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Resumen

Estudios previos sobre perfiles celulares y citocinas han contribuido a la hipdtesis de la
inflamacién en esquizofrenia; sin embargo, marcadores precisos de disfuncién inflamatoria
aun son poco claros. Estudios con espectroscopia por resonancia magnética de protdn (*H-
MRS) han demostrado niveles aumentados de mio-inositol (ml) y colina (Cho) en pacientes
con primer episodio de psicosis (PEP), sugiriendo neuroinflamacion. Aqui, presentamos
perfiles inflamatorios en pacientes con PEP sin tratamiento previo antes y después del
tratamiento antipsicético y en controles sanos (CS), asi como niveles corticales de mly Cho

utilizando *H-MRS.

Los perfiles inflamatorios se analizaron mediante produccién espontanea de citocinas de
células mononucleares de sangre periférica, y ante la estimulacién mitogénica, en 48
pacientes con PEP y 23 CS. La *H-MRS fue realizada en un escaner 3T, centrado en la corteza
prefrontal medial y utilizando LCModel (PEP=27, CS=17). Las mediciones de marcadores
inflamatorios sistémicos y los neurometabolitos de corteza cerebral por 'H-MRS de
pacientes, se realizd antes y después de recibir dos semanas de tratamiento con
risperidona. Los perfiles inflamatorios sistémicos se compararon entre grupos y se

realizaron correlaciones con los hallazgos de *H-MRS.

El grupo de PEP mostré6 mayor proporcion en el valor proinflamatorio de Th1/Th17
comparado con CS. El mismo grupo presentd un incremento en la produccién espontanea
de IL-6, IL-2, IL-4. Igualmente, los sujetos con PEP mostraron mayores niveles de Cho. No se
encontraron diferencias en los niveles de ml u otros metabolitos. Finalmente, los niveles de

Cho correlacionaron con las células T reguladoras, y con monocitos clasicos.

El grupo de PEP se caracterizé por una desregulacion inmunolégica, afectando la respuesta
inmune innata y adaptativa, con una marca predominantemente Th2, la cual mejoré
posterior al tratamiento antipsicético. Adicionalmente, se encontraron niveles aumentados
de Cho que correlacionaron con células T reguladoras. La intensa marca de Th2 y la
respuesta proinflamatoria en sujetos, junto con los hallazgos de *H-MRS, sugieren cambios

gue pueden asociarse con procesos inflamatorios sistémicos y centrales en la esquizofrenia.
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Lista de abreviaciones
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CS: Controles sanos

Cho: Colina
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DUP: Duracion de psicosis no tratada
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TGF-B: Factor transformante de crecimiento-f3

TNF: Factor de necrosis tumoral
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SNC: Sistema nervioso central



Introduccidn

La esquizofrenia es una enfermedad mental grave asociada a un alto nivel de discapacidad,
y es considerada un serio problema de salud publica por la Organizacion Mundial de la
Salud(1). En México, se estima que alrededor de 1 millon de personas padece la
enfermedad, con una prevalencia poblacional del 1%, de los cuales el 20% se encuentra
severamente incapacitado(2). En el mundo, 21 millones de personas padecen esquizofrenia,
y esta contribuye 13.4 millones de afios de vida vividos con discapacidad(3). El costo en
paises occidentales es aproximadamente del 1.6% al 2.6% del costo total en salud, lo cual
equivale del 7% al 12% del producto interno bruto(4). Un estudio de costos en México,
revelé que el costo anual de esta enfermedad para las instituciones publicas es de 18
millones de ddlares, el cual ha incrementado con los afios(5). Por lo tanto, desarrollar
nuevas intervenciones que impacten en el curso natural de la esquizofrenia, es algo que se
necesita de manera urgente, y para ello, es imperativo ampliar el entendimiento de su

fisiopatologia.
Fisiopatologia de la psicosis y esquizofrenia

El término psicosis es producto de una larga evolucién conceptual. Mientras que antes de
1980 se empleaba para describir un mal funcionamiento mental que genera disfuncién(6),
actualmente se utiliza para describir un sindrome mas especifico. La pérdida de la prueba
de realidad es un concepto que hace alusién a que la persona no es capaz de distinguir la
experiencia interna de la realidad externa, por lo que brinda una descripcién global de dicho
sindrome. A su vez, este puede estar compuesto por los llamados sintomas positivos;
alteraciones sensoperceptuales, ideas delirantes, desorganizacion del pensamiento y/o de
la conducta. Para realizar el diagndstico del trastorno psicético primario mas comdun, la
esquizofrenia, es necesario que la persona haya presentado al menos dos de estos
sintomas(7). Entender los mecanismos detras de estas manifestaciones, ha sido objeto de
estudio por muchos afios. Actualmente, queda claro el involucro del exceso de dopamina
en la via mesolimbica (i.e. teoria dopaminérgica de la esquizofrenia)(6). De hecho, es el sitio

de accion de los Unicos medicamentos actualmente aprobados para tratar los sintomas
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positivos de la enfermedad. Sin embargo, el 20-35% de los pacientes muestran respuesta
parcial o no respuesta al tratamiento, el cual ademas tiene una eficacia clinica minima para
los sintomas negativos y cognitivos que también se presentan en esta enfermedad(8). Esto,
aunado a que la teoria dopaminérgica no explica los cambios neuroanatdmicos
documentados en pacientes con esquizofrenia, nos obliga a concluir que no es una teoria
gue explique por completo su fisiopatologia(8). La teoria glutamatérgica es una posible

respuesta a este dilema, que no necesariamente excluye el componente dopaminérgico.

Se ha encontrado que esta alteracion dopaminérgica puede ser precedida por fallas en el
sistema glutamatérgico a nivel cortical y del hipocampo(6). Se ha demostrado que la
fenciclidina (PCP) y ketamina, ambos antagonistas del glutamato, reproducen no solo los
sintomas positivos de la enfermedad, sino también los negativos y los cognitivos en las
personas (8). Mientras que la disfuncion glutamatérgica explica de una manera mas integral
el fenotipo clinico de la esquizofrenia, los mecanismos detras de esta falla siguen siendo
objeto de estudio. Se cree que la excitotoxicidad glutamatérgica es precedida por una
disfuncién del receptor anti-N-metil-D-aspartato (NMDA) en las interneuronas acido y-
aminobutirico (GABA)(8). Incluso, en muestras post mortem de personas con esquizofrenia,

se ha encontrado un menor numero de interneuronas GABA en el hipocampo(9).

Ademas de la poblacién neuronal, las células de la glia también se han encontrado alteradas
en personas con esquizofrenia(10). Algunos estudios experimentales sugieren que la
activacién de la microglia en periodos cruciales de la embriogénesis altera la proliferacion y
diferenciaciéon competente de las células gliales progenitoras, generando alteraciones en la
diferenciacién y maduracién de oligodendrocitos y astrocitos(10). A pesar del avance en
estos mecanismos a nivel de poblaciones celular, circuitos y neurotransmisores, persiste el
reto de integrar todas estas teorias etiolégicas con los factores de riesgo y la clinica

observada en los pacientes.



Inflamacidon sistémica y esquizofrenia

Uno de los marcos que promete integrar los conocidos factores de riesgo y mecanismos de
la enfermedad, es la teoria inflamatoria en esquizofrenia. La hipdtesis inflamatoria se
sustenta en que numerosos estudios han demostrado que la inflamacién y la disfuncion
inmunoldgica pueden contribuir al desarrollo de sintomas caracteristicos de la
enfermedad(11-14). Por ejemplo, el riesgo que confieren las infecciones virales durante la
infancia para el eventual desarrollo de psicosis, sugiere que su mecanismo pudiera
involucrar el efecto de la respuesta inflamatoria sistémica sobre el cerebro en
desarrollo(13). Esta hipdtesis inflamatoria-inmunoldgica, puede hablarse en términos de
tres componentes clasicamente descritos. El primero de ellos, concierne una activacion
cronica de macrofagos y linfocitos T, con subsecuente liberacién de citocinas (15).
Previamente, se demostré que personas con un primer episodio de psicosis (PEP), que
nunca han tomado antipsicotico, tienen mayores niveles séricos de citocinas pro-
inflamatorias(16). Alteraciones de algunas citocinas (e.g. interleucina [IL]-1B, factor
transformante de crecimiento-B [TGF-B]) en pacientes con PEP o con recaidas agudas, que
ademas pueden revertir con tratamiento, sugieren su potencial como marcadores de
estado agudo de la enfermedad(17). Las citocinas inflamatorias IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y, e IL-
18 actian como inductores de indolamina 2,3-dioxigensa (IDO)-1. Esta enzima estd
involucrada en la conversion del triptéfano a quinurenina(18). Después, la quinurenina es
convertida a acido-quinurénico en los astrocitos, y funciona como antagonista del receptor

NMDA, cuya hipofuncién se asocia a la aparicion de sintomas psicéticos(18).

La hipdtesis Th2 de la esquizofrenia, el segundo componente, propone que al menos un
subgrupo de los pacientes presenta un cambio a una reactividad inmunolégica tipo Th2 que
se asocia a un peor prondstico(19). Estudios realizados con la finalidad de investigar el
desbalance Th1/Th2 por medio de andlisis de citocinas han mostrado diversos
resultados(20,21). Mientras que algunos autores sostienen un predominio Th2(19),
también se ha encontrado un predominio de respuesta Th1 en pacientes con psicosis previo

al tratamiento(22), controversias que se esperan resolver en un futuro.
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Concomitante a la activacién de linfocitos, existe una activacién de la microglia, liberdndose
IL-1 B, IL-5, y factor de necrosis tumoral (TNF)-a, lo cual se relaciona con apoptosis e
inhibicién de la neurogénesis(23,24). Esto nos lleva al tercer componente de la hipdtesis
inflamatoria-inmunoldgica en esquizofrenia, la microglia(25). No solo se ha visto que estos
pacientes presentan una mayor activacion de la microglia(26), sino que ademas la sobre-
activacion de la microglia disminuye la densidad de las espinas y de las sinapsis en neuronas

piramidales glutamatérgicas corticales(27).

Sin embargo, no todos los estudios individuales han mostrado homogeneidad en sus
resultados, y algunos autores sugieren que esta variabilidad esta relacionada con el estado
clinico de pacientes, el uso de antipsicéticos, la sensibilidad de las mediciones y la cercania
del tejido analizado con el sistema nervioso central (SNC) (28). El desarrollo de técnicas para

medir neuroinflamacién, es actualmente un area de interés con potencial.
Marcadores de neuroinflamacion

Actualmente, la evidencia sugiere que la neuroinflamacién incide en el desarrollo cerebral
durante periodos criticos perinatales y peripuberales, generando alteraciones en la
sustancia blanca, fallas en la conectividad neuronal y por tanto podria desencadenar el
inicio de sintomas psicéticos(29,30). Por lo tanto, ser requieren herramientas para analizar
la inflamacién en SNC de una manera mas eficiente. Un método descrito para visualizar
neuroinflamacién in vivo, es utilizar el radio-trazador ''C-(R)-PK11195 en estudios de
tomografia por emisién de positrones (PET), el cual es un marcador de la activacién de la
microglia(31). Efectivamente, estudios previos realizados con !'C-(R)-PK11195, han
demostrado mayores niveles de inflamacidn en el cerebro de personas con esquizofrenia
en comparacién con controles sanos(31,32). Por otro lado, la investigacién de
enfermedades neuroldgicas por medio de espectroscopia por resonancia magnética de
protén (*H-MRS), ha revelado que existe una asociacion entre la neuroinflamacién con
activacién glial y niveles elevados de algunos neurometabolitos como mio-inositol (ml),

creatina total (tCr) y compuestos que contienen colina (Cho)(33).
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Hipodtesis

Las personas con un primer episodio de psicosis diferiran de los controles sanos, en cuanto
a su perfil inflamatorio sistémico, asi como en valores de ml y Cho en la corteza prefrontal
medial, mostrando una tendencia hacia valores proinflamatorios. Se espera que dicha

diferencia disminuya, o incluso revierta, posterior al tratamiento con antipsicético.
Objetivo

Analizar el perfil inflamatorio sistémico y niveles de metabolitos relacionados con
neuroinflamacién, en sujetos con un primer episodio de psicosis antes y después del

tratamiento, y en un grupo control sano.
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Métodos
Diseno

Se trata de un estudio comparativo, abierto, antes y después en sujetos con un primer
episodio de psicosis (PEP) sugestivo de esquizofrenia y controles sanos. Se estudiaron 48
individuos que cursaban al momento del muestreo con un PEP y 23 controles sanos (CS), de
cualquier sexo, mayores de 15 afios y con una escolaridad minima de primaria. Los sujetos
se captaron principalmente de la clinica de primer episodio psicético y los departamentos
de urgencias y neuropsiquiatria del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel
Velasco Suarez (INNNMVS). A manera de resumen visual, en la Figura 1 se muestra un

flujograma de las técnicas empleadas durante el presente protocolo.

Muestra

Se considerdé que un tamafio de muestra minimo de 20 personas por grupo, brindaria
suficiente poder estadistico (0.80) para detectar diferencias significativas entre grupos
(p<0.05) si el tamafio del efecto fuera de moderado a grande (d=0.5-0.8). El tamano de
muestra total fue de 48 pacientes con PEP y 23 CS pareados por sexo y edad, a quienes se
les realizo el perfil inflamatorio sistémico. A una submuestra de esta misma poblacién, 27
sujetos y 17 controles, se les realizé ademads el estudio de resonancia magnética para la

obtencién de metabolitos cerebrales por espectroscopia.

Los sujetos del grupo de PEP debian cumplir con los criterios de algun trastorno psicético
no afectivo (trastorno psicético breve, esquizofreniforme o esquizofrenia) de acuerdo a los
criterios de la Asociacién Psiquidtrica Americana(7) y corroborado con una entrevista
estructurada para la evaluacién clinica en psiquiatria, SCID-1(34). Como criterios de
exclusidn, se consideraron los siguientes: sujetos que, de acuerdo a la evaluacién clinica o
a examenes de gabinete o laboratorio, presentaran evidencia de enfermedad médica que
pudiera condicionar la presencia de sintomas psicéticos, que hubieran recibido tratamiento
farmacoldgico especifico para el manejo de estos sintomas, que presentaran abuso y/o

dependencia a sustancias en los 3 meses previos al estudio (a excepcién de nicotina y
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cafeina), que utilizaran farmacos que pudieran condicionar cuadros psicéticos (e.g.
esteroides, hormonas tiroideas) o que tuvieran implantes metalicos y/o marcapaso que
imposibilitaran un estudio de imagen de resonancia magnética (IRM). Los pacientes con PEP
fueron evaluados mediante IRM al momento de ser captados y antes de recibir tratamiento
antipsicético. Asi mismo, se aplicéd la Escala de Sintomas Positivos y Negativos de la
Esquizofrenia (PANSS). Posterior a estas evaluaciones, se inicid tratamiento con risperidona
de manera abierta y con dosis inicial de 1mg y hasta 5mg al dia, en un esquema de dosis

flexible y de acuerdo a criterio clinico y respuesta clinica al tratamiento.
Marcadores de inflamacidn sistémica

Al momento del reclutamiento (basal) y un mes después del tratamiento antipsicético, se
obtuvieron 20ml de sangre periférica de cada sujeto. De la muestra, se aislaron células
mononucleares (CMN) por gradiente de densidad después de su centrifugacion con Ficoll-
Paque (GE Helathcare scientific, Waltham Massachisetts, USA). Después de dos lavados con
buffer fosfato salino (PBS) (Fish scientific, Waltham Massachisetts, USA), se seleccionaron
las células vivas utilizando el marcador de viabilidad Zombie Agua (Biolegend, San Diego,
California, USA). Posteriormente, se lavaron dos veces las células utilizando suero fetal
bovino al 5% (FBS) (Fisher scientific, Waltham Massachusetts, USA) en PBS. Para la
caracterizacion de inmunofenotipo, se marcaron las CMN con los siguientes anticuerpos
acoplados a fluorocromo: CD3-APC/Fire 750, CD19-APC, CD4-Alexa Fluor 488, CD8-
PE/Dazzle 594, CD25-PE, FoxP3-Brilliant Violet 421, CD56-PE, NKp46-Brilliant Violet 605,
CD14-PerCP, CD16-APC (todos de Biolegend, San Diego, California, USA). Para evaluar las
subpoblaciones de CD4+ T colaboradores (helper, en inglés), se estimularon las CMN con
50ng/mL forbol miristato acetato (PMA), 1u/mL ionomicina (ambos de Sigma-Aldrich, San
Luis, Missouri, USA) y monensina (BD, Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA) por 5
horas. Después de dos lavados con FBS al 5% en PBS, se fijaron y se permeabilizaron las
células utilizando el kit cytofix/cytoperm (BD, Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
segun las instrucciones del fabricante. Analizamos las siguientes citocinas
intracitoplasmaticas con los siguientes anticuerpos acoplados a fluorocromo: IFN-y-APC, IL-
4-PE, IL-17A-Brilliant Violet 421 (todos de Biolegend, San Diego, California, USA). Se
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adquirieron un millén de eventos de todas las muestras en un citédmetro de flujo

LSRFortessa (BD, Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA).

Se cuantificaron las proporciones de las siguientes poblaciones celulares utilizando
citometria de flujo: Células B (CD3-, CD19+), células T CD8+ (CD3+, CD8+), células T CD4+
(CD3+, CD4+), células T reguladoras (Tregs) (CD3+, CD4+, CD25hi, FoxP3+), monocitos
clasicos (CD14+, CD16-), monocitos intermedios (CD14+, CD16+), monocitos no clasicos
(CD14+, CD16++). Se definieron las células NK como CD3-, NKp46+, y posteriormente se
dividieron en CD56hi y CD56dim. Se caracterizaron las proporciones de subpoblaciones T
cooperadoras de la siguiente manera: Thl (CD4+, IFN- y+), Th2 (CD4+, IL-4+), Th17 (CD4+,
IFN-17A+), Th1/Th17 (CD4+, IFN- v+, IL-17A+). El analisis se realizo6 utilizando el programa
FlowJo v10.8.1 para Mac OS X.

Se cultivaron dos millones de CMN durante 72 horas con y sin estimulacidén con 50ng/mL de
PMA vy 1 pu/mL de ionomicina. Después, se centrifugaron las muestras por 10 minutos a
1600rpm. Se recuperd el sobrenadante y se almacend a -80°C hasta su andlisis. Las
concentraciones de IL17A, IFN- vy, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 se evaluaron en suero y en
sobrenadantes de cultivo celular utilizando el kit human Th1/Th2/Th17 cytometric bead
array (CBA) kit (BD, Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA) acorde a las instrucciones

del fabricante. Las muestras se analizaron utilizando el programa FCAP array v3.0.

En todos los pacientes disponibles, se hicieron dos mediciones: antes y después del
tratamiento antipsicotico. Todas las muestras de sangre se procesaron en laboratorios del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn Salvador Zubirdn (INCMNSZ) por personal

ciego para el estatus clinico de las personas participantes en el estudio.
Metabolitos cerebrales

Los estudios de resonancia magnética se realizaron en el INNN en un escaner de tres teslas
(Magnetom Skyra, Siemens, Alemania), utilizando una antena receptora de fase de 20
canales exclusiva para craneo. Inicialmente, se obtuvo una adquisicidon rdpida de alta

resolucién ponderada en T1 tridimensional magnetizada con eco de gradiente (MPRAGE
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por sus siglas en inglés; TE = 5mg, TR = 12 ms, tiempo de inversidon = 450 ms, dngulo de
vuelta =20°, FOV = 25.6cm, matrix 256 x 256, 186 cortes, grosor del corte = 1mm), orientada
sobre y paralelo a la linea comisura anterior-comisura posterior. Para la adquisicion de *H-
MRS, laimagen estructural se reformated a cortes sagital y coronal para el posicionamiento
de voxeles. Para obtener el espectro *H-MRS, se realiz6 una espectroscopia PRESS (TE = 35
ms, TR = 2000 ms; ancho del espectro = 5000 Hz; se usaron 4096 puntos de datos; el
promedio de agua suprimida fue 128 y el del agua no suprimida fue 16) en un voxel de 2.5
x 2.5 x 2.5 cm3 centrado de manera bilateral en la corteza medial prefrontal (porciones de

las dreas de Broadmann 10, 24, 32, y la corteza del cingulo anterior pregenual).

El espectro con agua suprimida se analizé utilizando LCModel versién 6.3-1L(35), el cual fue
referenciado a la sefal de agua no suprimida, y los metabolitos se expresaron en unidades
institucionales. Un set basado en simulacién de metabolitos (incluido en LCModel),
consistente en L-alanina, aspartato, creatinina, grupo creatinina metileno, acido vy-
aminobutirico, glucosa, glutamato, glutamina, glutation, glicerofosfocolina,
guanidinoacetetato, L-lactato, mio-inositol, N-acetilaspartato, N-acetilaspartilglutamato,
fosfocolina, fosfocreatina, scyllo-inositol, y taurina, asi como lipidos (Lip), y macromoléculas
(MM; Lip09, Lip13a, Lip13b, Lip20, MMO09, MM12, MM14, MM17 y MM20) fue usado para
analisis. Posteriormente, las imagenes ponderadas en T1 se usaron para localizacién del
voxel y segmentacion. Los voxeles fueron segmentados en sustancia gris, sustancia blanca
y liquido cefalorraquideo usando Statistical Parametric Mapping 8 (SPM8, Wellcome,
Department of Imaging Neurosciences, University College London, UK). Los niveles del
metabolito glutamato fueron después corregidos por proporcién de tejido de sustancia gris,
blanca y liquido cefalorraquideo acorde a lo descrito por Gasparovic et al(36). Los valores
de glutamato con un %DE del indice Cramér-Rao Lower Bound (CRLB) excediendo 20% de
espectro con un ancho de banda a la mitad del maximo (FWHM, por sus siglas en inglés)
excediendo 12Hz, como reportado por LCModel, se consideraron de mala calidad y se

excluyeron para analisis posteriores.
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Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk), y en base a la distribucién de los datos,
se analizaron con pruebas paramétricas y no paramétricas. La comparacion de
caracteristicas demograficas y clinicas de sujetos y controles sanos, se realizé mediante chi-
cuadrada para variables categéricas y con t de Student o U de Mann-Whitney para las
ordinales. Los datos se reportaron utilizando medias con desviacién estandar, o medianas
con rango intercuartil. Para el andlisis del perfil inflamatorio sistémico y de
neurometabolitos se utilizaron también pruebas de comparacién de medias o medianas, t
de Student o U de Mann-Whitney. La comparacién de las variables en sujetos antes y
después del tratamiento, se realizd mediante t pareada o prueba de Wilcoxon, dependiendo
de la normalidad de los datos. Finalmente, se buscaron relaciones entre las variables del
perfil inflamatorio sistémico y los valores de neurometabolitos de *H-MRS con correlaciones

lineales de Pearson o Spearman. El nivel de significancia se establecié en un valor p<0.05.

Figura 1. Metodologia: (A) Flujograma de técnicas empleadas. (B) Posicionamiento del voxel en corteza prefrontal medial.
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Abreviaciones: THMRS: Espectroscopia por resonancia magnética de protdn (en inglés), GLU: Glutamato, CH: Colina, ml: Mio-inositol.

17



Resultados

Caracteristicas demograficas y clinicas

Las caracteristicas demograficas y clinicas de las personas que participaron en el estudio se
muestran en la Tabla 1. No se encontraron diferencias significativas entre grupos para las
variables de edad (U =521, P =.71) y género (X?= 1.80, P = .18). Por otro lado, en el grupo
de sujetos se encontré menor nivel educativo personal en comparacidon con controles
(media 11.21, media controles 15.55, t = 5.22, P < .001), asi como menor nivel educativo
parental (media 9.23, media controles 12.73 U = 326, P = .01). La media de DUP en sujetos
fue de 232 (+415) semanas (rango 1-1729).

Los participantes finales del estudio fueron 48 sujetos y 23 controles, con una media de
edad de 30-31 afios, y del 40 al 57% mujeres, sin diferencias significativas en estas variables.
El nivel educativo tanto de los sujetos como de sus padres, fue significativamente menor al
del grupo control. La media de la duracién de la psicosis no tratada (DUP) fue de 1 hasta
1729 semanas, con una media 232. Importante recalcar que es un rango amplio, con una
media alta, sobre todo en comparacién a estudios en pacientes naive a tratamiento. La

media del puntaje total de la PANSS fue de 107.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de participantes del estudio

Caracteristica Media (DE)
Sujetos Controles Estadistica Valorde P
(n=48) (n=23)
Edad, aios 30.7 (12.2) 31.6 (12.4) U =521 71
Femenino, No. (%) 19 (.40) 13 (.57) X2=1.80 .18
Nivel educativo, afios 11.21 (3.48) 15.55 (2.58) t=5.22 <.001
Nivel educativo parental, afios  9.23 (4.85) 12.73 (4.98) U=326 .01
DUP, media (DE) [rango], 232 (415) NA NA NA
semanas [1-1729]
PANSS puntaje total 107.1 (20.2) NA NA NA
PANSS puntaje subescalas
Sintomas positivos 28.98 (5.01) NA NA NA
Sintomas negativos 25.68 (8.03) NA NA NA
Psicopatologia general 52.43 (10.75) NA NA NA

Abreviaciones: DE, desviacidn estandar; DUP, duracidn de psicosis no tratada; PANSS, Positive and Negative Syndrome

Scale (escala de sindromes positivos y negativos); NA, no aplica.
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Funcion inmunoldgica alterada en primer episodio de psicosis

Se encontraron algunas diferencias en el perfil inflamatorio sistémico entre el grupo de
sujetos con PEP y controles sanos (Tabla 2). El grupo de PEP mostré mayor proporcion en
el valor proinflamatorio de Th1/Th17 (mediana .265) comparado con CS (mediana .11;
U=325, P=.03). El mismo grupo presentd un incremento en la produccidon espontanea de IL-
6 (mediana 2340, CS mediana 2.695; U=193, p=.02), IL-2 (mediana 11.61, CS mediana 3.86;
U=196, p=.03), e IL-4 (mediana 3.785, CS mediana 2.05, U=144, P<.01).

Perfil inflamatorio después del tratamiento antipsicético

Posterior a las 4 semanas de recibir tratamiento con antipsicético (i.e. risperidona), se
observaron cambios significativos en ciertos marcadores de inflamacién (Tabla 3). Se
encontré un aumento en las poblaciones celulares de CD8 (medianas PRE vs POST, 21.75 vs
27.20,t = 2.77, P = .01) y CD4 (medianas PRE vs POST, 24 vs 29.20, t = 3.05, P < .01), asi
como en los niveles de TNF (medianas PRE vs POST, 7.66 vs 190.7, W = -102, P = .04). Por
otro lado, se encontrdé una disminucion significativa en los niveles de Th2 (medianas PRE vs

POST, 2.91vs 1.15, W =303, P<.01).
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Tabla 2. Perfil inflamatorio de sujetos con primer episodio de psicosis y controles sanos

Marcador inflamatorio

CD8 (%)

CD4 (%)

T regulators (%)
Lymphocytes B (%)
NK (%)

CD56 High (%)

CD56 Low (%)

Classic Monocytes (%)
Intermediate Monocytes (%)
No Classic Monocytes (%)
Thl (%)

Th2 (%)

Th17 (%)

Th1/Th17 (%)

SNE IL6

SN IL6

SNE IFNg

SN IFNg

SNE TNF

SN TNF

SNE IL4

SN IL4

SNE IL10

SN IL10

SNE IL2

SN IL2

SNE IL17

SN IL17

Sujetos

Mediana

(percentil 25 — percentil 75)
21.75 (14.55-26.55)
24 (14.65-30.78)
1.09 (0.37-2)

12.90 (7.81-16.75)
11.85 (7.99-14.08)
5.23 (3-8.56)

94.70 (91.25-97)
81.02 (77.96-86.10)
6.70 (4.03-9.79)
6.88 (4.37-10.15)
1.05 (0.39-7.26)
2.91 (1.45-5.49)
1.43 (0.54-2.68)
0.60 (0.15-2.9)
6785 (1699-11673)
402.4 (37.51-14592)
582.8 (19.57-2604)
7.61 (0-28.28)
74.18 (10.57-746.8)
7.66 (6.41-111.2)
41.48 (12.64-111.5)
3.68 (3.15-7.74)
10.53 (5.27-113.2)
9.53 (7.87-195.2)
195 (12.72-4042)
15.40 (4.75-35)
25.09 (10.07-63.18)
13.57 (4.83-16.81)

Controles

Mediana

(percentil 25 — percentil 75)
17.45 (14.30-22.80)

28 (18.50-35.60)

1.15 (0.54-1.67)
9.86 (7.5-14.20)
9.70(6.12-12.87)
9.98 (5.29-18.09)
89.88 (81.44-94.70)
81.70 (69.60-88.13)
7.31(4.18-11)
6.71(3.81-14.48)
0.51(0.23-1.64)
2.55(0.84-5.99)
1.40(0.13-2.98)
0.11 (0.02-0.47)
315.7 (0-6242)
2.70(0-12093)
1730 (631.2-5988)
0(0-96.13)

57.69 (6.49-2113)
5.25(1.54-46.99)
50.29 (6.76-152.3)
2.05 (0.32-3.29)
25.50 (2.67-220.4)
65.51 (7.44-948.5)
1372 (245.1-10971)
3.86 (0.35-17.60)
59.04 (14.59-940.3)
5.35 (3.43-7.72)

Psicosis

Controles (P)

.10
.59
.86
.19
.30
.01
.01
.38
.52
.20
.18
.40
.89
.03
<.01
.02
.69
.81
.60
.62
.80
<.01
.97
.67
43
.03
47
12

Abreviaciones: SNE, Sobrenadante con estimulacion; SN, Sobrenadante.
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Tabla 3. Perfil inflamatorio de sujetos con primer episodio de psicosis antes y después del tratamiento

Marcador inflamatorio Previo al tratamiento Posterior al tratamiento Pre vs Post

Mediana Mediana Tratamiento

(percentil 25 — percentil 75) (percentil 25 — percentil 75) (P)
CDS8 (%) 21.75 (14.55-26.55) 27.20(21.25-31.23) .01
CD4 (%) 24 (14.65-30.78) 29.20 (22.07-43.13) <.01
T regulators (%) 1.09 (0.37-2) 1.19 (0.65-2.12) .65
Lymphocytes B (%) 12.90(7.81-16.75) 13.95 (12.39-15.10) 91
NK (%) 11.85 (7.99-14.08) 14.05 (9.71-18.48) 14
CD56 High (%) 5.23 (3-8.56) 3.68(2.71-6.97) .34
CD56 Low (%) 94.70 (91.25-97) 94.90 (89.93-97) .83
Classic Monocytes (%) 81.02 (77.96-86.10) 81.60 (68.55-86.58) .38
Intermediate Monocytes (%) = 6.70 (4.03-9.79) 7.83 (5-15.78) 12
No Classic Monocytes (%) 6.88 (4.37-10.15) 4,98 (3.51-9.08) .08
Thl (%) 1.05 (0.39-7.26) 1.76 (0.63-2.4) .10
Th2 (%) 2.91 (1.45-5.49) 1.15(0.74-2.31) <.01
Th17 (%) 1.43 (0.54-2.68) 1.3(0.59-3.28) 42
Th1/Th17 (%) 0.60 (0.15-2.9) 0.84 (0.16-1.62) .96
SNE IL6 6785 (1699-11673) 7358 (2834-29728) .18
SN IL6 402.4 (37.51-14592) 5518 (1505-27094) .09
SNE IFNg 582.8 (19.57-2604) 77.36 (11.39-916.6) .21
SN IFNg 7.61 (0-28.28) 28.04 (7.63-127.8) .25
SNE TNF 74.18 (10.57-746.8) 107.6 (7.22-1070) .98
SN TNF 7.66 (6.41-111.2) 190.7 (8.91-3182) .04
SNE IL4 41.48 (12.64-111.5) 57.76 (31.84-126) 77
SN IL4 3.68 (3.15-7.74) 3.79 (3.28-4.54) .60
SNE IL10 10.53 (5.27-113.2) 15.94 (2.46-219.2) 62
SN IL10 9.53 (7.87-195.2) 57.74 (13.48-978.9) 33
SNE IL2 195 (12.72-4042) 37.73 (7.49-3068) .26
SN IL2 15.40 (4.75-35) 11.35 (4.27-39.34) 92
SNE IL17 25.09 (10.07-63.18) 23.42 (5.7-102.5) 77
SN IL17 13.57 (4.83-16.81) 14.90 (4.18-19.57) .54

Abreviaciones: SNE, Sobrenadante con estimulacion; SN, Sobrenadante.
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Neuroinflamacién en primer episodio de psicosis

Dentro de los resultados obtenidos por 'H-MRS en condiciones basales (Tabla 4), se
encontraron mayores niveles de colina en el grupo de personas con PEP en comparacién
con CS (media 1.69, media CS 1.37,t=2.72, P=<.01). En los niveles de glutamato (mediana
8.46, mediana CS 7.15, U = 151, P =.11) y mio-inositol (4.72, mediana CS 4.21, U =202, P =
.52) no se encontraron diferencias significativas en comparacion con CS. Mas aun, en
relacion alos niveles de colina, la poblacion de células T reguladoras correlaciond de manera
directa (r26=.44, P=.02), y los monocitos clasicos de manera inversa (r26=-.53, P<.01), como

puede observarse en la Figura 2.
Metabolitos cerebrales después del tratamiento antipsicotico

En comparaciéon con condiciones pre-tratamiento, después de 4 semanas de recibir
risperidona, se observaron menores niveles de glutamato (media 8.43 +1.83, POST 7.58
+1.79,t=1.82, P=.09), colina (media 1.72 +.212, POST 1.64 +.282, t = 1.50, P = .15), y mio-
inositol (mediana 4.81 [4.08-5.07], POST 4.72 [3.98-4.93], W = 6, P = .92). Sin embargo,

ningun valor disminuyé de una manera estadisticamente significativa (Tabla 4).
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Tabla 4. Neurometabolitos en sujetos con PEP y controles sanos

Metabolito Sujetos Controles Sujetos vs
Mediana Mediana Controles (P)
(percentil 25 — percentil 75) (percentil 25 — percentil 75)

Glutamato 8.46 (7.52-9.27) 7.15 (4.68-9.12) A1

Colina, media (+DE) 1.69 (+.22) 1.37 (+.56) <.01

Mio-inositol 4.72 (4.11-5.11) 4.21 (3.62-5.39) .52

Abreviaciones: DE, Desviacion estandar.

Figura 2. Relacidn entre niveles basales de colina con (A) Linfocitos T reguladores, y (B) Monocitos clasicos
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Tabla 5. Neurometabolitos en sujetos con PEP antes y después del tratamiento
Metabolito Previo al tratamiento Posterior al tratamiento Pre vs Post
Mediana Mediana Tratamiento
(percentil 25 — percentil 75) (percentil 25 — percentil 75) (P)
Glutamato, media (xDE) 8.43 (+1.83) 7.58 (£1.79) .09
Colina, media (xDE) 1.72 (+.212) 1.64 (+.282) .15
Mio-inositol 4.81 (4.08-5.07) 4.72 (3.98-4.93) 92

Abreviaciones: DE, desviacion estandar.
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Discusion
Predominio de respuesta Th2 en primer episodio de psicosis

En los resultados de los marcadores inflamatorios sistémicos, pudimos observar diferencias
entre el grupo control y el grupo de PEP, el cual presentd una respuesta
predominantemente Th2. En relacion a los valores elevados de CD56low encontrados en
PEP, se ha demostrado que las células NK adquieren dicho fenotipo citotdxico en contexto
de IL-2 e IL-4, y promueven una respuesta Th2 (37). Es interesante que también se han
encontrado mayores niveles de Th1/Th17 en el grupo de PEP, porque se ha visto que estas
subpoblaciones celulares que promueven un estado pro inflamatorio, podrian contribuir al
desarrollo de enfermedades autoinmunes como la encefalomielitis o la esclerosis
multiple(38). De hecho, se ha postulado que las infecciones perinatales alteran el desarrollo
fetal cerebral y aumentan el riesgo de esquizofrenia a través de produccién de IL-6, la cual
induce la diferenciacion de células Thl7, que a su vez podrian tener una respuesta

amplificada en el contexto de hiperactividad dopaminérgica(39).

Precisamente, la IL-6 fue una de las citocinas que su produccién espontanea se encontro
aumentada en las células cultivadas de muestras obtenidas del grupo PEP, lo cual concuerda
con lo reportado consistentemente en la literatura(17). Mds aun, los niveles séricos
aumentados de IL-6 a los 9 afos de edad se han asociado a un riesgo dos veces mayor para
desarrollar un trastorno psicético a los 18 afios(40). También se encontraron niveles
aumentados de IL-4, la cual es producto de una respuesta Th2(14,38), y es una citocina que
se ha encontrado aumentada en liquido cefalorraquideo de jovenes con esquizofrenia(12).
El comportamiento de la IL-2 en esquizofrenia no ha sido consistente en la literatura actual
(17). En estudios realizados por medio de cultivo celular en pacientes con esquizofrenia
libres de tratamiento, se han reportado menores niveles de produccion de IL-2(41), pero
también niveles aumentados(42), tal como fue el caso en el presente proyecto.
Interesantemente, algunos autores han asociado mayores niveles de esta interleucina con
mejores rendimientos en pruebas cognitivas en pacientes crénicos con esquizofrenia

resistente a tratamiento, sugiriendo un posible efecto neuroprotector(43).
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Existe una relacidon entre inflamacién sistémica y neuroinflamacion

Dentro de los datos obtenidos por espectroscopia se pudo observar que el grupo de PEP
presentd mayores niveles de colina, un posible marcador de neuroinflamacion. El pico en
espectroscopia de compuestos que contienen colina es un marcador de metabolismo,
densidad y proliferacion celular(33,44). La colina, encontrada de dos a tres veces mas en la
glia que en las neuronas(45,46), se ha asociado con neuroinflamacion(33), encontrandose
incrementada en padecimientos neurodegenerativos con gliosis(46). Acorde a nuestros
hallazgos, un reciente estudio encontrd que personas con un primer episodio psicético sin
tratamiento previo, tenian mayores niveles de Cho y Ml, este ultimo correlacionando de
manera directa con sintomas positivos(47). Mas aun, en linea con nuestros resultados de
marcadores sistémicos, el balance Th1/Th2 se asocia a la activacion de astrocitos y
microglia, y parece ser un determinante clave para regular la magnitud y duracion de la

inflamacién en sistema nervioso central(48).

Explorando correlaciones de marcadores sistémicos de inflamacion con neurometabolitos,
se encontro correlacion de colina con linfocitos T reguladores y con monocitos clasicos, de
manera positiva y negativa respectivamente. Una de las funciones mas estudiadas
actualmente de los linfocitos T reguladores es la supresion inmunoldgica en el
microambiente tumoral(49,50). Actualmente se ha demostrado que los linfocitos T
reguladores tienen la habilidad de promover reparacion y regeneracién de tejido,
ejerciendo control sobre la funcién inmune tanto adaptativa como innata(51). Su
correlacién positiva encontrada con colina, podria explicarse en el contexto de una
respuesta para intentar modular la inflamacién mediante neutralizacién de citocinas
inflamatorias (e.g. IL-6), siendo esta una funcién ya descrita(51). Sin embargo, debido a que
la metodologia del estudio no fue dirigida a esto, es meramente especulativo y se requieren

mas estudios para explorar la naturaleza de dicha relacion.
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Funcién inmunoldgica mejorada con el tratamiento antipsicdtico

Dentro de los cambios significativos que se documentaron después de 4 semanas con
tratamiento antipsicdtico, se observo que el porcentaje de la subpoblacién de linfocitos CD4
aumenté. Steiner y colaboradores, ya habian encontrado previamente un incremento en
células T totales y linfocitos T CD4+ posterior a 6 semanas de tratamiento antipsicético(52),
lo cual se ha propuesto como mecanismo neuroprotector(53). Asimismo, encontramos que
el porcentaje de la subpoblacién Th2 disminuyé de manera significativa con el tratamiento.
Esto podria sugerir un posible efecto inmunomodulador en el tipo de actividad que
encontramos alterada en pacientes con psicosis antes de recibir el tratamiento. En cuanto
a produccion de citocinas in vitro, se encontraron mayores niveles de TNF a las 2 semanas
de recibir risperidona. Anteriormente, se ha encontrado un incremento en TNF sérico en
pacientes con esquizofrenia posterior al tratamiento con clozapina (54). Adicionalmente, y
en acuerdo con nuestros resultados, un estudio con la linea celular SW872 que expresa el
receptor dopaminérgico D2, encontré también mayor produccién de TNF después de la
estimulacion in vitro con risperidona(55). El hallazgo en el presente estudio puede sugerir
una optimizacién de la respuesta inmunoldgica de los pacientes, aunque las repercusiones
clinicas que esto pudiera generar quedan como una interesante pregunta para futuras

investigaciones.
Conclusiones

Personas con un primer episodio psicético que nunca han recibido tratamiento antipsicético
presentan una desregulacion inmunolégica que afecta la respuesta inmune innata vy
adaptativa. Estos pacientes se caracterizan por presentar una respuesta pro inflamatoria en
comparacion con controles sanos, con una predominante respuesta Th2, la cual es
modificable con el tratamiento antipsicético. Finalmente, los altos niveles de colina
presentes en PEP pueden indicar presencia de neuroinflamacion, lo cual es congruente y se

relaciona con los marcadores inflamatorios sistémicos.
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