a algunas proteinas con una expresion de IR mayor en el grupo TDM, que en el TDM+TX.




Una vez realizado el analisis estadistico para las 120 proteinas disponibles en las dos
membranas que componen la matriz de los microarreglos, se determind que sélo existen
diferencias significativas en tres de ellas, BDNF, RANTES y EOTAXINA-1 (ver Gréfica
11), de las cuales, BDNF y EOTAXINA-1, pueden incluirse entre las proteinas con
expresion media de IR, y en el caso de RANTES, esta fue considerada en el rango alto

de acuerdo con las primeras aproximaciones para el analisis de los datos.

El analisis de varianza de una via reveld diferencias significativas para el caso de la
proteina Eotaxina-1 (Fe.12=4.746; P=0.0303; a=0.05). Esta proteina aumenté su
expresion en un 141.5% en los participantes con diagnéstico de depresion mayor en
comparacion con los participantes del grupo control, aunque no alcanzo diferencias
estadisticamente significativas (P=0.0873). De manera similar, se observé un aumento
del 175.01%, estadisticamente significativo en los participantes con diagnostico de
depresion mayor y que recibieron tratamiento farmacoldgico en comparacion con el grupo
control (P=0.0330). Sin embargo, no observamos diferencias entre los grupos de
participantes con depresion mayor que recibieron o no tratamiento farmacologico
(P=0.8453).

Al igual que para la proteina Eotaxina-1, el andlisis de varianza de una via revelo
diferencias significativas para la proteina RANTES (F,12=7.043, P=0.0095; a=0.05). En
este caso, la expresion de RANTES disminuyd un 45% significativamente en los grupos
de participantes con diagndstico de depresion (P=0.0247) y un 50.08% en aquellos en
los que fueron diagnosticados con depresion y recibieron tratamiento farmacoldgico
(P=0.0133) en comparacion con el grupo control. Al igual que con Eotaxina-1, la
expresion de RANTES no reflejo diferencias entre los grupos de participantes con

depresion mayor que recibieron o no tratamiento farmacologico (P=0.9367).

Interesantemente, el analisis de varianza de una via del factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF) reflejé diferencias significativas en los grupos estudiados (F,12=4.392;
P=0.0037; a=0.05). EI BDNF aument6 de manera significativa su expresion en un 91.79%
del grupo de participantes con diagnostico de depresién en comparacion con el grupo de

sujetos control (P=0.0305). En cambio, en los pacientes con diagndstico de depresion y
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gue recibieron tratamiento farmacoldgico, la expresion de BDNF disminuy6 un 28.30%
en comparacion con los pacientes con diagnostico de depresion, aunque no reflejo

diferencia estadisticamente significativa (P=0.2297); ver Grafica 11.
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Grafica 11. Proteinas con expresion de IR estadisticamente significativa. De izquierda a derecha:
EOTAXIN-1, RANTES y BDNF. El “ * ” corresponde a la comparacion estadisticamente significativa. Se
presentan las medias obtenidas de cada grupo experimental y el correspondiente error estandar (EE),
respecto al control de cada membrana analizada.

Derivado de los resultados de la expresion para estas proteinas en particular se puede
sugerir que: 1) no existe ningun tipo de relacién directa aparente entre ellas, pues las
principales actividades bioldgicas y moleculares asociadas son diferentes para cada una,
y 2) las diferencias asociadas entre los grupos para su expresion no son del todo claras,
pues en algunas de ellas, llegan a ser datos contradictorios a lo reportado en estudios
previos que analizaron suero sanguineo humano (caso del BDNF). Es por ello, que se
aplicaron técnicas de analisis posteriores para el escrutinio de estos datos.
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8.6. Analisis bioinformatico de interaccion proteina-proteina (PPI)

Posterior a los hallazgos estadisticos en la expresion de IR y lo observado en la
determinacion de la concentraciéon de BDNF, se realiz6 un andlisis comparativo de la
interaccién proteina-proteina (PPI), mediante el uso de la base de datos UniProt y los
algoritmos bioinformaticos de la pagina STRING 11.0, para BDNF, RANTES vy
EOTAXINA-1, donde, en un primer disefio de analisis para identificar solo las posibles
interacciones entre ellas, con un nivel de confidencia alto (0.700 - 0.900), no se obtuvieron
interacciones significativas entre si (P= 1, valor p de enriquecimiento de las interacciones
proteina-proteina asociado; ver Figura 17, inciso A). De acuerdo con la base de datos,
este resultado puede deberse a que el conjunto de proteinas analizado es muy pequefio
(3 items), o que es una muestra muy aleatoria de proteinas. Sin embargo, ello no significa
necesariamente, que estas proteinas no tengan una significancia biolégica importante,
pues quizéa solo se requieran mas estudios para entender la relacion de estas proteinas,

y refutar lo descrito por los algoritmos bioinformaticos.

Derivado de este primer andlisis se optd por realizar uno adicional que incluyera a las
proteinas identificadas previamente en el analisis de microarreglos con un rango de
expresion media-alta de IR (ver Tabla 7). Este segundo andlisis también se realiz6 con
un nivel de confidencia alto (0.700 - 0.900), y con un total de 17 items (proteinas con
expresion media-alta de IR, mas BDNF, RANTES y EOTAXINA-1); el analisis identifico
interacciones significativas entre el conjunto de proteinas (P= 8.15 e!; ver Figura 17,
inciso B). Este resultado puede entenderse como una alta incidencia de interacciones
entre proteinas, incluso mas alla de lo que se esperaria para un conjunto aleatorio de
proteinas de un tamafio similar; de acuerdo con lo descrito por la pagina STRING 11.0,
tal valor p de enriquecimiento, indica que las proteinas estan relacionadas u asociadas
biolégicamente al menos de manera parcial como un grupo. Esto puede corroborarse con
las diversas descripciones adicionales que realizan los algoritmos sobre el nivel de
interaccion en las diferentes vias de sefalizacion celular, su papel como componente
celular, en procesos biologicos, y en funciones moleculares diversas; en este sentido,
como parte de un andlisis descriptivo adicional, se identificaron las PPI asociadas a la

participacion comun de estas proteinas, en posibles vias, procesos y funciones
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biolégicas, asociadas a los trastornos depresivos, para mayor detalle puede observarse

la Figura 18.
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Figura 17. Andlisis de la interaccidon proteina-proteina (PPIl). Esquema de resultados para las PPI del
primer disefio de analisis A) BDNF, RANTES EOTAXINA-1, y B) 17 items en total, segundo disefio de
analisis; realizado y tomado de STRING™: Functional protein association networks version 11.0.

Los resultados de PPI descritos hasta ahora, pueden sugerir no solo la importancia de
cambios significativos en la expresion de ciertas proteinas en particular, sino, en un
aparente y complejo comportamiento que, en conjunto, puede llegar a tener un diverso
namero de asociaciones y funciones biolégicas entre si, derivado quiza de un estado
patolégico en particular, siendo una nueva aproximacion, que podria llegar a contribuir
enormemente al entendimiento de los numerosos mecanismos moleculares en diversas

patologias, como los trastornos depresivos.
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inflamacion. Andlisis realizado y tomado de STRING™: Functional protein association networks 11.0.




9. DISCUSION
En el presente estudio se abordé y se trat0 de determinar la posible relacion o

contribucion que tienen los exosomas periféricos de suero sanguineo humano, asi como
su contenido, en pacientes diagnosticados con TDM, comparandolos con aquellos
exosomas de sujetos control y pacientes con TDM que recibieron tratamiento
antidepresivo.

Lo anterior con el interés de contribuir al entendimiento de la neurobiologia del TDM,
puesto que es conocido desde los origenes de las primeras descripciones médicas y
psiquiatricas de los trastornos depresivos, y hasta los mas recientes avances de este
trastorno, la gran complejidad de las diversas manifestaciones clinico-psiquiatricas,
bioldgicas y bioquimicas asociadas a este trastorno (Sadek & Nemeroff, 2000; Aguirre-
Baztan, 2008; Bartra, 2015). En este sentido, es el escaso y reducido entendimiento de
la relacion entre los hallazgos y la aparente evidencia fisiol6gica de la periferia, de los
posibles eventos patolégicos que pueden tener lugar a nivel de SNC y que promueven o
generan mecanismos reguladores de la depresion, la principal limitante en las recientes
investigaciones (Pérez-Padilla et al., 2017; Inta et al., 2020).

Aunado a ello, el TDM es uno de los trastornos neuropsiquiatricos del afecto mas
frecuentes e incapacitantes entre la poblacion, haciéndolo un problema importante de
salud a nivel mundial (Dean & Keshavan, 2017; OMS, 2020). En este sentido, no es de
extrafarse la gran necesidad de la busqueda de mayores avances en la comprension de
las vias, mecanismos y agentes moleculares reguladores o detonantes de los trastornos
depresivos. Actualmente diversos estudios han propuesto que las manifestaciones del
estado de animo en los trastornos depresivos, podrian entenderse como una expresion
intrinseca de un sindrome multisistémico que influye tanto a nivel de SNC, como en la
periferia a través de los sistemas enddcrino e inmunoldgico (Evrensel & Ceylan, 2015;
Chan et al., 2019; Inta et al., 2020), impactando en la sefalizacion de diferentes vias
neuroquimicas y de respuesta inflamatoria (Kupfer et al., 2016; Alzoubi et al., 2018),
haciendo evidente la comunicacion bidireccional a través de mecanismos comunes,
donde pueden participar diferentes moléculas, metabolitos, factores solubles e incluso,
diversos mecanismos de interaccién celular, como las vesiculas extracelulares (Chan et

al., 2019; Saeedi et al., 2019). Sin embargo, la informacion cientifica actual que ahonda
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en el entendimiento de la contribucion de vesiculas extracelulares como los exosomas

en los trastornos depresivos, sigue siendo muy escasa y limitada.

9.1. Diferencias en algunos parametros clinico-demograficos y bioquimicos

Los criterios establecidos para la inclusién de los participantes, asi como la seleccion
rigurosa entre los pacientes diagnosticados con TDM, aquellos que recibieron tratamiento
farmacologico antidepresivo (TDM+TX) y los sujetos sanos (CTRL), permitieron
establecer resultados certeros y representativos de la condicién patolégica; ejemplo de
ello se pudo observar dentro de los parametros clinico-demograficos y bioquimicos
estudiados, donde se pudo confirmar mediante la observacién del Puntaje de la Escala
Hamilton (HAMD-17, P < 0.0001; ver Gréfica 3), los cambios significativos entre los
grupos TDM y TDM+TX, en comparacion al grupo CTRL, reflejo de la clara afeccion,
identificacion adecuada y el diagnostico correcto de los pacientes como poblacion
depresiva, con los signos y sintomas asociados a este tipo de trastornos (American
Psychiatric Association, 1995; OMS, 2020), sin embargo, en el caso del grupo TDM+TX,
en quienes se esperaria una disminucion en el puntaje en el HAMD-17 derivado del efecto
del tratamiento antidepresivo respecto al grupo TDM (P=0.5998), consideramos que este
deriva de la alta variabilidad en la respuesta al tratamiento que los pacientes pueden
presentar (Hamilton, 1960), o incluso, a que estos muestren un indicio de cierta
resistencia o respuesta al tratamiento, aunque, aunado al hecho de que para el presente
estudio no se considerd el tiempo bajo tratamiento antidepresivo de los participantes, asi
como las posibles diferencias en el seguimiento y/o apego al mismo, factores no
considerados en los criterios de seleccidén de nuestra poblacién y que también pudieron
haber modificado los efectos terapéuticos deseados. Por lo cual, aumentar la muestra
poblacional, mejorar la seleccion y caracteristicas de la poblacién bajo estudio, asi como
su tratamiento antidepresivo, podria estimar mejor este tipo de comportamiento
observado, e inclusive, considerar la adicion de un grupo experimental de participantes
con diagnostico de depresion debidamente clasificado como sujetos que hayan

respondido adecuadamente al tratamiento farmacoldgico antidepresivo empleado.

El andlisis bioquimico sanguineo de siete variables diferentes mostr6 cambios

significativos en al menos tres de ellas, donde se observé un marcado aumento en la
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concentracion de glucosa en sangre (ver Grafica 4), y en la concentracién de acido arico
(ver Grafica 6) en el grupo TDM respecto al CTRL, ademas de mostrar una disminucion
en la concentracién de colesterol total (ver Grafica 5) del grupo TDM+TX respecto al TDM.
En el caso de los niveles de glucosa en sangre, diversos estudios han sugerido que
aunque no existen cambios significativos en los niveles entre los pacientes
diagnosticados con depresion (Mcintyre et al.,2010; Peng et al., 2016), parecen existir
algunas variaciones, por ejemplo, un aparente efecto de resistencia o sensibilizacion a la
insulina y un aumento de peso, que se ha asociado principalmente al tratamiento
farmacoldgico con algunos antidepresivos triciclicos (Steiner et al., 2019), sin embargo,
en el caso del grupo de pacientes que recibieron tratamiento farmacoldgico en nuestro
estudio, este fue a base de farmacos inhibidores de la recaptura de serotonina (ISRS;
fluoxetina, citalopram, escitalopram), que de acuerdo con lo reportado, no afectan este
parametro sanguineo (Mclintyre et al.,2010), siendo correspondientes nuestros hallazgos
al respecto. Por otro lado, el aumento en los niveles de acido Urico observado en nuestras
determinaciones, son contrarios a lo reportado por diversos estudios (Chaudhari et al.,
2010; Black et al., 2018), donde existe una disminucion en los niveles séricos de este
metabolito (incluso més bajos que otras patologias psiquidtricas como demencia,
esquizofrenia, etc.) y que bajo tratamiento antidepresivos de ISRS, tienden a
normalizarse después de 5 semanas (Wen et al., 2012), aunque no se ha encontrado aun
una correlacién directa con el trastorno. Por ultimo, la diferencia entre los niveles bajos
de colesterol total en los pacientes que recibieron tratamiento antidepresivo, respecto a
los pacientes deprimidos no es consistente con lo reportado en la literatura clinica de este
trastorno, donde no se encuentran cambios significativos (Olusi & Fido, 1996; Park et al.,
2014; Gui et al., 2018), e incluso, en algunos estudios no es considerado un parametro
clinico tan importante, como lo son, los niveles de colesterol LDL o HDL -que en nuestro
estudio no fueron significativos- (Bartoli et al., 2017). Es por ello, que podemos suponer
-al menos de manera preliminar-, que esta alteracién en los parametros de acido Urico y
colesterol total, puede deberse a alguna otra condicion entre los sujetos, no asociada al
TDM o los criterios de seleccion poblacional, situacion que deberia ser verificada al

aumentar y mejorar la seleccion de la muestra poblacional para estas determinaciones.
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En relacion al analisis hormonal de los participantes, se determind que no existieron
diferencias significativas en la mayoria de las variables, sin embargo, s6lo se observaron
diferencias en la concentracion de la hormona estimulante de tirotropina (TSH, ver
Grafica 7), la cual disminuyd en el grupo con tratamiento antidepresivo, respecto al de
sujetos deprimidos, y, en la concentracion de hormona triyodotironina (T3, ver Grafica 8),
la cual, aument6 en el grupo de sujetos deprimidos y disminuyé en el que recibio
tratamiento antidepresivo, ambos hallazgos son consistentes a lo reportado por Mehrdad
et al., (2016) y Asadikaram et al., (2019), quienes en diferentes estudios asociaron altos
niveles de hormona T3 y TSH -pero no T4- en sujetos con TDM en comparacion con
voluntarios sanos, ademas se ha propuesto en diversos estudios, que este
comportamiento en las hormonas tiroideas puede deberse a un desajuste en el eje
tiroideo provocado por las alteraciones caracteristicas del eje HHA en este trastorno
(Ozen et al., 2018; Kumar et al., 2019).

La importancia del monitoreo y consideracion de diversos parametros clinicos y variables
bioldgicas en el presente estudio deriva de observaciones en diversas investigaciones al
respecto, las cuales sugieren que tanto la formacién de VE (exosomas), como su
empaguetamiento (contenido), puede ser influenciado o alterado por diversos factores
como la edad, el sexo, dieta, estado fisioldgico entre otros (Witwer et al., 2013; Yakovlev
et al., 2019), siendo relevante para los objetivos de caracterizacion de exosomas en

nuestro estudio.

9.2. Contenido total de proteina en exosomas

La ausencia de diferencias en la concentracion de proteina total de exosomas entre los
grupos en nuestro estudio (P= 0.3760), es correspondiente a lo reportado por Yakovlev y
colaboradores (2019), quienes no encuentran diferencias significativas en los niveles de
proteina y lipidos totales de exosomas aislados de suero sanguineo humano (Yakovlev
et al., 2019), sin embargo, esto no descarta los cambios que existen en el contenido de
proteinas observado en el andlisis por microarreglos (ver Grafica 14), los cuales aunque
no son significativos en la mayoria de las 120 proteinas analizadas, si reflejan cambios
perceptibles y concuerdan con observaciones de diversos estudios que asocian cambios
en el contenido de proteinas y miRNA de exosomas bajo diferentes condiciones
patolégicas (Tavakolizadeh et al., 2017; Gruzdev et al., 2019; Li et al., 2020), ejemplo de
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ello es el trabajo de Goetzl y colaboradores (2016), quienes encontraron diferencias
significativas en el contenido de las proteinas BACE-1, sAPPB y GDNF, entre pacientes
con EA y sujetos sanos, evidenciando una parte de este complejo fenédmeno (Goetzl et
al., 2016). Por otro lado, al incluir el factor ‘fuente de proteina’ en el analisis del contenido
total de proteina, se observaron diferencias significativas para algunas comparaciones
de los grupos y este factor (P= 0.0001), sin embargo, estas diferencias pueden
describirse como una contribucion de la compleja composicion de proteinas entre las
muestras de proteina proveniente de cada fuente, y aunque no parecen tener una
correspondencia complementaria entre la misma condicion experimental para las fuentes,
si existe una tendencia en la expresion del contenido que no puede descartarse del todo,

siendo necesario explorar esta posibilidad en futuras aproximaciones.

9.3. Anadlisis por western blot (WB)

La identificaciébn del marcador CD63 por WB en el lisado de exosomas en nuestras
determinaciones experimentales, es correspondiente a la expresion reportada y
caracterizada para la identificacion de este tipo de VE de acuerdo con diversos estudios
(Théry et al., 2002; lavello et al., 2015; Hikita et al., 2018). Sin embargo, serd necesario
analizar las posibles variaciones en la expresion de estos marcadores debido a la
condicion de cada grupo experimental, ofreciendo posible informacién relevante sobre la
composicion estructural de los exosomas para el trastorno, pues existen algunos reportes
gue sugieren la participacion de estas proteinas transmembranales, en procesos de
empaquetamiento del contenido, expresion en las membranas, entre otros y que ademas,
pudieran estar implicados en los mecanismos moleculares de comunicacion celular
(lavello et al., 2015; Larios et al., 2020).

9.4. Caracterizacion y analisis de las proteinas contenidas en exosomas por
microarreglos

Los resultados obtenidos por parte de las matrices de proteinas mostraron que, aunque
existe una ligera variacion en la expresion de la IR para las 120 proteinas determinadas
(Ver Grafica 10, y adicionalmente graficas 2 y 3, ANEXO Il Ver Gréfica 14), sélo 16 de
ellas se expresan un 50% mas que el promedio del spot positivo en cada membrana,
siendo s6lo BDNF, RANTES y EOTAXINA-1, las moléculas que presentaron cambios
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significativos en su expresion entre los grupos experimentales para las 120
determinaciones (Ver Grafica 11). Sin embargo, cada una de estas moléculas intervienen
en procesos bioldgicos diferentes y aparentemente aislados.

En este sentido, el factor neurotrofico derivado del cerebro o BDNF, una neurotrofina con
efectos morfogénicos importantes en el SNC (Aydemir et al., 2006), y una de las
moléculas con mayor relacién en la depresion, estableciendose que niveles bajos en la
concentracion y disponibilidad periférica de este factor, es una evidencia clara de los
trastornos depresivos (Mandolini et al., 2019), siendo inclusive, estimulado positivamente
por el uso de farmacos antidepresivos convencionales (An et al., 2019), motivo por el
cual, se propone como un posible marcador de respuesta a tratamiento para este
padecimiento (Aydemir et al., 2006; Kishi et al., 2018). Por otro lado, RANTES (CCL-5) y
EOTAXINA-1 (CCL-11), son moléculas con actividad proinflamatoria y quimioatractora
para monocitos y células T auxiliares, asi como para eosinéfilos, respectivamente,
provocando liberacion de histamina por basdfilos y activando eosindfilos, frente a
procesos inflamatorios focalizados (locales), reacciones alérgicas, y de respuesta inmune
(Myung et al., 2016; Yoshio & Okamoto, 2018), cuyo papel en los trastornos depresivos
no es del todo claro aun, aunque algunas aproximaciones disponibles han comenzado a
indagar en esta posibilidad. Ejemplo de ello es el estudio de Oglodek et al., (2014),
qguienes describieron un incremento en los niveles séricos de RANTES, SDF-1 y sus
receptores asociados, tanto en hombres como en mujeres -niveles mucho mas elevados
en estas Ultimas- al compararse con sujetos sanos, siendo consistente con la severidad
del trastorno. Estas primeras investigaciones sugieren una relacion directa con el estrés
cronico o agudo, razén por la cual -proponen los autores- podrian emplearse como un
posible predictor o marcador de respuesta a tratamiento (Oglodek et al., 2014; Gadad et
al., 2017). En este sentido, también se ha reportado actualmente, que el aumento en los
niveles periféricos de Eotaxina-1 esta relacionado con la severidad en las conductas
suicidas, envejecimiento acelerado y alteraciones cognitivas en algunos desordenes
psiquiatricos como esquizofrenia, desorden bipolar y depresion mayor (Teixeira et al.,
2018). Aunque la informacion disponible aun es insuficiente para sugerir implicaciones

directas de esta quimiocina en padecimientos psiquiatricos mayores.
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Derivado de esta evidencia, se puede contrastar que tanto los resultados obtenidos para
la expresion de BDNF y RANTES contenidos en exosomas, se comportan de manera
contraria a lo reportado clasicamente en la literatura para estas citocinas en plasma y
suero sanguineo (disminucién y aumento, respectivamente) (Oglodek et al.,, 2014;
Mandolini et al., 2019), donde para en el caso de BDNF, se observdé un aumento en la
cantidad de esta neurotrofina en el grupo de pacientes con TDM respecto a los sujetos
sanos (P= 0.0370), y para RANTES, una muy marcada y similar disminucion de su
expresion entre el grupo de sujetos con TDM y aquellos que recibieron tratamiento
antidepresivo, respecto a los sujetos sanos (P= 0.0095), siendo EOTAXINA-1, la Unica
molécula -de las tres reportadas en nuestro estudio- que mostr6 un comportamiento
correspondiente con los datos descritos en la bibliografia disponible para el trastorno

depresivo (Teixeira et al., 2018).

Estos hallazgos, sugieren -por una parte- que el contenido de los exosomas se encuentra
aislado totalmente de lo que ocurre en el medio extracelular, y que estos podrian servir
como reservorios de proteinas que pueden actuar tanto a nivel periférico como central,
aunque esto aun es especulativo, por lo que sera necesario realizar estudios adicionales
para determinar el origen e independencia de las diferencias halladas, y las interrogantes
sobre las variaciones en la concentracion de BDNF y otras moléculas dentro de estas
nano vesiculas, ¢coémo que es que pueden o no, participar de la fisiopatologia de este
trastorno?, y lo mas importante ¢ este comportamiento caracteristico, puede ser (til en el
diagndstico, tratamiento o seguimiento de los pacientes con TDM?. Aunque no se puede
explicar aun la relacién en conjunto que pueden tener estas moléculas, las propuestas e
hipotesis al respecto son diversas y muy interesantes, siendo necesario el uso de
métodos diversos, precisos, eficaces y sensibles, asi como escalados a diferente nivel
(in vitro vs. in vivo, e in silico), para identificar la contribucién directa y real de esta u

otra(s) molécula(s) contenidas en los exosomas, corroborando asi estas observaciones.

9.5. Analisis de la interaccion proteina-proteina (PPI)
Derivado de los resultados en la expresion de proteinas en los micro arreglos y de las
comparaciones entre la interaccion de las tres proteinas con diferencias estadisticamente

significativas, se corroboré que BDNF, RANTES y EOTAXINA-1, por si solas estan
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asociadas en procesos y vias de sefializacion aparentemente diferentes (ver Grafica 18,
inciso A), sin embargo, al analizar el supuesto de que las proteinas con una expresion
media-alta de IR (Ver Tabla 7) tuvieran algun tipo de interaccion o sefializacion asociada,
tanto de manera directa o cercana con estas tres proteinas, se identificé que al menos
14 de ellas tuvieron un grado de interaccion significativo (ver Grafica 17, inciso B). Estos
hallazgos, podrian tener una relevancia e importancia significativa no solo por los
cambios asociados en la expresion de ciertas proteinas en particular, sino, por que ponen
en evidencia un aparente y muy complejo comportamiento en un diverso niumero de
proteinas, que de manera conjunta pueden llegar a tener asociaciones y funciones
biolégicas emparentadas o reguladoras entre si, y cuya accion principal puede ser el
desarrollo, origen o regulacion de un estado patolégico, como la depresion (ver Figura
18).

Actualmente, diversos estudios fincan sus esfuerzos en la elucidacion y entendimiento
de la protedbmica y genomica de diversas enfermedades, donde, para el caso de los
trastornos depresivos y estrés, se comienzan a describir el posible papel de algunas
proteinas como agentes reguladores o blancos terapéuticos para estas afecciones
(Depeiuch et al., 2017; Li et al., 2017), y aungque en su mayoria, los estudios se conducen
en la identificacidn particular de alguna molécula, no se puede dejar de lado la evidencia
y posibilidad de una red de interaccion entre diferentes moléculas que pueda estar
implicada. De explorar esta nueva aproximacion, podria llegar a tener enormes
contribuciones al entendimiento de los numerosos mecanismos moleculares involucrados

en diversas patologias, como es el caso del TDM.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente proyecto permiten sugerir y concluir que el
andlisis y caracterizacion del contenido proteico de los exosomas de participantes con
depresion seria relevante para el establecimiento de marcadores de estado, pues se
pudo determinar la presencia y expresion de 120 proteinas distintas en los exosomas,
mostrando cambios significativos solo para Eotaxina-1, RANTES y BDNF, proteinas que
ademas mostraron la existencia de una compleja red de interaccién con otras 14
proteinas también expresadas en los exosomas mediante un andlisis bioinformatico de
interaccion entre proteinas (PPI, ver Tabla 7, Figuras 17 y 18), y que tienen implicaciones
en vias moleculares y de sefalizacion en procesos bioldgicos relacionados a inflamacion,
estrés, metabolismo, entre otros, abriendo la posibilidad de identificar la contribucion de
proteinas en particular o en conjunto, -que se pueden proponer- como agentes
reguladores de los signos y sintomas de los trastornos depresivos. No obstante, el estudio
y analisis del contenido proteico de los exosomas merece continuar para conocer en su
totalidad el contenido, establecer posibles biomarcadores patolégicos relacionados a la
depresion mayor, asi como determinar como y el grado de contribucién en el desarrollo
del TDM (Ver ANEXO III).

10.1. Limitaciones del estudio

Las principales limitaciones de este estudio son el reducido nimero de nuestra muestra
poblacional, que, para futuros estudios serd necesario incrementar para realizar un mejor
analisis de los resultados obtenidos. Ademas, es importante reconocer que, aungue los
grupos de muestras utilizados fue seleccionado con criterios rigurosos, es necesario aun,
identificar si los exosomas provenientes de pacientes pudieran permitir el establecimiento
de marcadores de respuesta a tratamiento comparando con muestras de participantes

gue reflejen un mejoramiento después de recibir tratamiento farmacoldgico antidepresivo.
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11. PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

Andlisis y caracterizacion de exosomas por microscopia electrénica de
transmision (MET)

Actualmente la caracterizacibn de exosomas por MET se encuentra en la fase de
adquisicién y andlisis de las imagenes correspondientes a estas nanovesiculas. Sin
embargo, mencionada determinacion se encuentra aplazada, derivado de las medidas
tomadas por la UNAM durante la contingencia sanitaria provocada por la pandemia de
Covid-19 en nuestro pais, en cuanto se restablezcan las actividades de docencia e
investigacion, los resultados de estas determinaciones seran incluidos en el presente

trabajo.

El andlisis de los exosomas por microscopia electronica de transmisién (MET) se realiz6
de acuerdo con las metodologias estandarizadas para tejidos biolégicos del Laboratorio
de Nanobiologia Celular de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Autonoma
de México, bajo la supervision del Dr. Luis Felipe Jiménez, asi como por la bibliografia
consultada en la actualidad sobre la caracterizacion de exosomas por técnicas de
microscopia de alta resolucion.

Actualmente el interés en la descripcion de diversas caracteristicas y pardmetros
estructurales, como el tamafio y forma de las VE, y en particular de los exosomas,
provenientes de estados patoldgicos tiene una gran importancia clinica, por la posible
informacion que puedan aportar al diagnostico, evaluacion y uso como biomarcador en
diversas enfermedades (Sharma & Gimzewski, 2012; Jung & Mun, 2018). La metodologia
empleada frecuentemente para el estudio de exosomas por MET es la tincidén negativa,
sin embargo, en la actualidad se han reportado el uso de diversas metodologias
complementarias de microscopia de alta resolucién, como MET, de Barrido, microscopia
de fuerza atébmica (AFM), microscopia crioelectrénica de transmision (Cryo-TEM), entre
otras (Chernyshev et al., 2015; Choi & Mun, 2017).

Protocolo MET para exosomas. El protocolo inicié con el aislamiento de exosomas

provenientes de 100 uL de suero sanguineo humano de acuerdo con la metodologia
estandarizada previamente (ver Figura 10, en la seccion de Material y Métodos del

presente estudio). Para esta determinacion, no se empled el Buffer RIPA de lisado, por

-75-



el contrario, solo se adicion6 un volumen de 50 pL de Buffer PBS 1X procurando que el
pellet o pastilla con los exosomas integros formada en el fondo de un tubo Eppendorf™
de 600 pL no se disgregara. A partir de este punto se realizaron los siguientes pasos: 1)
Fijacion, se retir6 el sobrenadante de PBS 1X y se agregé una solucién 1:1 de
glutaraldehido 2.5% y paraformaldehido 4%, se dejé fijar por 2 horas a temperatura
ambiente; 2) Lavados, con 100 uL de Buffer PBS 1X procurando no disgregar el pellet (3
lavados de 10 minutos); 3) Tincidon con OsO4, se empled una solucién al 2% de Tetroxido
de Osmio por 3 horas a temperatura ambiente para tefiir los lipidos presentes en la
membrana de los exosomas; 4) Lavados, se realizé una segunda serie de lavados; 5)
Deshidratacion, el pellet de exosomas se sometieron a una serie de deshidratacién en
soluciones de etanol al 70%, 80%, 90% y 96%, por 5 minutos a temperatura ambiente; 6)
Pre-inclusién, el pellet tefiido (color negro) y deshidratado se sometié a una solucion al
50% del polimero de fijacion por 24 horas a temperatura ambiente, para la adecuacion
de la muestra en el proceso de formacion del bloque; 7) Inclusion y Fijacion, se adicioné
un volumen suficiente de la soluciéon concentrada del polimero de fijacion, y se coloco en
una estufa de secado a 56°C entre 24 a 72 horas, para la formacion del blogue; 8)
Obtencion de ultra secciones y observacion de exosomas, con ayuda de un ultra
microtomo, se realizaron secciones de 60 nm de ancho de cada bloque, posteriormente
se montaron en el porta muestras del MET y se adquirieron las imagenes

correspondientes a 80 kV.
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Evaluacion de la administracion de exosomas de sujetos diagnosticados con TDM
en roedores adultos y en cultivo celular

Una de las principales interrogantes a lo largo del desarrollo del presente estudio -e idea
original- fue identificar la posible contribucion de los exosomas periféricos (suero
sanguineo) en las patologia o conducta tipo depresiva. Una de las principales limitantes
de esta primera aproximacion fue la posible interaccion inmunoldgica entre la especie
receptora (roedor) y la especie emisora de exosomas (humano), aunado al hecho de que
seria un estudio muy amplio y con un numero significativamente grande de animales de
experimentacioén, esto derivo en la limitacion del estudio al analisis y caracterizacion de

los exosomas y su contenido.

Se prevé que este estudio continué como proyecto de doctorado bajo el objetivo de
ahondar en el entendimiento de los mecanismos moleculares y celulares que subyacen
al origen, desarrollo y/o propagacion de los trastornos depresivos, identificando la posible
contribucion directa de los exosomas en la neuroplasticidad y en la conducta tipo
depresiva. Se prevé que el proyecto incluya dos etapas, la primera se realizara mediante
ensayos in vitro con células progenitoras de hipocampo humano y con células de la
microglia humana; mientras que la segunda etapa del proyecto involucra el uso de
animales de laboratorio, para la administracion de exosomas con trazadores quimicos y
posterior evaluacion conductual, todo ello como una estrategia para identificar el papel

de estas vesiculas extracelulares.
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12. ANEXO I. ESTANDARIZACION DE LOS METODOS Y TECNICAS EMPLEADAS

Estandarizacion del aislamiento de exosomas de suero sanguineo

Se realizaron tres pruebas piloto con tres muestras de suero sanguineo humano
diferentes para el Aislamiento de Exosomas con el reactivo Total Exosome Isolation (from
serum) by Life Technologies™ de ThermoFisher Scientific™ (No. Catalogo 4478360), todo
ello con la finalidad de establecer, describir y reproducir dicha metodologia dentro de las
condiciones del Laboratorio de Neurogénesis, del Instituto Nacional de Psiquiatria

“Ramodn de la Fuente Muiiiz”.

Tabla 1. Piloto aislamiento de Exosomas de suero sanguineo*

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Grupo Control
(17 N) 2 XLH (14 N) 2 PRC (10N) 2 PRC Muestra 2 CFNE
28/01/2016 20/04/2016 20/04/2016 (Proyecto)
-190222- -182280- -182280-

” I:.\.“‘ 5
¥

qnN +

>4 =

*Estandarizacién de la técnica bajo las condiciones del laboratorio

Para realizar las pruebas piloto se tomaron en consideracion las indicaciones del Kit,
ademas se compararon con las descritas en dos articulos originales de investigacion que
usaron el mismo kit de aislamiento. Las diferencias del contenido de microRNA en
exosomas de un paciente con depresion y uno sano fueron previamente reportadas
(Zhang et al., 2018); la metodologia usada fue exactamente la misma que la sugerida en
el kit. Im et al., (2018), investigaron el papel de los exosomas y particularmente el
contenido de citoquinas en pacientes con cancer gastrico; aunque usaron el mismo Kit,
modificaron la metodologia al disminuir los tiempos en la incubacion del reactivo con la
muestras (>15 horas a -20 °C) y en el de la centrifugacion, ademas, adicionaron un par

de lavados con Solucion de Buffer de Fosfatos (PBS) a la metodologia original del Kit.
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Diferentes volimenes de muestras fueron ensayados para las metodologias descritas y
observando los resultados entre ellas y al comparar sus resultados, se determiné que la
metodologia de Zhang y colaboradores (la misma que la del kit) fue la que mostré mejores
resultados y con mayor reproducibilidad al obtener la pastilla/pellet de exosomas de suero

sanguineo para las muestras ensayadas (ver Tabla 1).

Estandarizaciéon de la determinacion del contenido de proteina total de exosomas:
método de Bradford

A partir de los exosomas aislados, resuspendidos y lisados de cada una de las muestras
ensayadas en las pruebas piloto, se realiz6 la correspondiente determinacion del
contenido de proteina mediante un Micro Bradford de acuerdo con la metodologia
previamente descrita (Ver Material y Métodos - Determinacion de Proteina Total -
Procedimiento Micro Bradford). Las diferentes determinaciones fueron realizadas en
tiempos y condiciones distintas una de la otra, clarificado previo por centrifugacion,
tiempos de incubacion, adicién de lavados previos de pastilla de exosomas aislados,
resuspension directa de la pastilla en volumen de PBS o RIPA, ademéas se ensayaron

varios volimenes iniciales de muestra.

Los resultados del contenido de proteinas obtenidos para las tres pruebas piloto (cinco
ensayos de Micro Bradford diferentes), mostraron una clara diferencia entre si, viendose
afectadas negativamente (disminucion en el contenido de proteinas reportado) para
aguellas pruebas que consideraron las dos series de lavados de la pastilla/pellet de
exosomas (Prueba Piloto 2, muestra N14, volimenes 200 uL y 100 pL), concluyendo que
las condiciones 6ptimas para el aislamiento de exosomas de suero sanguineo dentro del
Laboratorio de Neurogénesis del INPRFM, son las descritas en el inserto del reactivo
Total Exosome Isolation (from serum) by Life Technologies™ de ThermoFisher Scientific™
(No. Catalogo 4478360), ver Tabla 2.
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Tabla 2. Resumen de resultados Pruebas Piloto: Determinacion de contenido total de proteinas de

exosomas de suero sanguineo

VOLUMEN

CONTENIDO DE PROTEINA

PRUEBA MUESTRA (W) (ug/uL) CONDICIONES
-Sin clarificado previo
-Incubacién >72 hrs
N17 400 45018 -Centrifugacién en PBS
-Resuspension en RIPA
Piloto 1 (50 pL)
-Sin clarificado previo
-Incubacién 30 min
N14 400 72899 -Resuspensién en RIPA
(50 pL)
EXO 200 pL Lavado = EXO 200 pL Lavado = -Clarificado por
4.8593 0.2934 centrifugacién
Suero s/EXO 200 uyL = Suero S/EXO 200 yL  -Incubacion 12-16 hrs
N14 200 = 6.4439 =6.7915 -Lavado de pastilla 2
Suero original = Suero original = veces (PBS)
5.6271 6.0817 -Resuspensién (PBS 50
Piloto 2 EXO 400 Lavado = EXO 400 Lavado = pL)
0.8080 0.0135 -Clarificado por
EXO 400 s/Lavado = EXO 400 s/Lavado =  centrifugacion
6.6072 6.9915 -Incubacién 12-16 hrs
N14 100 EXO 100 pL Lavado = EXO 100 pL Lavado = -Lavado de pastilla 2
5.2513 0.4243 veces (PBS)
Suero s/EXO 100 pL Suero s/EXO 100 pL Resuspensién (PBS 25
=6.1172 =6.1717 pL)
-Clarificado por
EXOSOMAS = 15.5712 “ncubagion 30 minuos
Piloto3  N10 600 Suero s/EXO = 16.8775 -Resuspensién RIPA (300

Desecho Clarif = 12.5145
Suero original = 16.4856

HL)
(Condiciones del KIT)

Estandarizacion de electroforesis en gel, inmuno transferencia y western blot (WB)

para muestras provenientes de exosomas de suero sanguineo

A lo largo de las Pruebas Piloto realizadas, se observé un comportamiento diferente de

la muestra en cada determinacion, principalmente en la electroforesis y WB, en el

protocolo de Transferencia de proteinas a membrana de celulosa, no se encontraron

comportamientos significativos asociados a las muestras, solo se realizaron pequefios

ajustes en el tiempo de transferencia. Se logré establecer las caracteristicas

metodoldgicas a las cuales, las muestras de Suero sanguineo, Exosomas y derivados,

obtuvieron mejores resultados en ellas; en la Tabla 3 se describe la serie de ensayos

realizados bajo diferentes condiciones a lo largo de las tres pruebas piloto.
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Tabla 3. Estandarizacion de las determinaciones: Electroforesis y Western Blot, en

muestras de exosomas aislados de suero sanguineo humano.

Fecha Muestra Carga de Caracteristicas
Proteina
_ -Se corrieron 2 geles (7 pozos utiles)
09/Novi2018 |+ NL4-d0h  -Ensayocon4 Ab
(CD63, Lamp1, Alix, CD9)
N17 20 ug -Se corrieron muestras: Suero original, Exo 400,
14/Dic/2018 N14 Sobrenadante 100 pL y 200 pL
-Solo se ensayaron Ab para CD63 y Lampl
-Corrida 2 geles para 6 membranas con las
muestras: Suero original, Suero s/Exo,
04/Feb/2019 N10 30 ug Exosomas.
-Ab ensayados: NACAM, Actina, Lamp1, Alix,
CD81, CD63.
30 ug -Dilucion Laemmli-B-Mercaptoetanol 1X
S.0. -1 gel, dividido en 3 membranas
SSIFEb/20198 S N10 S. s/Ex0 -Ab ensayados: Actina, NCAM, CD63
EXO -Protocolo de bandeo TBE 1% (Actina)
S.0.= 150g -Diluqién Laemmli-B-Mercaptoetanol 1X
S. s}Exoz ;jCoAtnda de 2 geles, 2 membranas por c/u, carga
i e 4 muestras
19/Febl2019  N10 ggg 40 ug -Ab ensayados: NCAM, CD81, Lampl, CD63
Exo= 30 g -Protocolo de Bandeo TBE 1% (todos)
- (Fenédmeno: membranas quemadas)
-Dilucién Laemmli-B-Mercaptoetanol 1X
S.0.=10 g -Corrida 1 gel, 3 membranas con 3 muestras c/u
S. s/Exo= -Ab ensayados: NCAM, Lampl, CD9
ea LU 10ug -Protocolo de Bandeo TBE 1% (todos)
Exo=50 pg -Aumento en cantidad de proteina Exo fue
demasiado - Saturacioén
S.0.=10 ug -Dilucién Laemmli-B-Mercaptoetanol 1X
S. s/Exo= -Corrida 2 geles (Tris-Tricine 10-20%, 16.5%),
12/Mar/2019  N10 10ug solo sirvié uno (10-20%)
Exo= 40 ug -Ab ensayados: NCAM, CD81, CD9

Como se puede apreciar en la Tabla 3, los puntos criticos que requirieron ajustes en las
metodologias de electroforesis y western blot, fueron la dilucion Laemmli-B-
Mercaptoetanol y la cantidad de proteina cargada en los pozos de los geles,
respectivamente. Sin embargo, debe considerarse que, para mencionadas pruebas, se
emplearon geles precargados (BIO-RAD), las muestras que se colocaron variaron entre
suero sanguineo original, suero sin exosomas y exosomas aislados. Los Ab-Primarios
gue se emplearon principalmente fueron CD9, CD63, CD81 (tetraspaninas caracteristicas
de estas nanovesiculas), Alix y Lampl (complejos proteicos de membrana) y en las
tltimas determinaciones se considerd agregar el Ab contra NCAM, como una manera de
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rastrear aquellos exosomas provenientes de linea celular neural, sin embargo, se
considero realizar una determinacion adicional de los marcadores por la técnica de Dot
Blot, con la finalidad de indentificar las condiciones y concentraciones minimas
necesarias para identificar estos marcadores por WB.

También se implementd un Protocolo de Bandeo TBE 1% (Protein gels, Stain Free gel,
Faint Bands), el cual consistio en sumergir el gel proveniente de la electroforesis en una
solucién de Tribromoetanol (TBE) al 1% y detectarla como Stain Free Gel, en el foto
documentador ChemiDoc™ Touch Imaging System de BIO-RAD, todo lo anterior, antes
de la correspondiente transferencia para observar un perfil de bandeo caracteristico entre
las proteinas derivadas de una sola muestra (suero sanguineo original, suero sin
exosomas y exosomas aislados), obteniéndose un protocolo mas para corroborar las
diferencias existentes en el contenido de proteinas en cada muestra de exosomas:
pacientes diagnosticados con DM, pacientes con DM mas tratamiento antidepresivo y
sujetos sanos (Ver Figura 2).
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Figura 1. Protocolo Perfil de Bandeo TBE 1%. Se realizd6 mediante electroforesis en gel por duplicado
para una sola muestra de suero sanguineo humano; de izquierda a derecha: marcador de peso molecular,
suero sanguineo original, suero sin exosomas, exosomas 40 ug y exosomas 30 pug.

-82 -



Estandarizacion del analisis de proteinas contenidas en exosomas usando
matrices de micro arreglos

La estandarizacion de la técnica para el analisis de proteinas por microarreglos, se realizd
la muestra CFNE del grupo control; se ensayaron las muestras de proteinas del suero
sanguineo original y de los exosomas, obteniéndose las imagenes de los spots de las
membranas C6 y C7 indicadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados prueba piloto de micro arreglo C-1000 para la muestra control CFNE*
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*Muestra Grupo Control, poblacién bajo estudio del proyecto

De manera general, sin el andlisis adecuado por densitometria, se puede observar
algunas diferencias en los spots para ciertas proteinas, identificados entre membranas
C6 y C7del suero original vs exosomas (series 1a 7y 1 a 7’, mostrados en la Tabla 9).
Se requerira el uso del Software ImagelLab 6.0 de BIO-RAD.
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13. ANEXO IIl. RESULTADOS COMPLEMENTARIOS

Aislamiento de exosomas de suero sanguineo

Una vez estandarizada la técnica, se llevé a cabo el correspondiente aislamiento de

exosomas provenientes de muestras de suero sanguineo de los tres grupos

experimentales descritos previamente:

1) Grupo Control, sujetos sanos;

2) Grupo Sujetos Deprimidos, sujetos diagnosticados con Trastorno Depresivo Mayor;

3) Grupo Sujetos Deprimidos mas Tratamiento Farmacoldgico, sujetos que ademas de
ser diagnosticados con Trastorno Depresivo Mayor cuentan con tratamiento

farmacoldgico antidepresivo.

A)

B)

C)

Figura 2. Pastilla de exosomas formada en el fondo de tubo Eppendorf® para las diferentes
muestras. A) Grupo Sujetos Control o sanos (CTRL), B) Grupo Pacientes Diagnosticados con TDM (TDM),
y C) Grupo Pacientes Diagnosticados con TDM mas Tratamiento Farmacolégico (TDM + TX).
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Se empled el reactivo Total Exosome lIsolation (from serum) by Life Technologies™ de
ThermoFisher Scientific™ (No. Catalogo 4478360), para el aislamiento de exosomas,
lograndose obtener reproducibilidad para obtener la pastilla o pellet de las nano vesiculas
en cuestion; en cada una de las muestras de los grupos se formé en el fondo del tubo
Eppendorf una pastilla de color amarillo opaco (ver Figura 2), acorde a lo reportado en la
hoja técnica y manual de usuario del reactivo, ademas de la bibliografia correspondiente
(Zhang et al., 2018; Girijesh et al., 2019).

Analisis del contenido total de proteina de exosomas

La Grafica 1 muestra el comportamiento de dispersion entre los valores de proteina total
contenida en exosomas de un primer analisis: una alta dispersiéon para los valores del
grupo CTRL, y una compresion para los valores del grupo TDM, los cuales se vieron
revertidos en un aparente comportamiento que tiende a la dispersion, asociado quiza en
primera instancia al tratamiento antidepresivo, pues estos eran en comportamiento de

sus respectivas dispersiones, mas parecidos a los del grupo CTRL.

Contenido de Proteina Total (Exosomas)

124
11 - ®
104

Proteina (pg/ul)

Condiciones

ANOVA 1 Via (F 5, 12/= 0.6989; p= 0.5165; a= 0.05)

Grafica 1. Primer andlisis de varianza, ANOVA 1 Via para contenido de proteina total de exosomas de
suero sanguineo.
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Tabla 5. Principales datos quimico-clinicos y demograficos, obtenidos de los participantes en cada grupo experimental

o . . . . . FSH LH Progesterona Estradiol Testosterona  Testosterona
Participantes Edad Hamilton Diagnostico Tratamiento Fase de Ciclo .
(mlU/mL)  (mIU/mL) (ng/mL) (pg/mL) Total (ng/mL)  Libre (pg/mL)
FOLICULAR
1 20 0 CONTROL NINGUNO 4.06 10.30 1.50 79.277 0.35 1.30
TARDIA
FOLICULAR
2 25 1 CONTROL NINGUNO 6.47 1.91 0.20 324 0.27 2.18
TEMPRANA
9| FOLICULAR
A 3 31 3 CONTROL NINGUNO 4.83 6.33 7.71 69.8 0.37 5.14
[ TEMPRANA
FOLICULAR
4 38 7 CONTROL NINGUNO 3.60 511 1.39 20.4 0.44 1.53
TEMPRANA
5 29 8 CONTROL NINGUNO LUTEA TARDIA 5.70 4.34 2.64 30.8 0.46 2.81
FOLICULAR
1 20 24 UNIPOLAR NINGUNO 5.87 5.44 1.66 17.73 0.34 0.78
TEMPRANA
FOLICULAR
2 25 20 UNIPOLAR NINGUNO 2.16 531 4.47 50.219 0.49 1.43
TARDIA
- FOLICULAR
=] 3 33 17 UNIPOLAR NINGUNO 5.97 4.01 2.70 32.675 0.42 1.82
= TARDIA
FOLICULAR
4 43 24 UNIPOLAR NINGUNO 5.84 16.60 1.71 185.96 0.23 0.57
TEMPRANA
FOLICULAR
5 28 20 UNIPOLAR NINGUNO 5.60 11.70 1.24 49.396 0.65 1.17
TEMPRANA
FLUOXETINA,
FOLICULAR
1 19 17 UNIPOLAR CLONAZEPAN Y 4.23 2.93 0.434 54.40 0.62 2.24
TEMPRANA
TOPIRAMATO
FOLICULAR
2 24 UNIPOLAR ESCITALOPRAM 3.33 2.15 0.31 22.60 0.20 4.39
3 TEMPRANA
= CITALOPRAM Y FOLICULAR
+ 3 32 25 UNIPOLAR 5.09 0.466 0.476 38.60 0.41 0.15
3 AMISULPIRIDE TEMPRANA
FLUOXEITNA Y LUTEA
4 43 14 UNIPOLAR 3.53 1.45 5.72 61.30 0.23 2.39
QUETIAPINA TEMPRANA
FLUOXETINA Y FOLICULAR
5 29 23 UNIPOLAR 7.46 5.84 0.30 39.10 0.23 1.86
CLONAZEPAM TEMPRANA
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Analisis de proteinas por matrices de microarreglos de proteinas

Las gréaficas 2 y 3, muestran el comportamiento entre los grupos experimentales de
aquellas proteinas que mostraron tener una expresién de IR media-alta (>0.5), de
acuerdo con un primer analisis descriptivo. Se puede observar comportamientos en
interesantes en estas proteinas, sin embargo, no se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas en los analisis estadisticos posteriores, ello puede sugerir
gue se debe considerar su posible participacion en un intrincado equilibrio en las
patologias depresivas, aunque esto es especulativo. Serdn necesarios mayores estudios
gue logren elucidar el papel o no de este grupo de moléculas con comportamiento

peculiar.
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* .4
& *
o Joed
o *
52525
OO0

OO
“’.
*e

%0
O

0:0: W
0 O

ettt et
NN
N_m__ .

R A00
0000' OO

R a—-l
oo
NN
DL

Intensidad Relativa (Normalizada)

227 %
22272 %
222 A —

IGFBP-6 LEPTIN TIMP-1

o
>
=

= MMM -

Grafica 2. Expresion de proteinas con IR Media (0.50-0.99). Se presentan las medias obtenidas de cada
grupo experimental y el correspondiente error estandar (EE), respecto al control de cada membrana
analizada.
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Grafica 3. Expresion de proteinas con IR Alta (0.50-0.99). Se presentan las medias obtenidas de cada
grupo experimental y el correspondiente error estdndar (EE), respecto al control de cada membrana
analizada.

En la gréfica 4, se muestra el comportamiento de la expresion de IR para las proteinas
(citoquinas) asociadas con los trastornos depresivos. Originalmente se esperaba que
algunas citocinas, quimiocinas y otras proteinas asociadas a estos trastornos, estuvieran
alterados en su expresion de IR respecto al grupo CTRL, sin embargo, no fue asi y una
vez realizadas las comparaciones estadisticas, estas no mostraron diferencias
significativas en la expresion de la, aunque en algunos casos se observo que la expresion
de las proteinas entre los grupos tuvo un comportamiento caracteristico respecto al
control, en el que se observé un aumento en el grupo TDM y una posterior disminucion
para el grupo TDM+TX, ejemplo de ello son las IL-1a, TNFa, TNF RI, TNF RIl, e IL-6 R,
donde en esta ultima proteina -por ejemplo-, se observa una expresion muy elevada de

su IR.
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