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Resumen

Numerosos estudios sugieren que la funcion dopaminérgica esta alterada al
menos en un subgrupo de pacientes deprimidos, especialmente en los
pacientes bipolares. Los test neuroendocrinos son una de las técnicas
utilizadas para explorar la funcibn dopaminérgica en psiquiatria y el agonista
dopaminérgico mas estudiado es la apomorfina (un agonista dopaminérgico
D1/D2).

La mayoria de los estudios realizados con el Test a la Apomorfina que evaluan
la respuesta de prolactina y de hormona de crecimiento en pacientes
deprimidos unipolares y bipolares han mostrado resultados divergentes.

El objetivo de este estudio es valorar con el Test a la Apomorfina si la funcion
dopaminérgica en la depresidon unipolar y bipolar esta alterada. Para ello, me

basaré en tres estudios que desarrollo.

En el primer estudio se explor6 una muestra reducida de sujetos, en la que se
incluyeron una seleccibn homogénea de pacientes bipolares tipo Il. El objetivo
de este estudio fue examinar la sensibilidad de los receptores dopaminérgicos
en 19 pacientes ingresados con depresion mayor: 10 deprimidos bipolares tipo
II, 9 deprimidos unipolares, comparados con 15 controles sanos. En estos
pacientes, se evalud la respuesta hormonal al agonista dopaminérgico
apomorfina (APO, 0,75 mg SC) con el objetivo de obtener un indicador de la
neurotransmision dopaminérgica a nivel post-sinaptico. También se examin6 en
los mismos sujetos la respuesta de prolactina al Test con TRH a las 8 AM y
11PM (TRH 200ug 1V), y la respuesta de cortisol al Test de supresion de
Dexametasona (DST, 1 mg oral). Los pacientes deprimidos bipolares mostraron
un porcentaje de frenacién a la prolactina (PFP) significativamente méas bajo
que los sujetos sanos (p = 0,0003) y los pacientes deprimidos unipolares (p =
0,04).

El segundo estudio tuvo por objetivo principal confirmar los resultados
obtenidos mediante el Test con Apomorfina encontrados en el estudio anterior,

en una poblacion mas extensa e incluyendo a pacientes bipolares tipo | y Il. La
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poblacion estudiada estd compuesta por 54 pacientes bipolares deprimidos
(mayoritariamente tipo 1), 80 pacientes deprimidos unipolares y 36 sujetos
sanos hospitalizados. Los pacientes bipolares mostraron una menor supresion
de Prolactina inducida por apomorfina que los pacientes unipolares y los
sujetos sanos (ambas comparaciones: p< 0,00001).

Los resultados del Test con TRH del primer estudio y los resultados del Test
con DST de los dos estudios descartaron que los resultados del Test con
apomorfina no se debian a una alteracion de las células lactotrofas inducida por

la TRH, o a una hiperactividad del eje corticotropo.

El tercer estudio se realizd con una subpoblacion del segundo estudio en la que
se obtuvieron analisis seriados de prolactina. La poblacién estudiada estuvo
compuesta por 68 pacientes deprimidos unipolares, 39 pacientes deprimidos
bipolares, comparados con 24 controles sanos. Los pacientes deprimidos
bipolares mostraron una frenacién de Prolactina (PFP) al Test a la Apomorfina
significativamente menor que los pacientes deprimidos unipolares (p < 0.005)
y los sujetos sanos (p < 0.001). Los ritmos circadianos de PRL fueron
comparables entre los pacientes bipolares y unipolares, y no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los mesores circadianos y
ampitudes entre los dos grupos de pacientes. Ademas, la respuesta de
prolactina a la apomormina no se correlaciond con los valores circadianos de

prolactina.

En conclusion, los resultados de nuestros tres estudios muestran que los
pacientes deprimidos bipolares tienen una alteracion funcional de los receptores
dopaminérgicos D2 post-sinapticos a nivel hipofisario, evaluada mediante la
respuesta de prolactina al Test con Apomorfina. Dicha alteracibn no se
encuentra en los pacientes deprimidos unipolares de manera que, si se
confirmasen los datos en posteriores estudios, el Test de la Apomorfina podria

tener un valor significativo como biomarcador de depresion bipolar..
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Summary

Numerous studies suggest that the dopaminergic function is impaired at least in
a subgroup of depressed patients, especially in bipolar patients.
Neuroendocrine tests are one technique used to explore dopaminergic function
in psychiatry and the most studied dopamine agonist is apomorphine (a
dopamine agonist D1 / D2). Most of studies involving Apomorphine Test to
evaluate the response to prolactin and growth hormone in unipolar and bipolar
depressed patients have shown conflicting results.

The objective of this study is to assess with the Apomorphine Test if
dopaminergic function is altered in unipolar and bipolar depression. To that end
| will be based on the development of three studies.

In the first study a reduced sample of subjects in a homogeneous selection of
type Il bipolar patients was included. The purpose of this study was to assess
the sensitivity of dopamine receptors in 19 patients admitted with major
depression: 10 depressed bipolar type Il, 9 unipolar depressed, compared with
15 healthy controls. We evaluated the multihormonal responses to the
dopamine agonist Apomorphine (APO, 0.75 mg SC) in order to obtain an index
of dopaminergic neurotransmission at the post synaptic level. In addition we
assess in the same subjects, prolactin (PRL) response to 8AM and 11PM
protirelin challenges (TRH, 200ug 1V) and cortisol response to Dexamethasone
suppression Test (DST,1 mg orally). Bipolar depressed patients showed a
percentage of frenacion to prolactin (PFP) significantly lower than healthy
subjects (p = 0.0003) and unipolar depressed patients (p = 0.04).

The main objective of the second study was to confirm the results obtained with
Apomorphine Test found in the previous study, in a more extensive population
and including mainly bipolar patients type I. The study population consists of 54
depressed bipolar patients, 80 depressed unipolar patients and 36 healthy
subjects. Bipolar patients showed lower prolactin suppression to Apomorphine

13



Test than unipolar patients and healthy subjects (both comparisons: p
<0.00001).

The results of TRH Test from the first study and the results of DST Test from
the two studies ruled out that the results obtained with Apomorphine Test were
not due to an alteration of lactotroph cells induced by TRH, or an overactivity of
the corticotroph axis.

The third study was conducted with a subpopulation of the second study in
which a serial analysis of prolactin were added. The study population was 68
unipolar depressed patients, 39 bipolar depressed patients, compared with 24
healthy controls. Bipolar patients showed lower prolactin suppression to the
Apomorphine Test than unipolar patients (p< 0.005) and healthy subjects
(p<0.001). Nyctohemeral profiles of PRL were strictly comparable between
unipolar and bipolar patients, and no statistically significant difference in PRL
circadian mesor and amplitude could be demonstrated between patients and
control subjects. Furthermore, APO-induced PRL suppression was not
correlated with circadian PRL values.

In conclusion, the results of the three studies showed that bipolar depressed
patients have a altered post synaptic receptor sensitivity D2 in the
tuberoinfundibular dopamine level, as assessed by the prolactin response to
Apomorphine Test. This alteration is not in unipolar depressed patients so that ,
if the data were confirmed in subsequent studies, the test Apomorphine may
have significant value as a biomarker of bipolar depression.
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Capitulo 1: Introduccion

La depresion representa un importante problema de salud debido a su alta
prevalencia y su repercusion sobre la calidad de vida del paciente, su entorno
familiar y social. Se calcula que afecta a 350 millones de personas en el mundo.
Es por tanto un trastorno mental frecuente, que puede hacerse cronico o
recurrente, y dificultar sensiblemente el desempenfo del trabajo o la escuela y la
capacidad para afrontar la vida diaria (1). De hecho se prevé que la depresion
en el 2030, sera el primer trastorno a nivel mundial en cuanto a la carga que
ocasiona (2).

Supone ademas uno de los principales factores de riesgo de suicidio. En el
metaanallisis de Harris y Barraclough, se muestra que el riesgo de suicidio
aumenta hasta 20 y 12 veces en la depresion mayor y el trastorno bipolar

respectivamente (3).

A pesar de ello, las opciones terapéuticas de las que disponemos actualmente,
no siempre son eficaces en todos los casos. Esto se podria deber, al menos en
parte, a que la investigacion en depresidbn se ha centrado en los circuitos
serotoninérgicos y noradrenérgicos, quedandose eclipsado el papel de otras

vias que podrian también estar implicadas, en especial la dopaminérgica.

En esta direccion apunta el consenso cada vez mas aceptado de que la mayoria
de los pacientes deprimidos tratados con Inhibidores Selectivos de Recaptacion
de Serotonina (ISRS) o Inhibidores Selectivos de Recaptacion de Serotonina y
Noradrenalina (IRNS), no consiguen la remision (4) . Esto ocurriria, al menos en
parte, porque estos farmacos no actuan a nivel dopaminérgico (5).

De hecho, se ha descrito que la funcibn dopaminérgica a nivel central esta
implicada en aspectos como son la concentracion, la motivacion, la actividad
psicomotora y la capacidad para experimentar placer. La alteracion de dichas

funciones suponen caracteristicas prevalentes y centrales de la depresion.

De igual manera, en una revision reciente centrada en el efecto sobre las

monoaminas de la Terapia Electroconvulsiva, una estrategia aceptada como
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eficaz en la depresion resistente, se relaciona su mecanismo de accion vy
eficacia con el incremento del sistema neurotransmisor serotoninérgico y la
activacion del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (6).

En apoyo de todos estos indicios, cada vez son mas los autores que sugieren
que la funcion dopaminérgica esta alterada en los pacientes deprimidos, y
especialmente en los pacientes bipolares (5,7-11). Esta disfuncién
dopaminergica en depresion se ha descrito a partir de la evidencia de
alteraciones a nivel del sistema de transmision, de la funcion neuronal y
genéticas (8). Sin embargo, los estudios que desarrollaré a continuacion, dado
su relacion con el objetivo de mi tesis, estan centrados en la disregulacién del

sistema de transmision dopaminérgica.
1.1.-Funcién dopaminérgicay Depresién

La hipbtesis monoaminérgica de la depresion surgié en gran parte debido a los
efectos en el estado de animo de la reserpina, las anfetaminas y los inhibidores
de las monoaminooxidasas (IMAOs). La reserpina agota las reservas
vesiculares de monoaminas y disminuye el estado de animo; las anfetaminas
aumentan brevemente las concentraciones sinaptica de monoaminas y tienen
un efecto euforizante, y los IMAOS incrementan las concentraciones de
monoaminas en sistema nervioso central, y son antidepresivos de eficacia
contrastada (12,13).

En la practica clinica un argumento que apoyaria la alteracion de la funcidon
dopaminérgica en la depresion, seria el efecto farmacologico que algunos
antidepresivos, ademas de los IMAOs, tienen a nivel dopaminérgico. Por
ejemplo, la sertralina, un ISRS, inhibe también a dosis altas la recaptacion de
dopamina, y el bupropion bloquea el transportador de Dopamina (DAT). Han
habido otros farmacos, como son la nomifensina y la amineptina, con efecto
antidepresivo y accion dopaminérgica, pero retirados por aspectos relacionados
con seguridad clinica (5).

Otro dato clinico que apoya la implicacion de la dopamina en la depresion, es la

alta prevalencia de depresion en pacientes con enfermedad de Parkinson, de un
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5 a 10 %, y todavia mayor, de un 30 %, cuando se valora la presencia de

sintomas depresivos subsindromicos (14).

Por otro lado, se han realizado numerosos estudios centrados en valorar las
tasas de dopamina, y de su principal metabolito, el acido homovalinico (HVA),
en el liquido cefalorraquideo (LCR), la sangre y en orina. Estos estudios han
mostrado en la depresidn una correlacion entre las tasas de HVA del LCR y la
actividad motora (15). Sin embargo, estos resultados no estan confirmados por
otros autores para los que estas anomalias reflejarian mas la actividad del
sistema negroestriado, asociado a la actividad motora, que a la del sistema
mesocorticolimbico (16).

Por otra parte, los estudios farmacoldgicos abogan por una disregulacion de la
funcién dopaminérgica con resultados méas contrastados en la depresion bipolar
qgue en la depresién unipolar. Asi, un antagonista de los receptores presinapticos
D2/D3, el amisulpiride, mostré ser tan eficaz como la imipramina en una
poblacion de 219 pacientes con trastorno depresivo mayor, durante 6 meses
(17). En otro estudio realizado con un agonista dopaminérgico, la bromocriptina
(18), mejord los sintomas depresivos en un grupo de pacientes bipolares; sin
embargo estos resultados no se obtuvieron en otro grupo de pacientes
deprimidos unipolares. Resultados similares se obtuvieron en otro estudio

posterior utilizando el pramipexol, otro agonista dopaminérgico (19).

Los estudios realizados con diferentes técnicas de neuroimagen obtienen
resultados contradictorios. En primer lugar, aquellos estudios realizados con
tomografia computarizada de emision monofotonica (SPECT) utilizando
la 123]-lodobenzamida para valorar la union a los receptores dopaminérgicos tipo
2 (D2), antesy después del tratamiento antidepresivo, mostraron que la mejoria
clinica se asociaba a un aumento o0 a una disminucidén de union de este trazador
a los receptores D2. Esta divergencia quizds fue debida a que los

antidepresivos empleados tenian mecanismos de accion diferente (20,21).
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En la misma linea, los estudios realizados con Tomografia por emisién de
positrones (PET) y centrados en la expresion del DAT utilizando el 11C-RTI 32
como trazador, también encontraron resultados controvertidos, aunque el
estudio mas completo mostr6 una reduccion de la unién al DAT en pacientes
deprimidos (22).

En otro estudio realizado también con PET, en el que se media funcion
dopaminérgica mediante la captacion de [18F]—fluorodopa en el cuerpo estriado,
se encontr6é una menor fijacion del radioligando a nivel del estriado en pacientes
deprimidos con enlentecimiento psicomotor comparados con pacientes

deprimidos ansiosos y voluntarios sanos (23).

Se han realizado también otros estudios de neuroimagen centrados en la
glandula pituitaria, 6rgano relacionado con la via dopaminergica
tuberoinfundibular. Estos se llevaron a cabo con Resonancia Magnética Nuclear
principalmente en pacientes con trastorno bipolar y  muestran también

resultados controvertidos.

En esta poblacion se encontr6 un volumen hipofisario normal en pacientes
eutimicos (24,25), disminuido en pacientes deprimidos (26), y aumentado en
pacientes con un primer episodio psicotico, comparable al encontrado en los
estadios evolutivos de la enfermedad (27).

Sin embargo, estos resultados son contrarios a los esperables segun los
modelos dopaminérgicos estandares descritos para la mania, compatibles con
una reduccion de la actividad de las células lactotrofas y por tanto del volumen
pituitario, a partir de una mayor actividad dopaminérgica. Un factor que podria
intervenir como sesgo en la interpretacion de estos resultados seria la utilizacion
de medicacién antipsicética en esta poblacion y su efecto en la produccién de
prolactina. Ademas, otro factor limitante seria el hecho de que no se controlaron

en los pacientes estudiados los niveles de prolactina (8).

Ademas de las técnicas ya comentadas, la actividad del sistema dopaminérgico

central puede también explorarse a través de test neuroendocrinos. El sistema
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dopaminérgico tubero-infunfibular estd directamente relacionado en la

regulacion de numerosas funciones hormonales.

De hecho la dopamina inhibe a nivel hipofisario, via los receptores D2, la
secrecion de prolactina (PRL), y estimula la secrecion de hormona de
crecimiento (GH), via la growth hormone-releasing hormone (GHRH), de
hormona adrenocorticotropa (ACTH), via la corticotropin-releasin hormone
(CRH), y por consecuencia de cortisol.

El agonista dopaminérgico méas estudiado en psiquiatria es la apomorfina (APO).
La respuesta neuroendocrina a una inyeccion subcutanea (sc) de la apomorfina
se ha mostrado util para la exploracion de la funcibn dopaminérgica (28), y

especialmente en los trastornos psiquiatricos (29)

1.1.1.- Bespuestas hormonales al test con Apomorfina

La via de administracién en el test con apomorfina es la subcutanea pues ha
demostrado mayor eficacia que otras por las que también se absorbe (oral,

sublingual o conjuntival). (28).

La dosis administrada de apomorfina en el test es de 0.50 mg a 0.75 mg via
subcutanea. Con ello se estimula de manera no especifica los receptores D1y
D2 y se evalua la respuesta hormonal anteriormente comentada para la
dopamina a nivel hipofisario : Inhibe la Prolactina (PRL), Estimula la Hormona de
Crecimiento (GH), la Hormona Adrenocorticotropa (ACTH), y como

consecuencia, el Cortisol (Figura 1), (30).
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Figura 1: Las diferentes respuestas hormonales al test con apomorfina

L
L

PRL: prolactin; GH: Growth hormone; ACTH: adrenocorticotropic hormone

Frenacion de Prolactina :

La intensidad de frenacion de prolactina por la apomorfina informa de la
sensibilidad de los receptores D2 postsinapticos.

Una de las mayores dificultades en la interpretacidon del test es la existencia de
una correlacion entre la linea basal de PRL y la frenacién de PRL por la APO:
Cuanto mas elevado es el valor basal de PRL, mayor es la frenacion.

Ademas, un sesgo suplementario del test es que éste es realizado por la
mafana, periodo del nicttmero donde la secrecion de PRL disminuye de
manera espontéanea.
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Estimulacion de la Hormona de Crecimiento

La respuesta de GH a la APO ha sido ampliamente estudiada en psiquiatria. La
APO estimula la GH, via una estimulacién de los receptores D2 a nivel de las
neuronas de GHRH hipotalamicas.

Varios factores influyen en la secreciéon de GH, como son el suefio de onda
lenta, la actividad fisica, el estrés, la carga de glucosa, la obesidad, la edad, el
género (28).

Desde el punto de vista fisiolégico, el efecto de la APO sobre la GH requiere,
aparte de la GHRH, de otros estimulos como las colecistoquininas y los
neurotransmisores GABA y noradrenalina (NA). Estos factores no especificos
limitan su utilidad en la exploracion de la funcion dopaminérgica en psiquatria
(30).

Estimulacion del eje corticotropo (ACTH y Cortisol)

Muy pocos autores se han interesado en el efecto de la apomorfina en este eje.
El efecto de la APO sobre el eje corticotropo es dosis dependiente, y
significativo a dosis de 0.75 mg de APO s.c. Ademas, las respuestas de cortisol
y ACTH a la APO estan correlacionadas entre ellas, lo que confirma que la
secrecion de cortisol es secundaria a la de ACTH (11).

El principal interés del estudio de la respuesta de ACTH/Cortisol al test con
APO en relacion al de la PRL y GH, es la ausencia de influencia significativa de
la edad y el género, hecho que mejora la calidad de los resultados (30).

Respuesta de Vasopresina y Oxitocina

Se han referido estudios en animales sobre la posible influencia de la dopamina
en la secrecidn de la pituitaria posterior, con resultados controvertidos sobre su
accion sobre la vasopresina y la oxitocina y en los que se describen acciones
tanto de estimulacibn como de inhibicion de la dopamina sobre ambas
hormonas. En pacientes, esta respuesta se ha valorado en muy pocos estudios,
con resultados no concluyentes. En un estudio realizado en 25 pacientes
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deprimidos comparados a 25 sujetos sanos no se encontraron diferencias en las

respuestas de estas dos hormonas al test con apomorfina (31).

1.1.2.-Utilizacién del Test con Apomorfina en investigacidon en Psiquiatria

El test de apomorfina, como se ha comentado anteriormente, se ha utilizado en
la exploracion de la funcibn dopaminérgica, dentro del estudio de Ila
fisiopatologia de diversos trastornos mentales, especialmente trastornos
afectivos, depresidbn mayor y trastorno bipolar, asi como trastornos psicoticos
(11,28,29). Ademas, la utilidad del test ha sido aplicable a otras areas, como por

ejemplo en psicofarmacologia 0 como posible biomarcador clinico.

Psicofarmacologia

La psicofarmacologia supone otro campo donde el test con apomorfina es muy
util en el estudio de la accién de los psicotropos sobre los receptores D2 :

- Los neurolépticos, por el bloqueo de los receptores D2, inducen una
hiperprolactinemia basal y una disminucion de frenacion de PRL por la
APO (28,32).

- Los agonistas parciales D2 (como el SDZ HDC 912 y el OPC-4392)
inducen una disminucion de la PRL basal (al contrario que los
neurolépticos), pero inhiben la frenacion por la APO (similar a los
neurolépticos) (32).

- Por ultimo, la Clozapina, con una uniéon muy débil a los receptores D2, no
afecta a la frenacion de PRL, aunque induce un aumento leve de la
secrecion basal de PRL (33).

Resultados del test a la apomorfina como posibles biomarcadores

La apomorfina se ha utilizado también para explorar la correlacion de respuestas

hormonales al test y de ciertas caracteristicas clinicas en pacientes que sufren
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trastornos mentales. Si bien, los estudios en esta linea hasta ahora no son
muchos y sus resultados quedan por corraborar.

Asi, en uno de los estudios iniciales realizado en una poblaciéon de pacientes
con esquizofrenia y trastorno depresivo mayor, los autores encontraron que la
respuesta de GH y PRL a la APO estaba mas relacionada con el estado de la
enfermedad y su duracion, que con un diagnostico especifico(29).

En otro estudio, realizado en una poblacion de pacientes con diagnéstico de
psicosis y trastornos afectivos, se encontré una menor estimulacién de ACTH y
cortisol en respuesta a la APO en pacientes con Trastornos Esquizofénico y
Esquizoafectivo comparados a los pacientes con patologia afectiva. Ademas, en
el mismo estudio los autores obtuvieron una respuesta significativamente menor
de PRL a la APO en pacientes deprimidos bipolares que en los pacientes
deprimidos unipolares (11).

También se ha investigado la respuesta al test con APO como un posible
marcador de riesgo: un estudio muestra una disminucidén de respuesta de GH a
la APO, en una poblacién de varones que fallecieron por suicidio, comparados
con una poblacidon de pacientes deprimidos sin antecedentes de intentos
suicidas (34). Este mismo grupo encontrd similares resultados en otro estudio en
pacientes deprimidos con caracteristicas endégenas (35).

Por ultimo, algunos autores han tratado de relacionar la respuesta al test con
APO como posible factor predictivo de respuesta terapéutica a tratamientos
antidepresivos. En esta linea, un estudio mostré que los pacientes que tenian
una mayor respuesta GH al test APO realizado previamente a un tratamiento
con paroxetina, presentaban mayor resistencia a este tratamiento (36). Una de
las limitaciones de este estudio, ademas del tamafo de la muestra, es que 7 de
los 13 pacientes participantes tenian antecedentes de hipomania previo o bien
los desarrollaron durante el estudio.
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1.2.- Test con Apomorfina en Depresion Unipolar y Bipolar

Una vez abordadas las diferentes respuestas hormonales al test con
apomorfina, y su utlizacion en psiquiatria, se analiza a continuacién la utlizacion
del test de APO como método de exploracion fisiopatologica en la depresion
unipolar y bipolar.

La mayoria de los estudios que se han realizado en pacientes deprimidos
unipolares y bipolares con el test con apomorfina que evaltan la respuesta a la
GH y PRL, muestran resultados divergentes. La Tabla1 resume las
caracteristicas principales de las poblaciones estudiadas en cada uno de ellos y

los resultados encontrados.
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Tabla 1: Caracteristicas y resultados de los principales estudios en
pacientes Unipolares (UP) y Bipolares (BP), con el test ala apomorfina

Estudio Dosis Unipolares Bipolares Controles Género Resp PRL- Resp. GH-
APO (n) (n) (n) Apo Apo

Jimerson et al] 0.75 mg 14 = 16 H ns =
(1984)
Ansseau et al 0.5mg 15¥ 15¥¥ H/D ns Disminuida
(1988)
Wieck et al 0.005 2 5 15 M - Aumentada
(1991) mg/kg
Pichot et al. 0.5 mg 229 - 11 H - Disminuida
(1995)
Mockrani et al] 0.75 mg 42 8 14 H/M Disminuida Ns
(1995) en BP
Casper et al. 0.75mg 13 9 41 H/M - Ns
(1997)
Duval et al. 0.75 mg 15 47 15 H Disminuida Ns
(2000) en BP
Pichot et al. 0.5mg 8t - 1811 H - Disminuida
(2001)
McPherson eff 0.005-0.008 15 14 19 H/M ns Ns
al. (2003) mg/kg
Scantamburlo ] 0.50 mg 25¥% - 25 25 - Disminuida
et al. (2005)
Duval et al] 0.75mg 18d - 23 H/M ns ** Ns
(2006)

Resp. PRL-Apo : Respuesta de prolactina a la apomorfina ; Resp. GH-Apo : Respuesta de la
*hormona de cremimiento a la apomorfina. H : Hombre ; M : Mujer.¥ pacientes deprimidos con
caracteristicas endogenas. ¥¥ Pacientes deprimidos sin caracteristicas endégenas, * pacientes
en fase de mania o hipomania. § 11/22 pacientes con antecedentes de intentos de suicidio, 11
pacientes deprimidos sin antecedentes. T Pacientes deprimidos fallecidos por suicidio ; 1t
Pacientes deprimidos sin antecedentes de intento suicida. g Pacientes deprimidos con
caracteristicas melancélicas y psicéticas, con hipercortisolemia, **AACTH/Cort disminuida en
poblcion estudiada respecto a control (Respesta ACTH/Cortisol-Apo). ns : no significativa.

La respuesta de GH al test con APO se muestra normal en numerosos estudios
en depresion unipolar y bipolar (37-39), mientras que en otros estudios
realizados en pacientes bipolares resulta aumentado (40). En sentido opuesto,
otro estudio muestra una disminucibn de GH en 8 pacientes varones

deprimidos fallecidos por suicidio, que realizaron en el afo anterior un test con

29



APO, comparados con 18 pacientes deprimidos sin antecedentes de intentos de
suicidio (34). EI mismo grupo, en un estudio previo encontr6 también una
disminucién de GH al test con apomorfina en pacientes con antecedentes de
intento de suicidio (41), y en otros dos estudios realizados en pacientes
depresivos con caracteristicas endogenas (31,35).

La respuesta de PRL al test con APO seria normal en algunos estudios (37,39),
mientras que en otros estaria disminuida (11,42).

En un estudio realizado por nuestro equipo, estudiamos la actividad
hipotalamica dopaminérgica, noradrenérgica y la actividad tiroidea en una
poblacibn de pacientes diagnosticados de depresion con caracteristicas

melancdlicas y sintomas psicoticos e hipercortisolemia, (ANEXO 1),(43).

Para ello utilizamos el test con Apomorfina, el test con clonidina (Un alpha-2
agonista selectivo) y el test con TRH (hormona liberadora de Tirotropina) a las
8h y 23 h. del dia y comparamos el resultado de estos test en 18 pacientes
deprimidos con caracteristicas melancélicas y sintomas psicéticos y con
respuesta no supresora al test con dexametasona, con una poblacién control
compuesta por 23 sujetos sanos.

Los pacientes no mostraron diferencias en la respuesta de prolactina, pero si
que encontramos disminuciones significativas de las siguientes respuestas
hormonales : de ACTH vy cortisol al test con apomorfina (Figura 2), de la
respuesta de GH al test con clonidina y de la respuestas de la hormona
estimulante de la tiroides (TSH) al test con TRH mafana y noche respecto a la
poblacién control (Figuras 3 y 4). Nuestros resultados son compatibles con la
hipotesis de que la hipercortisolemia en esta poblacion de pacientes unipolares
deprimidos con caracteristicas psicéticas, puede conducir a una disfuncion

dopaminérgica, noradrenérgica y tiroidea.
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Figura 2: Respuesta de cortisol (a), ACTH (b) y GH (c) al test con
apomorfina en una poblacién de pacientes deprimidos con caracteristicas
melancdlicas y sintomas psicoticos e hipercortisolemia
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Figura 3: Respuesta de GH al test con clonidina en una poblacion de
pacientes deprimidos con caracteristicas melancodlicas y sintomas
psicoticos e hipercortisolemia
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Figura 4 : Respuestas de TSH al test con TRH y en una poblacion de
pacientes deprimidos con caracteristicas melancélicas y sintomas
psicéticos y que mostraban una hipercortisolemia: a)ATSH 8h; b) ATSH
23h; ¢) AATSH
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1.3.-Justificacién y Objetivo

Como se ha referido anteriormente en la introduccion, la mayoria de los
estudios en pacientes deprimidos unipolares y bipolares sin sintomatologia
psicotica, que han evaluado la funcibn dopaminergica mediante la respuesta

hormonal al test con apomorfina, muestran resultados divergentes.

Las limitaciones de estos estudios son numerosas, principalmente la mayor
parte se centran en poblaciones pequefas, heterogéneas (por ejemplo, cuando
se tratan de pacientes bipolares muchas veces no especifican si son pacientes
bipolares tipo | o IlI), o con distribuciones de género o diferentes dosis de
apomorfina utilizada en el test (ver tabla 1). Ademas, las poblaciones de
pacientes con depresion bipolar, en ocasiones tienen caracteristicas clinicas
diferentes (endogenidad, suicidio consumado, etc). Por ultimo, cuando se
encuentran resultados significativos, no se descarta en la mayoria de ocasiones
que éstos sean debidos a alteraciones de otros ejes hormonales o bien a

alteraciones cronobioldgicas de la secrecion de prolactina.

El objetivo principal de este trabajo es explorar con el test a la apomorfina si la
funcion dopaminérgica en la depresion unipolar y bipolar sin sintomatologia
psicotica estd alterada. Para ello nos planteamos examinar poblaciones
diferentes, mas homogéneas entre si y de mayor niumero que en trabajos
previos. El motivo de evaluar Unicamente pacientes deprimidos sin
sintomatologia psicética se basa en que los pacientes deprimidos con sintomas
psicoticos representarian una poblacion diferente, no s6lo desde un punto de
vista clinico, sino también biolégico (44), y, por lo tanto, con respuestas

hormonales diferentes, como se muestra en nuestro estudio previo (43).

Para completar dicho objetivo, en este trabajo me baso en tres estudios que
hemos desarrollado, y en los que se comparan diferentes poblaciones de
pacientes deprimidos bipolares, pacientes deprimidos unipolares vy

participantes sanos como grupo control.
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En el primer estudio, ya publicado (ANEXO 2), (45), se explora una muestra
reducida y homogénea de sujetos. El objetivo de este estudio fue explorar la
sensibilidad de los receptores dopaminérgicos, en 19 pacientes ingresados
con depresion mayor (DSM-1V), libres de medicacion: 10 deprimidos bipolares
tipo Il, 9 deprimidos unipolares, comparados con 15 controles sanos. En estos
pacientes, se evalla la respuesta hormonal al agonista dopaminérgico
apomorfina (APO, 0,75 mg SC) con el objetivo de obtener un indicador de la
neurotransmision dopaminérgica a nivel post-sinaptico. También se examina en
los mismos sujetos la respuesta de prolactina al Test con TRH a las 8h y 23h
(TRH 200upg 1V), y la respuesta de cortisol al test de suppresion de
dexametasona (DST, 1 mg oral). Estas exploraciones se realizan para
descartar, en caso de encontrar una respuesta alterada al test con apomorfina,
gue ésta sea debida a una alteracion de las células lactétrofas inducida por la
TRH, o a una hiperactividad del eje corticotropo.

El segundo estudio tiene por objetivo principal confirmar los resultados
obtenidos mediante el test con apomorfina en el estudio anterior, explorando
una poblacion mas extensa e incluyendo a pacientes bipolares tipo | y Il. La
poblacién estudiada esta compuesta por 54 pacientes bipolares deprimidos, 80
pacientes deprimidos unipolares y 36 sujetos sanos hospitalizados. En este
estudio, ademas del test con apomorfina se realiza el test con dexametasona.

El tercer estudio se realiza con una parte de la poblaciéon del estudio 2,
compuesta por aquellos sujetos de los tres grupos para los que se recogid,
ademas de los test con apomorfina y dexametasona programados en el
segundo estudio, analisis seriados de prolactina para obtener un ritmo
circadiano. El objetivo de este estudio, es confirmar que en caso de encontrar
una alteracion de la respuesta hormonal al test con apomorfina, ésta no se

debe a una alteracion de la secrecion circadiana de prolactina.
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Capitulo 2: Hipotesis, Objetivos General y Secundarios
Hipotesis:

En el presente trabajo nuestra hipétesis es que la funcion dopaminérgica
valorada mediante diferentes pruebas neuroendocrinas funcionales esta
alterada en la depresion. Ademas, en caso de producirse dicha alteracion, es
mas manifiesta en pacientes deprimidos bipolares que en los unipolares. Asi,

las hip6tesis que nos planteamos son las siguientes:

Hipotesis principal:

- HIPOTESIS A1: La funcién dopaminérgica evaluada con el test con

apomorfina esta alterada (respuesta aplanada de prolactina) en

pacientes deprimidos bipolares y unipolares.

Hipotesis secundarias:

- HIPOTESIS A2: La alteracion de la funcion dopaminérgica evaluada con

el test con apomorfina es mas marcada en pacientes deprimidos

bipolares que en deprimidos unipolares.

- HIPOTESIS A3: La alteracion de la respuesta de prolactina a la

apomorfina no se debe a una perturbacién de la funcionalidad de las
células lactétropas influenciada por la TRH (evaluada mediante la
respuesta al test de la TRH) (SOLO ESTUDIO 1).

- HIPOTESIS A4: La alteracion de la respuesta de prolactina a la

apomorfina no se debe a una hiperactividad del eje hipotalamo-
hipofisario-suprarrenal (HHS) (evaluada mediante el test de supresion

con dexametasona).
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- HIPOTESIS A5: La alteracion de la respuesta de prolactina a la

apomorfina no se debe a una alteracion de la secrecion circadiana de
prolactina (ESTUDIO 3).

Tabla 2: Hipotesis estudiadas en los tres estudios

HIPOTESIS ESTUDIO 1 ESTUDIO2  ESTUDIO 3

H 1: La Funcion dopaminérgica est4 alterada en la 7 7 v

depresion: Respuesta al test APO en Pacientes con

depresion y Controles es diferente

H 2: Respuesta PRL-test APO BP < UP v v v
H3: TRH no influye en Respuesta PRL a APO v o o
H 4: Eje corticotropo no influye en respuesta PRL a APO v v v
H5: El ritmo circaciano no influye en respuesta PRL a APO o o v

Objetivo General:

El objetivo general del estudio es evaluar la funcidbn dopaminérgica en
pacientes depresivos mediante diferentes pruebas  funcionales
neuroendocrinas. Para ello se analiza la funcidbn dopaminérgica en pacientes
deprimidos bipolares, en pacientes deprimidos unipolares y en participantes

sanos como grupo control.

Objetivo Principal:

e Al.- La funcidbn dopaminérgica evaluada mediante la respuesta de
prolactina al test con apomorfina, esta alterada en pacientes con

depresion bipolar y unipolar.
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Objetivos Secundarios:

e A2.-La alteracion de la respuesta de prolactina al test con apomorfina en
depresion bipolar es mayor que en la depresion unipolar.

e A3.-La respuesta hormonal de prolactina al test con apomorfina no se
debe a la influencia de la TRH, evaluada por la respuesta de prolactina
al test con TRH. (SOLO ESTUDIO 1).

e A4.- La respuesta de prolactina al test con apomorfina no se debe a una

hipercortisolemia, medida con el test con dexametasona.

e A5.- La respuesta de prolactina al test con apomorfina en pacientes
deprimidos bipolares no se debe a alteraciones del ritmo circadiano de
secrecion de prolactina (SOLO ESTUDIO 3).

Tabla 3: Principales caracteristicas de los 3 estudios segun poblacion y
objetivos estudiados

POBLACION OBJETIVOS

ESTUDIO 1 | Piloto: poblacién de pacientes bipolares Comunes: A1, A2, A4
tipo Il. (Test TRH, DST y APO) Especifico: A3

ESTUDIO 2 Mayor poblacién: Se incluye pacientes Comunes: A1, A2, A4

bipolares tipo |. (Test APO y DST)
ESTUDIO 3 | Subgrupo de pacientes del estudio 2 Comunes: A1, A2, A4,
con ritmo circadiano PRL. (Test APO y Especifico: A5

DST realizados en E2 y andlisis seriados de
PRL)
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Capitulo 3: Metodologia

3.1.-Poblacién estudiada

En el estudio 1 se incluyeron un grupo de pacientes bipolares tipo Il, en fase
depresiva sin sintomatologia psicética, un grupo de pacientes depresivos
unipolares sin sintomas psicoticos, y un grupo control compuesto por sujetos

Sanos.

En el estudio 2, se incluyeron también estos tres grupos, controles, pacientes
deprimidos unipolares y bipolares sin sintomas psicéticos, pero el estudio se
realizd6 con una muestra mas amplia y el grupo de pacientes bipolares eran de

tipo 1y Il, sin sintomatologia psicética.

Por ultimo, en el estudio 3 se incluyé una parte de la poblacion del estudio 2,
compuesta por aquellos sujetos de los tres grupos para los que se realizaron

valores dinamicos de prolactina.

Los pacientes se han clasificado segun los criterios del DSM-IV y han sido
evaluados mediante dos entrevistas no estructuradas realizadas por un
psiquiatra, y una entrevista estructurada realizada por otro psiquiatra (46). El
diagndstico final se realizé por consensus de los dos psiquiatras sin conocer los
resultados neuroendocrinos. La intensidad de la sintomatologia clinica fue
evaluada con las escala de Depresion de Hamilton de 17 items [HAMD] (47) y
la escala de Ansiedad de Hamilton [HAMA] (48), esta ultima so6lo en el primer
estudio.

El grupo control estuvo formado por voluntarios sanos que no presentaban
patologia somatica ni psiquiatrica (Ejes | y Il del DSM-1V) y sin antecedentes
personales ni familiares de patologia psiquiatrica.

Los tres estudios fueron aprobados por el comité ético local y los pacientes han

firmado un consentimiento informado.
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A todos los pacientes se les habia retirado la medicacibn como minimo dos
semanas antes. Esta ventana terapéutica se realiz6 con los pacientes
hospitalizados. Se descarté patologia médica significativa en todos los sujetos
del estudio a partir de una exploracion fisica y analitica de control. Todos los
participantes estaban en un intervalo de peso del 15 % del peso ideal (BMI). Se
descartaron aquellos sujetos con antecedentes de enfermedad endocrina,
enfermedad somatica mayor (incluyendo el sindrome cerebral organico), de
alcoholismo o abuso de drogas, con tratamientos en los dos afnos anteriores al
estudio de: sales de litio, carbamazepina, fluoxetina, IMAQO, neurolepticos retard,

TEC, o mujeres con tratamientos anticonceptivos orales.

Durante el periodo de lavado farmacolégico no se administraron
benzodiacepinas. A fin de reducir la influencia de la ovulacibn sobre la
secrecion de PRL y de GH, momento donde la produccién de estas hormonas
aumentan transitoriamente (49), todas las mujeres fueron evaluadas a distancia
del periodo ovulatorio del ciclo menstrual, excepto una mujer del grupo control y
otra del grupo de pacientes bipolares que estaban en menopausia, en el
estudio 1.

Todos los sujetos estaban abstinentes de cafeina durante 3 dias, y
sincronizados segun una actividad diurna desde las 8h hasta las 23h, seguido

de un descanso nocturno.

3.1.1.-Poblacién del Estudio 1

En este estudio, hemos valorado 19 pacientes deprimidos hospitalizados: 10
pacientes deprimidos bipolares tipo Il sin caracteristicas psicoticas, y 9
pacientes deprimidos unipolares sin caracteristicas psicéticas. Estos pacientes
han sido comparados con 15 controles sanos hospitalizados durante la

realizacion del test (Tabla 4).
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Tabla 4: Caracteristicas demograficas y clinicas en los pacientes
deprimidos bipolares tipo Il (BP), pacientes deprimidos unipolares (UP), y
sujetos sanos (CONT)

GENERO

BP Il (n=10)* | 38.11 (6.31) 3H/7F 26.00 (4.61) 30.55 (6.24)
UP (n=9) 38.60 (12.87) 3H/6F 28.20 (4.49) 32.10 (6.72)
CONT (n=15) | 37.4(7.56) 5H/10F

HAMD: Escala Hamilton de Depresion de 17-items; HAMA: Escala Hamilton de ansiedad. Todos
los resultados se expresan como la Media (+/-SD). * Pacientes bipolares tipo Il sin
caracteristicas psicéticas.

Los grupos de sujetos controles, pacientes bipolares y unipolares mostraron
distribucion de género y de edad comparables. Los pacientes bipolares vy

unipolares tenian scores similares en las escalas HAMD y HAMA (Tabla 4).

3.1.2.- Poblaciéon del estudio 2

En este estudio, hemos valorado 134 pacientes deprimidos hospitalizados: 80
pacientes deprimidos unipolares sin caracteristicas psicéticas y 54 pacientes
deprimidos bipolares sin caracteristicas psicéticas (37 pacientes bipolares tipo |
y 17 pacientes bipolares tipo Il). Estos pacientes han sido comparados con 36
controles sanos hospitalizados durante la realizacion del test (Tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas demograficas y clinicas en los pacientes
deprimidos bipolares tipos | y Il (BP), pacientes deprimidos unipolares
(UP), y sujetos sanos (CONT)

‘ EDAD GENERO HAMD
BP (n=54) 39.30 (11.2) 21 H/33F 25.48 (5.10)
UP (n=80) 39.1 (10.2) 43H/37F 24.82 (4.67)
CONT (n=36) 35.60 (9.1) 21H/5F

HAMD: Escala Hamilton de Depresion de 17-items. Todos los resultados se expresan como la
Media (+/-SD).
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La distribucion de edad y género se mostraron comparables en los tres grupos.
Los pacientes bipolares y unipolares tenian scores similares en la escala
HAMD (Tabla 5).

3.1.3.- Poblacion del estudio 3

En este estudio estd compuesto por una sub-poblacidén del estudio 2 compuesta
por 107 pacientes deprimidos hospitalizados: 68 pacientes deprimidos
unipolares sin caracteristicas psicéticas y 39 pacientes deprimidos bipolares sin
caracteristicas psicoticas (26 pacientes bipolares tipo | y 13 bipolares tipo II);
estos pacientes han sido comparados con 24 controles sanos hospitalizados
durante la realizacion del test.

Los grupos de sujetos controles, pacientes bipolares y unipolares mostraron
distribucion de edad y género comparables. Los pacientes bipolares y
unipolares tenian scores similares en la escala HAMD (Tabla 6).

Tabla 6: Caracteristicas demograficas y clinicas en los pacientes
deprimidos bipolares tipos | y Il (BP), pacientes deprimidos unipolares
(UP), y sujetos sanos (CONT)

GENERO
BP (n= 39) 35.05 (10.75) 18H/21F 26.19 (5.22)
UP (n=68) 37.94 (9.90) 40H/28F 24.41 (4.82)
CONT (n=24) 35.05 (11.16) 11H/M3F

HAMD: Escala Hamilton de Depresidén de 17-items. Todos los resultados se expresan como la
Media (+/-SD).

3.2.-Exploraciones neuroendocrinas

Las exploraciones neuroendocrinas se realizan en el siguiente orden:
Dia_1: El primer dia se realizaron dos Tests con TRH (hormona liberadora de

Tirotropina):

42



Los niveles de TSH (hormona estimulante del tiroides) se midieron antes vy
después de la administracion de TRH, alas 8 h y las 23 h del mismo dia.

Los sujetos estaban tumbados, sin fumar y en ayunas desde las 19h del dia
anterior, A fin de minimizar los efectos del estrés, se puso un catéter en una
vena periférica del antebrazo a las 7h. A las 8h, 200 pg de TRH (Stimu-TSH,
Laboratorios Roussel, Paris, Francia) se inyectaba por via endovenosa durante
dos minutos. Se realizaron extracciones sanguineas para la determinacién de
niveles séricos de Prolactina (PRL) 15 minutos y justo antes de la inyeccion de
TRH (t0), ademas de 15, 30 y 60 minutos después de la inyeccién. El mismo
método se empled para el test de las 23 h, con la misma dosis de TRH vy los
mismos intervalos de extracciones sanguineas. Los sujetos estaban en ayunas

desde las 18 h y despiertos.

Este test sblo se realiz6 en el primer estudio, con el objetivo de valorar en los
tres grupos la influencia de la TRH en la funcionalidad de las células lactétrofas
(Figura 5).

Figura 5: Influencia de la TRH en la secrecién de Prolactina (PRL). Test con
TRH mafianay noche
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Dia 2: El segundo dia se realizo el Test con Dexametasona (DST): Este
consiste en la administracién oral de 1mg de dexametasona (Dectancyl,
Laboratorios Roussel, Paris, Francia) a las 0 horas, seguido de extracciones
sanguineas para la determinacion de niveles séricos de cortisol a las 8h, 16h y
23h del dia siguiente (50).

Este test se realiz6 en las tres poblaciones de los tres estudios a fin de
descartar una influencia del eje corticotropo en las respuestas de prolactina

obtenidas con el test con apomorfina (Figura 6).

Figura 6: Relacion del eje corticotropo y la produccién de PRL
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Dia 4: El cuarto dia, a las 9h se realizd el Test con APO (apomorfina Méram,
Meulun, Francia). Los sujetos de estudio estuvieron en ayunas desde las 19 h
del dia anterior, y se les puso un catéter en una vena del antebrazo a las 7h.

Se efectuaron tres extracciones sanguineas antes de la inyeccién de 0.75 mg
subcutadnea de apomorfina (a los —30, -15, et 0 minutos) y seis después (a 15,
30, 60, 90, 120 et 150 minutos) para el analisis de las concentraciones séricas
de PRL, cortisol, hormona corticotropa (ACTH) y hormona de crecimiento (GH).
Durante todo el test los participantes estuvieron tumbados y sin fumar. Las
alicuotas de sangre se centrifugaron inmediatamente a 3000 rev/ miny a 4 °C

y las muestras se almacenaron a -20 °C hasta el dosaje.
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El test con apomorfina se realiz6 en las tres poblaciones de los tres estudios
con el objetivo de valorar la funcibn dopaminérgica en los tres grupos de
sujetos (controles sanos, depresivos unipolares y bipolares).

En el estudio 3 se incluyé una sub-poblacién del estudio 2, en las que ademas
de los test con apomorfina y con dexometasona realizados para el estudio 2, se
realizaron pruebas dinamicas de prolactina el primer dia.

Para ello, y a fin de determinar el ritmo circadiano de la prolactina, se realizaron
extracciones sanguineas cada 4 horas en horarios fijos (8 AM, mediodia, 4 PM,
8 PM, medianoche y 4 AM). Posteriormente, se realizaron el test con
dexametasona (dia 2), y test con apomorfina (dia 4).

La Tabla 7 muestra los test neuroendocrinos realizados en los tres estudios,
especificando los objetivos a los que se aplican. La Tabla 8 detalla el
cornograma que siguieron los test en los diferentes estudios.

Tabla 7: Test neuroendocrinos realizados en los tres estudios y los
objetivos con los que se relaciona

OBJETIVOS ESTUDIOS

Test con Apomorfina * Aly A2 E1,E2,E3
Test con TRH A3 E1
DST * A4 E1,E2,ES3
Ritmo circadiano PRL A5 E3

* Los resultados del test con APO y DST del estudio 3, fueron los mismos obtenidos para el

estudio 2.

Tabla 8. Cronograma de los diferentes test neuroendocrinos en los 3
estudios

TEST ‘ ESTUDIO 1 ESTUDIO 2 ESTUDIO 3
Ritmo circadiano PRL o o Dia 1
Test con TRH Dia 1 o o
DST Dia 2 Dia 1 Dia 2
Test con Apomorfina Dia 4 Dia 4 Dia 4
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3.3.-Métodos de dosaje y parametros neuroendocrinos estudiados

Todas las concentraciones hormonales se determinaron mediante técnicas
inmunométricas de quimioluminiscencia. La media de los coeficientes de
variacion intra e inter-dosajes fueron respectivamente ; ACTH: 2,7% -7,3%, la
sensibilidad = 1 ng/l (Nichols Advantage®, Nichols Institute Diagnostics, San
Juan Capristano, CA); GH: 3.9% -7.5% de sensibilidad <0,1ug/l (Nichols
Advantage®,, la hGH, mismo proveedor); PRL: 5,5% -6%, la sensibilidad <1, 3
mg/l (Amerlite prolactina Ensayo, Amersham pc International, Amersham, Reino
Unido); el cortisol 6,2 al 8,9%, la sensibilidad <3 nmol/l (Amerlite cortisol Ensayo,

mismo proveedor).

Los valores de PRL basal (PRLB) para el test con TRH se definieron como la
media de dos muestras antes de la inyecciéon de TRH (t -15 y t0). La respuesta
PRL a la TRH ha sido expresado como un A. EI APRL se defini6 como la
diferencia entre el valor de linea basal y del pico de secrecidon después de la
inyeccion de TRH. EI AAPRL corresponde a la diferencia entre el APRL 23 hy 8
h.

Se utilizé el valor més alto de cortisol en plasma de dia 2 (8h, 16h, 23h) para
determinar la respuesta de cortisol a la prueba con DEX. Los valores de GH
basal (GHB) se definieron como la media de tres valores obtenidos antes de la

inyeccion de la APO (a -30, -15 y 0 minutos).

Para ser incluidos en el estudio, los sujetos debian tener una GHB antes del test
con APO <2ug / L (11). Para minimizar la influencia circadiana en la secrecion
de PRL, el cortisol y ACTH, (puesto que hay una disminucién matinal de estas
hormonas) los valores basales seleccionados para el test con Apomorfina fueron
los de tO0.

Para evitar un efecto de la linea de base de PRL sobre la respuesta de PRL a la
APO esta ultima se ha definido como un porcentaje de frenacion de PRL
(PFP), el cual es calculado usando la siguiente férmula: = PRLS (PRLsAUC /
PRLBAUC ) x 100 (29). En esta formula, el area basal bajo la curva PRL
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(PRLBAUC) se calcul6 como sigue: PRLB x 150 minutos y el area de frenacion
de PRL (PRLSAUC) se defini6 como la diferencia entre PRLBAUC y PRLAUC
después de la APO. Las respuestas de cortisol, ACTH y apomorfina GH se
calcularon como el aumento maximo en comparacidon con la linea base
(Acortisol, AACTH y AGH respectivamente).

Dentro de los resultados dinamicos de prolactina se analizaron los siguientes

parametros :

e Meésor o valor medio de prolactina alrededor del cual varian los valores de
prolactina en el ciclo de 24 horas.

e Amplitud : Diferencia entre el mesor y el valor maximo o minimo de
prolactina durante el ciclo de 24 horas.

e Acrofase : momento del ciclo de amplitud en el que la prolactina tiene su

valor maximo.
3.4.- Andlisis estadisticos

Los analisis se realizaron utilizando el software estadistico Statgraphics version
2.6. Se utilizaron métodos estaditicos no parametricos (justificado por el tamafo
de la muestra y también porque los parametros neuroendocrinos no siguen una
distribucion normal a pesar de transformaciones logaritmicas).
Para las diferencias entre grupos se emplearon:

e Las diferencias entre los tres grupos: un analisis de varianza no

paramétrico (Kruskal-Wallis H test).

e Las diferencias entre 2 grupos: test de Mann-Withney (U test, bilateral)
(corregido segun el método de Bonferroni para comparaciones

multiples).

Las correlaciones entre variables cuantitativas se calcularon con el test de
rangos de Spearman (p). Los datos categoriales se analizaron con el test
exacto de Fisher. Se ha fijado la diferencia estadisticamente significativa a p<
0.05.
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Capitulo 4: Resultados

4.1.- Resultados del estudio 1

La Tabla 9 resume los principales resultados de los tres grupos en cuanto a sus
respuestas a los test con apomorfina, TRH y test de supresiébn con
Dexametasona.

Como puede verse, el Porcentaje de Frenacion de Prolactina (PFP) fue
significativamente menor en el grupo de pacientes bipolares Il que en

unipolares (p<0.04) y que en controles sanos (p <0.0003).
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Tabla 9: Parametros endocrinos de los test a la apomorfina (APO), TRH y
dexametasona (DST) en pacientes deprimidos bipolares tipo Il (BP),
pacientes deprimidos unipolares (UP) y sujetos sanos (CONT)

BIPOLARES Il UNIPOLARES CONTROLES
(n =10) (n=9) (n =15)

Test APO
PRLB, ug/L 14..5 (4.9) 16.6 (7.5) 12.9 (5.7)
PFP, % (d) 15.8 (9.3) tttt~~ L 29.6 (6.2) 34.9 (7.5)
ACTHB, ng/L 19.8 (9.4) 20.2 (11.2) 24.93 (17.12)
AACTH, ng/L 15.8 (20.5) 15.2 (20.2) 45.7 (78.0)
CortisolB nmol/L 248(100) 230 (20) 299(109)
Acortisol nmol/L 68 (88) 97 (120) 179 (194)
GHB, ug/L 0.2 (0.1) 1.4 (1.7) 0.6 (0.8)
AGH, ug/L 12.5 (14.3) 10.6 (7.2) 11.6 (7.6)
DST
Cortisol, nmol/L 45 (50) 41 (44) 33 (14)
Test TRH
PRLBSh, ug/L 16.3 (4.9) 16.2 (8.7) 12.6 (5.3)
APRLSh, pg/L 24.2 (8.9) 34.3 (14.9) 30.6 (19.0)
PRLB23h, pg/L 10.9 (5.8) 9.2 (4.3) 8.3 (5.0)
APRL23h, pg/L 34.4 (11.6) 42.00 (22.9) 39.8 (21.2)
AAPRL, pg/L 10.4 (9.0) 7.8 (16.4) 9.9 (9.1)

Todos los resultados se expresan como la Media (+/-SD). (g)H test : analisis no paramétrico de
la varianza (Kruskal-Wallis) para PFP de los 3 grupos : p <0.0001.

Comparacion PFP de los pacientes bipolares vs controles. 1111 p <0.0003. Comparacion PFP
de los pacientes bipolares vs unipolares. **** p < 0.04: resultado del test bilateral de Mann-
Withney (corregido por el método de Bonferroni para comparaciones multiples).
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4.1.1.-Test con Apomorfina

Los valores basales de las diferentes hormonas, incluida la prolactina, no
tuvieron influencia sobre las repuestas hormonales al test con apomorfina. Los
valores de Acortisol, AACTH et AGH fueron comparables entre los tres grupos
(Figura 7).

Figura 7 : Valores basales de PRL, ACTH, Cortisol y GH previos al test con
APO en las 3 poblaciones : Controles, Bipolares y Unipolares

Valores basales hormonales previos al test con APO

Prolactina ACTH Cortisol GH

Controles, n=15 Bipolares, n=10 - Unipolares, n=9

Los pacientes deprimidos bipolares tipo Il mostraron un porcentaje de frenacién
de PRL (PFP) significativamente mas bajo que los sujetos sanos (p=0.0003), y
que los pacientes deprimidos unipolares (p=0.04). Los pacientes deprimidos
unipolares y los controles tuvieron un PFP comparable (p=0.240) (Figura 8). Las
respuestas de ACTH/Cortisol y de GH al test con apomorfina fueron
comparables entre los tres grupos (Figura 9).

51



Figura 8: Respuesta de PRL (PFP) al test con Apomorfinaen las tres
poblaciones : Controles, Bipolares tipo Il y Unipolares

Test de Apomorfina y respuesta de Prolactina
Frenacion de PRL (%) = (ABC frenacion PRL /ABC PRL Basal)x100
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La edad y el género no tuvieron un efecto significativo sobre los parametros
neuroendocrinos del test con apomorfina (valores basales y respuestas al test).
Como se podia esperar, los valores de Acortisol y AACTH estuvieron
correlacionados entre si  en la poblacion total (p=0.55; p=0.001), en los
pacientes deprimidos bipolares tipo Il (p=0.85; p=0.002), en los pacientes
deprimidos unipolares (p=0.68 ; p=0.04) y en los controles (p=0.65 ; p=0.009).
Por contra las respuestas de GH y de prolactina no estuvieron correlacionadas
entre ellas ni tampoco con las de ACTH/cortisol.
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Figura 9: Test con Apomorfina : Respuesta de ACTH/Cortisol y de GH

Test con Apomorfina: Respuesta de ACTH/cortisol y de GH

AACTH _ ACortisol . AGH

Controles, n=15 Bipolares, n=10 Unipolares, n=9

4.1.2.-Tests con DEX vy con TRH

Los valores de cortisol después del test con la dexametasona fueron
comparables en los tres grupos. Utilizando como criterio de no frenacion una
cortisolemia maxima de = 130 nmol/L (51), todos los sujetos de los tres grupos
mostraron una respuesta normal al DST (Figura 10).
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Figura 10 : Resultados del DST en las 3 poblaciones: Controles, Bipolares
tipo Il y Unipolares, muestran una respuesta normal
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Respecto al tets con TRH, los valores de PRL fueron comparables entre los tres
grupos a nivel basal y después de estimulacién (APRL), tanto a las 8h como a
las 23h (Figura 11).
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Figura 11 : Respuesta de PRL al test con TRH en los 3 grupos: Controles,
Unipolares y Bipolares tipo Il, no se observan diferencias significativas
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4.1.3.- Diferencias clinicas

Los pacientes bipolares mostraron un numero mas elevado de episodios
anteriores que los pacientes unipolares (media +/- SD ; BP= 8.4 (7.36) vs UP=
4.77 (7.93), p=0.03). No se encontrd ninguna diferencia significatica entre los
pacientes bipolares y los unipolares para los datos clinicos siguientes: edad del
primer episodio, edad de la primera hospitalizacion numero total de
hospitalizaciones, numero de episodios anteriores, presencia o no de un intento
de suicidio al ingreso y numero total de tentativas de suicidio anteriores.

En los dos grupos de pacientes la respuesta PFP al test con APO no estuvo
correlacionada con la historia de enfermedad ni con la intensidad de la

depresion.
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4.2.- Resultados del estudio 2.

La Tabla 10 resume los principales resultados de las respuestas a los test con

apomorfina y dexametasona en las tres poblaciones.

Tabla 10: Parametros endocrinos de los test a la apomorfina (APO) y
dexametasona (DST) en pacientes deprimidos bipolares tipos | y I,
pacientes deprimidos unipolares y sujetos sanos

PACIENTES DEPRIMIDOS

CONTROLES BIPOLARES UNIPOLARES
(n = 36) (n = 54) (n = 80)

PRL, BL (1) 10.6 +5.2 11.4+5.8 11.2+74
PFP (2) 40.6 +10.4 21.1 £15.5 tt{t/+*** l, 38.4 +14.5
ACTH, BL 28.3+19.0 31.4+21.4 25.6 +13.1
AACTH (3) 58.5 + 108,0 445 +73.2 33.8 +55.4
Cortisol BL 326 + 135 307 +124 331 +121
ACortisol 168 + 176 98 + 124 105 +132
GH, BL (4) 0.5+0.8 0.3+0.9 0.7+0.8
A GH 124 +9.4 126 +10.4 12.6 +9.0
DST Cortisol 45 + 31 93 +124 106 + 108 d

(1)Linea de Base (BL) de Prolactina (PRL), valores a las 8 AM (ug/L). (2) Porcentaje de
Frenacion de PRolactina (PFP) (%). (3) Incremento maximo en suero de ACTH sobre el nivel
de la linea de base (AACTH)(ng/L). (4) Hormona de Crecimiento (ug/L). (5). Valor de cortisol
mas elevado post DST(nmol/L).

Comparacion PFP de los pacientes bipolares vs controles. 1ttt p < 0.00001.
Comparacion PFP de los pacientes bipolares vs unipolares. **** p < 0.00001,
Comparacion de DST de los pacientes unipolares vs control: d p < 0.05.

4.2.1.- Test con Apomorfina

No se han encontrado diferencias significativas en los valores de ACTH,
cortisol y hormona de crecimiento entre los tres grupos, tanto en los valores
basales como en la respuesta al test a la apomorfina. Sin embargo los
pacientes deprimidos bipolares mostraron un porcentaje de frenacién de
Prolactina al test con apomorfina (PFP) significativamente menor que los
pacientes deprimidos unipolares (p < 0.00001) y los sujetos sanos (p <
0.00001), (Figura 12).

La edad y el género no tuvieron un efecto significativo sobre los parametros

neuroendocrinos del test con apomorfina (valores basales y respuestas al test).
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Figura 12: Respuesta de PRL al test con Apomorfinaen las tres
poblaciones : Controles, Bipolares tipos |y Il y Unipolares

Test de Apomorfina y respuesta de Prolactina
Frenacion de PRL (%) = (ABC frenacion PRL /ABC PRL Basal)x100
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4.2.2.- Test con Dexametasona

En este estudio la respuesta al Test con Dexametasona resultd comparable
entre pacientes deprimidos unipolares y bipolares, sin embargo los pacientes
deprimidos unipolares mostraron valores significativamente mayores que los
sujetos sanos (p < 0.05), (Figura 13). Los grupos de pacientes bipolares y
unipolares mostraron una distribucién del nUmero de pacientes no supresores
al test con dexametasona comparables (13 pacientes bipolares y 27 pacientes
unipolares).
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Figura 13 : Resultados del DST en las 3 poblaciones ; Controles, Bipolares
tipos Iy Il y Unipolares

Nivel maximo de cortisol tras test con Dexametasona

=
o
S
c
[e)
2
£
o
o

Controles Bipolares Unipolares
(n=36)  (n=54) (n =80)

4.3.- Resultados del Estudio 3

El tercer estudio se realiz6 con una parte de la poblacion del estudio 2,
compuesta por aquellos sujetos de los tres grupos para los que se recogio,
ademas de los test con apomorfina y dexametasona, andlisis seriados de
prolactina para obtener un ritmo circadiano. La Tabla 11 resume los principales
resultados de las respuestas a los test con apomorfina y dexametasona en los
tres grupos.
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Tabla 11 : Resultados de los test con apomorfina (PFP a la APO), y
dexametasona (DST) en pacientes deprimidos bipolares tipos | y I,
pacientes deprimidos unipolares y sujetos sanos.

BIPOLARES UNIPOLARES CONTROLES
n =239 n =68 n=24
TEST APO, PFP, % 23.7 (16.1) THtt/*** l_ 35.8 (15.6) 38.1(13.9)
DST, Cortisol nmol/L 88 (106) 100 (101) 43 (40)

Comparaciéon PFP de los pacientes bipolares vs controles. 1111 p < 0.001. Comparacién PFP
de los pacientes bipolares vs unipolares. **** p < 0.005: resultado del test bilateral de Mann-
Withney (corregido por el método de Bonferroni para comparaciones multiples).

4.3.1.- Resultados de los test con apomorfina y dexametasona

Los pacientes deprimidos bipolares mostraron una frenaciéon de Prolactina
(PFP) al test a la apomorfina significativamente menor que los pacientes
deprimidos unipolares (p < 0.005) y que los sujetos sanos (p < 0.001). No se
han encontrado diferencias significativas en los valores de ACTH, cortisol y
hormona de crecimiento entre los tres grupos, tanto en los valores basales
como en la respuesta al test a la apomorfina. La edad y el género no tuvieron
un efecto significativo sobre los parametros neuroendocrinos del test con

apomorfina (valores basales y respuestas al test).

Los valores de cortisol después del test con dexametasona fueron
comparables en los tres grupos. Los grupos de pacientes bipolares y unipolares
mostraron una distribucibn de pacientes no supresores comparables (8

pacientes bipolares y 24 unipolares).

4 .3.2.- Resultados dinamicos de prolactina

Los diferentes parametros cronobiolégicos de prolactina, mesor circadiano,
amplitud y acrofase, se mostraron comparables en las tres poblaciones (Tabla
12).



Tabla 12 : Principales pardmetros cronobioldgicos de prolactina (PRL) en
los pacientes deprimidos bipolares, pacientes deprimidos unipolares, y
sujetos sanos

PRL BIPOLARES UNIPOLARES CONTROLES
MESOR CIRCADIANO 13.9 (6.7) 13.5 (7.7) 16.1 (7.0)
AMPLITUD 5.7 (3.9) 6.1 (5.7) 45 (4.1)
ACROFASE 3h24min(1h20min) 3h18min (1h40min) 4 h12min (2 h 05 min)

Todos los resultados se expresan como la Media (+/-SD).

A pesar de que se encuentran diferencias significativas en algunos de los puntos
del ciclo circadiano entre los controles comparados y los dos grupos de
pacientes, los mesores circadianos de los tres grupos son comparables (Figura
14), y la secrecion circadiana de prolactina es comparable entre los dos grupos

de pacientes, incluido las acrofases (Figura 15).

Figura 14: Mesor circadiano de prolactina en las 3 poblaciones;
Controles, Bipolares y Unipolares
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Figura 15: Ciclo circadiano de PRL en las 3 poblaciones; Controles,
Bipolares y Unipolares
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(*) p < 0.05 entre pacientes unipolares y controles. (*) p < 0.05 entre pacientes bipolares y
controles.






Capitulo 5: Discusion

Los resultados de nuestros tres estudios muestran que uUnicamente los
pacientes deprimidos bipolares tienen una alteracién funcional significativa de
los receptores dopaminérgicos D2 post-sinapticos a nivel hipofisario, evaluada
mediante la respuesta de prolactina al test con apomorfina. Esta alteracion no la
encontramos en los pacientes deprimidos unipolares. Estos resultados replican
en poblaciones diferentes los obtenidos en estudios precedentes realizados por

nuestro grupo (11,42).

Entre los estudios publicados sobre el test con apomorfina [para revisidon
referirse a (28)], pocos han realizado la separacion entre pacientes bipolares y
unipolares, explicando esto en parte las divergencias en los resultados
obtenidos. En un estudio realizado en pacientes bipolares (37), los autores
encontraron una respuesta de prolactina normal. Sin embargo, en este trabajo la
metodologia utilizada fue diferente de la nuestra. En primer lugar, utilizaron una
dosis de apomorfina inferior a la nuestra, puesto que emplearon una dosis que
variaba entre 0.005 mg/kg a 0.008 mg/kg (en lugar de 0.75 mg utilizada por
nosotros). Ademas, los resultados se definieron en valor absoluto y no relativo
en relacion a la linea de base, como realizamos en nuestros estudios. Estas
diferencias metodoldgicas pueden explicar las divergencias entre este estudio y

los nuestros.

La respuesta de PRL a la apomorfina evalua la funcionalidad de los receptores
D2 post-sinapticos hipofisarios del sistema tubero-infundibular (28). La actividad
de este sistema esta influenciada por numerosos factores (Figura 16), [para
revision, referirse a (30)].

En las poblaciones de los tres estudios que hemos realizado, no encontramos
una influencia significativa de la edad y el género en la respuesta de PRL al test

con apomorfina.
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Figura 16 : Regulacion de la secrecion de prolactina
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Las flechas acompanadas de signos + y — indican trspectivamente las vias de estimulacion y de
inhibicién. La succién del pezdn durante la lactancia desencadena por via nerviosa, a través de
la médula espinal, una activacién hipotalamica de la secrecion de PRL. SNC : Sistema nervioso
centra extra-hipotalamico ; DA : Dopamina; 5-HT : Serotonina; TRH : Tirotropin-releasing
hormone ; ACh :Acetilcolina ; CCK :Colecistoquinina ; GABA : Acido gamma aminobutirico ;
MSH : Melanocyte-stimuling hormone : GnRH : Gonadotrophin-releasing hormone ; PRG :
Progesterona ; PTH : Parathormona ; T3 : Triyodotironina ; VIP :Péptido intestinal vasoactivo ;
NT :Neurotensina ; Taquicininas : Substancia P, Neuroquinina A y B, Hemoquinina 1. La PRL
ejerce sobre ella misma un retrocontrol negativo. Imagen cedida por Dr Duval F.

Ademas, la influencia de la TRH sobre la funcionalidad de las células
lactétrofas fue comparable en las poblaciones de pacientes deprimidos
bipolares, unipolares y controles del estudio 1. Estos resultados descartan que
la respuesta de PRL al test APO se deba a una respuesta alterada al test con
TRH. Confirman ademas la hipétesis de que la disminucion del porcentaje de

frenacion de PRL (PFP) en pacientes deprimidos bipolares no es debida a una
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alteracion de la funcionalidad de las células lactétrofas inducida por la TRH
(hipbtesis A3).

La actividad del eje corticotropo, que puede tener una accion inhibitoria sobre la
PRL, y evaluada en nuestros estudios con el DST, se mostré igualmente
comparable en los tres grupos de los tres estudios, excepto en el estudio 2
donde los pacientes deprimidos unipolares mostraron diferencias significativas
con los controles. Sin embargo, en este estudio, como en los otros dos, ambos
grupos mostraron una respuesta de PRL a la apomorfina comparable, y en los
tres estudios, las poblaciones de pacientes deprimidos bipolares y sujetos
sanos mostraron valores de cortisol post-DST comparables. Estos resultados
confirman que la respuesta de PRL a la APO no se debe a una hiperactividad

del eje corticotropo (hipbtesis A4).

Por otro lado, en el estudio 3, las tres poblaciones muestran un ciclo circadiano
de PRL y pardmetros cronobiol6gicos comparables. Estos resultados descartan
diferencias del ritmo de secrecion circadiana de PRL en las tres poblaciones y
confirman que la alteracién de la respuesta de prolactina a la apomormina en
pacientes deprimidos bipolares no se debe a una alteracion de la secrecion

circadiana de prolactina (hip6tesis A5).

Hay que sefalar que segun la literatura (52), el periodo de dos semanas de
retirada de medicacién parece suficiente para evitar un efecto residual de los
tratamientos antidepresivos anteriores sobre la respuesta de PRL a la

apomorfina.

Por consecuencia, la alteracion de la respuesta de PRL al test con apomorfina
no puede ser considerada en nuestros estudios como un artefacto de factores
qgue influyan en la secrecion de PRL. Esta anomalia encontrada sugiere que los
receptores D2 post-sinapticos hipofisarios son hipofuncionales en los pacientes
deprimidos bipolares. No se puede concluir lo mismo para los pacientes
deprimidos unipolares. Estos resultados confirman que la funcidén
dopaminérgica esta unicamente alterada en pacientes deprimidos bipolares y

no en los pacientes deprimidos unipolares. Por tanto corraboran parcialmente
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la hipotesis principal de este trabajo, que defiende la existencia de una
alteracion dopaminérgica en pacientes deprimidos unipolares y bipolares
(hipotesis Al) y ratifican la hipdtesis que la funcion dopaminérgica en
pacientes depresivos bipolares estad mas alterada que en pacientes depresivos
unipolares (hipotesis A2). De hecho, en los pacientes deprimidos unipolares,

no encontramos alteracion dopaminérgica.

Quedaria pendiente de determinar si esta hipofuncionalidad es primitiva o
adaptativa a una alteracidén de la sintesis de la liberacidén de dopamina a nivel
presinaptico (Figura 17).

Figura 17 : Interpretacion fisiopatolégica sobre los respuesta de PRL a la
APO en pacientes deprimidos bipolares

Interpretacion fisiopatologica (1)

A nivel de la Hipd&fisis
PRL

Receptores

presinépticos Receptores

postsinapticos

Aumento del turnover DA Disminucién de la actividad
Presinaptico: de los receptores D2

Primaria (1): aumento de la actividad post-sinépticos:
en una de las etapas de sintesis de DA -Primaria: predisposicion genética

+Secundaria (2): por down-regulation -Secundaria: a un aumento el turnover de
(disminucién del numero de receptores) DA

El hecho que el aplanamiento de la respuesta de PRL en pacientes deprimidos
bipolares no se relaciona con el patron circadiano de PRL, apoyaria la hipétesis
de que la hipofuncionalidad de los receptores hipofisarios DA-D2 es secundaria

al aumento episodico de liberacién dopaminérgica a nivel tuberoinfundibular. Por
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otra parte, esta alteracion receptorial no parece suficiente en si misma para

alterar la secrecion de PRL circadiano en pacientes con depresion bipolar.

Por otro lado, no encontramos diferencias significativas en ninguno de los tres
estudios en las tres poblaciones para la respuesta de ACTH, cortisol y de GH al
test con apomorfina. Estos resultados confirman los publicados anteriormente
(11,28,29,42), sin embargo divergen de aquellos de d’Ansseau et al (35) y de
Pitchot et al. (34,41), que encuentran una respuesta de GH disminuidas en
pacientes deprimidos con antecedentes de intento autolitico.

Estos ultimos resultados no son comparables con los nuestros puesto que la
dosis de apomorfina utilizada en estos estudios es un factor determinante: 0.5
mg de apomorfina, la cual no estimula de manera significativa la ACTH y el
cortisol. Por otro lado es posible que la dosis de 0.75 mg s.c de apomorfina que
nosotros hemos utilizado estimule de manera demasiado importante la GH para
poner en evidencia una hipofuncionalidad de los receptores dopaminérgicos
implicados en su regulacion.

Las respuestas de ACTH/cortisol y de GH a la apomorfina afectan mecanismos
diferentes de los implicados en la respuesta de prolactina. De hecho, la
estimulaciéon de GH por la apomorfna es secundaria a la de la GHRH a nivel
hipotalamico; de la misma manera la estimulacion de ACTH es secundaria
taambien a la de la CRH hipotalamica (53). A nivel hipotalamico los receptores
D2, pero también los receptores D1 (54) y probablemente los receptores D3 (55)
estan implicados en la estimulacion de la GHRH y de la CRH por la dopamina.
Se puede por tanto suponer que existan diferencias loco-regionales de
sensibilidad de los receptores dopaminérgicos, explicandose por este hecho que
se pueda observar una alteracion de los receptores dopaminérgicos a nivel
hipofisario, y no a nivel hipotalammico. De la misma manera, una alteracion de
los receptores D2 podria ser compensada por una hipersensibilidad de los
receptores D1 y/o D3 a nivel hipotalamico (Figura 18).
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Figura 18: Interpretacion fisiopatoldégica sobre los respuesta de
ACTH/cortisol y GH a la APO en pacientes deprimidos bipolares

Interpretacion fisiopatologica (2)

Hipotesis 1 A nivel del Hipotalamo

Receptores DA
Normosensibles

Receptores ®

presinapticos Receptores

postsinapticos

Hipotesis 2 _ - Receptores D2
Hiposensibles
- Receptores D1 y/o D3
Receptores Normosensibles

presinapticos @

Receptores Hipersensib|eS

postsinapticos

Como en la mayoria de los estudios realizados con el test con apomorfina, no
hemos medido las concentraciones plasméaticas de apomorfina. Sin embargo, el
hecho que las respuestas de ACTH/cortisol y de GH sean comparables entre
pacientes bipolares, unipolares y controles, sugiere que la alteracién de la
respuesta de PRL a la apomorfina no es debida a diferencias farmacocinéticas
entre los tres grupos.

En conclusion, los resultados de nuestros estudios sugieren que la disminucion
de frenacion de prolactina inducida por el test con apomorfina en los pacientes
deprimidos bipolares no es debido a una alteracion de la secrecion circadiana de
prolactina, ni tampoco a una alteracion de la funcionalidad de las células
lactotrofas inducida por la TRH y/o una hiperactividad del eje corticotropo. Esta
disminucion se explicaria por tanto en base a una alteracion de la sensibilidad
de los receptores post-sindpticos dopaminergicos D2 a nivel hipofisario.
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Nuestros resultados estan en la linea de la hipo6tesis que inciden en la relevancia
de la dopamina en la fisiopatologia del trastorno bipolar (7-9). Berk et al.(7),
plantean un modelo de disregulacién ciclica en la transmisibn dopaminérgica
cuantitativa en el trastorno bipolar, donde mecanimos enddgenos
homeostasicos de regulaciones al alta, y a la baja, con fases de transicion,
explicarian los episodios depresivos, maniacos y mixtos. En este trabajo, estos
mismos autores reconocen que este modelo no explica toda la fenomenologia
de la enfermedad, idea compartida por otros autores (8), pero resaltan su interés
pues proporciona un modelo de trabajo que puede ser probado de forma
heuristica. Ademas, posibilita el disefio de un modelo animal de enfermedad

basado en la manipulacion fasica de las concentraciones de dopamina.

Las principales limitaciones de este modelo se entienden desde el punto de vista
de la patogénesis, pues todavia no hay un modelo neurobiol6gico claro que
describa la fisiopatologia del trastorno bipolar. Ello se debe a que la
neurotransmision dopaminérgica no es el Unico factor subyacente en trastornos
tan complejos como la depresion y el trastorno bipolar, donde otros
neurotransmisores tienen una implicacion contrastada. Ademas, también se han
descrito alteraciones en los sistemas de segundo mensajero, asi como en
factores troficos y sistemas oxidativos.

Por otra parte, el sistema dopaminérgico es complejo, no soélo por las diferencias
funcionales dependiendo de la regidn cerebral, sino también a nivel de
diferencias intrinsecas en la neuroanatomia transcripcional entre diferentes

grupos de neuronas dopaminérgicas.

Las limitaciones de nuestros trabajos residen en que por un lado, el test con
apomorfina evalua Unicamente la funcibn dopaminérgica a nivel tubero-
infundibular. Por otro lado, sélo descartamos en el primer estudio que la TRH
no influye en la funcionalidad de las células lactétrofas. Sin embargo, segun la
bibliografia revisada, las poblaciones que estudiamos en los estudios 2 y 3 son
las mayores muestras estudiadas con el test con apomorfina de pacientes

deprimidos uni y bipolares.
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El principal interés de nuestros resultados, en caso de que éstos se
confirmasen, seria la utilidad del test con apomorfina como biomarcador para el
diagnostico de depresion bipolar.

Hasta ahora, son pocos los biomarcadores reconocidos en psiquiatria, y mas
concretamente en el trastorno bipolar. Como resultados positivos, varios
trabajos realizados en pacientes bipolares y centrados en el eje corticotropo,
han descrito que los episodios maniacos se preceden de valores altos de
cortisol y ACTH (56,57) . Un metaanalisis reciente en el que se realiza una
revision sobre biomarcadores no genéticos periféricos (58), concluye que sélo
dos de ellos tendrian un nivel sugestivo de evidencia, a saber, el receptor
soluble de Interleucina-2 y el cortisol matinal.

De confirmarse nuestros resultados obtenidos con el test a la apomorfina en
pacientes deprimidos bipolares, ello supondria poder disponer de un nuevo
biomarcador que ayudaria a realizar el diagnostico diferencial entre depresion
unipolar y bipolar. En efecto, uno de los desafios clinicos en el abordaje del
trastorno bipolar es su diagndstico temprano, dado el amplio periodo de latencia
para el diagndstico en la mayoria de los casos, que es todavia mayor cuando el
trastorno se inicia con episodios depresivos. También seria interesante el
desarrollo de futuros estudios centrados en el test con apomorfina como posible
biomarcador clinico y de respuesta terapéutica en la depresion bipolar.
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Capitulo 6: Conclusiones

Las conclusiones de esta tesis pueden resumirse :

A1).- Los pacientes deprimidos bipolares muestran una disminucion del
porcentaje de frenacibn de PRL (PFP) al test a la apomorfina
comparado con pacientes deprimidos unipolares y sujetos sanos. Estos
datos se obtienen tanto en la poblacibn de pacientes depresivos
bipolares tipo Il (Estudio 1) como en la poblacibn mas extensa
compuesta de pacientes depresivos bipolares tipo | y tipo Il (Estudios 2 y
3). Sin embargo, en los 3 estudios, los pacientes deprimidos unipolares

muestran un PFP comparable a los sujetos sanos.

Estos resultados confirman que la funcibn dopaminérgica esta
Unicamente alterada en pacientes deprimidos bipolares y no en los
pacientes deprimidos unipolares. Por tanto corraboran parcialmente la
hipotesis que defiende la existencia de una alteracibn dopaminérgica en

pacientes deprimidos unipolares y bipolares.

A2).- Estos mismos datos ratifican la hip6tesis que la funcidn
dopaminérgica en pacientes depresivos bipolares esta mas alterada que

en pacientes depresivos unipolares.

A3).- La respuesta de PRL al Test con TRH a las 8h y 23 h es
comparable en los tres grupos evaluados en el estudio 1 (pacientes
depresivos bipolares, pacientes depresivos unipolares y sujetos sanos).
Estos resultados confirman la hipétesis de que la disminucion de PFP
en pacientes deprimidos bipolares no es debida a una alteracion de la

funcionalidad de las células lactétrofas inducida por la TRH.

A4).- En los tres estudios, las poblaciones de pacientes deprimidos
bipolares y sujetos sanos mostraron valores de cortisol post-DST
comparables. Estos resultados refutan la hip6tesis que la alteracion de

respuesta de PRL a la APO encontrada en el grupo de pacientes
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depresivos bipolares no se debe a una hiperactividad del eje
corticotropo.

- Ab5).- Los resultados dinamicos de PRL del estudio 3 descartan
diferencias del ritmo de secrecién circadiana de PRL en las tres
poblaciones. Estos resultados corraboran la hipétesis que la alteracion
de la respuesta de prolactina a la apomormina en pacientes deprimidos
bipolares no se debe a una alteracibn de la secrecién circadiana de

prolactina.

Conclusion General :

Los resultados de nuestros tres estudios muestran que los pacientes deprimidos
bipolares tienen una alteracion funcional de los receptores dopaminérgicos D2
post-sinapticos a nivel hipofisario, evaluada mediante la respuesta de prolactina
al test con apomorfina. Dicha alteracibn no se encuentra en los pacientes

deprimidos unipolares.
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Anexo 1

Articulo publicado

Duval F, Mokrani MC, Monreal-Ortiz JA, Fattah S, Champeval C, Schulz P,
Macher JP. Cortisol hypersecretion in unipolar major depression with
melancholic and psychotic features: dopaminergic, noradrenergic and thyroid
correlates. Psychoneuroendocrinology 2006;31:876-888.

SUMMARY

Evidence supports that hyperactivity of the hypothalamic—pituitary—adrenal axis
has a pivotal role in the psychobiology of severe depression. The present study
aimed at assessing hypothalamic—pituitary dopaminergic, noradrenergic, and
thyroid activity in unipolar depressed patients with melancholic and psychotic
features and with concomitant hypercortisolemia. Hormonal responses to
dexamethasone, apomorphine (a dopamine receptor agonist), clonidine (an
alpha 2—adrenoreceptor agonist) and 0800 and 2300 h protirelin (TRH) were
measured in 18 drug—free inpatients with a DSM-IV diagnosis of severe major
depressive disorder with melancholic and psychotic features showing cortisol
nonsuppression following dexamethasone and 23 matched hospitalized healthy
controls. Compared with controls, patients showed (1) lower adrenocorticotropin
and cortisol response to apomorphine (p<0.015 and <0.004, respectively), (2)
lower growth hormone response to clonidine (p=0.001), and (3) lower
responses to TRH: 2300 h maximum increment in serum thyrotropin (TSH) level
(p=0.006) and the difference between 2300 and 0800 h maximum increment in
serum TSH values (p=0.0001). Our findings, in a subgroup of unipolar
depressed inpatients with psychotic and melancholic features, are compatible
with the hypothesis that chronic elevation of cortisol may lead to dopaminergic,

noradrenergic and thyroid dysfunction.
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TSH; drug-free inpatients with a DSM- 1V diagnosis of severe major depressive disorder with
Clonidine; melancholic and psychotic features showing cortisol nomsuppression following
GH dexamethasone and 23 matched hospitalized healthy controls. Compared with

controls, patients showed (1) lower adrenocoticotropin and cortisol resporse to
apomorphine (p<0.015 and <0.004, respectively), (2) lower growth hormone
resporse to clonidine (p=0.001), and (3) lower resporses to TRH: 2300 h maximum
increment in serum thyrotropin (TSH) level (p=0.006) and the difference between
2300 and 0800 h maximum increment in serum TSH values (p=0.0001). Our findings,
in a subgroup of unipolar depressed inpatients with psychotic and melancholic
features, are compatible with the hypothesis that chronic elevation of cortisol may
lead to dopaminergic, noradrenergic and thyroid dysfunction.
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hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis in the
psychobiology of depression (for review see Hat-
zinger, 2000). Increased cortisol secretion and
failure to suppress cortisol in response to dexa-
methasone have been associated with severe,
melancholic and psychotic depression (Carroll
et al., 1981; A.P.A. Task Force On Laboratory
Tests, 1987; Melson and Davis, 1997). It has
been hypothesized that this stress axis overdrive
is primarily a reflection of abmormal limbic-
hypothalamic activation, with increased secretion
of hypothalamic corticotropin-releasing hormone
(CRH) and consequent excessive adrenal cortisol
secretion. Nonsuppression of cortisol in the dexa-
methasone suppression test (DST) may reflect
impaired negative feedback at the lewel of the
pituitary corticotroph (i.e. decreased type Il
glucocorticoid receptor function) on endogenous
HPA axis hyperactivity (Kathol et al., 1989; Youneg
et al., 19%4; Holsboer, 1995; Cole et al., 200d).
However, it remains uncertain whether the hyper-
cortisolism # an epiphenomenon or directly
contributes to depressive symptomatology and to
the biochemical alterations seen in major
depression (Dinan, 1994). Clinical and experimental
data supggest that glucocorticoids affect the activity
of cathecholamine (O'Connor et al. , 2000; Carrasco
and Van de Kar, 2003) and thyroid (Tsigos and
Chrousos, 2002) systems, which have consistently
been found to be dysregulated in depression (Brown
and Gershon, 1993; Jackson, 1998; Anand and
Charney, 2000).

Schatzberg et al. (1985) have hypothesized that
the development of delusions in the context of a
depressive episode may be due to increased activity
of mesolimbic or mesecortical dopaminergic (DA)
systems stimulated by the HPA axis. Several lines of
evidence suggest that HPA axis hormones stimulate
the activity of DA systems (Bird, 1984; Rotschild
et al., 1984; Wolkowitz et al., 1985; Wolkowitz,
1994: Posener et al., 1994, 1996, 1999; Piazza
etal., 1996; Barrot et al., 2001). Some studies have
reported an increase in cerebrospinal fluid (CSF) of
the DA metabolite homovanillic acid (HYA) in
psychotic depressed patients (Sweeney et al.,
1978; Aberg-Widtedt et al., 1985). However, C5F
HYA reflects primarily psychomotor activity rather
than mood or delusion, since it derives mainly from
the caudate nucleus while the contribution of
mesolimbic structures s minor (for review see
Willner, 1995). In the neurcendocrine challenge
paradigm, the hormone responses to DA agonists,
such as apomorphine (APQ), may provide an
indirect assessment of central DA neuroctrans-
mission at the post-synaptic receptor level within
the limbic-hypothalamic-pituitary axis in humans

(Meltzer et al., 1984; Lal, 1988; Pitchot et al.,
1992). APO decreases prolactin (PRL) and stimu-
lates growth hormone (GH) secretion (Lal, 1988),
adrenoccorticotropic hormone (ACTH) and cortisol
secretion (Jezova and Vigas, 1989; Mokrani et al.,
1995; Duvalet al. , 2000, 2003; Meltzer et al. , 2001).
In major depression, unaltered hormonal responses
(Jimerson et al., 1984; Lal, 1988; Mokrani et al.,
1995; McPherson et al., 2003) or decreased GH
response to APO [Ansseau et al., 1988; Pitchot
et al., 1990; Scantamburlo et al., 2005) have been
found. Many of these divergences may be explained
by the diversity of factors that influence the
hormonal response to APO, and by the hetero-
geneity of the populations studied. So far, studies
have found no clear influence of DST status on APO
test results (Mokraniet al., 1997; Duval et al., 2000;
Pitchot et al., 2003). However, none of these
studies aimed at evaluating the results of the APO
test in a selected population of melancholic
psychotic unipolar depressed inpatients with con-
comitant DST nonsuppression.

Moradrenaline (MA) has long been implicated in
the pathophysiology of major depression (Ressler
and Memeroff, 2000). The original NA depletion
hypothesis of depression has been reformulated
into the "noradrenergic dysregulation hypothesis®
(Siever and Davis, 1985), which emphasizes a
primary subsensitivity or downregulation in nerve
terminal =z-adrenoreceptors, leading to impaired
negative feedback on the presynaptic neuron,
which in turn may induce a disinhibition of MA
output and exageerated MA release in response to
any activation of the catecholaminergic system.
One of the most consistently reported abnormal
findings in depression is a blunted GH response to
acute administration of clonidine (CLO), a partial
7z -adrenoreceptor agonist, suggesting subse nsitive
or downregulated postsynaptic «z-adrenoreceptors
at the hypothalamic lewvel (Siever and Davis, 1985;
Ansseau et al., 1988; Matussek, 1988; Mokrami
et al., 2000; Scantamburlo et al., 2005). Some
studies have shown that the activity of both the HPA
and MA systems is increased in melancholic
depression suggesting that the two forms of
hyperactivity could be linked in this subtype of
depression (Valdivieso et al., 1996; Gold and
Chrousos, 1999; Wone et al., 2000).

Hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis
activity is altered in a substantial proportion of
depressed patients (Loosen and Prange, 1982;
Jackson, 1998). Our group (Duval et al., 1990)
reported that the 2300 h TEH-T5H test was more
sensitive than the 0800 h TRH-TSH test, and that
the difference in T5H response between 2300 and
08B0 h TRH tests [(AATSH) was an even maore
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sensitive measure. Consistent with our original
observation, this chronobiclogical index is reduced
in about B0% of major depressed inpatients (Duval
et al., 1994, 1996a). Blunting might reflect a
downregulation of the thyrotropin-releasing hor-
mone (TRH) receptors in the pituitary gland
secondary to a prolonged increase in hypothalamic
TEH stimulation {Loosen and Prange, 1982).
Hypercortisolemia, by increasing the TRH neuron
activity and reducing the effect of TRH on the
thyrotrophs (Jackson, 1998), may lower TSH
response to protirelin in depression.

To the best of our knowledge, this s the first
study to assess, in the same unipolar depressed
patients showing melancholic and psychotic
features with concommitant hypercortisolemia,
hypothalamic-pituitary  dopaminergic, nor-
adrenergic, and thyroid activity.

2. Methods
2.1. Subjects

After the study was approved by the local ethical
committee, eighteen DSM-IV (American Psychia-
tric Association, 1994) major depressed inpatients
with concomitant melancholic and psychotic
features (11 males [M] and 7 females [F], aged
25-59 wears; mean age+ 5D, 42.5+10.3 vyears;
mean age of men, 40.6+9.2 years; mean age of
women, 454+11.9 years) meeting the full
inclusion criteria gave written informed consent.
Patients were recruited from the inpatient units
of the Psychiatric Hospital of Rouffach (France).
Before testing patients were free of all drugs for a
minimum of 2 weeks; this washout was supervised
in hospital. Patients were evaluated with at least
two unstructured clinical interviews conducted by
an experienced research psychiatrist (J.M-0. or
F.D.) and a structured interview (Schedule for
Affective Disorders and 5Schizophrenia—Lifetime
Version (Spitzer and Endicott, 1975)) conducted
by a separate psychiatrist (5.F.). The final
diagnoses were made by consensus of two
psychiatrists blind te endocrine results. All
patients had a history of recurrent major
depression. Severity of depression, before testing,
was measured with the 17-item Hamilton rating
scale for depression (HAM-D) (Hamilton, 1960)
{mean +50, 33.6+4.8).

The control group consisted of 23 hospitalized
normal volunteers (13 MS10 F, aged 24-59 years;
mean age + 50, 40.1 +10.2 years; mean age of men
38.7+10.2 years; mean age of women 43.0+10.0

years). All were free of concomitant psychiatric and
medical illness. Mone had a personal or family
history of major psychiatric illness.

All subjects underwent a routine physical exami-
nation and laboratory tests. Subjects with any
evidence of systemic illness were excluded. All
patients and controls had normal basal thyroid
hormone values (free thyroxine [FT,), free trijo-
dothyronine [FTy], and T5H). All subjects included
in the study were within 15% of ideal body weight.
All patients had received antidepressant treatment
in the past. Hone had received fluoxetine, mono-
amine oxidase inhibitor antidepressants, lithium
salts, long-acting neurcleptics or electroconvulsive
therapy within 2 years of testing. Women taking
oral contraceptives were excluded. In order to
minimize the influence of menstrual phase on PEL
and GH secretion—since there is a transient
increase in PREL and GH at owvulation (Leibenluft
et al., 1994)—all female subjects, except 1 control
and 2 depressed postmenopausal women, were
tested outside the periovulatory phase of the
menstrual cycle. All subjects were on a caffeine-
restricted diet for at least 3 days before testing and
their emvironment was synchronized, with diurnal
activity from 0B0D to 2300h, and nocturnal rest
{sleep), in order to avoid a possible phase shift in
myctohemeral rhythm between patients and
controls.

2.2. Procedures

On day 1, T5H levels before and after TRH given at
0800 and 2300 h, on the same day, were measured.
The first TRH stimulation test was carried out at
0800 h. Subjects were in bed, non-smoking and
fasting from 1900 h on the previous day. An
indwelling cannula was inserted at 0700 h into a
forearm vein and kept open with an isoctonic saline
infusion to minimize nonspecific stress-effects. Two
hundred micrograms of TRH (Stimu-TSH, Labora-
toires Roussel, Paris, France) were injected intra-
venously over 2 min at 0800 h. Blood was drawn for
assay of plasma TsH at: 15 min before TRH injection
(t_y5), immediately before TRH injection (£}, and
15, 30 and 60 min after TRH injection (&5, g, fua).
The challenge was repeated at 2300 h on the same
day, with the injection of a further 200 pg of TRH |V
and the same sampling intervals. Subjects were
awake before and during the evening sampling and
kept without food from 1800 h. A DST was started at
midnight, with oral ingestionof 1 mg of dexametha-
sone (Dectancyl, Laboratoires Roussel, Paris,
France), and blood samples were collected for
cortisol assay at 0800, 1600, and 2300 h the
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following day (Carroll et al., 1981). On day 4, an
APO test (5C injection of 0.75mg Apokinon,
Laboratoires Aguettant, France) and on day 8,
a CLO test (Catapressan™ given orally: 0.35 mg if
body weight <65ke [10 controls: 3M/T7F; 7
patients: 2ZM/5F] or 0.375 meg if body weight
=65 kg [13 controls: T0M/3F; 11 patients: 9MS2F)
[ Mokrani et al., 2000]) were performed at 0900 h
according tothe same sampling procedure. After an
overnight fast, subjects were awakened at 0700 h,
and a cannula was inserted into a forearm vein and
kept open with an isotonic saline infusion. Three
baseline blood samples (at —30, —15, and 0 min)
were drawn before APO or CLO administration
and further samples for the assay of PRL, GH,
ACTH, and cortisol were collected at 15, 30, &0, 90,
120, and 150 min. Throughout the test subjects
were in bed and did not smoke.

2.3, Assay procedures

Blood samples were immediately centrifuged at
3000 rpm and 4°C; serum samples were then
stored at —20°C until assay. All hormone
concentrations were determined by immunoassay
techmigues based on enhanced luminescence.
Average intra-assay and inter-assay coefficients
of variation were, respectively: ACTH: 2.7-7.9%,
sensitivity=1 ng/l (Michols Advantage™ ACTH,
Michols Institute Diagnostics, San Juan Capistrano,
CA); GH: 3.9-7.5%, sensitivity=0.1 pa/l (Michols
Advantage™ hGH, same supplier); TSH: 5.1-7%,
sensitivity < 0.04 mU/l (Amerlite TSH-60 Assay,
Amersham International plc, Amersham, UK).
Prolactin: 5.5-6%, sensitivity < 1.3 pgfl (Amerlite
Prolactin Assay, same supplier); Cortisol: 6.2-
B8.9%, sensitivity <3nmol/l (Amerlite Cortisol
Assay, same supplier).

2.4, Statistical analysis

The highest post-D5T serum cortisol value in any
blood sample obtained at 0B00, 1600, and 2300 hon
day 2 was used to evaluate the cortisol response to
DST. To be enrolled in the study patients had to
have highest post-DST cortisol level = 130nmaol /1.
This threshold was determined using a receiver
operating characteristic analysis (Metz, 1978; Duval
et al., 2000). Baseline TSH (TSHBL) values were
defined as the mean of the two samples before TRH
injection (£_,5 and fg). ATSH was defined as the
maximum increment above the baseline value after
TRH injection. Serum baseline PRL (PRLBL), ACTH
(ACTHBL), and cortisol (cortisolBL) values were
defined as the level at time 0 (i.e. immediately

before APO injection administration). This was
chosen rather than the mean of the three samples
before APO injection administration since PRL,
ALCTH and cortisol concentrations show a marked
decrease in the morning owing to the normal
circadian rhythm (Mokrani et al., 1995; Duwval
et al., 2000, 2003). Changes in ACTH and cortisol
were expressed as the peak concentration value
after APO administation minus baseline concen-
tration value (A). The PRL response to APD was
expressed as percentage of change from baseline
according to the formula: PRLs ={PRLssuc/
PRLBL 44 ) 100 (Meltzer et al., 1984) in which
PRLBL ., s the basal PEL area under the curve
{calculated as follows: PRLBL 150 min), and
PEL; s 15 the PRL suppression area (defined as
the difference between PRLBL:x and PRELy; ¢ after
APO). Serum baseline GH values were defined as the
mean of the three samples (at — 30, —15 and 0 min)
before APO (GHapeBL) or CLO (GHq oBL). Since,
elevated baseline GH can alter GH response to APO
and CLO tests, patients amd controls showing
baseline GH=2 pg/l were excluded from this
study (Mokrani et al 1995, 2000). The GH responses
to APO and CLO were expressed as the maximum
increments above baseline wvalues [AGHapg and
AGHeon, respectively).

Despite logarithmic or other transformations,
the distribution of some data remained non-mormal
(Kolmogorov-Smimoy one-sample test for good-
ness-of-fit) and S0 non-parametric statistical
methods were used. Differences between patient
and control groups were tested by the Mann-
Whitney two-tailed test (U-test). Within-group
differences (i.e. 0080 ws. 2300h TRH-TSH
responses) were tested by the Wilcoxon two-tailed
signed rank test (T-test). Correlations between
quantitative variables were estimated using the
Spearman rank coefficient (p). Categorical data
were analyzed by Fisher’s exact test (two-tailed).
Results were considered significant at p=0.05.

3. Results

Control subjects and depressed patients were
comparable for age, weight and gender (Table 1).
As expected, patients had significantly higher post
DST cortisol values than controls.

3.1. Apomorphine test

3.1.1. Cortisol levels
Patients showed higher baseline cortisol levels and
asmallerincrement in cortisol levels af ter APO than
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Table 1 Demographic characteristics and biological data for normal controls and depressed patients.

Controls (n=23) Depressed patients o
in=18)

Age, years 40.1+102 42.5+10.3 0.50
Gender, No. M/F 13/10 17 1
Weight, kg 69.4+10.9 9.0+ 11.1 0.84
Clinical characteristics
Total duration of the illness, years 10.8+12.9
Mo. of previows episodes 34418
Ho. of previows hospitalisations 20413
History of suicidal behavior, Mo. B
Recent suicide attempt, No. 7
Post dexame thasone
Highest cortisol level inmal/l) 313418 251 £ 108 = 0.000001
Apomorphine test
PRLEL {pa/l) 10.E+6.4 B.5+4.0 0.35
PRLS (%) 17 1416 0.79
ACTHEL (re/l) 2494188 MAL1i14 0.0z
AACTH (re/dl) 50.3+T1.0 7.3+144 0.014
CortisolBL (nmol/1) b4+ B4 IWE+113 0.0002
ACartisol (nmol/l) 198 + 181 bEL 1B 0.0035
GHepaBL (12 /1) 0.6+0.4 0.5+0.5 0.70
AGHgpg (1) 14.4+8.3 10.7+10.9 0.08
Clonidine test
GHg oBL (pe/l) 0.5+0.4 0.4+0.3 0.65
AGHao (uell) 12.6 +6.8 42475 0.001
Protirelin tests
0B00 h TSHEL (Mu/L) 1.24 4+0.46 1.1210.82 0.4
OBOO h ATSH (mU/L) 1.043.77 5.754 285 0.16
2300 h TSHEL (mU/1) 1.28 +0.67 0.92+0.95 0.0
2300 h ATSH (mU/L) 11.39 £ 4 .43 7.394 3.60 0.006
AATSH (mll i) 1.6E+1.17 1.70+1.74 0.0001

Results are expressed as mean+50. Analysis was by Mann-Whitney 2-tailed U-test, except for gender {analysts by Fisher exact test).
PRL, indicates prolacting ACTH, corticotrophing GH, growth hormone; BL, baseline value; PRL, suppression (see test); A, peak
concentration mines baseline value; AATSH, 2300 h mminus 0800 h ATSH.

incontrols (Fig. 1a). CortisolBL and ACortisol values
were unrelated to age or sex. In the owverall
population, there was a negative relationship
between ACortisol and (1) cortisolBL levels
(p= —0.36; n=41; p=0.02) and (2} highest post-
DST cortisol values (p=—0.33; n=41; p=0.038).

3.1.2. ACTH levels

Patients showed higher ACTHBL and lower AACTH
values than controls (Fig. 1b). Difference between
controls and patients inmean AACTH levels was not
attributable to the three outliers in the control
group—who had about four fold values higher than
the mean—since af ter removing these three outliers
from the statistical analysis the difference still
remained significant (p<0.05% by U-test). ACTH
values (ACTHBL and AACTH) were not related to
age orsex. ACTH response to APO was unrelated to
baseline. AACTH and ACortisol values were strongly
correlated in the overall population (p=0.76;

n=41; p=<0.00001), in patients {p=0.84; n=18;
p=0.0005) and in controls (p=0.62; n=13;
p=0.0036).

3.1.3. GH levels

Patients showed a trend towards lower AGH
values than controls (Fig. 1c). Baseline GH levels did
not differ between patients and controls, and were
unrelated to age and sex. However, in the overall
population, there was a negative relationship
between AGH.pq values and age (p= —0.33; n=
41; p=0.04); this relationship was not significant in
controls (p= —0.28) nor in patients (p=—0.42).
Gender did not influence significantly AGH pq
values (all p=0.10).

3.1.4. PRL levels

There was no difference in PRLBL values between
controls and patients. PRELBL was unrelated to age
but was higher in women than in men (mean+ 50,
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Figure 1  Time course and maxmum increment in serum a) cortisol, (b) adrenocorticotropic hormone (ACTH), and (c)
growth harmane (GH) above baseline after 0.75 mg SC. of apomorphine in controls and depressed patients. The solid
horzontal lines indicate the group mean; the shaded areas represent +5SEM.

12,1 +6.2 vs. 8.2+4.4 ue/l; p<0.0001 by U-test).
There was no age effect for the extent of inhibition
of PRL secretion by APO (PREL:). PREL; values were
not significantly different between patients and

controls (Table 1). However, PRL; was lower in
women than in men (mean+50D, 24.7+13 vs.
37.5+17%; P<-0.004 by U-test). PRL; values were
comparable between premenocpausal women tested
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in the luteal phase (n=48) and those tested in the
follicular phase (n=46), both in control subjects
{n=5;4, respectively) and in patients (n=3;2,
respectively).

3.2. Clonidine test

Baseline GH values were comparable between
controls and patients. The GH response to CLO
(Fig. 2) was lower in depressed patients than in
controls. In the whole population, values were
negatively correlated with age (p= —0.40; n=41;
p=0.012); this correlation was found in controls
{p= —0.53; n=23; p=0.016) but not in patients
{p=—0.17). In the control group, AGH; , levels
were lower in women than in men (p<.001 by
U-test). This difference was not found in patients
{p=0.96 by U-test). When analyzed by gender,
AGH g o values remained lower in patients than in
controls (men, p<0.006; women, p<0.05 by
U-test).

There was a positive commelation between the GH
responses to CLO and to APO in the total sample (p=
0.53; n=41; p=0.001}). This relationship was also
found, to a lesser degree, incontrols (p=0.42; n=23;
p=20.05) and in patients (p=0.49; n=18; p<0.05).

3.3. 0800 and 2300 h TRH tests

As illustrated in Fig. 3, AT3H values were higher at
2300 h than at 0800 h both in control subjects and
patients {all p=0.001 by T-test). Compared with
control subjects, 2300 h-TSHBL, 2300 h-ATSH and
AATSH values were significantly lower in patients.

—— Patients Mean+SEN

151 —o— comrole -[

a Y T

T T
=20 © 20 60 9 120 150

In the whole sample, in the control eroup, and in
the depressed group the effects of age and gender
were not significant for T5H values (TSHBL, ATSH,
AATSH).

Moreover, there was a positive relationship
between AATSH and AGHp 5 values in the whole
sample {(p=0.40, n=41; p=0.01), but not signi-
ficant in controls (p=0.26) nor in patients (p=
0.13).

3.4, Relationship between hormonal
parameters and clinical characteristics

We found no meaningful association between the
hormonal parameters studied (i.e. at baseline and
during the D5T, APO, CLO and TRH tests) and the
climical features (i.e. severity of symptoms, total
duration of the illness, number of previous
episodes/hospitalizations, history of suicidal
behavior) or prior medications used (in particular
the GH response to clonidine was comparable
between patients who were treated with anti-
depressants that affect noradrenergic system, e.g.
tricyclics, serotonin/norepinephrine reuptake
inhibitors, and those who were treated with
agents with mo MA activity such as selective
serotonin reuptake inhibitors).

4. Discussion

Our study clearly demonstrates that pituitary-
adrenal response to APO (i.e. AACTH and

2 Women B=0,001
0 Elar

301

20

.|':"L GHg 5. Bl

Controls Patients

Figure 2 Time course and maximum increment in serum growth bormone (GH) above baseline after 0.35 meg if
bodyweight <65 ke or 0.375 me if bodyweight =65 ke. of clonidine PO in controls and depressed patients. The solid
hortzontal lines indicate the group mean; the shaded areas represent +SEM.
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Figure 3  Maximum increment in serum thyrotropin (TSH) level above baseline after 200 pg IV of protirelin (TRH) n
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Acortisol), GH response to CLO, and 2300 h -T5H
response to TRH and AATSH levels are lower in
unipolar depressed inpatients with melancholic and
psychotic features than in normal controls. Since,
the patients herein exhibited cortisol nonsuppres-
sion following DST, our findings support a key role of
hypercortisolemia in the pathogenesis of the
dysregulationof catecholamine and thyroid systems
in this sample of selected patients.

4.1. Apomorphine test

Qur study is the first to show that unipolar
depressed patients with psychotic and melancholic
features exhibit blunted ACTH/cortisol response to
APO when hypercortisolemia is also present.
Blunted APO-induced ACTH/cortisol stimulation
has also been previously found in schizophrenia
(Mokrani et al., 1995; Duval et al., 2000, 2003;
Meltzer et al., 2001), but in schizophrenia this
blunting was independent of DST status (Duval
et al., 2000).

In our study, the difference in ACTH/cortisol
response to APO between patients and control
subjects does not seem to be an artifact of factors
known to influence serum hormone levels. More-
over, the proportion of side effects induced by APO
was comparable between patients and controls
(vomiting n=2;1, nausea n=15;18, respectively),
and consequently these side effects do not explain
the differences observed.

From a pathophysiological view point, the
mechanisms underlying a lower ACTH/cortisol
response to APO are not fully understood. |t is
kmown that APO binds not only to the D, receptor
but also to other D -like receptor subtypes (i.e. Dy

and D) (Mansbach et al., 1998). Furthermore, APO
is a partial Dy ;5 receptor agonist {Creese, 1987). In
the paraventricular nucleus, DA rece ptor-mediated
regulation of CRH neurons involves both Dz-like and
Dy -like receptors (Borowsky and Kuhn, 1992; Eaton
et al., 1996). Since, the direct action of DA agonists
on ACTH by means of D receptors at the pituitary
level remains controversial (Tuomisto and Man-
nistd, 1985), one may hypothesize that the blunted
ACTH/cortisol response to APO reflects decreased
DA Dy-receptor-like and/or Dy-receptor-like func-
tion at the hypothalamic level. In our study, this
blunting = therefore compatible with a down-
regulation of DA receptors connected with the
regulation of HPA axis secondary to increased DA
release possibly induced by chronic hypercortisole-
mia. On the other hand, the possibility that
hypercortisolemia leads to a decrease in ACTH/
cortisol response to APO by inhibiting ACTH
secretion at the pituitary level could be ruled out,
since all patients were DST nonsuppressors indicat -
ing that they exhibited reduced inhibition of HPA
axis activity imolving reduced glucocorticoid sig-
nalire {owing to type |l slucocorticoid receptor
desensitization) (Ratson and Miller, 2003). Never-
theless, other factors such as CRH receptor
desensitization of corticotropes (secondary to
chromic CRH hypersecretion), altered processing
and storage of ACTH precursors, and alternative
processing of proopiomelanocortin might also
contribute to the blunting of ACTH and cortisol
response to APO. These hypotheses would reguire
further studies. However, in our earlier study
(Duval et al., 2000} we did not observe, in a
heterogeneous population of psychotically
depressed patients, a significant association
between D5T nonsuppression and blunted ACTHS
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cortisol response to APO. Thus, it is conceivable—
since glucocorticoid effects depend on background
neuronal activity (Joéls and de Kloet, 1992)—that
the DA dysrepulation possibly induced by hypercor-
tisolemia is more obvious in psychotically depressed
patients when melancholic features and unipolar
course coexist.

In our study, ACTH/cortisol and GH responses to
APQ are not significantly comrelated and there is
only a trend towards AGHupn blunting in patients.
Since, a blunted GH response to a 0.5 me dose has
been reported in some de pressed patients (Ansseau
et al., 1988; Pitchot et al., 1990, 1992; Scantam-
burlo et al., 2005), the dose of APO we used (i.e.
0.75meg 5C), like the vast majority of studies
conducted in psychiatry (for review see Lal,
1988), might be potent encugh to stimulate GH
release even in case of relative subsensitivity of DA
receptors. However, the imwo lvment of different DA
receptor subtypes at the hypothalamic level may
also explain why ACTH/cortisol responses to APO
are more altered than GH responses in patients.
Indeed, it has been shown that Dy receptors are not
predominantly involved in GH secretion in man
{Grodum et al., 1998) whereas Dy receptor stimu-
lation is sufficient to stimulate HPA axis | Borowsky
and Kuhn, 1992).

In agreement with previous studies performed in
depression (Melzer et al., 1984; Mokrani et al.,
1995; Duval et al., 2000), PRL suppression is not
altered in our population of depressed patients. It is
kmown that the tubercinfundibular DA neurons
inhibit the release of PRL via Dy receptors (Lal,
1988). Our results suggest no difference between
patients and controls in the sensitivity of the D:
receptors of the lactotrophs.

4.2, Clonidine test

The blunted GH response to clomidine is well
documented in depression (Chamey et al., 1981,
1986; Checkley et al., 1981; Siever and Uhde, 1984;
Ansseau et al., 1984; Matussek, 1988; Valdivieso
etal., 1996; Mokrani et al., 2000). Such a response
may be due to hyporesponsivity of postsynaptic =-
adrenergic receptors, via hypothalamic growth
hormone-releasing hormone (GHRH) release
{Lesch et al., 1988; Devesa et al., 1991; Jaife
et al., 1996), linked to an erratic release of
norepinephrine (Siever and Davis, 1985).

Lower GH responses to CLO found in patients
could not be explained by differences in age, body
weight, or sex distribution. However, HPA axis has
an inhibitory influence on GH secretion. Preclinical
and clinical studies have shown that CRH centrally

inhibits the release of GHRH (Rivier and Vale, 1984;
Mounier et al., 1997; Frias et al., 1999) and that
hydrocortisone reduces GH release by enhancing
somatostatin and insulin-like growth factor-1
(IGF-1} release (Watson et al., 2000). In our study,
increased cortisolemiais correlated with decreased
GH response to both CLO and APO. However, the
robust difference found between patients and
controls in GH response to CLO—a difference,
which is mot found when using APO—seems to
preclude a preponderant mechanism involving a
direct inhibition of GHRH secretion and for increase
in somatostatin and |GF-1 release by HPA
hyperactivity.

Most studies have found an association between
melancholic features and hypercortisolemia and NA
dysregulation (Valdivieso et al., 1996; Gold and
Chrousos, 1999; Wong et al., 2000). The inter-
relationships between MA and HPA systems are
complex and it has been hypothesized that dysre-
gulation of MA systems may be secondary to
hypercortisclemia (Barmes et al., 1983; Roy et al.,
1986; Maes et al., 1991; Dinan, 1994), while
conversely primary MA hyperactivity could lead to
a down-regulation of =;-receptors and HPA hyper-
activity by decreasing inhibition of CRH secretion
(Rose et al., 1976; Oishi, 1979; Ganong, 1980;
Siever and Uhde, 1984). In our study, the negative
correlation between GH response and sensitivity to
dexamethasone and baseline cortisol might support
a role for cortisol in regulating noradrenergic
sensitivity. A refinement of this hypothesis would
be that the effect of cortisol on MA system in
depressed patients is dependent of the preexisting
level of MA activity (e.g. a trend towards increased
activity could be more prone to be destabilized by
cortisol hyersecretion ).

4.3. TRH tests

Results obtained from the morning protirelin test
are in accordance with previous reports (for review
see Loosen and Prange, 1982). We have discussed
elsewhere (Duval et al., 1990, 1994, 1996a) the
relevance of AATSH in the detection of HPT
abnormality in euthyroid depressed patients:
AATSH s a chronobiological refinement of the
TEH test. It has been suggested that blunted TRH-
induced TSH stimulation might reflect a down-
regulation of the TRH receptors in the pituitary
gland—for chronobiological reason this abnormality
is more obvious in the evening (Duval et al., 1990)—
secondary to a prolonged increase in hypothalamic
TRH stimulation (Hinkle and Tashjian, 1975; Loosen
and Prange, 1982; Adinoff et al., 199; Garbutt
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et al., 1994). Such a hypothesis is consistent with
the finding of increased TRH-like immunoreactivity
in the C5F of depressed patients (Kirkegaard et al.,
1979; Banki et al., 1988), although not all studies
agree (Frye et al., 1999).

In our study, lower 2300 h-AT5H and AATSH
values appear to be linked to hypercortisolemia
suggesting that in some depressed patients hyper-
activity of the HPA axis may lead to a dysregulation
of the HPT axis. Evidence suggests that glucocorti-
coids inhibit TSH secretion (Wilber and UUtiger,
1969; Nicoloff et al., 1970}, although it is uncertain
whether the site of action s on the hypothalamus,
pituitary, or both. Some in vitro studies—but not all
{Kakucska and Lechan, 1995)—have reported that
glucocorticoids stimulate TRH gene expression in
the hypothalamus (Luo and Jackson, 1998; Joseph-
Bravo et al., 1998). In this context, hypercortisole-
mia may increase TRH neuron activity with resul-
tant down-regulation of the TRH receptors in the
pituitary gland (Jackson, 1998). This hypothesis is,
however, not supported by recent post mortem
findings showing that TRH expression in the
paraventricular nucleus is decreased (1) in
depressed patients (Alkemade et al., 2003) and (2)
in non-psychiatric corticosteroid-treated subjects
(Alkemade et al., 2005).

On the other hand, co-occurence of HPA and DA
hyperactivity may lead to HPT abnormalities.
Indeed, at the hypothalamic level, DA and TRH
are mutually stimulating, while at the pituitary
level DA exerts a tonic inhibition on the release of
TSH. Therefore one may hypothesize that DA
hyperactivity might also contribute to the inhibition
of T5H secretion in our study.

The relationship between AATSH and AGHq o
values suggests a functional link between HTP axis
and MA activity, which is in agreement with most
studies (Velardo et al., 1994; Maes et al., 1989;
Duval et al., 1996b). Indeed, there is evidence of
reciprocal regulation of the HPT and MNA systems:
TRH increases turnover of MA (Velardo et al., 1994)
and zy-adrenoreceptor stimulates TEH and T5H
secretion (Tuomisto and Mannisto, 1985). However,
in our population, hypercortisolemia might also
interfere in this relationship by increasing both TRH
and MA secretion leading to TRH and a- MA rece ptor
down-regulation.

4.4, Limitations of the present study

Some shortcomings inour study require discussion.
Firstly, we did not measure plasma dexamethasone.
However, it has been argued that the concentration
of dexamethasone bound to the receptors in the

pituitary is the relevant physiclogic parameter
rather than the dexamethasone concentration in
plasma (Wiedemann and Holsboer, 1990; Young
et al.,, 1993). Secondly, all patients had been
previously treated with antidepressants. However,
our exclusion criteria and the length of the wash-
out period (minimum 2 weeks for the APO test and 3
weels for the CLO test) seem sufficient to awvoid
biases induced by antidepressant drugs on the
systems studied (Pitchot et al., 1995). Thirdly, the
results of this study only concern a specific group of
depressed patients, and consequently they are not
applicable to depression in general. For instance, in
the vast majority of depressed patients HPT axis
dysregulation may be encountered without hyper-
cortisolemia (Duval et al., 1990). This suggests that
the biological state of depression may represent
a common configuration of neurctransmitter-hor-
monal disturbances that may occur through a
number of different pathways.

In conclusion, the present study supports a link
between hypercortisolemia and dysrepulation of
catecholamine and thyroid systems in the patho-
phiysiology of unipolar depression with melancholic
and psychotic features. Further research is needed
to determine to which therapeutic strategies this
subtype of depression is preferably responsive since
adding corticotropin-releasing factor antagonists or
antiglucocorticoids (Reus and Wolkowitz, 2001;
Rothschild, 2003) could be beneficial in amplifying
antidepressant effects.
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Monreal J, Duval F, Mokrani MC, Pinault G, Macher JP. Exploration de la
fonction dopaminergique dans les depressions bipolares et unipolares. Ann
Med Psychol 2005;163:399-404.

SUMMARY

Indirect observations suggest that dopamine function may be altered in
depressed patients, notably in bipolar inpatients. The purpose of this study was
to assess the dopamine receptor sensitivity at the hypothalamic-pituitary level in
19 drug-free DSM-IV major depressed inpatients : 10 bipolar depression (BP), 9
unipolar depression (UP); compared with 15 sex and age matched hospitalized
controls (HC). We evaluated the multihormonal responses to the dopamine
agonist apomorphine (APO, 0.75 mg SC) in order to obtain an indirect index of
dopaminergic neurotransmission at the post synaptic level. We also examined, in
the same subjects, prolactin (PRL) response to 8AM and 11PM protirelin
challenges (TRH, 200pg 1V) and cortisol response to dexamethasone
suppression test (DST,1 mg orally). No significant difference in cortisol, ACTH
and GH values was found between controls, UP and BP patients (i.e. at baseline
and in response to apomorphine test). However, BP had lower APO-induced
PRL suppression than HC (p=0.0003) and UP (p=0.04). Taken together these
results suggest that decreased APO-induced PRL suppression in bipolar
depressed patients is not due to deficiency of pituitary lactrophs and/or increased
HPA axis activity, but may reflect altered post synaptic receptor sensitivity D2 in
the tuberoinfundibular dopamine system. Key words: Bipolar Disorders,

Depression, Dopamine, Apomorphine test, prolactin
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Résumé

Plusieurs études suggerent que la fonction dopaminergique est perturbée chez certains patients déprimés, notamment chez les patients
bipolaires. L’objectif de cette étude est d’évaluer la fonction dopaminergique par les réponses hormonales au test a 1’apomorphine (un
agoniste dopaminergique D1/D2) chez des patients déprimés bipolaires (BP : 7= 10), comparés a des patients déprimés unipolaires (UPr;
n=9), et & des témoins sains (TEM ; n = 15). Afin d’évaluer I'intégrité fonctionnelle des cellules lactotropes hypophysaires, nous avons
évalué la réponse de prolactine aux tests a la TRH (effectués le matin, et le soir) et réalisé un test a la dexaméthasone (DEX) — une hyperac-
tivité de I’axe corticotrope pouvant inhiber la sécrétion de prolactine. Tous les sujets étaient hospitalisés et les patients sevrés de thérapeuti-
ques psychotropes depuis deux semaines. Les valeurs basales et les réponses de cortisol. d’hormone corticotrope (ACTH) et d’hormone de
croissance (GH) étaient comparables entre les trois groupes. Les patients déprimés bipolaires avaient un pourcentage de freination de prolac-
tine (PFP) significativement plus bas que les sujets sains (p = 0.0003) et les patients déprimés unipolaires (p = 0.04). Les réponses & la DEX
et les valeurs basales, et les réponses de PRL aux tests 2 la TRH de 8 heures et de 23 heures étaient comparables entre les trois groupes. Ces
résultats suggerent que la diminution de la freination de prolactine, induite par le test a I'apomorphine chez les patients déprimés bipolaires,
n’est pas attribuable a une perturbation de I"activité des cellules lactotropes, primitive ou secondaire 2 une hyperactivité de Iaxe corticotrope,
mais 2 une altération de la sensibilité des récepteurs dopaminergiques D2 postsynaptiques au niveau hypophysaire.
© 2005 Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Indirect observations suggest that dopamine function may be altered in depressed patients, notably in bipolar patients. The purpose of this
study was to assess the dopamine receptor sensitivity at the hypothalamic-pituitary level in 19 drug-free DSM-IV major depressed patients:
10 bipolar depression (BP), 9 unipolar depression (UP), compared with 15 sex and age matched hospitalized controls (HC). We evaluated the
multihormonal responses to the dopamine agonist apomorphine (APO, 0.75 mg SC) in order to obtain an indirect index of dopaminergic
neurotransmission at the post synaptic level. We also examined. in the same subjects, prolactin (PRL) response to 8AM and | |PM protirelin
challenges (TRH, 200ug IV) and cortisol response to dexamethasone suppression test (DST, 1 mg orally). No significant difference in cortisol.
ACTH and GH values was found between controls, UP and BP patients (i.e. at baseline and in response to apomorphine test). However, BP
had lower APO-induced PRL suppression than HC (P =0.0003) and UP (P =0.04). Taken together these results suggest that decreased APO-
induced PRL suppression in bipolar depressed patients is not due to deficiency of pituitary lactrophs and/or increased HPA axis activity. but
may reflect altered post synaptic receptor sensitivity D2 in the tuberoinfundibular dopamine system.
© 2005 Elsevier SAS. Tous droits réserveés.

Mots clés : Apomorphine test : Dépression ; Dopamine ; Prolactine : Trouble bipolaire

Kevwords: Apomorphine test: Bipolar Disorders: Depression: Dopamine: Prolactin

* Auteur correspondant.
Adresse e-mail : jose.monreal @wanadoo.fr (J.-A. Monreal).

0003-4487/$ - see front matter © 2005 Elsevier SAS. Tous droits réservés.
doi:10.1016/j.amp.2005.04.011

97



miere administration de TRH a été réalisée a 8 heures. Les
sujets étaient couchés, sans fumer, et a jeun depuis 19 heures
la veille. Afin de minimiser les effets de stress, un cathéter
était posé a 7 heures dans une veine périphérique de I’avant-
bras. A 8 heures, 200 pg de TRH (Stimu-TSH, Laboratoires
Roussel, Paris, France) était injecté par voie intraveineuse pen-
dant deux minutes. Des prélevements sanguins ont été réali-
sés pour les analyses sériques de PRL, 15 minutes avant
I’injection de TRH, juste avant I'injection de TRH (10), et 15,
30 et 60 minutes apres I’injection de TRH. La méme méthode
a été employée pour le test de TRH a 23 heures, avec laméme
dose de TRH, et les mémes intervalles entre les prélevements
sanguins. Les sujets étaient a jeun depuis 18 h, et éveillés
durant le test.

Le test a la DEX a été réalisé le jour 2, a 0 heure, avec
administration orale d’'un mg de dexaméthasone (Dectancyl,
Laboratoires Roussel, Paris, France), suivi de prélevements
sanguins pour I’analyse des taux sériques de cortisol (jour 2)
a8, 16 et 23 heures [3].

Le test a I’APO (Apomorphine Méram, Melun, France) a
été réalisé le jour 4, a9 heures. Les sujets étaient a jeun depuis
19 heures la veille, et a 7 heures, un cathéter était posé dans
une veine périphérique de I’avant-bras. Trois prélevements
sanguins étaient effectués avant I'injection sous-cutanée de
0,75 mg d’apomorphine (a =30, —15, et O minute), et apres
15, 30, 60, 90, 120 et 150 minutes, afin d’analyser les concen-
trations sériques de PRL, cortisol, ACTH et GH. Tout au long
du test, les patients étaient allongés et sans fumer. Les ali-
quotes sanguins ont ¢ét¢ immédiatement centrifugés a
3000 tours/minute et a 4 °C, et les échantillons stockés a
—20 °C, jusqu’au jour du dosage.

2.3. Méthodes de dosage et paramétres neuroendocriniens
étudiés

Toutes les concentrations hormonales ont été déterminées
par des techniques immunométriques de chimilumines-
cence. La moyenne des coefficients de variation intra- et inter-
dosages était respectivement :

o ACTH : 2,7-7.3 %, sensibilité égale a 1 ng/L (Nichols
Advantage®, Nichols Institute Diagnostics, San Juan
Capristano, CA) ;

e GH : 3,9-7.5 %. sensibilité¢ inférieure 4 0,1 pg/L. (Nichols
Advanlage®. hGH. méme fournisseur) ;

® PRL : 5.5-6 %, sensibilité inférieure a 1,3 ug/L (Amerlite
Prolactin Assay, Amersham International pc, Amersham,
UK):

e Cortisol : 6.2-8.9 %, sensibilité inférieure a 3 nmol/L
(Amerlite Cortisol Assay, méme fournisseur).

Les valeurs de PRL basales (PRLB) au test a la TRH ont
été définies comme la moyenne des deux échantillons avant
I"injection de TRH (t—15 et 10). La réponse de PRL a la TRH
a €té exprimée sous forme d’un A. Le A PRL était défini
comme la différence entre la valeur basale et le pic séerétoire
apres I'injection de TRH. Le AA PRL correspond a la diffé-
rence entre les A PRL de 23 heures et de 8 heures.

La valeur la plus élevée de cortisol plasmatique du jour 2
(8, 16, ou 23 heures) a été utilisée pour déterminer la réponse
de cortisol au test a la DEX.

Les valeurs de GH basales (GHB) étaient définies comme
lamoyenne des trois valeurs obtenues avant I'injection d’ APO
(a =30, —15 et 0 minutes). Pour étre inclus dans I’étude, les
sujets devaient avoir, avant I'’APO, une GHB < 2 ug/L [23].
Afin de minimiser I’influence circadienne sur la sécrétion de
PRL, de cortisol et d’ACTH, (puis qu’il existe une décrois-
sance matinale de ces hormones), les valeurs basales choisies
correspondent a celles de t0. Afin d’éviter un effet de la ligne
de base de PRL sur la réponse de PRL a I’APO, cette der-
niére a été exprimée sous forme d’un pourcentage de freina-
tion (PFP), calculé selon la formule suivante
PRLs = (PRLsAUC/ PRLBAUC) x 100 [22]. Dans cette for-
mule, I’aire basale sous la courbe de PRL (PRLBAUC) a été
calculée comme suit : PRLB x 150 minutes, et |’aire de frei-
nation de PRL (PRLSAUC) a été définie comme la diffé-
rence entre PRLBAUC et PRLAUC apres I'APO. Les répon-
ses de cortisol, d”ACTH et de GH a I’apomorphine ont été
calculées comme 1’augmentation maximale par rapport aux
valeurs basales (A cortisol, A ACTH et A GH respective-
ment).

2.4. Analyse statistique

En raison de la taille de I'échantillon et de la non-normalité
de la distribution des donnés neuroendocriniennes, malgré
des transformations logarithmiques, nous avons utilisé des
méthodes statistiques non paramétriques. Les différences entre
les trois groupes (BP, UP et TEM) ont été évaluées par une
analyse de variance non paramétrique (Kruskal-Wallis H test).
Les différences entre deux groupes étaient analysées par le
test de Mann-Withney (U ftest, bilatéral), corrigé selon la
méthode de Bonferroni pour comparaisons multiples. Des cor-
rélations entre les variables quantitatives ont été calculées par
le test des rangs de Spearman (p). Les données catégorielles
ont été analysées avec le test exact de Fisher. La significati-
vité statistique a été fixée a p < 0,05.

3. Résultats

Les témoins, les patients bipolaires et unipolaires étaient
de sexe et d’age comparables. Les patients unipolaires et bipo-
laires avaient des scores comparables aux échelles HAMD et
HAMA (Tableau 1). Le Tableau 2 résume les principaux résul-
tats des différents groupes quant a leurs réponses aux tests a
I"apomorphine. TRH et DEX.

3.1. Test a I'apomorphine

Les lignes de base des hormones n”avaient pas d’influence
sur les réponses hormonales au test de I'apomorphine. Les
valeurs de A cortisol, A ACTH et A GH étaient comparables
entre les trois groupes. Les patients déprimés bipolaires

98



Tableau 2

Parametres endocriniens des tests a I'apomorphine, TRH et dexaméthasone chez des patients bipolaires (BP). patients unipolaires (UP) et des sujets sains

(TEM)
BP upP TEM H Test Valeurs de p Valeurs de p  Valeurs de p
(valeurs de P)  TEM/BP UP/BP TEM/UP
Test APO
PRLB, pg/L 14,50 (4,90) 16,60 (7.50) 12,90 (5,70) 0,201
PFP, % 15.84 (9,34) 29,64 (6,20) 34,93 (7.53) <0.0001 0.0003 0,04
ACTHB, ng/L 19.80 (9.44) 20,22 (11.21) 2493 (17.12) 0,701
AACTH, ng/L 15,80 (20.57) 15.22 (20,23) 45,73 (79.99) 0.416
CortisolB nmol/L  248.29(100,02) 230,55(20,15) 299.26 (105,38) 0,123
Acortisol nmol/L 67,80 (87,93) 97.11(119.57) 179,20(193.65) 0.192
GHB, pg/L 0,2 (0,06) 1,36 (1,70) 0,551 (0.78) 0,523
AGH, pg/L 12,45 (14.28) 10,56 (7,23) 11,64 (7,60) 0,74
DEX
Cortisol, nmol/L 45,48 (49.92) 40,82 (44,14) 33,46 (14,24) 0.213
Test TRH
PRLBS8h, pg/L 16.31 (4.88) 16,18 (8.65) 12,60 (5,30) 0,149
APRLSh, pg/L 24,15 (8.85) 34,32 (14,9) 30.55 (18.96) 0,416
PRLB23h, ug/L 10,88 (5.83) 9,16 (4,27) 8.25 (4.95) 0.538
APRL23h, pg/L. 34.35(11.63) 42,00 (22.86) 39,78 (21.24) 0.717
AAPRL, pg/L 10,39 (9,00) 7,75 (16,39) 9,86 (9,12) 0,871

H test indique I'analyse non paramétrique de la variance (Kruskal-Wallis). Les autres tests p sont le résultat du test bilatéral de Mann-Withney (corrigé par la
méthode de Bonferroni pour des comparaisons multiples). Tous les résultats sont exprimés comme la Moyenne (+ Ecart-type).

avaient un pourcentage de freination de prolactine (PFP) signi-
ficativement plus bas que les sujets sains (p = 0,0003), et les
patients déprimés unipolaires (p = 0,04). Les patients dépri-
més unipolaires et les témoins avaient un PFP comparable
(p = 0,240).

L’age et le sexe n’avaient pas d’effet significatif sur les
parametres neuroendocriniens au test de 1’apomorphine
(lignes de base et réponses au test). Comme résultat prévisi-
ble, les A cortisol et A ACTH étaient corrélés, dans la popu-
lation totale (p = 0,55 ; p = 0,001), chez les patients bipolai-
res (p =0,85 ; p=0,002), chez les patients unipolaires
(p=0,68 ; p=0,04) et chez les témoins sains (p = 0,65 ;
p =0,009). En revanche, les réponses de GH et de prolactine
n’étaient pas corrélées entre elles ni avec celles
d’ACTH/cortisol.

3.2. Test a la DEX et a la TRH

Les valeurs de cortisol apres DEX étaient comparables
entre les trois groupes. En utilisant comme critére de non frei-
nation une cortisolémie maximale supérieure ou égale a
130 nmol/L [11], tous les sujets des trois groupes avaient une
réponse normale a la DEX.

En ce qui concerne les tests a la TRH, les valeurs de pro-
lactine étaient comparables entre les trois groupes aussi bien
en ligne de base qu’apres stimulation (A PRL), tant a 8 heu-
res qu’a 23 heures.

3.3. Différences cliniques

Les patients bipolaires avaient, dans leurs antécédents. un
nombre plus élevé d’épisodes thymiques que les patients uni-
polaires (moyenne + ET : BP = 8.4 (7.36) vs UP = 4,77 (7.93),
p =0,03). Aucune différence significative n’a été¢ mise en évi-

dence entre les BP et les UP pour les données cliniques sui-
vantes : age du premier épisode, age de la premicre hospita-
lisation, nombre total d”hospitalisations, nombre d’épisodes
antérieurs, présence ou non d’une tentative de suicide a
I’admission, nombre total de tentatives de suicide antérieu-
res. Dans les deux groupes de patients, la réponse PFP au test
a I’APO n’était pas corrélée a I’histoire de la maladie ni a
I’intensité de la dépression.

4. Discussion

Les résultats de notre étude montrent que les patients dépri-
més bipolaires ont une altération fonctionnelle des récep-
teurs dopaminergiques D2 postsynaptiques au niveau hypo-
physaire, telle qu’elle peut étre évaluée par la réponse de
prolactine au test a I'apomorphine. Cette altération n’est pas
retrouvée chez les patients unipolaires. Ces résultats répli-
quent ceux d’études précédentes réalisées par notre groupe
[23,10]. La population de patients de cette présente étude est
cependant différente de celles étudiées dans nos deux précé-
dentes publications.

Dans la plupart des études publiées dans la littérature (pour
revue se reporter a [5,7,17]) concernant le test a I’apomor-
phine, rares sont celles qui envisagent la séparation entre
patients bipolaires et unipolaires, expliquant de ce fait certai-
nes des divergences dans les résultats obtenus. Dans une
récente étude, Mc Pherson et al. (2003) ont trouvé que les
réponses de prolactine étaient normales chez les patients bipo-
laires [21]. Cependant, la méthodologie de leur étude était
différente de la notre, puisque les doses d*apomorphine uti-
lisées variaient de 0.005 a 0,008 mg/kg (contre 0,75 mg pour
notre part), et que les résultats étaient exprimés en valeurs
absolues et non relatives par rapport a la ligne de base comme
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dans notre étude. Ces différences méthodologiques peuvent
expliquer les résultats divergents entre leur étude et la notre.

Laréponse de PRL a I'apomorphine évalue la fonctionna-
lité des récepteurs D2 postsynaptiques hypophysaire du sys-
teme dopaminergique tubero-infundibulaire [17]. L’activité
de ce systeme est influencée par de nombreux facteurs (pour
revue, se reporter a [ 12]). Dans notre population, nous n’avons
pas trouvé d’influence significative du sexe et de I’age sur la
réponse de PRL a I'apomorphine. De plus, la fonctionnalité
des cellules lactotropes (telle qu’elle peut étre évaluée par le
test a la TRH) était comparable entre les déprimés et les
témoins. L activité de I’axe corticotrope, qui peut avoir une
influence inhibitrice sur la sécrétion de PRL, était également
comparable entre les trois groupes puisque leurs cortisolé-
mies en post-DEX étaient équivalentes. Enfin, la période de
deux semaines de sevrage thérapeutique semble suffisante
pour éviter un effet résiduel des thérapeutiques antidépressi-
ves antérieures sur la réponse de PRL a1’ APO [27]. Par consé-
quent, I"altération de la réponse de PRL a I’apomorphine ne
peut pas étre considérée dans notre étude comme un artefact
de facteurs influengant la sécrétion de PRL. Cette anomalie
suggere que les récepteurs D2 postsynaptiques hypophysai-
res sont hypofonctionnels chez les patients déprimés bipolai-
res. Il reste a déterminer si cette hypofonctionnalité est pri-
mitive ou adaptative a une altération de la synthese et de la
libération de dopamine au niveau présynaptique.

En ce qui concerne la réponse d’ACTH, de cortisol et de
GH, nous n’avons pas trouvé de différences significatives
entre les patients déprimés BP et UP et les témoins. Ces résul-
tats confirment ceux antérieurement publiés [10,17,22,23],
mais ils divergent de ceux d’Ansseau er al. (1988) [1] et de
Pitchot ef al. (1992) [26]. qui trouvent avec une dose d’apo-
morphine moindre (0.5 mg s.c), des réponses de GH dimi-
nuées chez les déprimés aux antécédents de tentative de sui-
cide. Ces derniers résultats ne sont pas comparables aux
ndtres, puisque la dose d’apomorphine est un facteur déter-
minant : 0.5 mg d’apomorphine ne stimulent pas de maniére
significative I'”ACTH et le cortisol, mais par ailleurs, il est
possible que la dose de 0,75 mg s.c d’APO que nous avons
utilisé, stimule de maniére trop importante la GH pour mettre
en évidence une hypofonctionnalité des récepteurs dopami-
nergiques impliqués dans sa régulation.

Les réponses d’ACTH/cortisol, et de GH a I"apomor-
phine, mettent en jeu des mécanismes différents que ceux
impliqués pour la réponse de prolactine. En effet la stimula-
tion de GH par I'apomorphine est secondaire a celle de GHRH
au niveau hypothalamique : de méme la stimulation d”’ACTH
est secondaire a celle de CRH hypothalamique [32]. Au niveau
hypothalamique, les récepteurs D2, mais aussi les récepteurs
D1 [2] et vraisemblablement D3 [19] sont impliqués dans la
stimulation de GHRH et de CRH par la dopamine. Il est donc
concevable que des différences locorégionales de sensibilité
des récepteurs dopaminergiques existent, expliquant de ce lait
qu’une altération des récepteurs dopaminergiques puisse étre
observée au niveau hypophysaire et non hypothalamique. On
pourrait également faire ["hypothese qu’une altération de la

sensibilité des récepteurs D2 puisse étre contrebalancée par
une hypersensibilité des récepteurs D1 et/ou D3 hypothala-
mique, mais cela reste en état actuel spéculatif.

Comme dans la plupart des études du test a I’APO, nous
n’avons pas mesuré les concentrations plasmatiques de I’ apo-
morphine. Cependant, le fait que les réponses d’ACTH/
cortisol et de GH soient comparables entre les patients BP et
UP et les témoins suggere que |’altération de la réponse de
PRL a I’APO n’est pas due a des différences de pharmacoci-
nétique entre ces trois groupes.

Les principales limites de notre étude concernent la popu-
lation étudiée. En effet, nos résultats ont été obtenus chez des
patients bipolaires de type II, et par conséquent ne sont pas
généralisables a d’autres types de patients bipolaires. En outre,
ces résultats doivent étre considérés comme préliminaires car
ils ne concernent qu’une petite population de patients, et ils
devront étre confirmés dans une population plus large.

5. Conclusion

Les résultats de notre étude suggerent que la diminution
de la freination de prolactine au test a I'apomorphine chez les
patients déprimés bipolaires n’est pas due a une perturbation
de la fonctionnalité des cellules lactotropes et/ou a une hyper-
activité de I’axe corticotrope, mais est en faveur d’une alté-
ration de la sensibilité des récepteurs D2 postsynaptiques du
systeme tubero-infundibulaire dopaminergique [6].
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