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SUMMARY

In recent years, evidence about the involvement of the immune system in the
development and evolution of psychosis has grown. It is known that some genes involved
in schizophrenia match several genes involved in the defense against pathogens. The
production of pro-inflammatory cytokines/chemokines and free radicals of oxygen and
nitrogen, as well as the sustained activation of microglia during the first stages of life,
lead to changes in both structure and brain function, such as the reduction in glutamatergic
neurons in some brain areas, similar to the glutamatergic hypofunction found in patients
with schizophrenia. In fact, the pro-inflammatory response found in at least a subgroup
of patients, has been related to brain volume loss in both schizophrenia and first-episode
psychosis (FEP) individuals. Impaired immune response, along with biological, genetic
and environmental factors may lead to FEP later in life.

However, cytokines may be also altered by other causes such as stress, cannabis
consumption, cardiovascular diseases, excess weight and metabolic syndrome, conditions
highly prevalent in patients with FEP and chronic schizophrenia. The inflammatory state
that accompanies excess weight shows a peculiar presentation, as it is not accompanied
by infection or sign of autoimmunity and no massive tissue injury seems to occur. In fact,
it is often called “low-grade” chronic inflammation. Several studies have found that
overweight individuals (body mass index (BMI) > 25) have higher plasma levels of some
pro-inflammatory cytokines such as IL-6, TNF-o, and IL-1B than normal-weight
individuals.

The selection of an antipsychotic at the first episode of the illness is an important
decision, influencing the course and the outcome of the disease. Risperidone and
aripiprazole are among the most used second-generation antipsychotic in clinical practice
for psychosis. Several studies have compared them in terms of efficacy and safety.
Nevertheless, no previous research has compared their anti-inflammatory effect.

In this thesis, we have compared the anti-inflammatory effect of risperidone and
aripiprazole on a large array of serum cytokines/chemokines at three months following
the onset of treatment. We have also investigated if there is any difference in the serum
cytokine/chemokine levels between healthy volunteers and patients at baseline and
whether serum concentrations have changed from baseline to 3 months after the initiation

of medication. In addition, we have analyzed the effect of BMI on the basal serum
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cytokine/chemokine levels in FEP patients and healthy volunteers, separating the total
sample into two groups: normal-weight and overweight individuals.

As far as we know, these are the first studies that have compared the anti-
inflammatory effect of both risperidone and aripiprazole and that has studied the additive
effect of both the “low-grade” systemic inflammation related to excess weight and the
neuroinflammation related to psychosis on a large array of serum cytokine/chemokine

levels.

Our findings support the immunological hypothesis of schizophrenia. We have
found several cytokines/chemokines elevated in the the FEP group that normalized with
antipsychotic treatment. Although the anti-inflammatory effect of risperidone and
aripiprazole was similar, aripiprazole seemed to have a greater effect size on some
cytokines/chemokines. Moreover, our results also support the hypothesis that excess
weight can alter the homeostasis of the immune system (first-hit) and therefore may have
an additive pro-inflammatory effect on the one produced by neuroinflammation (second-
hit) in peripheral blood.

IL-8, that has been a chemokine poorly studied in previous researches in FEP
samples, was the chemokine that showed the most significant and stable differences in all
of analyses carried out in this thesis. It might be considered as a state marker of psychosis,

as it was increased at baseline and normalized with antipsychotic treatment.

viii



1. INTRODUCCION

1.1. La esquizofrenia

1.1.1. Aspectos clinicos y epidemiologicos

La esquizofrenia es un trastorno mental grave que se encuentra dentro del
grupo de los trastornos psicéticos y cuya expresion clinica es muy heterogénea. De
hecho, aunque se habla del primer episodio de psicosis (PEP) como si fueran una
sola enfermedad, conviene destacar que en mas del 90% de los casos hablamos de un
grupo de trastornos que cubren el llamado “espectro de la esquizofrenia” y que
engloban varios trastornos como la esquizofrenia, el trastorno esquizofreniforme, el
trastorno por ideas delirantes, el trastorno esquizoafectivo, el trastorno psicético
breve, y el trastorno esquizotipico de la personalidad. El escaso porcentaje restante
obedece principalmente a trastornos afectivos, ademas de otras formas de psicosis
breves y/o atipicas (Segarra, 2013; Sadock y Sadock, 2015; Crespo-Facorro et al.,
2017).

Los signos y sintomas de la esquizofrenia son variables e incluyen cambios
en la percepcion, la emocion, la cognicidn, el pensamiento y la conducta, asi como
disfuncion social. La presentacion clinica, respuesta a tratamiento y evolucion de la
enfermedad son distintos en cada sujeto, atendiendo a razones bioldgicas y
ambientales. El diagnéstico se basa en la exploracion clinica, observacion de la
conducta e informacion aportada por personas allegadas, sin disponer en el momento
actual de pruebas de imagen o pardmetros bioldgicos que apoyen la sospecha clinica
inicial, o que aporten informacion sobre la evolucion y el prondstico a corto, medio

y largo plazo (Sadock y Sadock, 2015; Gogos et al., 2015).

El riesgo de presentar esquizofrenia a lo largo de la vida es del 0,9%
(McGrath et al., 2008). Los estudios mas recientes sitian la mediana de incidencia
en 15,2 por 100.000 habitantes (siendo el percentil 10 de 7,7 por 100.000 habitantes
y el percentil 90 de 43,0 por 100.000 habitantes) (McGrath et al., 2004, 2008;
Kirkbride et al., 2012). Esta importante variabilidad se debe a la amplia

heterogeneidad de los trastornos psicéticos y a la propia variabilidad metodologica



de los estudios y disminuye si los criterios diagndsticos son mds estrictos, por
ejemplo, si se tienen s6lo en cuenta los PEP no afectiva (Baldwin et al., 2005). Los
varones tienen una mayor probabilidad de desarrollar esquizofrenia a lo largo de la
vida, con un riesgo relativo de 1,4 (IC 95%: 0,9-2.4) frente a las mujeres (Aleman et
al., 2003; McGrath et al., 2008), hecho que también fue confirmado por nosotros en
Cantabria donde se encontrd un riesgo relativo del 1,6 (IC 95%: 1,19-2,19) (Pelayo-
Teran et al., 2008). Asimismo, se ha descrito una asociacion significativa entre una
serie de variables sociales como la emigracion, la residencia en zonas urbanas, la
época de nacimiento o la latitud. Estas variables parecen estar potencialmente
vinculadas a factores psicoldgicos, sociales y bioldgicos generadores de estrés y
desintegracion social, lo que podria aumentar el riesgo de desarrollar esquizofrenia

(Cantor-Graae y Selten, 2005; McGrath et al., 2004; Van Os et al., 2010).

Los primeros sintomas del trastorno suelen aparecer al final de la
adolescencia o al comienzo de la edad adulta. El inicio del PEP coincide con el
momento en el que se produce la denominada “poda sindptica”, es decir, la
eliminacion de las sinapsis neuronales dafiadas o que han sido poco utilizadas durante
la primera infancia e inicio de la adolescencia (Sadok y Sadock, 2015; Sekar et al.,
2016). Asimismo, varios estudios han concluido que en los varones el PEP aparece
entre 3 y 5 afios antes que en las mujeres (Pelayo-Terén et al., 2008; McGrath et al.,
2008), hecho que parece asociarse a un mejor ajuste social y familiar, asi como a un
curso evolutivo mas favorable en el sexo femenino (Aleman et al., 2003; Atalay y
Atalay, 2006). Sin embargo, a diferencia de los hombres, las mujeres muestran una
distribucién bimodal de la edad, con un segundo pico de incidencia después de los
40 afios, probablemente en relacion con los cambios estrogénicos perimenopausicos

(Gogos et al., 2015).

Cléasicamente los trastornos psicéticos y de manera especial la esquizofrenia,
han sido descritas como trastornos caracterizados por un curso cronico, en el que eran
frecuentes las recaidas y la tendencia a desarrollar resistencia al tratamiento y notables
déficits en el funcionamiento tanto psiquico como social. Sin embargo, un
metaanalisis realizado por Menezes y colaboradores (2006) sobre poblaciéon con PEP
no afectiva, evidenci6 que la presencia de un curso evolutivo malo se daba en tan solo

el 27,1% de los pacientes, presentando por el contrario el 42,2% de ellos una buena



evolucion. A pesar de esta vision mds optimista, la afectacion en el funcionamiento
psicosocial es una de las consecuencias mas devastadoras de esta enfermedad. De
hecho, la esquizofrenia causa un alto grado de discapacidad, encontrandose en la
actualidad entre las diez causas de discapacidad a largo plazo mas frecuentes del
mundo (Mueser y Jeste, 2011) y una de las mas importantes segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Por este motivo, es una de las enfermedades mentales
que supone un mayor gasto economico (WHO World Health Report, 2001). Aunque
es una enfermedad que se asocia con altas tasas de hospitalizacion y a una prevalencia
mas elevada de otras enfermedades, como la diabetes, hipertension arterial y obesidad
(Evensen et al., 2016), los costes mayoritarios se deben a la pérdida de productividad
(Ritsner, 2011; Mayoral-van Son et al., 2018). Ademads, los individuos con
esquizofrenia, tienen una probabilidad 13 veces superior de morir por suicidio que
sujetos de la poblacidn general (Saha et al., 2007) y su esperanza de vida total es entre
10 y 25 afios menor que en los sujetos sin esquizofrenia, incluso después de controlar
los andlisis por la tasa de suicidio (Lambert y Newcomer, 2009). Asimismo, se sabe
que la esquizofrenia supone una importante carga psicoldgica para los familiares o

cuidadores (Schulze y Rossler, 2005).

Atendiendo a su condicion de sindrome, la esquizofrenia probablemente
constituye la via final comun de expresion de un grupo de trastornos de diversas
etiologias, sustratos fisiopatoldgicos, formas de presentacion clinica, cursos y
prondsticos (Segarra, 2013). Ello explica en parte su gran variabilidad fenotipica y
justifica la necesidad de identificar subgrupos de pacientes (endofenotipos) en base
a diversos criterios etiopatogénicos, fisiopatolégicos y fenomenoldgicos, para
conseguir un diagnéstico, prondstico y enfoque terapéutico apropiado para cada caso

particular (Segarra et al., 2010).

1.1.2. Etiopatogenia y tratamiento

Los PEP son el resultado de procesos patologicos cuyo origen o etiologia
radica en la compleja interaccion entre multiples genes y factores ambientales. Tal

es la complejidad, que se puede concluir que no existen dos pacientes con el mismo



riesgo de desarrollar un PEP, ni siquiera en el caso de gemelos univitelinos (Fatemi

et al., 2009; Gratten et al., 2014).

El modelo etiopatogénico mas aceptado hoy en dia es el de diatesis-estrés,
que sugiere que la esquizofrenia aparece por la interaccion de factores heredados
(genética) y ambientales (epigenética) (Harrison y Weinberger, 2005; Howes y
Murray, 2014), tal y como se describe graficamente en la Figura 1.

Segun este modelo, en un individuo con una vulnerabilidad genética, que se
expone a uno o mds factores de riesgo ambientales (como alteraciones en el
neurodesarrollo temprano, situaciones de estrés importante en la primera infancia o
principios de la adolescencia, o el consumo de cannabis), se pueden producir cambios
epigenéticos que aumentarian la probabilidad de desarrollar un PEP. Sin embargo, es
importante destacar que el modelo diatesis-estrés no precisa de una alteracion
genética inicial, sino que genes sanos que en condiciones normales producirian
proteinas normofuncionantes, pueden ser silenciados o hiperactivados por la accion
de factores de riesgo ambientales en distintas etapas del neurodesarrollo, dando lugar
a un mal funcionamiento de distintos circuitos cerebrales, que en tultima instancia
aumentarian el riesgo de psicosis (Stahl, 2013). Por ejemplo, se ha descrito que el
consumo frecuente de cannabis en sujetos con genotipos especificos para el receptor
cannabinoide 1, produciria una alteracion del sistema endocanabinoide, asi como una
reduccion de la sustancia blanca cerebral y un peor rendimiento cognitivo,
aumentado el riesgo de desarrollar un PEP (Leweke et al., 2007; Ho et al., 2011).

La mejor evidencia de que los factores ambientales juegan un papel
importante en la fisiopatologia de la esquizofrenia es que s6lo la mitad de los gemelos
univitelinos de pacientes con esquizofrenia tienen también la enfermedad (Stahl,
2013; Howes y Murray, 2014). Por lo tanto, tener los mismos genes no es suficiente
para el desarrollo de la esquizofrenia, sino que también es necesaria la exposicion a

diversos factores ambientales.



Figura 1. Interaccion de factores genéticos y ambientales en el riesgo de esquizofrenia
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En relacién con las alteraciones del neurodesarrollo, Murray y Lewis
describieron en 1987 una asociacién significativa entre las alteraciones del
neurodesarrollo temprano y el desarrollo posterior de esquizofrenia. Esta asociacion
se apoya en tres puntos fundamentales: en primer lugar, se ha descrito una asociaciéon
entre la presencia de alteraciones en el periodo prenatal y peri/postnatal y el
desarrollo posterior de un PEP (Howes y Murray, 2014); en segundo lugar, en
aquellos nifios que posteriormente iban a desarrollar esquizofrenia, se ha descrito una
alteracion en la adquisicidon de hitos del neurodesarrollo, asi como marcadores de
afectacion neuromotora, déficits fisicos, alteraciones cognitivas y deterioro en la
sociabilidad (Avila et al., 2003 y Comptom et al., 2007). De hecho, el primer sintoma
psicético evidenciable no supone necesariamente la primera manifestacion clinica
del trastorno. La mayoria de los pacientes con un PEP han presentado desde su
primera infancia sintomas neuroldgicos menores (Barkus et al., 2006) y pueden
mostrar un coeficiente intelectual inferior de manera precoz, que se mantiene en el
tiempo (Woodberry et al., 2008; Ayesa-Arriola et al., 2017); y finalmente, los
estudios de neuroimagen muestran que al inicio de la enfermedad ya se pueden
evidenciar alteraciones estructurales cerebrales como el aumento de los ventriculos
laterales, la disminucién del volumen cerebral, la disminucién de sustancia gris, la
disminucién del volumen de los 16bulos frontales, temporales y del hipocampo, asi
como una reduccion de la asimetria cerebral (Boss et al., 2007; Arango et al., 2012;

Tordesillas-Gutierrez et al., 2015).

Por lo tanto, en los sujetos con psicosis existe una compleja combinacién
entre alteraciones genéticas y factores ambientales, que darfan lugar a la silenciacion
o hiperactivacioén de distintos genes en el sistema nervioso central (SNC). Se ha
descrito que estas alteraciones podrian producir desequilibrios en varias vias
cerebrales (Sadock y Sadock, 2015), que explicarian las manifestaciones clinicas de
la enfermedad. La mds conocida es la hipdtesis dopaminérgica, que tiene su origen
en el descubrimiento de los efectos antipsicéticos de la clorpromacina, fairmaco
inicialmente sintetizado como antihistaminico que se utilizaba en la preanestesia
(Sadock y Sadock, 2015). De hecho, se han implicado varios genes como la la
neuroregulina, la disbindina, el CF4, el miri37, el neuroxin 1, el ErbB4, El DAOA
y de manera especial el DISC/ (Stahl, 2013; Howes y Murray, 2014) en la alteracién

del sistema dopaminérgico y glutamatérgico (ver Figura I).



La hipétesis dopaminérgica sostiene que una hipofuncién inicial de los
receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA) de las neuronas
gabaérgicas de la corteza prefrontal y del hipocampo, provocaria una hiperactivacion
glutamatérgica que en ultima instancia produciria un aumento de dopamina en la via
mesolimbica y una disminucién de dopamina en el area mesocortical, dando lugar
tanto a los sintomas positivos de la esquizofrenia, como a los negativos y cognitivos
respectivamente (ver Figura 2) (Stahl, 2013). El receptor dopaminérgico que mds se
ha realacionado con los sintomas positivos es el D2. Por el contrario, una hipofuncioén
del receptor dopaminérgico D1 en el drea cortical se ha relacionado con la aparicion
de los sintomas negativos, cognitivos y afectivos (Bernardo y Bioque, 2015).

La hipofunciéon de los receptores NMDA en la corteza prefrontal e
hipocampo debilitan las sinapsis entre las células gabaérgicas y glutamatérgicas
porque disminuyen tanto la potenciacion a largo plazo de la sinapsis, como el nimero
de receptores glutamatérgicos o-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
(AMPA), que participan en la estabilizacion y mediacion de la neurotransmision
glutamatérgica. Estas sinapsis debilitadas son susceptibles a ser eliminadas en la
“poda sinéptica” competitiva que se produce en la adolescencia, dando lugar a un
mayor desequilibrio de la dopamina en la via mesolimbica y mesocortical. Este es
uno de los motivos de por qué los sintomas nucleares de la esquizofrenia suelen
aparecer a partir de la adolescencia, aunque, como se ha descrito con anterioridad,
pueden observarse sintomas prodromicos a edades mds tempranas (Stahl, 2013;

Sadock y Sadok, 2015).



Figura 2. Vias dopaminérgicas en el SNC
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a) Via nigroestriada: desde la sustancia negra del mesencéfalo hasta los ganglios de la
base. Forma parte del sistema extrapiramidal y controla la funcién motora y el

movimiento. No estd alterada en la esquizofrenia.

b) Via mesolimbica: desde el drea tegmental ventral del mesencéfalo hasta el nicleo
acumbens. Forma parte del circuito de la recompensa. Se relaciona con las
sensaciones placenteras y el sentimiento de euforia que sigue al consumo de drogas

de abuso. El aumento de dopamina en esta via se relaciona con la aparicion de

sintomas positivos.

c) Viamesocortical: desde el drea tegmental ventral del mesencéfalo hasta las regiones
dorsolateral y ventromedial de la corteza prefrontal. Participa en las funciones
cognitivas y en la regulacion de la afectividad. La disminucion de la dopamina en
esta via se asocia con sintomas cognitivos y negativos (en la regién mds dorsolateral)

y/o afectivos y negativos (en la regiéon mds ventromedial).

d) Viatuberoinfundibular: desde el hipotdlamo hasta la regién anterior de la hipé6fesis.

La dopamina inhibe la secrecion de prolactina. No estd alterada en la la esquizofrenia.

e) Otras vias dopaminérgicas que proyectan al tilamo y cuya funcién no se conoce

bien en el momento actual.



Los farmacos antipsicéticos tipicos bloqueaban de forma inespecifica los
D2 en todas las vias dopaminérgicas cerebrales, dando lugar por lo tanto a una
disminucién de los sintomas positivos pero a un empeoramiento de los sintomas
cognitivos y negativos, ya que disminuian aiun mas la dopamina en la corteza
prefrontal, donde ya estaba disminuida por la propia alteracion neurobioldgica de la
enfermedad. Ademas, producian un bloqueo dopaminérgico en otras dreas cerebrales
no afectadas por la esquizofrenia, como en la via nigroestriada, dando lugar a
sintomas extrapiramidales y/o acatisia y en la via tuberoinfundibular, aumentando la
prolactina (Stahl, 2013; Sadock y Sadock, 2015).

Los farmacos antipsicoticos atipicos, afiadian al bloqueo de los receptores
D2, un bloqueo especifico de los receptores serotoninérgicos SHT-2A. En teoria, el
bloqueo SHT-2A aumentaria la dopamina tanto en el drea cortical prefrontal,
mejorando asi los sintomas negativos y cognitivos, como en las otras vias
dopaminérgicas no afectadas por la esquizofrenia (la via tuberoinfundibular y la via
nigroestriada), disminuyendo asf la incidencia de efectos indeseables. Ademas, en
los ultimos afnos se han desarrollado farmacos con otros mecanismos de accion, como
los agonistas parciales de los receptores D2, que tedricamente tienen un efecto de
agonismo o antagonismo dependiendo de la disponibilidad de dopamina en la
hendidura sindptica: si hay un exceso de dopamina producirian un bloqueo
dopaminérgico, mejorando asi los sintomas positivos; si hay una disminucién de
dopamina funcionarfan como agonistas de los receptores D2, mejorando asi los
sintomas negativos y cognitivos; y si la dopamina no esta alterada, como en las vias
nigroestriada y tuberoinfundibular, no realizarian ninguna accién sobre los
receptores (Stahl, 2013; Sadock y Sadock, 2015).

La realidad es que, aunque se han intentado disefiar farmacos antipsicoticos
mds especificos con el objetivo de tratar los sintomas nucleares produciendo los
menores efectos secundarios posibles, se ha logrado mejorar los sintomas positivos
pero la efectividad sobre los sintomas negativos y cognitivos es atin muy escasa y los
efectos indeseables, como los sintomas extrapiramidales, acatisia o, aumento de peso
e hiperprolactinemia, aparecen con una frecuencia mayor de la esperada, incluso con
los agonistas parciales (Stahl, 2013; Sadock y Sadock, 2015). Ademas, hoy en dia
todavia se desconoce si la efectividad de los antipsicéticos puede deberse a su accion
sobre otros receptores ademds de los D2 o SHT-2A. De hecho, todos los

antipsicoticos atipicos y algunos de los tipicos, actuan sobre otros receptores ademds



de los dopaminérgicos y serotoninérgicos, como noradrenérgicos, muscarinicos o
histamitérgicos (Stahl, 2013). Se sabe que su accidn sobre estos receptores aumenta
la incidencia de efectos secundarios, como acatisia, sialorrea, cansancio,
somnoliencia o sindrome metabdlico. Un ejemplo claro es la clozapina que, a pesar
de ser el antipsicético con menor afinidad por los receptores D2, es en la actualidad
el mas eficaz y el que se utiliza en casos de psicosis refractaria, pero también uno de
los peor tolerados por la alta tasa de efectos secundarios que produce, sobre todo a

nivel metabdlico (Stahl, 2013; Sadock y Sadock, 2015).

Con el conocimiento actual sobre la fisiopatologia de la psicosis y el
mecanismo de accion de los antipsicéticos, es probable que se esté actuando sobre
dianas poco especificas, pagando un alto precio para lograr una mejoria de los
sintomas positivos, con numerosos efectos adversos y escasa efectividad sobre los

sintomas negativos y cognitivos.

1.2. Relacion entre el sistema inmune y la esquizofrenia

1.2.1. Implicacion del sistema inmune en la etiopatogenia de la esquizofrenia

Con lo expuesto en el apartado anterior, se evidencia la necesidad de
profundizar en el estudio etiopatogenico de la esquizofrenia para disefiar dianas
terapéuticas mas especificas y efectivas. Ademads, en la actualidad no se dispone de
ninguna prueba que ayude a diagnosticar o a predecir la evolucidén o el prondstico de
un paciente con un PEP. Sabemos que disminuir el estrés, evitar el consumo de
toxicos y la buena adherencia al tratamiento reducen el riesgo de recaida y mejoran
el prondstico, pero entre los pacientes que cumplen con estas recomendaciones no
podemos predecir cudles van a tener una peor evolucion a largo plazo y por tanto se
beneficiarian de abordajes intensivos desde fases tempranas (Sadock y Sadock,

2015).
El sistema inmune innato estd formado por varias células inmunes (como

monocitos, leucocitos, células dendriticas o microglia) que reconocen patrones

moleculares asociados a patégenos (PAMPS) o patrones moleculares asociados a
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células propias dafiadas (DAMPS) a través de un sistema receptorial denominado en
inglés “Pattern-Recognition Receptors” (PRRs), localizado en la superficie celular o
en el citoplasma (Kawai y Akira, 2010). Los Toll-like receptors (TLRs) son una de
las familias mas importantes de los PRRs. Son proteinas transmembrana que tienen
un dominio extracelular que se une a los ligandos y otro intracelular que contacta con
otros complejos proteicos para iniciar vias de transduccidn intracelular y producir
distintas proteinas, como las citocinas, que son moléculas que actian como
mediadores de la regulacion entre el SNC y el sistema inmune (Miller et al., 2011).
Las quimiocinas, como IL-8, MIP-1f o Fractalkine, son un subtipo de citocinas
inflamatorias de tipo “quimioatrayentes”, que reclutan leucocitos, monocitos y
neutrofilos desde la sangre periférica a los lugares donde hay una infeccién o dafio
celular, incluido el SNC (White et al., 2007; Nomiyama et al., 2010). Por lo tanto, el
aumento en sangre de citocinas/quimiocinas proinflamatorias en sujetos con una
descompensacion psicética, podria reflejar el estado hiperinflamatorio que estaria
teniendo lugar en el SNC (§umanovié—Glamuzina etal.,2017).

De los 11 TLRs que se conocen, el mds estudiado en la esquizofrenia ha
sido el TLR-4 (Miiller et al., 2012; Garcia-Bueno et al., 2016). Multiples estudios
han objetivado que los TLRs se expresan durante el neurodesarrollo en etapas
tempranas de la vida y que también tienen un papel importante en el neurodesarrollo
y plasticidad neuronal durante la edad adulta (Akira et al., 2001; Bsibsi et al., 2002;
Larsen et al., 2007; Kaul et al., 2012).

La microglia son células fagociticas localizadas en el SNC, que expresan
distintos tipos de TLRs en su superficie. Su papel como células reguladoras del SNC
lo realizan a través de vias de sefializacion intracelular que inician los TLRs.
Dependiendo de las rutas de sefalizacion activadas, la microglia realiza funciones
distintas: participa positivamente en la respuesta inmunitaria, en el neurodesarrollo,
en la plasticidad neuronal y en la sinaptogénesis (Hanisch et al., 2008; Ketternamn et
al., 2011.), o por el contrario a través de la produccién de citocinas/quimiocinas
proinflamatorias y radicales libres de oxigeno y nitrogeno favorece tanto la
neuroinflamacién como la neurotoxicidad cerebral (Liu y Hong, 2003; Li et al., 2005;
Monyji et al., 2009).

Una de las vias proinflamatorias mas importantes es la que se desencadena

por la activacion del factor de transcripcion nuclear kB (NFkB) (Perkins, 2007).
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Estimulos de distinta naturaleza, como por ejemplo una infeccion por diversos
patogenos o la accion mantenida del estrés, van a activar diversos TLRs y poner en
marcha una serie de rutas multienzimaticas que, en ultima instancia, van a producir
una alteracion en la secrecidn de citocinas/quimiocinas pro/antiinflamatorias, asi
como una acumulacién de mediadores oxidativos y nitrosativos, causando dafio

celular (Madrigal et al., 2002; Garcia-Bueno et al., 2008).

En las dltimas décadas se ha descrito una alteracion del sistema inmune y
un estado proinflamatorio a nivel periférico y en el SNC en las psicosis (Muller y
Schwarz, 2008; Insel, 2010; Meyer et al., 2011). Ademads, se ha comprobado que
algunos de los genes implicados en la esquizofrenia coinciden con los genes
implicados en la defensa contra la invasién de patégenos (Carter, 2009; Shi et al.,
2009). La mayor parte de la evidencia que apoya la hipétesis inflamatoria de la
esquizofrenia se basa en que se ha encontrado un aumento de citocinas
proinflamatorias (sobre todo de IL-1f3, IL-6 y TNF-a) o un descenso de citocinas
antiinflamatorias (como IL-4, IL-10 e IL-17) en el plasma de sujetos con un PEP
(Miller et al., 2011; Meyer, 2011; Fraguas et al., 2018; Frydecka et al., 2018).
Ademas, recientemente se ha descrito una alteracion de la via de sefalizacion
intracelular de NFkB, y consiguientemente un aumento del estrés oxidativo en
sujetos con un PEP (Garcia-Bueno et al., 2013). En esta misma linea, un metaandlisis
publicado este mismo afio ha descrito una elevacion de dos citocinas proinflamatorias
(IL-6 y TNF-a), asi como una disminucién de la capacidad oxidativa en sujetos con
PEP en comparacion con voluntarios sanos (Fraguas et al., 2018). También se ha
demostrado una activacion de la microglia en cerebros postmortem y en estudios que
han utilizado la tomografia por exposicion de positrones (van Berckel et al. 2008),
asi como un aumento en la expresion de genes proinflamatorios en el tejido cerebral
de sujetos con esquizofrenia (Saetre et al., 2007; Steiner et al., 2008; Drexhage, et
al., 2010; Rao et al., 2013). Mas concretamente, se ha descrito un aumento en la
activacion de la via del TLR-4 en cerebros postmortem de sujetos con esquizofrenia
(Garcia-Bueno et al., 2016). Por otro lado, se han descrito niveles plasmaéticos
elevados de un mediador inflamatorio, la prostaglandina E2, que es el principal
producto de la isoforma 2 de la enzima ciclooxigenasa (COX-2,) asi como una mayor

actividad de la propia COX-2 (Garcia-Bueno et al., 2013). Estos datos apoyan los
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resultados de un metaanélisis publicado en los ultimos afios por Sommer y
colaboradores (2011), que ha encontrado una mayor respuesta clinica tanto para los
sintomas positivos como para los sintomas negativos de la esquizofrenia en sujetos
tratados con farmacos antiinflamatorios no esteroideos de forma coadyuvante al
tratamiento convencional con antipsicoticos, respecto a aquellos sujetos que sélo se

trataban con antipsicoticos.

Asimismo, varios estudios epidemioldgicos han descrito una probable
asociacion entre varias enfermedades autoinmunes y/o enfermedades inflamatorias
cronicas y la esquizofrenia (Ludvigsson et al., 2007), siendo el estrés uno de los
factores desencadenantes mds importantes en el desarrollo de ambas patologias
(Benros et al., 2011).

Estudios epidemioldgicos y experimentales mas actuales llevados a cabo
tanto en modelos animales como en humanos, sugieren que infecciones por virus,
bacterias y protozoos en la fase prenatal (sobre todo en el primer trimestre) suponen
un factor de riesgo importante para que se produzcan inflamaciones prenatales,
anormalidades en el neurodesarrollo, complicaciones obstétricas y cambios
conductuales similares a los observados en pacientes con esquizofrenia (Boska,
2010; Hagberg et al., 2012; Brown et al., 2012; Miller et al., 2013). Las infecciones
prenatales que se han asociado con la esquizofrenia son la gripe (virus influenza), la
rubeola y la toxoplasmosis (Brown et al., 2006). Es probable que la infeccion prenatal
sOlo aumente el riesgo de desarrollar esquizofrenia en subgrupos de individuos mas
vulnerables, es decir, aquellos genéticamente marcados o expuestos a otros factores
de riesgo ambientales (Leza et al., 2015).

La teoria del “doble impacto”, desarrollada por Knudson en 1971 para
explicar el origen de una enfermedad multifactorial como el cancer y el papel de los
supresores tumorales, tiene especial aplicacion para integrar en una explicacion
etiologica el modelo del neurodesarrollo con la alteracion temprana del sistema
inmune, por ejemplo por una infeccion materna durante la gestacién o por la
exposicion prolongada al estrés durante la gestacion. En dicha teoria, las alteraciones
tempranas que se dan a nivel bioldgico por las alteraciones del sistema inmune,
catalogadas como first-hit, producirian cambios en la morfogénesis y diferenciacion
del cerebro, asi como en las rutas de sefializacion celular, generando una alteracién

en el desarrollo temprano del sistema nervioso. Dichas alteraciones tempranas
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producirian una especial vulnerabilidad a largo plazo para el second-hit que, dandose
en la adolescencia, coincidiendo con un periodo critico del desarrollo cerebral,
actuarfa como factor precipitante de los sintomas psicéticos (Maynard et al., 2001;
Schmitt et al., 2014). Los mecanismos a través de los que este second-hit interfiere
con la estructura cerebral tiene que ver con un incremento patolégico de la “poda
sindptica”, con eliminacion excesiva de sinapsis, asi como con una pérdida de
plasticidad neuronal. Algunos de los factores que podrian actuar como second-hit
podrian ser el consumo de cannabis, la exposicién prolongada a estrés, o un estado
proinflamatorio causado por una infeccion o por una enfermedad autoinmune (Miller

et al., 2013; Schmitt et al., 2014).

La activacion disfuncional de los TLRs puede provocar dafio neuronal en el
feto mediante el aumento en la produccidn de citocinas/quimiocinas proinflamatorias
y/o factores antimicrobiales, la menor activacion de rutas antiinflamatorias y
produciendo una activacién mantenida de la microglia (Rothermundt et al., 2007;
Monji et al., 2009; Juckel et al., 2011). De hecho, se ha visto un aumento de la
quimiocina IL-8 durante el segundo trimestre de embarazo en las madres de pacientes
que posteriormente desarrollarian esquizofrenia (Brown et al., 2005). Tanto el
aumento de citocinas/quimiocinas proinflamatorias y factores antimicrobiales, el
descenso de citocinas antiinflamatorias, asi como la activacién mantenida de la
microglia, van a provocar la acumulacion de radicales libres de oxigeno y nitrégeno,
dando lugar a procesos de neurodegeneracion, necrosis y/o apoptosis, que van a
producir cambios tanto en la estructura y funcionalidad cerebral, como en el proceso
normal del neurodesarrollo del feto (Garcia-Bueno et al., 2008). Ademas, se ha
descrito que la activacion excesiva de la microglia puede dar lugar a una hipofunciéon
glutamatérgica en algunas dreas cerebrales como la corteza prefrontal, el hipocampo
y los ganglios basales, similar a la hipofuncioén glutamatérgica que se encuentra en

cerebros de pacientes con esquizofrenia (Chew et al., 2013; Kahn et al., 2015).

Sin embargo y pese a los numerosos estudios que apoyan la implicacion del
sistema inmune en el desarrollo de la esquizofrenia, hay que tener en cuenta que las
citocinas/quimiocinas proinflamatorias también pueden aumentar por otras causas

que son muy prevalentes en los sujetos con esquizofrenia, como la obesidad, el
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sindrome metabdlico, las enfermedades cardiovasculares, el consumo de cannabis o
el estrés (Beumer et al., 2012; Sudrez-Pinilla et al., 2014).

La relacion entre la obesidad y la esquizofrenia es elevada: hasta el 50% de
los individuos con esquizofrenia estdn obesos, es decir, tienen un indice de masa
corporal (IMC) = 30 kg/m* (Beumer et al., 2012; Annamalai et al., 2017). El estado
proinflamatorio sistémico que acompaiia al sobrepeso no se da en el contexto de una
infeccién por un patégeno, sino por la secrecion de citocinas proinflamatorias por
parte de los adipocitos que se situan fundamentalmente en la grasa abdominal y en
el higado. Por eso, a la inflamacion asociada a la obesidad también se le conoce con
el nombre de inflamacion crénica de “bajo grado” (Monteiro y Azevedo, 2010).
Varios estudios han encontrado que los sujetos sin enfermedad mental pero con
sobrepeso (IMC) = 25 kg/m tienen niveles mds altos de varias citocinas
proinflamatorias respecto a los sujetos con normopeso, especialmente de IL-6, IL-8,

TNF-a y de IL-1B (Medzhitov, 2008; Schmidt et al., 2015).

1.2.2. Estrés y sistema inmune

Como se ha descrito en el apartado de etiopatogenia, el estrés es uno de los
factores de riesgo ambientales mas relacionado con la esquizofrenia (Beards et al.,
2013; Niwa et al., 2013). Con frecuencia se reportan fases de estrés agudo durante
los PEP y durante las recaidas posteriores. De hecho, la hipercortisolemia se ha
descrito tanto en los PEP como en las fases agudas de las psicosis (Gallagher et al.,

2007).

La exposicion mantenida al estrés tiene un efecto sobre el equilibrio del
sistema inmune: aumentado las vias de sefializacién con efecto proinflamatorio y
disminuyendo las vias de sefializacidn con efecto antiinflamatorio (Leza et al.,2015).
Explicado mds en detalle, la exposicidon cronica al estrés produce una elevacion
mantenida de glucocorticoides, dando lugar a largo plazo a una disminucién de la
expresion del receptor de glucocorticoides (GR) por un mecanismo de
downregulation. De hecho, se ha observado una desregulacién del GR y otras
moléculas de sefializacion de glucocorticoides en los cerebros de pacientes con

esquizofrenia (Webster et al., 2002; Perlman et al., 2004; Rivest et al., 2009; Sinclair

15



et al.,2011; Schwarz et al., 2011). Aunque las vias de sefalizacién del estrés se han
considerado como independientes de los cambios que ocurren en el sistema inmune
en el SNC, el GR y el sistema inmune estan conectados, siendo los glucocorticoides
uno de los supresores mds potentes de la secreciéon de moléculas proinflamatorias
(Steiner et al.,2011). Esto sugiere que las alteraciones tanto del sistema inmune como
de la via de sefalizacion de los glucocorticoides, asi como las interacciones entre
estos dos sistemas, pueden contribuir a la fisiopatologia comun que se encuentra en
la esquizofrenia. Sin embargo, no se sabe si las alteraciones en las vias de
seflalizacion del estrés y del sistema inmune que se encuentran en los sujetos con
psicosis ocurren simultdneamente, secuencialmente, o se encuentran en subconjuntos
distintos de individuos. Tampoco se sabe la influencia que tiene en estos dos sistemas
la propia evolucion de la enfermedad o el uso de antipsicéticos (Chiba et al., 2012).

En humanos, el glucocorticoide endégeno, cortisol, se une tanto al receptor
de mineralocorticoides (durante los periodos de secrecion de cortisol basal) como a
los GR (durante periodos de cortisol elevado, como el estrés agudo o crénico). E1 GR
unido a cortisol tiene varias acciones inmediatas y sostenidas, que incluyen funcionar
como un factor de transcripcion para modular la expresion de una variedad de genes,
incluida la represion de la transcripcién de muchos genes implicados en la
sefalizacién inmune/inflamatoria, como el gen de IL-1§3, IL-6 e IL-8 (Nadeau et al.,
2003; Waterman et al., 2006; Verhoog et al., 2011). Curiosamente, los niveles
elevados de estas y otras citocinas/quimiocinas desencadenan una mayor secrecion
de cortisol (van der Meer et al., 1996; Pith et al., 1997; Turnbull et al., 1999), que a
su vez reprime ciclicamente la expresion de los genes que codifican para distintas
citocinas/quimiocinas mediante un circuito de feedback negativo. En teoria, una
interrupcion en cualquier parte de este circuito, podria conducir a una inflamacién
desenfrenada en la periferia o en el SNC y por lo tanto a un dafio celular. Es posible
que la desregulacion de la expresion del mRNA de las citocinas/quimiocinas en la
psicosis no sea independiente de las alteraciones del mRNA del GR, sino que ambas
ocurran en los mismos individuos, aumentando asi el riesgo de alteracion de la

homeostasis neuronal e inmune en la esquizofrenia (Fillman et al., 2008).
El funcionamiento normal de las redes neuronales en el cerebro depende de

un nimero minimo y adecuado de sinapsis. La regresion o estabilizaciéon de la

columna sindptica depende de la actividad de los receptores NMDA, que se encargan
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de mantener estables las sinapsis mediante la potenciacion a largo plazo. Las
neuronas y astrocitos tienen receptores GR en su superficie (Bennett, 2013). La unién
de glucocorticoides a estos receptores aumenta la secrecion de glutamato al espacio
extracelular en distintas dreas cerebrales, como la corteza prefontral y el hipocampo.
Esta liberacion de glutamato, aumenta el reclutamiento de la microglia, que a su vez
libera TNF-a al espacio extracelular. Esta liberacion de TNF-a, que es “glutamato-
dependiente”, aumenta ain mas la activacion de la microglia y la liberacion de
glutamato al espacio extracelular, produciendo un estado de neuroinflamacién y
neurotoxicidad, que si se mantiene en el tiempo por la exposicion crénica al estrés,
puede alterar el funcionamiento de los receptores NMDA, a través de un mecanismo
adaptativo de downregulation y por tanto debilitar las sinapsis neuronales (Cebers et
al., 2001). Estas sinapsis debilitadas seran susceptibles a ser eliminadas en distintos
periodos del neurodesarrollo, sobre todo en el periodo critico de poda sinédptica que
ocurre en la adolescencia (Bennett, 2013).

De esta manera, se observa que existe una interrelacion entre las vias que
regulan el estrés y el sistema inmune (ver Figura 3).

Asi, alteraciones en el sistema inmune en fases tempranas, por ejemplo por
una infeccion durante el periodo gestacional, producirian un aumento en la secrecion
de citocinas/quimiocinas proinflamatorias. Este aumento, por un lado produciria una
activacion continua de la microglia, lo que a su vez aumentaria la liberacion de
citocinas/quimiocinas proinflamatorias, asi como la liberacion de radicales libres de
oxigeno y nitrogeno y de glutamato, desencadenando un estado de neuroinflamacion
y neurotoxicidad (Ling et al., 2013). Y por otro lado, darfa lugar a un incremento en
la secrecién de glucocorticoides, ya que estos participan en el circuito de feedback
negativo que suprime la secrecion de moléculas proinflamatorias. El aumento
mantenido de glucocorticoides, darfa lugar a una downregulation de los GR, lo que
alteraria el circuito de feedback, que en ultima instancia produciria una secrecioén
descontrolada de citocinas/quimiocinas proinflamatorias (Fillman et al., 2008).

Por otro lado, un aumento en la secrecién de glucocorticoides por
exposicion crénica al estrés, alteraria el funcionamiento en las vias de sefializacién
del estrés, dando lugar por la alteracion de las mismas vias que se han descrito
anteriormente, a un aumento de citocinas/quimiocinas proinflamatorias (Fillman et

al., 2008).
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En ambos casos, por el aumento en la activacion de la microglia y de la
liberacion tanto de citocinas/quimiocinas proinflamatorias (como el TNF-a., IL-1f3,
IL-6 e IL-8) como de radicales libres y glutamato, se produciria una alteracion en el
funcionamiento normal de los receptores NMDA, debilitindose las sinapsis y
haciéndose mads susceptibles a ser eliminadas en periodos criticos del neurodesarrollo
(Bennett, 2013). La eliminaciéon de sinapsis entre neuronas glutamatérgicas y
gabaérgicas en la corteza prefrontal y el hipocampo es la base etiopatogénica que

sostiene la hipétesis dopaminérgica de la esquizofrenia.

Figura 3. Relacion entre las vias de sefializacion del sistema inmune y del estrés

Infeccién durante el periodo gestacional Exposicion crénica al estrés

T secrecidn citocinas proinflamatorias T secrecion glucocorticoides
(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8)

A

| expresién del GR

T glutamato
“ (ocdsak negativo’
y A
T activacion microglia T activacion microglia
T secrecion citocinas proinflamatorias T secrecion citocinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8) (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8)
T liberacion radicales libres T liberacién radicales libres
T secrecion glutamato \ T secrecion glutamato

Hipofuncion del receptor NMDA

T riesgo de esquizofrenia
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En relacion con lo anterior, un estudio reciente ha descrito una disregulacién
del sistema endocanabinoide en sujetos con un PEP, que es un sistema endégeno que
tiene entre sus funciones principales la regulacion del sistema inmune, sobre todo

cuando su alteracion se ha producido como respuesta al estrés (Bioque et al., 2013).

En definitiva, en sujetos con un PEP se ha descrito una alteracion de varios
sistemas endogenos, como el de los glucocorticoides o el sistema endocanabinode,
que se ecargan de recuperar el equilibrio del sistema inmune ante situaciones
mantenidas de estrés. Esto explicaria la mayor vulnerabilidad de los pacientes con
esquizofrenia al estrés, y por qué esta exposicion mantenida darfa lugar a un estado

proinflamatorio que se detecta en sangre periférica.

1.2.3. Efecto antiinflamatorio de los farmacos antipsicéticos

Varios estudios realizados in vitro o en roedores (Kato et al., 2007;
MacDowell et al., 2013, 2014), en sujetos con un PEP (Crespo-Facorro et al., 2008;
Di Nicola et al., 2013; Noto et al., 2014; Ding et al., 2014; Song et al., 2014; Petrikis
et al.,2017), en pacientes con esquizofrenia crénica (Sirota et al., 2005; Borovcanin
et al., 2013; Sobis et al., 2015; Garcia-Bueno et al., 2016) y varias revisiones y
metaandlisis (Kato et al.,2011; Miller et al., 2011; Tourjman et al., 2013; Upthegrove
et al.,2014; Capuzzi et al., 2017; Miller y Goldsmith, 2017; Fraguas et al., 2018) han
demostrado que los antipsicdticos tienen propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes. En estos estudios se ha observado una reduccién de varias citocinas
proinflamatorias, fundamentalmente de IL-1f3, IL-2, IL-6 y TNF-a, asi como un
aumento de algunas citocinas antiinflamatorias, como IL-4, IL-10 e IL-17 en sangre
periférica tras el tratamiento antipsicotico. Esta recuperacion del balance o equilibrio
del sistema inmune en el SNC, es decir, la disminucién de moléculas
proinflamatorias y el aumento de moléculas antiinflamatorias en sangre periférica,

podria estar relacionado con su eficacia clinica (Meyer, 2011).
Asimismo, en una revision reciente publicada por Pacheco y colaboradores

(2014), se ha descrito una interconexion entre células del sistema inmune y el sistema

dopaminérgico en el SNC. En concreto, se ha visto que varias células inmunitarias,

19



entre las que se encuentran la microglia, linfocitos B y T, macréfagos y células
dendriticas, pueden sintetizar, almacenar y liberar dopamina al espacio extracelular.
Ademas, estas células del sistema inmune tienen receptores dopaminérgicos en su
superficie (Franco et al., 2007). Sobre estos receptores podria actuar la dopamina que
ellas mismas liberan (regulacion autocrina) o la dopamina liberada por neuronas
dopaminérgicas vecinas (regulaciéon paracrina), modificando la transcripcion de
genes y la expresion de citocinas/quimiocinas proinflamatorias. De esta manera, la
dopamina participaria en la regulacion del sistema inmune en el SNC. Por lo tanto,
aquellos farmacos que modulan el sistema dopaminérgico, también podrian tener un

efecto regulador sobre el sistema inmune (Ferrari et al., 2004; Franco et a., 2007).

Paralelamente, varios estudios llevados a cabo in vitro y en modelos
animales, han encontrado que algunos tipos de neuronas, como las glutamatérgicas
y colinérgicas (Jiittler et al., 2002), tienen en su superficie receptores para algunas
citocinas proinflamatorias, como la IL-6 (Erta et al., 2012) o la IL-13 (Morrison et
al., 2012). Estos hallazgos apoyan la hipdtesis de que ambos sistemas, neuronal e
inmune, podrian estar conectados y que desequilibrios en el sistema dopaminérgico
podrian producir cambios en la expresion de moléculas inflamatorias, al mismo
tiempo que el aumento en la expresion de citocinas/quimiocinas proinflamatorias
podria producir cambios en el funcionamiento de varios sistemas neuronales. En
concreto, tal y como se ha descrito mds arriba, alteraciones en el sistema
glutamatérgico podrian producir desequilibrios en las vias dopaminérgicas, dando

lugar a los sintomas nucleares de la esquizofrenia.

Por lo tanto, si aceptamos que en las psicosis hay un estado proinflamatorio,
el hecho de que tras el tratamiento con antipsicéticos se recupere el equilibro del
sistema inmune, sugiere que probablemente su efectividad no solo se deba a su accion
sobre los receptores dopaminérgicos y serotoninérgicos de las neuronas (hipotesis
clésica) sino también a un efecto inmunomodulador a distintos niveles. Sin embargo,
las vias a través de las cuales los antipsicéticos pueden funcionar como agentes
antiinflamatorios auin no se han estudiado (Garcia-Bueno et al., 2016; Capuzzi et al.,
2017) ni se ha determinado qué antipsicéticos tienen mayor efecto antiinflamatorio

(Petrikis et al., 2017; Capuzzi et al., 2017).
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2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

2.1. Limitaciones de estudios previos

En los ultimos afios se han publicado varios estudios y metaanalisis que apoyan

la implicacion del sistema inmune en la etiopatogenia de un subgrupo de pacientes con

un PEP. Sin embargo, las limitaciones metodoldgicas encontradas en algunos de estos

estudios apoyan la realizacién de nuevos estudios en los que se analicen un nimero

mayor de citocinas/qumiocinas en una misma poblacién de individuos con un PEP drug-

naive.

son:

Algunas de las limitaciones metodoldgicas encontradas en estudios previos

. Escaso tamaino muestral: Sirota et al., 2005; Di Nicola et al., 2013;

Petrikis et al., 2015. 2017.

. Estudios transversales (Di Nicola et al., 2013; Petrikis et al.,2015) o con

poco tiempo de seguimiento (Sirota et al., 2005; Crespo-Facorro et al.,
2008; Borovcanin et al., 2013; Song et al., 2014; Ding et al., 2014; Noto
el al., 2014; Petrikis et al., 2017).

. Investigaciones en sujetos con antecedentes de toma de antipsicéticos:

Miller et al., 2011; Di Nicola et al., 2013; Tourjman et al., 2013. La
fortaleza de estudiar a sujetos con un PEP drug-naive radica en que se
excluye el sesgo de posibles variables de confusion como el efecto del

tratamiento antipsicético, la cronicidad o la comorbilidad (Kahn et al.,

2008; Bernardo et al., 2013).

. Reducido nimero de citocinas estudiadas en sangre periférica: en las

ultimas dos décadas la mayoria de los estudios y metaanalisis se han
centrado en estudiar las concentraciones plasmaticas de citocinas
proinflamatorias secretadas por macréfagos (IL-18, IL-6 y TNF-a)) y en

menor medida otras citocinas antiinflamatorias o reguladoras como IL-2,
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IL-17,1IL-4,1L-10 e IFN-y (Sirota et al., 2005; Crespo-Facorro et al., 2008;
Miller et al., 2011; Tourjman et al., 2013; Borovcanin et al., 2013; Di
Nicola et al., 2013; Noto et al., 2014; Ding et al., 2014; Song et al., 2014;
Upthegrove et al., 2014; Capuzzi et al., 2017; Petrikis et al., 2015, 2017).

Sin embargo, el papel de las quimiocinas (como IL-8, MIP-1a,
MIP-1f3, MIP-3a., ITAC y Fractalkine) y de otras citocinas “Th-1", “Th-

27y “Th-17”, de muy reciente descripcion, apenas se han estudiado.

5. Ausencia de comparacion con un grupo control, formado por

voluntarios sanos: Petrikis et al., 2017.

6. Falta de control de potenciales variables de confusion o modificadoras
del efecto. El consumo de cannabis no se ha tenido en cuenta en el disefio
de los siguientes estudios: Sirota et al., 2005; Miller et al., 2011; Tourjman
et al., 2013; Ding et al., 2014; Noto et al., 2014; Song et al., 2014;
Upthegrove et al.,2014; Capuzzi et al.,2017. Ademas, varios de los estudios
y metaandlisis que han analizado hasta el momento actual la concentracion
sérica de citocinas/quimiocinas en los PEP, o no han tenido en cuenta el
IMC ni en el diseiio del estudio ni en los analisis (Sirota et al., 2005; Miller
et al., 2011; Tourjman et al., 2013; Noto et al., 2014; Upthegrove et al.,
2014; Capuzzi et al., 2017) o directamente han excluido a los sujetos con
sobrepeso (Di Nicola et al., 2013; Ding et al., 2014; Song et al., 2014;
Petrikis et al., 2015, 2017).

Hasta donde llega nuestro conocimiento, ninguna investigacion
previa ha estudiado los niveles séricos de citocinas/quimiocinas
estratificando los andlisis por el IMC. Considerando la alta prevalencia de
sobrepeso/obesidad en la esquizofrenia, seria interesante comprobar si las
citocinas/qumiocinas podrian utilizarse como biomarcadores de sangre

periférica en los PEP, con independencia del IMC de los sujetos.

7. Analisis conjunto de sujetos con PEP y esquizofrenia cronica: Miller et

al., 2011; Borovcanin et al., 2013, Tourjman et al., 2013.
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8. Ausencia de estudios que comparen el efecto antiinflamatorio de los
antipsicdticos. La seleccion del antipsicético en el PEP es una decision
importante que influye en el curso y el prondstico de la enfermedad (Crespo-
Facorro et al., 2016). El aripiprazol y la risperidona se encuentran entre los
antipsicéticos de segunda generacion mads utilizados en la préctica clinica.
Varios estudios los han comparado en términos de eficacia y seguridad
(Crespo-Facorro et al., 2016; Robinson et al., 2015). Sin embargo, ninguna

investigacion previa ha comparado su efecto antiinflamatorio.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. Objetivos

Primer estudio:

A. Comparar los niveles séricos de 21 citocinas/quimiocinas entre

voluntarios sanos e individuos con un PEP drug-naive.

B. Comparar el efecto antiinflamatorio de aripiprazol y risperidona tras 3

meses de tratamiento.

C. Estudiar si existe una correlacion entre el estado clinico e inflamatorio

después de 3 meses de tratamiento antipsicotico.

Segundo estudio:

A. Estudiar la influencia del sobrepeso en la deteccion en sangre periférica

de la neuroinflamacién que esté presente en los PEP:

e Comparar los niveles séricos de 21 citocinas/quimiocinas entre
voluntarios sanos e individuos con un PEP drug-naive,

estratificando los anélisis por IMC.

e Comparar los niveles séricos 21 citocinas/quimiocinas entre
voluntarios sanos con normopeso y voluntarios sanos con

sobrepeso.
e Comparar los niveles séricos de 21 citocinas/quimiocinas entre

pacientes drug-naive con normopeso y pacientes drug-naive con

sobrepeso.
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3.2. Hipotesis

Los pacientes con un PEP drug-naive presentardn una alteracion en la
homeostasis del sistema inmune, bien por un aumento de citocinas/quimiocinas
proinflamatorias, o bien por una disminucién de citocinas antiinflamatorias. Esta
alteracion de la homeostasis del sistema inmune se corregird, al menos parcialmente,
con el tratamiento antipsicético. Teniendo en cuenta la interconexién que se ha
descrito entre células del sistema inmune en el SNC y neuronas dopaminérgicas,
postulamos que el aripiprazol, que es un agonista parcial de los receptores
dopaminérgicos D2,y por tanto su efecto sobre estos receptores depende de los niveles
extracelulares de dopamina, podria producir una mejor regulacion del sistema inmune
que la risperidona, que es un antagonista de los receptores dopaminérgicos D2 cuyo
efecto antagonista se produce en todas las vias dopaminérgicas del SNC, con
independencia de los niveles extracelulares de dopamina. Asimismo, considerando el
efecto antiinflamatorio de los antipsicéticos, esperamos encontrar una correlacion
significativa entre la mejoria clinica y la disminucion de la inflamacién medida en
sangre periférica tras 3 meses de tratamiento.

Teniendo en cuenta que vamos a estudiar la neuroinflamacion asociada al
PEP de forma indirecta, mediante el estudio de citocinas/quimiocinas en suero, €s
probable que los resultados que obtengamos infraestimen la neuroinflamacion real.
Como se ha descrito, el exceso de peso se asocia a una inflamacion sistémica de “bajo
grado” que podria actuar como un first-hit, alterando la homeostasis del sistema
inmune en sangre periférica y permitiendo que se detecte mejor la neuroinflamacion
asociada al PEP, que seria el second-hit. Es decir, sobre una alteracion previa de la
homeostasis del sistema inmune en sangre periférica producida por el exceso de peso,
seria mds sencillo detectar en sangre periférica la neuroinflamacion asociada al PEP.
Por lo tanto, en los andlisis llevados a cabo, esperariamos encontrar mayores
diferencias entre los pacientes drug-naive con sobrepeso y los voluntarios sanos con
sobrepeso, que entre los pacientes con normopeso y los voluntarios sanos con
normopeso. Ademads, esperariamos encontrar mayores diferencias en los niveles
séricos de citocinas/quimiocinas entre los pacientes con sobrepeso y los pacientes con
normopeso que entre los voluntarios sanos con sobrepeso y los voluntarios sanos con

normopeso, porque en estos ultimos no estaria presente el second-hit.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Ambito del estudio

Los datos de los estudios que constituyen esta tesis doctoral se han obtenido
de una cohorte de pacientes que han sido tratados en un programa longitudinal de
intervencion denominado Programa de Atencion a las Fases Iniciales de Psicosis
(PAFIP) en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander). Se trata de
un programa de intervencion clinica y de investigacion, que abarca a la poblacion
con un PEP de Cantabria (Crespo-Facorro et al., 2005).

En lo referente a la clinica, el programa incorpora estrategias de
identificacion de personas de riesgo, asi como de diagnéstico e intervencidn precoz.
Su objetivo es la atencion clinica intensiva, mutidisciplinar y personalizada de los
sujetos con un PEP durante los 3 afnos siguientes al inicio de la psicosis, considerando
este como el periodo critico de la enfermedad. Para ello incorpora una fase de
intervencidn aguda intensiva precoz, que se extiende durante los 3 primeros meses y
en la que el énfasis se hace sobre el tratamiento farmacolégico y una fase de
seguimiento a medio plazo que se prolonga durante los tres afios siguientes e
incorpora ademads estrategias de intervencion psicoldgica y social, con el objetivo de
lograr una remision psicopatolégica precoz, una recuperacion funcional, prevenir
recaidas, realizar psicoeducacion sobre factores de riesgo y factores protectores,
prevenir tanto la discapacidad como el estigma y favorecer la reintegracién social y
laboral.

A nivel de investigacion, el programa incorpora lineas de investigacion
clinica, farmacoldgica, inmunoldgica, neurocognitiva, de imagen cerebral, de
metabolismo y genética. Su objetivo es profundizar en el conocimiento del origen de
la enfermedad y en los factores que condicionan su curso evolutivo y recuperacion
psicopatoldgica y funcional, investigando también la efectividad, aceptabilidad y
relacion coste-efectividad de las intervenciones y estructuras asistenciales que son
utilizadas para su tratamiento.

Los estudios y proyectos de investigacion del programa PAFIP, incluidos
los que forman parte de esta tesis, se han llevado a cabo de acuerdo con los estandares

internacionales de ética en investigacion clinica y fueron aprobados por el Comité
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Etico de Investigacién Clinica (CEIC) de Cantabria. Tanto los pacientes como sus

familiares dieron su consentimiento por escrito para participar en las diversas areas

de investigacion del programa.

4.2. Muestra del estudio

» Criterios de inclusion para los pacientes

Edad entre 15 y 50 afios en el momento de inclusion al programa

PAFIP.

Residencia habitual en Cantabria.

Presentar un PEP. Definimos como PEP a aquellos sujetos con
sintomatologia psicética no afectiva, independientemente del tiempo
de evolucién de los sintomas psicéticos, que contactan por primera

vez con un equipo especializado de salud mental.

Ausencia de tratamiento previo con antipsicoticos, a cualquier dosis o
durante cualquier tiempo. Es decir, s6lo se incluyen a los individuos

drug-naive.

Ausencia de antecedentes de enfermedades autoinmunes o uso
reciente de glucocorticoides. Esta informacién se obtuvo de la

anamnesis y/o revisando la historia clinica de los pacientes.

Diagndstico en el momento de la inclusion de alguno de las siguientes
patologias: trastorno psicético breve, trastorno esquizofreniforme,
esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo o trastorno psicotico no
especificado, que serd confirmado 6 meses después de la inclusién al
programa por un psiquiatra con experiencia, utilizando la Entrevista

Clinica Estructurada para el DSM-IV (SCID-I).
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» Criterios de exclusion para los pacientes

e Cumplir criterios diagnésticos del DSM-IV para el trastorno por

dependencia de sustancias o discapacidad intelectual.

e Antecedentes de dafio cerebral o enfermedad neuroldgica.

» Criterios de seleccion de los voluntarios sanos

Mediante una version abreviada de la escala CASH (Comprehensive
Assesment of Symptoms and History) (Andreasen et al., 1992), se constatd
que ninglin voluntario sano presentaba antecedentes de enfermedad
psiquidtrica o neuroldgica, dependencia de sustancias y/o traumatismo
craneoencefilico con pérdida de consciencia. Asimismo, se confirmé en
todos los casos la ausencia de familiares de primer grado con diagndstico de

psicosis.

4.3. Diseno de la tesis doctoral

Se trata de un estudio experimental, randomizado, prospectivo y abierto. Del
total de pacientes que fueron incluidos en el programa PAFIP desde junio de 2011
hasta mayo de 2016, se seleccioné una muestra de 75 pacientes teniendo en cuenta
los criterios de inclusion y exclusion antes descritos. Asimismo, se han seleccionado
75 voluntarios sanos mediante anuncios a la comunidad, de edades entre 18 y 50 afios,
con caracteristicas sociodemogréficas (sexo, edad, IMC, consumo de tabaco y de
cannabis) similares a los pacientes.

En el momento de inclusién en el programa y antes de iniciar la medicacion,
se realizaron los siguientes procedimientos: analitica de sangre en ayunas, recogida
de medidas antropométricas (peso y talla) y evaluacion psicopatoldgica mediante la
utilizacion de tres escalas clinicas (BPRS, SANS y SAPS) y una entrevista
estructurada, que se describirdn en detalle en el siguiente apartado. Posteriormente,
por un método de randomizacion generado por un ordenador y controlado por un

estadistico, se aleatorizd a los pacientes a dos posibles lineas de tratamiento:

29



risperidona y aripiprazol. Tras 3 meses de tratamiento se repitio la andlitica de sangre
en ayunas y se volvieron a obtener las medidas antropométricas.

La dosis media de antipsictico expresada como equivalentes de
clorpromazina (CPZeq) (Wood, 2003) utilizada durante el tiempo de seguimiento (3
meses) fueron las siguientes: risperidona 1-6 mg/day (50-300 mg/day CPZeq) y
aripiprazol 5-30 mg/day (66.7-400 mg/day CPZeq). Durante el periodo de
seguimiento, la dosis y el tipo de antipsicético pudieron modificarse a criterio del
psiquiatra encargado del seguimiento por razones de eficacia clinica y de tolerancia a
los efectos adversos. Asimismo, se pudo utilizar otra medicacién concomitante como
anticolinérgicos, benzodiacepinas, hipnéticos, antidepresivos o estabilizadores del
humor si eran clinicamente necesarios. Se analiz6 la posibilidad de que el uso de esta
medicacién concomitante pudiese actuar como posible factor de confusion, sesgando
los resultados en alguno de los dos brazos de tratamiento. Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el uso de medicacion
concomitante entre los pacientes asignados a risperidona o a aripiprazol, ni se
encontr6 una relacidon estadisticamente significativa entre alguna medicacion
concomitante y los niveles séricos de las 21 citocinas/quimiocinas estudiadas.

Ademads, en cada uno de los estudios se analiz6 la probabilidad de que el
resto de variables sociodemogréficas (sexo, edad, IMC, consumo de tabaco y
consumo de cannabis) pudiesen actuar como potenciales factores de confusion o

variables modificadoras del efecto.

Para confirmar la hipétesis de esta tesis doctoral, se han llevado a cabo dos
estudios que, aunque se han basado en la misma muestra de pacientes y voluntarios
sanos, cada uno se ha disefiado para poder dar respuesta a los distintos objetivos de

este trabajo de investigacion.

Primer estudio

Para evaluar la actividad inflamatoria inicial de los pacientes y comparar el
efecto antiinflamatorio de la risperidona y del aripiprazol, se ha realizado una
comparaciéon basal de los niveles séricos de citocinas/quimiocinas entre los
voluntarios sanos y los dos grupos de pacientes (los que van a tomar risperidona y

los que van a tomar aripiprazol). Dado que se observé que los voluntarios sanos

30



presentaban de forma estadisticamente significativa un IMC mayor que los dos
grupos de pacientes (IMC = 25,1 kg/my en el grupo de voluntarios sanos; IMC = 23,2
kg/m en el grupo que va a tomar risperidona; IMC = 21,8 kg/m’ en el grupo que va
a tomar aripiprazol), este analisis se realizé utilizando el IMC como covariable.
Posteriormente, se compararon los niveles séricos de citocinas/quimiocinas dentro
de cada grupo de tratamiento después de los 3 meses de seguimiento, con los niveles
séricos de citocinas/quimiocinas de los voluntarios sanos. Para comparar el efecto
antiinflamatorio de ambos farmacos se utilizaron tanto el porcentaje de cambio del
nivel sérico de citocinas/quimiocinas, como un coeficiente de correlacion como
medida del tamafio del efecto. Finalmente, se analiz6 la posible correlacion entre el
porcentaje de cambio de las escalas clinicas utilizadas (BPRS, SANS y SAPS) y el

porcentaje de cambio de los niveles séricos de citocinas/quimiocinas.

Segundo estudio

Para responder a la hipétesis de que el sobrepeso puede actuar como un first-
hit que ayude a detectar en sangre periférica el estado neuroinflamatorio que esta
presente en los PEP (second-hit), se ha estratificado la muestra de pacientes y de
voluntarios sanos en dos grupos de acuerdo a su IMC: sujetos con normopeso (IMC
< 25kg/m’) y sujetos con sobrepeso (IMC > 25kg/mr). Los niveles séricos basales de
las 21 citocinas/quimiocinas se han analizado en cuatro comparaciones: (1) entre
voluntarios sanos con normopeso y pacientes con normopeso; (2) entre voluntarios
sanos con sobrepeso y pacientes con sobrepeso; (3) entre voluntarios sanos con
normopeso y voluntarios sanos con sobrepeso; y (4) entre pacientes con normopeso
y pacientes con sobrepeso. Aunque se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en algunas variables sociodemograficas entre los voluntarios sanos y
los pacientes, por ejemplo para el IMC en el grupo de normopeso (los voluntarios
sanos tenfan mayor IMC que los pacientes (t = —4,06; p = 0,000), aunque dentro de
la categoria de “normopeso”) y para la edad y el consumo de cannabis en el grupo de
sobrepeso (los pacientes tenian més edad (t = 2,49; p = 0,017) y consumian menos
cannabis (X® = 10,97; p = 0,001) que los voluntarios sanos), la valoracion clinica y
estadistica de estas variables no recomend0 utilizarlas como covariables en el analisis

estadistico. Sin embargo, se realizaron analisis complementarios para la correcta
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interpretacion de los resultados, que se describirdn detalladamente en el apartado de

Discusion de esta tesis doctoral.

4.4. Evaluacion clinica

La evaluacion psicopatoldgica se ha realizado a través de las siguientes

escalas y entrevistas clinicas:

e Version espafiola del Brief Psychiatric Rating Scale -BPRS— (Overall &
Gorham, 1964). La escala BPRS hace una evaluacion de las
caracteristicas de los principales sintomas psiquiatricos. La version
utilizada consta de 24 items, cada uno de los cuales se puntia en una
escala del 1 al 7, donde la puntuacion 1 es equivalente a “ausencia del
sintoma”, 2 “muy leve”, 3 “leve”, 4 “moderado”, 5 “moderadamente

grave”, 6 “grave” y 7 “extremadamente grave”.

e Version espafiola de la Scale for the Assessment of Negative Symptoms
—SANS- (Andreasen, 1983). Dicha escala consta de cinco items que
estan relacionados con los sintomas de alogia, apatia, asociabilidad,

aplanamiento afectivo y atencion.

e Version espaifiola de la Scale for the Assessment of Positive Symptoms
—SAPS- (Andreasen, 1984). Dicha escala consta de cinco items que estan
relacionados con delirios, alucinaciones, conducta extravagante,

trastornos formales del pensamiento y afecto inapropiado.

e Version espafiola de la entrevista psiquidtrica SCID-I (The Structured
Clinical Interview for DSM-IV Axis I Disorders). Se trata de una
entrevista psiquidtrica estructurada que permite diagnosticar los

trastornos psiquidtricos incluidos en el Eje I del DSM-IV.

La evaluacion clinica y la aplicacion de todas las escalas fueron realizadas

por el mismo psiquiatra, previamente entrenado en la utilizacion de los instrumentos
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de evaluacion, tanto en el primer contacto de los pacientes con el programa como
después de 3 meses de tratamiento. EI mismo psiquiatra confirmé el diagndstico a
los 6 meses del primer contacto a través de una entrevista psiquidtrica estructurada,

la SCID-I (The Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis I Disorders).

4.5. Cuantificacion de los niveles séricos de citocinas/quimiocinas

Los niveles séricos de citocinas/quimiocinas se han medido utilizando el
protocolo del kit “Human High Sensitivity T Cell Magnetic Bead Panel”, Milliplex®
Map Kit” (n° de catadlogo HSTCMAG28SPMX21, EMD Millipore, Billerica, MA
01821, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Profundizando en el procedimiento llevado a cabo, las placas de ensayo se
lavaron con un tampén de lavado, se sellaron y se mezclaron en un agitador de placas
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se retir6 el tampén de lavado y se
afiadieron en los pocillos apropiados 50 pL de los patrones diluidos, controles de
calidad y muestras de suero. Después de la adicion de las muestras o controles, las
placas se incubaron durante toda la noche a 4°C en un agitador de placas con
“microbeads” recubiertas con un anticuerpo de captura de marcas fluorescentes para
detectar las siguientes citocinas/quimiocinas: Fractalkine, GM-CSF, IFN-y, IL-1f3,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-17a, IL-21, IL-23,
ITAC, MIP-1a, MIP-18, MIP-3a. y TNF-a.. Después de una noche de incubacién con
anticuerpos de captura se lavo con un iman de mano. A continuacidn, se afiadieron 50
uL de anticuerpos de deteccion biotinilados en cada pocillo y se incubaron durante 1h
a temperatura ambiente mientras se agitaba. Posteriormente, sin eliminar el contenido
del pocillo, se afadieron 50 pl de estreptavidina-ficoeritrina en cada pocillo. Después
de la incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente, las muestras se lavaron
usando un imdn de mano y se resuspendieron en un fluido envolvente. Finalmente,
las muestras se corrieron en Luminex 100/200 y los datos se recolectaron usando el
software Luminex xPONENT® (v. 3.1). El citometro de flujo Luminex, es un
citometro de flujo automatizado con una tecnologia abierta que permite realizar
diversos ensayos para cuantificar distintos pardmetros bioldgicos, reduciendo
tiempos, manipulacion y sobrecostes respecto a métodos mas tradicionales como el

Western Blot, ELISA o los arrays de proteinas tradicionales. El andlisis de la
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intensidad media de fluorescencia de citocinas/quimioquinas (MFI) se realizé con el
software MasterPlex® QT (v1.1). Los coeficientes de variacion intra e interensayo
para todas las citocinas/quimiocinas analizadas fueron <5 y <15-20%,
respectivamente.

Los parametros a analizar, asi como la concentracién minima detectable en
el kit EMD Millipore’s MILLIPLEX® MAP Human High Sensitivity T Cell Magnetic
Bead Panel son los indicados en la Tabla 1. Se trata de un kit especialmente

desarrollado para obtener la mayor sensibilidad posible.

Tabla 1. EMD Millipore’s MILLIPLEX® MAP Human High Sensitivity T Cell

Magnetic Bead Panel:
Overnight Protocol
n =7 Assays
Analyte MinD(C M)gn::)C+ZSD
(pg/mL) (pg/mL)

ITAC 1.25 1.98
GM-CSF 0.35 0.60
Fractalkine 8.17 12.53
IFNy 0.48 0.94
IL-10 0.56 0.93
MIP-3a 0.83 1.39
IL-12 (p70) 0.15 0.27
1L-13 0.23 0.34
IL-17A 0.33 0.52
IL-1B 0.14 0.24
IL-2 0.19 0.30
IL-21 0.14 0.20
IL-4 1.12 1.84
IL-23 3.25 5.11
IL-5 0.12 0.22
IL-6 0.11 0.17
IL-7 0.42 0.60
IL-8 0.13 0.25
MIP-1a 0.94 1.28
MIP-18 0.67 0.98
TNFa 0.16 0.21

4.6. Analisis estadistico

Se utiliz6 el test de Kolmogorov—Smirnov para examinar la normalidad de
los datos y el test de Levene para analizar la homogeneidad de varianzas. La

distribucion tanto de las 21 citocinas/quimiocinnas, como de las tres escalas clinicas
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(BPRS, SANS, SAPS) no sigue una ley normal, por lo que se han utilizado tests no
paramétricos para su andlisis. Asimismo, para comparar la edad entre los grupos se
ha corregido la heterogeneidad de las varianzas.

Los datos sociodemograficos y las puntuaciones totales de las escalas
clinicas se analizaron mediante el test T-Student, el test de suma de rangos W-
Wilcoxon, el test Chi-Cuadrado, o el test exacto de Fisher segtin fuera necesario.

Para describir las muestras, se utilizaron las medias y desviaciones estandar
o las medianas y rangos interquartiles (IQR) en el caso de variables cuantitativas,
dependiendo de si las variables seguian o no una distribucion normal. En el caso de
variables cualitativas, se utilizé el nimero total de observaciones y los porcentajes.
Las medianas de las concentraciones séricas de citocinas/quimiocinas y los IQR
fueron representadas por Box Plots después de realizar una transformacion
logaritmica con el objetivo de poder representar en una misma figura

citocinas/quimiocinas con concentraciones séricas dispares.

Primer estudio

Para comparar los niveles séricos basales de las 21 citocinas/quimiocinas
entre los dos grupos de antipsicéticos y el grupo de voluntarios sanos se utiliz una
regresion multiple no paramétrica covariando por el IMC. Asimismo, se utilizaron
tests no paramétricos para comparar €l cambio en las concentraciones séricas de
citocinas desde el inicio hasta los 3 meses posteriores al inicio del tratamiento dentro
de los grupos de risperidona y aripiprazol (W-Wilcoxon Singed-Rank test para datos
dependientes), asi como para comparar el porcentaje de cambio de los niveles séricos
de citocinas/quimiocinas entre los dos farmacos (W-Wilcoxon Singed-Rank para
datos independientes). Para analizar el tamafio del efecto de las variaciones de
citocinas/quimiocinas dentro de cada grupo antipsicético durante el periodo de
seguimiento, se calculd el coeficiente de correlacion (r) dividiendo el valor Z del test
W-Wilcoxon para datos dependientes entre la raiz cuadrada de N (numero total de
observaciones, considerando los dos momentos de seguimiento), tal y como
describieron Fritz y colegas (2012). El coeficiente r es una medida estandarizada de
la fuerza y direccion de la relacion lineal entre dos variables que va desde -1 para una
relacion negativa perfecta y 1 para una relacion positiva perfecta. Se han considerado

los siguientes umbrales para interpretar los resultados (Cohen, 1992): r = <0.1 (nulo
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o trivial); r=0.1-0.2 (pequeno); r = 0.3-0.4 (medio); r = de 0.5 en adelante (grande).
Cuando se comparan dos coeficientes r, se considera una diferencia significativa si
se produce un cambio de umbral, por ejemplo, de pequeiio a medio o de medio a
grande. Finalmente, se utiliz6 el coeficiente de correlacion de Spearman para analizar
la correlacion entre el porcentaje de cambio de la puntuacion total de las escalas
clinicas y el porcentaje de cambio de los 21 niveles séricos de citocinas/quimiocinas.

Se realiz6 un andlisis por protocolo para comparar el efecto
inmunomodulador de ambos antipsicéticos. Hemos elegido este método porque
nuestro objetivo es estudiar el efecto antiinflamatorio de aripiprazol y risperidona
tras 3 meses de tratamiento. Por lo tanto, para este propdsito, solo hemos considerado
aquellos pacientes que alcanzaron el final del periodo de seguimiento sin cambiar de
antipsicotico.

Teniendo en cuenta que en este estudio se contrastan multiples hipdtesis en
la misma muestra, y eso puede producir un aumento del error tipo I, y por ende de
falsos positivos, y considerando nuestra investigacion como exploratoria, decidimos
utilizar un umbral de significacion estadistica mas conservador (o = 0,01), en lugar
de aplicar una correccion de Bonferroni, ya que esta correcciéon es demasiado
conservadora cuando se realizan multiples comparaciones, tendiendo a aumentar el

error de tipo II, y por lo tanto los falsos negativos (Rothman, 2014).

Segundo estudio

Para dar respuesta a la hipétesis de que la inflamacion sistémica asociasa al
exceso de peso ayuda a detectar en sangre periférica la neuroinflamacion presente en
los PEP, se utilizé el W-Wilcoxon Singed-Rank test para datos independientes,
estratificando los anélisis por IMC. Se ha utilizado un IMC de 25 kg/m* como punto
de corte para diferenciar a los individuos con normopeso de los individuos con
sobrepeso (Consenso SEEDO, 2007).

En este estudio, con el mismo objetivo de minimizar el error tipo I, se

disminuy6 el umbral de significacion estadistica a o = 0,01.
El analisis estadistico de los datos se ha realiado con STATA 15.0. Las

pruebas estadisticas realizadas fueron bilaterales, con un intervalo de confianza del

99%.
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5. RESULTADOS

5.1. Primer estudio

Comparison of the anti-inflammatory effect of aripiprazole and risperidone in 75

drug-nai've first episode psychosis individuals: A 3 months randomized study.

Juncal-Ruiz M, Riesco-Davila L, Ortiz-Garcia de la Foz V,Martinez-Garcia

O, Ramirez-Bonilla M, Ocejo-Vifials JG, Leza JC, Lopez-Hoyos M, Crespo-Facorro

B.

Schizophr Res. 2018 Jun 22 (article in press). doi: 10.1016/j.schres.2018.06.039.
IF (2017): 3.958; QL.

A continuacion se enumeran los hallazgos encontrados en este estudio:

La gravedad psicopatoldgica en el momento basal, evaluada por las escalas

clinicas BPRS, SANS y SAPS, fue similar entre los dos grupos de pacientes.

Los pacientes asignados a risperidona tenian unos niveles séricos basales
mds elevados de dos quimiocinas, IL-8 y MIP-1f3, respecto al grupo de
voluntarios sanos. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles séricos basales de citocinas/quimiocinas entre
los pacientes asignados a aripiprazol y los voluntarios sanos ni entre los dos

grupos de tratamiento (ver Figuras 1y 2).

Tras 3 meses de tratamiento, se objetivé una disminucion estadisticamente
significativa en la gravedad psicopatoldgica medida por las escalas BPRS,
SANS y SAPS en los dos grupos de antipsicéticos, sin encontrar diferencias

entre ellos.

Después de 3 meses de tratamiento, en los dos grupos de antipsicéticos se
encontré una disminucion estadisticamente significativa o una tendencia

hacia la significacion estadistica para varias citocinas/quimiocinas, tal y
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como se muestra en las Figuras 1 y 2: IL-8, MIP-1f, IL-21, IL-23, IL-7 en
el grupo de risperidona y TNF-a, IL-8, Fractalkine, IL-21, IL-170 e IL-13

en el grupo de aripiprazol.

e No se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de
citocinas/quimiocinas tras 3 meses de tratamiento entre los dos grupos de

antipsicéticos y los voluntarios sanos.

e No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas en el

porcentaje de cambio entre los dos tratamientos.

e Se observé un mayor tamafo del efecto de aripiprazol sobre risperidona en
IL-6, TNF-a, IL-17a, IL-13 y Fractalkine. Risperidona mostr6 un mayor

tamafo del efecto que aripiprazol en MIP-1f3.

e No se encontré una correlacion estadisticamente significativa entre la
disminuciéon de los niveles séricos de citocinas/quimiocinas y la
disminucion de la puntuacion total de las escalas clinicas (BPRS, SANS y

SAPS) tras 3 meses de tratamiento.

Por lo tanto, este estudio apoya la existencia de un estado proinflamatorio
en los PEP, que revierte tras el tratamiento antipsicético. Asimismo, subraya el papel
que pueden tener las quimiocinas en la neuroinflamacion asociada al PEP, sobre todo

la IL-8 y MIP-1p.

Aunque el efecto antiinflamatorio es similar entre los dos antipsicéticos, se
ha encontrado que el aripiprazol tiene un mayor tamafio del efecto que la risperidona

sobre algunas citocinas/quimiocinas.

38



Figura 1: Citocinas/quimiocinas con significacion estadistica en la comparacion entre los
voluntarios sanos y el grupo de risperidona en el momento basal y después de 3 meses de
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3m: niveles séricos de citocinas/quimiocinas tras 3 meses de tratamiento con risperidona

Figura 2: Citocinas/quimiocinas con significacion estadistica en la comparacion entre los
voluntarios sanos y el grupo de aripiprazol en el momento basal y después de 3 meses de
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3m: niveles séricos de citocinas/quimiocinas tras 3 meses de tratamiento con aripiprazol
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5.2. Segundo estudio

The effect of excess weight on circulating inflammatory cytokines in drug-nai've

first-episode psychosis individuals.

Juncal-Ruiz M, Riesco-Davila L, Ortiz-Garcia de la Foz V,Ramirez-Bonilla

M, Martinez-Garcia O, Irure-Ventura J, Leza JC, Lépez-Hoyos M, Crespo-Facorro

B.

J Neuroinflammation. 2018 Feb 28;15(1):63. doi: 10.1186/s12974-018-1096-6.
IF (2017): 5.193; Q1.

A continuacion, se enumeran los hallazgos encontrados en el segundo estudio:

En el grupo con normopeso, sélo se detectd un aumento estadisticamente
significativo de la IL-8 en los pacientes respecto a los voluntarios sanos (ver

Figura I).

En el grupo con sobrepeso, los pacientes presentaron un aumento
estadisticamente significativo de las siguientes citocinas/quimiocinas
respecto a los voluntarios sanos: IL-6, IL-18, IL-13,IL-12, IL-2, IL-23, IL-
7,1L-8 y MIP-1f3. (ver Figura 2).

No se encontraron diferencias significativas entre los voluntarios sanos con

normopeso y con sobrepeso (ver Figura 3).

Los pacientes con sobrepeso presentaron una elevacion estadisticamente
significativa de las siguientes citocinas/quimiocinas respecto a los pacientes

con normopeso: IL-6, IL-13, IL-2, IL-7 y MIP-1p (ver Figura 4).

Este estudio apoya la hipétesis inicial de que la inflamacion sistémica de

“bajo grado” asociada al exceso de peso, actuaria como first-hit facilitando la

deteccidn en sangre periférica de la neuroinflamacion que esta presente en el PEP.

40



Figura 1. Niveles séricos basales de citocinas/quimiocinas en los grupos de pacientes y

voluntarios sanos con normopeso (IMC < 25)
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Figura 2. Niveles séricos basales de citocinas/quimiocinas en los grupos de pacientes y

voluntarios sanos con sobrepeso (IMC > 25)
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Figura 3. Niveles séricos basales de citocinas/quimiocinas en el grupo de voluntarios sanos
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Figura 4. Niveles séricos basales de citocinas/quimiocinas en el grupo de pacientes
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6. PUBLICACIONES
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Methods: This is a prospective, randomized, open-label study. Patients were randomly assigned to risperidone or
aripiprazole. From this randomization, 75 patients and 75 healthy volunteers that matched with the selected pa-

I;:;'gggi tients were picked for entry in this study. Serum concentrations of 21 cytokines/chemokines were measured at
Antipsychotic baseline and 3 months following the initiation of antipsychotic medication.
Inflammatory Results: Those patients who were randomly assigned to risperidone had higher levels of IL-8 (p = 0.000) and
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Chemokines initially assigned to aripiprazole and healthy volunteers. Three months following the onset of medication several
cytokines decreased significantly: IL-8, MIP-1p, Fractalkine, TNF-o, IL-7, IL-13, [L-17¢y, IL-23, IL-21 (all ps < 0.01).
No differences were found in the percentages of change between both treatments. The effect size of the two an-
tipsychotics was similar, except for TNF-, IL-13, IL-17c and Fractalkine, in which aripiprazole seems to have a
greater effect size than risperidone, whereas risperidone seems to have a greater effect size than aripiprazole
on MIP-1p.
Conclusions: This is the first study that has compared the immunomodulatory effect of risperidone and
aripiprazole, finding that the anti-inflammatory effect of both treatments was similar.
© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
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volume loss in both schizophrenia and first-episode psychosis (FEP) in-
dividuals (Leza et al., 2015). Impaired immune response, along with bi-
ological, genetic and environmental factors leads to FEP later in life
(Kinney et al., 2010). However, cytokines may be also altered by other
causes such as stress, cannabis consumption, cardiovascular diseases,
obesity and metabolic syndrome, conditions highly prevalent in pa-
tients with FEP and chronic schizophrenia (Beumer et al., 2012;
Suarez-Pinilla et al., 2014). The effect of stress on cytokines has been
also replicated on rodents (Garcia-Bueno et al., 2008).

Several original studies (Crespo-Facorro et al., 2008; Di Nicola et al.,
2013; Noto et al., 2014; Ding et al., 2014; Song et al., 2014; Petrikis et al.,
2017) and three meta-analysis (Miller et al., 2011; Upthergrove et al.,
2014; Capuzzi et al., 2017) have studied the association between FEP
and inflammatory cytokines in humans. Growing evidence has accumu-
lated on the role of IL-1f3, IL-6 and TNF-« as the main altered pro-in-
flammatory cytokines in FEP (Miller et al., 2011; Di Nicola et al., 2013;
Capuzzi et al., 2017). However, several limitations may be present in
these studies: (1) small sample sizes (2) reduced number of cytokines
studied; (3) limited period of follow-up; (4) uncontrolled confounding
variables; (5) lack of control group; and (6) joint analysis of patients
with chronic schizophrenia and FEP.

Along these lines, several experimental studies (Kato et al., 2007;
MacDowell et al., 2013, 2014; O'Sullivan et al., 2014), two studies car-
ried out on chronic schizophrenia (Sirota et al., 2005; Garcia-Bueno et
al.,, 2016) and several reviews (Kato et al.,, 2011; Tourjman et al., 2013;
Miller and Goldsmith, 2017) have shown anti-inflammatory and anti-
oxidant properties of antipsychotics, suggesting that their effectiveness
is not only due to their action on dopaminergic and serotonergic recep-
tors in neurons (classical theory) but also due to a modulating effect on
the immune system. There is evidence that antipsychotic medications
reduce pro-inflammatory markers such as IL-1(3, IL-2, IL-6, and TNF-«
(Miiller et al., 1997; Kowalski et al., 2001) and these immune changes
may be related to their clinical efficacy (Meyer, 2011). In this line, recent
evidence suggests that the immune system may contribute to antipsy-
chotic-induced weigh gain via antipsychotic-mediated alterations of cy-
tokine levels (Fonseka et al., 2016). Nevertheless, the pathways through
which antipsychotics may function as anti-inflammatory agents have
not yet been studied (Garcia-Bueno et al., 2016; Capuzzi et al., 2017)
nor has it been ascertained which antipsychotic has the most robust
anti-inflammatory effect (Petrikis et al., 2017; Capuzzi et al., 2017).

The selection of an antipsychotic at the first episode of the illness is
an important decision, influencing the course and the outcome of the ill-
ness (Crespo-Facorro et al., 2016). Aripiprazole and risperidone are
among the most used second-generation antipsychotics (SGAs) in clin-
ical practice for psychosis. Several studies have compared them in terms
of efficacy and safety (Crespo-Facorro et al., 2016; Robinson et al., 2015).
Nevertheless, no previous research has compared their anti-inflamma-
tory effect.

The main aim of the present work is to compare the anti-inflamma-
tory effect of risperidone and aripiprazole on a large array of serum cy-
tokines at three months following the onset of treatment. In addition,
we also investigate if there is any difference in the serum cytokine levels
between healthy volunteers and patients at baseline and whether
serum concentrations change from baseline to 3 months after the initi-
ation of medication.

2. Materials and methods
2.1. Study setting

Data for the present study were obtained from a large epidemiolog-
ical cohort of patients who have been treated in a longitudinal interven-
tion program of FEP called PAFIP (Programa de Atencion a Fases Iniciales
de Psicosis) conducted at the University Hospital Marqués de Valdecilla
in Cantabria, Spain. Referrals to the PAFIP came from the inpatient unit
and the accident and emergency department at the University Hospital

Marqués de Valdecilla, from mental health units, and from other health-
care workers throughout the entire region of Cantabria. PAFIP includes
inpatient and outpatient care and provides specific and personalized
clinical attention from the onset of the illness up to 3 years. The program
was approved by the local institutional review board and informed con-
sent was attained from patients and their families prior to inclusion.

2.2. Study design

This is a prospective, randomized, flexible dose, open-label study.
We used a simple randomization procedure to select the antipsychotic
used between aripiprazole and risperidone. A computer-generated ran-
domization list was drawn up by a statistician. From this randomization,
75 patients were selected to entry in this study considered both inclu-
sion and exclusion criteria which will be explained below. At inclusion,
all patients were antipsychotic naive. Mean antipsychotic dose
expressed as chlorpromazine equivalent (CPZeq; mg/day) (Wood,
2003) were as follows: aripiprazole 5-30 mg/day (66.7-400 mg/day
of chlorpromazine) and risperidone 1-6 mg/day (50-300 mg/day of
chlorpromazine). At the treating physician's discretion, the dose and
type of antipsychotic medication could be changed based on clinical ef-
ficacy and the profile of side effects during the follow-up period.
Antimuscarinic medication, lormetazepam, clonazepam, antidepres-
sants and mood stabilizers were permitted if clinically needed.

Fasting venous blood samples were collected at baseline and three
months following the onset of treatment.

The use of other concomitant medication, such as antimuscarinic
agents, antidepressants, benzodiazepines or mood stabilizers were con-
sidered as possible confounding factors in this analysis.

2.3. Subjects

In Jun 2016, 75 patients with FEP, who were previously included in
PAFIP from Jun 2011 to May 2016 and were randomized to risperidone
or aripiprazole, were selected to entry in this study according to the fol-
lowing criteria: (1) age between 15 and 50, (2) residency in the catch-
ment area, (3) experiencing their first episode of psychosis, (4) no
prior treatment with antipsychotic medication, (5) no history of auto-
immune diseases or recent use of glucocorticoids and (6) DSM-IV
criteria for brief psychotic disorder, schizophreniform disorder, schizo-
phrenia, schizoaffective disorder, or psychotic disorder not otherwise
specified. Patients were excluded if they met any of the following
criteria: (1) DSM-IV criteria for drug dependence, (2) DSM-IV criteria
for mental retardation and (3) history of neurological disorder or
brain injury. The diagnoses were confirmed by an experienced psychia-
trist, applying the Structured Clinical Interview for DSM-IV (SCID-I)
6 months following the baseline visit.

We selected 75 healthy volunteers with similar characteristics to pa-
tients according to the following variables: sex, age, cannabis and to-
bacco consumption. It was not possible matching by the body mass
index (BMI). In a recent work carried out for our research team, we con-
cluded that the BMI has an important effect on the cytokine levels
(Juncal-Ruiz et al., 2018). Thus, analyses of serum cytokines levels be-
tween healthy volunteers and patients were controlled for BMI.

2.4. Assessments

Clinical psychopathology was assessed using the Scale for the As-
sessment of Positive Symptoms (SAPS), the Scale for the Assessment
of Negative Symptoms (SANS) and the Brief Psychiatric Rating Scale
(BPRS) before and after treatment.

Serum cytokine/chemokine concentrations and different profiles
were measured using the Human High Sensitivity T Cell Magnetic
Bead Panel protocol from the Milliplex® Map Kit (Cat. No.
HSTCMAG28SPMX21, EMD Millipore, Billerica, MA 01821, USA), follow-
ing the manufacturer's instructions. Briefly, assay plates were washed
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with wash buffer, sealed, and mixed on a plate shaker for 10 min at
room temperature. The wash buffer was decanted and 50 pL of the di-
luted standards, quality controls and serum samples were added into
the appropriate wells. After the addition of the samples or controls,
the plates were incubated overnight at 4 °C on a plate shaker with fluo-
rescently-labeled capture antibody-coated beads. After overnight incu-
bation with capture antibodies to detect IL-6, IL-13, TNF-c, IFNvy, IL-
10, IL-17a, IL-13, IL-12, IL-2, [L-21, IL-4, IL-23, IL-5, IL-7, IL-8, MIP-1q,
MIP-1(3, MIP-3a, ITAC, GM-CSF and Fractalkine, well content was re-
moved and washed using a handheld magnet. Then, 50 L of biotinyl-
ated detection antibodies were added into each well and incubated for
1 h at room temperature while shaking. Following, without removing
well content, 50 pL of streptavidin-phycoerythrin were added into
each well. After incubation for 30 min at room temperature, samples
were washed using a handheld magnet and resuspended in sheath
fluid. Finally, samples were run on the Luminex 100/200 and data
were collected using the Luminex xPONENT® software (v. 3.1). Analysis
of the cytokine/chemokine median fluorescence intensity (MFI) was
performed using the MasterPlex® QT software (v1.1). The intra and
inter-assay coefficients of variation for all cytokines tested were <5%
and <15-20%, respectively.

2.5. Statistical analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used to examine the normality of
data. Demographics and clinical measures were analyzed using T-Stu-
dent test, W-Wilcoxon rank-sum test or Chi-Square test as necessary.
A non-parametric multiple regression test controlling for BMI was
used to compare the basal levels of the 21 cytokines between the two
antipsychotic groups and the healthy volunteers group. Non-parametric
univariate tests were performed to compare the change in the serum
cytokine concentrations from baseline to 3 months following the
onset of treatment within risperidone and aripiprazole groups
(Wilcoxon Matched-Pairs Signed-Rank test), as well as for comparing
the percentage of change in the serum cytokine levels between the
two medications (Wilcoxon Singed-Rank test for independent data).
For analyzing the effect size of the cytokine variations within each anti-
psychotic group during the follow-up period, the correlation coefficient
(r) was calculated dividing the Z value of the W-Wilcoxon signed-rank
test by the square root of N (the number of observations over the two-
time points), as it is described elsewhere (Fritz et al., 2012). r is a stan-
dardized measure of the strength and direction of linear relationship be-
tween two variables ranging from —1 for a perfect negative relationship
and 1 for a perfect positive relationship. The follow cut-offs of the r co-
efficient are considered by Cohen (1988): r = 0.1 (small); r = 0.3 (me-
dium); r = 0.5 (large). Finally, the Spearman's Rank Correlation
Coefficients test was used to analyze the correlation between the per-
centage of change of the total-score of clinical scales and the percentage
of change of the 21 serum cytokine levels. As many tests are being con-
ducted, the probability of a type I error (false positive) is increased.
Keeping this in mind and considering our research as exploratory, we
decided to use a more conservative statistical significance threshold of
0.01 instead of applying a Bonferroni correction in order to avoid type
Il error (false negative).

For describing the samples, means and standard deviations or me-
dians and interquartile ranges (IQR) were used in the case of continuous
variables as necessary, whereas the total number of observations and
percentages were used for qualitative variables. Median serum cytokine
concentrations and IQR were represented by Box Plots after performing
a natural logarithmic transformation.

A per protocol analysis has been performed to compare the immu-
nomodulatory effect of both antipsychotics. We have chosen this
method because our aim is to study the anti-inflammatory effect of
aripiprazole and risperidone along three months of follow-up. For that
purpose, we have only considered to those patients who reach the
end of the follow-up period without switching the initial antipsychotic.

STATA 15.0 was used for statistical analysis. Statistical tests were
two-tailed with a 99% confidence interval.

3. Results
3.1. Differences in sociodemographic and clinical variables among groups

As shown in Table 1, patients were divided into two groups accord-
ing to the antipsychotic assigned at baseline. No statistically significant
differences were found in the demographic variables (all ps > 0.05) be-
tween healthy volunteers and patients at baseline, except for BMI (p =
0.001 for aripiprazole group and p = 0.041 for risperidone group). Thus,
analysis between healthy volunteers and patient groups were per-
formed controlling for BML

No statistically significant differences were found in BMI between
both treatment groups at 3 months (t = —0.99, p = 0.326) nor be-
tween both measurements (baseline and 3 months) within each anti-
psychotic group along the follow-up period (t = 1.49, p = 0.140 for
risperidone; t = 1.92, p = 0.061 for aripiprazole).

Out of 75 patients, 57 (76%) required hospital admission at intake,
without finding differences between both treatments (X = 0.06; p =
0.809) as shown in Table 1. None of the patients required more hospital-
izations during the rest of the follow-up period. 21 of these 57 individ-
uals (36.8%) were cannabis users and most of them stopped its use after
hospitalization, whereas most of tobacco users continued smoking after
hospitalization.

No differences were found between both treatment groups regard-
ing the type of schizophrenia spectrum diagnosis at intake (X? =
0.70; p = 0.704).

In addition, Table 1 shows that risperidone and aripiprazole groups
were similar in terms of the total-score of clinical scales at baseline
(all ps > 0.1). Three months following the initiation of treatment, the
total-score of clinical scales decreased significantly in both groups
with respect to initial measurements (p = 0.000), without finding dif-
ferences between the two medications (all ps > 0.1).

3.2. Comparison of cytokine serum levels between healthy volunteers and
patient groups at baseline after controlling for BMI

Figs. 1 and 2 show the statistically significant differences in the com-
parison among healthy volunteers and both patient groups at baseline
and 3 months following the onset of treatment. Whereas there are no
differences between patients initially assigned to aripiprazole and
healthy volunteers (all ps > 0.025), those patients who were randomly
assigned to risperidone had higher levels of IL-8 (p = 0.000) and MIP-
1B (p = 0.007) than the healthy volunteers group. However, if the
two patient groups are pooled, the difference between healthy volun-
teers and the patient group would continue to be statistically significant
for both chemokines (p = 0.001 for IL-8 and p = 0.009 for MIP-1p).

No differences were found in the basal serum levels of the 21 cyto-
kines between the two antipsychotics (all ps > 0.1).

In addition, Supplementary Figs. 1 and 2 show the full comparison
between the control group and the two patient groups on the 21
cytokines.

3.3. Comparison of cytokine serum levels within risperidone and
aripiprazole groups after 3 months of treatment and comparison of the ef-
fect size between both antipsychotics

Out of 75 patients, 44 were randomly assigned to risperidone and 31
to aripiprazole (z = —1.50; p = 0.133). Three months after starting
medication, 35 patients continued taking risperidone and 22 patients
continued taking aripiprazole, whereas 16 patients had to switch the
initial treatment because of clinical reasons. Therefore, the comparison
of the two antipsychotics at 3 months was performed on 57 patients.

Please cite this article as: Juncal-Ruiz, M., et al., Comparison of the anti-inflammatory effect of aripiprazole and risperidone in 75 drug-naive first
episode psychosis individuals: A..., Schizophr. Res. (2018), https://doi.org/10.1016/j.schres.2018.06.039

46



4 M. Juncal-Ruiz et al. / Schizophrenia Research xxx (2018) xxx-xxx
Table 1
Demographic and clinical variables among healthy volunteers, risperidone group and aripiprazole group.
Healthy volunteers group Risperidone group Aripiprazole group Statistics
n=75 n=44 n=31
n (%) n (%) n(%)
Sex (female) 36 (48.0) 24 (54.6) 16 (51.6) X? =048; p = 0.491°
(n = 150) X?=0.11;p = 0.735"
X? = 0.06; p = 0.802°
Cannabis users 26 (34.7) 12 (27.3) 13 (41.9) X2 = 0.70; p = 0.404*
(n = 150) X? = 0.50; p = 0.480"
X2 =1.76; p = 0.185°
Tobacco smokers 41 (54.7) 20 (47.6) 15 (48.4) X2 = 0.54; p = 0.464°
(n=148) X? = 0.35; p = 0.556"
X2 = 0.00; p = 0.948°
Hospitalized at intake 33 (75.0) 24 (77.4) X2 = 0.06; p = 0.809°
(n=175)
Diagnoses at intake
(n=175)
Schizophrenia 16 (36.4) 14 (45.2) X2 = 0.70; p = 0.704°
Brief psychotic disorder 15(34.1) 10 (32.3)
Schizophreniform disorder 13 (29.5) 7 (22.5)
Mean (sd) Mean (sd) Mean (sd) Statistics
Age at onset (years) 28.7 (6.27) 304 (7.79) 28.8 (8.22) t=1.26; p = 0.209*
(n = 150) t = 0.03; p = 0.976"
t = —0.86; p = 0.394¢
BMI at baseline (kg/m?) 25.1 (4.63) 232 (4.62) 21.8 (3.58) t= —2.06; p = 0.041°
(n = 150) t = —3.50; p = 0.001°
BMI at 3 months 24.8 (4.87) 23.7 (3.51) t= —145; p = 0.150°
(kg/m?) t=—0.99; p = 0.326%
(n=57)
Statistics
SAPS at baseline p50 (IQR) P50 (IQR) z=0.15;p = 0.883°
(n=175) 15 (9) 15 (9)
Mean (sd) Mean (sd)
14.7 (4.57) 14.5 (5.20)
SAPS at 3 months p50 (IQR) p50 (IQR) z=—0.03; p = 0.973¢
(n=57) 0(0) 0(0)
Mean (sd) Mean (sd)
0.3 (1.07) 0.4 (1.23)
SANS at baseline P50 (IQR) P50 (IQR) z=0.39; p = 0.697°
(n=175) 4(11) 45 (10)
Mean (sd) Mean (sd)
6.4 (6.97) 5.9 (6.52)
SANS at 3 months P50 (IQR) P50 (IQR) z=1.11;p = 0265
(n=57) 0(0) 0(0)
Mean (sd) Mean (sd)
2.2 (5.94) 0.7 (1.77)
BPRS at baseline P50 (IQR) P50 (IQR) z=0.95p=0341°
(n=75) 67.5(21.5) 64 (32)
Mean (sd) Mean (sd)
69.5 (15.46) 66.1 (19.79)
BPRS at 3 months P50 (IQR) P50 (IQR) z=042;p= 0676
(n=57) 25 (0) 25 (0)
Mean (sd) Mean (sd)
27.9 (6.86) 26.6 (6.33)

sd: standard deviation; IQR: interquartile range.
2 Comparison between healthy volunteers and risperidone group at baseline.
b Comparison between healthy volunteers and aripiprazole group at baseline.
Comparison between risperidone and aripiprazole group at baseline.
Comparison between risperidone and aripiprazole group at 3 months.
" Per protocol analysis.

c
d

Chlorpromazine equivalent doses were similar among the two anti-
psychotics (t = 0.35; p = 0.731). Additional analyses were performed
to assess if concomitant medication may act as possible confounding
variables, finding no statistically significant differences between the
two antipsychotics (all ps > 0.1).

Figs. 1 and 2 also show the statistically significant differences in the
comparison between the basal and the 3 months cytokine levels within
each antipsychotic group. No significant differences were found be-
tween both patient groups at 3 months and the healthy volunteers
group (all ps>0.1).

Basal and 3 months measurements, as well as matched-pair analyses
and effect sizes (r) for the 21 cytokines within each antipsychotic group
are shown in Table 2. Within the risperidone group, there is a significant
decrease of two chemokines (IL-8; p = 0.000 and MIP-1f3; p = 0.002),
one regulatory-cytokine (IL-21; p = 0.004), one Type-3 cytokine (IL-23;
p = 0.010) and a trend to statistically significant decrease of one Th1-
Th2 cytokine (IL-7; p = 0.013). Within the aripiprazole group, several
cytokines significantly decreased after treatment: one pro-inflamma-
tory cytokine (TNF-o; p = 0.007), two chemokines (IL-8; p = 0.003
and Fractalkine; p = 0.006), one regulatory-cytokine (IL-21; p =
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log-transformed data.

c: control or healthy volunteers group
b: basal cytokine levels within risperidone group
3m: 3 months cytokine levels within risperidone group

*(p<0.01); ** (p<0.001); # (p=0.013)

Fig. 1. Significative cytokines in the comparison between healthy volunteers, basal risperidone group and 3 months risperidone group.

0.007) one Type-3 cytokine (IL-17c; p = 0.006) and a trend to statisti-
cally significant decrease of one Th1-Th2 cytokine (IL-13; p = 0.011)
was observed. No statistically significant differences were found in the
percentages of change of the serum cytokine levels between risperidone
and aripiprazole (all ps>0.01) after the follow-up period. The effect size
of the two antipsychotics was also similar on the panel of 21 cytokines
except for some cytokines in which aripiprazole showed a greater effect

s

*

=

*
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L

size than risperidone (TNF-a: r = 0.41 aripiprazole, r = 0.27 risperi-
done; IL-17c: r = 0.42 aripiprazole, r = 0.23 risperidone; IL-13: r =
0.38 aripiprazole, r 0.11 risperidone; Fractalkine: r = 0.42
aripiprazole, r = 0.23 risperidone) and for one chemokine in which ris-
peridone showed a greater effect size than aripiprazole (MIP-1R: r =
0.37 risperidone, r = 0.24 aripiprazole). In all cases, these comparisons
suppose an effect size change from small to medium.

IL-8 (c)

IL-8 (b)

IL-8 (3m)
Fractalkine (c)
Fractalkine (b)
Fractalkine (3m)
TNF-a (c)
TNF-a (b)

log-transformed data.

c: control or healthy volunteers group
b: basal cytokine levels within aripiprazole group
3m: 3 months cytokine levels within aripiprazole group

TNF-a (3m)

IL-21 (c)
IL-21 (b)
IL-21 (3m)
IL-17a (c)
IL-17a (b)
IL-17a (3m)
IL-13 (c)
IL-13 (b)
IL-13 (3m)

* (p<0.01); ** (p<0.001); # (p=0.011)

Fig. 2. Significative cytokines in the comparison between healthy volunteers, basal aripiprazole group and 3 months aripiprazole group.
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Basal and 3 months measurements, matched-pair analyses and effect sizes (r) for the 21 cytokines:

Cytokine Risperidone group Aripiprazole group

p50 (IQR) Mean (sd) z; p-value r p50 (IQR) Mean (sd) z; p-value r
IL-6 Basal: 2.05 (2.74) 2.45(1.58) 1.7, p = 0.093 0.20 145 (249 2.21(1.89) 2.2;p = 0.022 0.35
(pg/ml) 3 months: 1.36 (3.16) 2.15 (1.70) 0.96 (2.79) 1.98 (2.06)
IL-1p Basal: 0.5(0.88) 0.55 (0.47) 2.2; p = 0.026 0.27 0.21 (0.98) 0.68 (0.95) 0.5; p = 0.613 0.08
(pg/ml) 3 months: 0.26 (0.56) 0.46 (0.54) 0.24 (0.59) 0.55(0.81)
TNF-a Basal: 2.75 (1.60) 3.80 (4.97) 2.3;p =0.022 0.27 2.75 (2.54) 3.04 (1.55) 2.7; p = 0.007 0.41
(pg/ml) 3 months: 2.25 (1.00) 2.64 (1.40) 1.94 (1.54) 2.39(1.37)
IFN-y Basal: 4.16 (3.22) 5.32(2.98) 0.8; p = 0437 0.09 43 (3.07 5.27 (4.07) 15;p=0.123 0.23
(pg/ml) 3 months: 3.46 (2.99) 4.89 (3.46) 4.10 (3.08) 4.68 (3.70)
IL-10 Basal: 522 (3.12 547 (341) 1.9; p=0.052 0.23 4(43) 4.69 (2.82) 1.5;p=0.144 0.22
(pg/ml) 3 months: 4.08 (3.49) 424 (2.61) 3.88 (4.57) 2.01(3.86)
IL-17c Basal: 2.27 (3.20) 429 (7.28) 1.9; p=0.054 0.23 2.37 (4.75) 3.80(3.76) 2.8; p = 0.006 0.42
(pg/ml) 3 months: 1.60 (2.74) 3.06 (4.14) 2.11(3.35) 2.84 (2.68)
IL-13 Basal: 3.06 (4.25) 8.29 (25.30) 1.0; p=0.334 0.11 2.77 (5.05) 4.09 (3.79) 2.6;p =0.011 0.38
(pg/ml) 3 months: 2.68 (3.78) 8.75 (30.79) 2.44 (5.23) 3.69 (3.94)
IL-12 Basal: 2.19 (0.91) 2.33(0.79) 13;p=0.179 0.16 1.93 (1.51) 2.30(1.20) 1.2; p=0.249 0.17
(pg/ml) 3 months: 2.03 (0.81) 2.23(0.89) 1.70 (1.26) 2.13(1.24)
IL-2 Basal: 1.08 (1.40) 1.29 (1.31) 1.6; p=10.120 0.19 0.55(1.32) 1.06 (1.15) 1.6; p = 0.107 0.24
(pg/ml) 3 months: 0.84 (1.23) 1.12 (1.26) 0.43 (0.87) 091 (1.16)
IL-21 Basal: 0.50 (0.67) 0.83 (1.14) 2.9; p = 0.004 0.34 0.49 (0.83) 0.80 (0.90) 2.7; p = 0.007 0.40
(pg/ml) 3 months: 0.36 (0.59) 0.64 (0.95) 0.35(0.82) 0.61 (0.69)
IL-4 Basal: 8.37 (25.61) 30.24 (89.27) —0.7; p = 0458 —0.09 6.78 (25.68) 22.43 (35.75) 1.1, p=0.281 0.16
(pg/ml) 3 months: 7.57 (24.32) 16.98 (22.61) 6.43 (20.39) 21.08 (37.32)
IL-23 Basal: 152.56 (161.1) 193.52 (220.57) 2.6;p=0.010 0.31 118.78 (158.81) 224.47 (428.50 1.7, p = 0.091 0.25
(pg/ml) 3 months: 117.47 (131.83) 155.85 (216.21) 106.65 (168.11) 224.56 (358.81)
IL-5 Basal: 1.14 (0.35) 1.65 (3.40) 1.5;p=0.138 0.18 1.15 (0.70) 1.22 (0.52) 13;p=0.178 0.20
(pg/ml) 3 months: 1.03 (0.53) 1.72 (3.88) 1.02 (0.57) 1.11 (0.59)
IL-7 Basal: 4.36 (3.68) 5.15(2.62) 2.5;p=0.013 0.30 3.79 (3.44) 4.69 (2.37) 1.8; p = 0.067 0.28
(pg/ml) 3 months: 3.50 (3.87) 4.71 (3.09) 3.55 (2.69) 4.48 (2.42)
IL-8 Basal: 4.63 (5.39) 10.89 (19.87) 4.1; p = 0.000 0.49 5.0 (5.48) 7.91(8.75) 2.9; p = 0.003 0.44
(pg/ml) 3 months: 2.68 (1.98) 4.26 (5.20) 2.81(2.52) 3.75 (2.49)
MIP-1o Basal: 10.48 (3.87) 18.30 (48.19) 2.0; p = 0.048 0.24 9.63 (4.86) 11.76 (7.24) 1.0; p=0.322 0.15
(pg/ml) 3 months: 9.68 (3.91) 10.04 (4.32) 8.95(3.95) 9.02 (3.11)
MIP-1p Basal: 10.10 (5.72) 12.23 (6.41) 3.1; p = 0.002 0.37 9.53 (7.08) 10.42 (4.75) 1.6; p =0.108 0.24
(pg/ml) 3 months: 9.01 (7.77) 10.51 (5.26) 9.41 (8.21) 9.29 (4.16)
MIP-3a Basal: 3.83(1.38) 5.76 (7.91) 0.9; p = 0.551 0.11 4.08 (1.08) 4.04 (1.29) 1.5; p=0.131 0.23
(pg/ml) 3 months: 421 (2.84) 4.19 (3.07) 3.50 (1.26) 3.58 (1.22)
ITAC Basal: 7.12(7.7) 16.70 (28.27) —14;p=0.169 —0.16 8.39 (8.70) 10.27 (5.38) 0.2; p = 0.808 0.04
(pg/ml) 3 months: 6.70 (6.89) 19.32 (38.61) 7.59 (7.39) 12.72 (16.16)
GMCSF Basal: 95.74 (84.71) 157.93 (261.47) 0.7; p = 0.466 0.09 70.74 (101.66) 193.72 (377.11) 0.4; p = 0.661 0.07
(pg/ml) 3 months: 80.89 (168.5) 173.82 (243.31) 77.02 (102.52) 209.71 (442.76)
Fractalkine Basal: 135.65 (62.43) 124.70 (58.34) 1.9; p = 0.059 023 124.70 (58.34) 136.55 (54.22) 2.8; p = 0.006 0.42
(pg/ml) 3 months: 126.05 (62.16) 137.30 (60.73) 106.98 (31.97) 122.41 (57.78)

Risperidona: basal: n = 44; 3 months (per protocol analysis): n = 35.
Aripiprazole: basal: n = 31; 3 months (per protocol analysis): n = 22.
z: Matched-pair analyses (W-Wilcoxon); p value.

r: correlation coefficient ranging from — 1to + 1: r = 0.1 (small); r = 0.3 (medium); r = 0.5 (large).

sd: standard deviation; IQR: Interquartile range

Supplementary Figs. 3 and 4 show the full comparison between the
basal and the 3 months serum cytokine levels within each antipsychotic
group.

We have also analyzed the possible correlation between the per-
centage of change of the 21 cytokines and the percentage of change of
the total-score of clinical scales within the two antipsychotic groups,
finding no significant correlation between none of these variables (all
ps>0.1).

4. Discussion

The results of our study suggest a similar anti-inflammatory effect of
both risperidone and aripiprazole in a large sample of FEP individuals.
To our knowledge, this is the first study that has compared the anti-in-
flammatory effect of risperidone and aripiprazole and also that has
studied the largest number of cytokines in FEP individuals.

Regarding the comparison of cytokine levels between healthy volun-
teers and patients at baseline, we have found that patients who were
initially assigned to aripiprazole had no statistically significant differ-
ences in none of the 21 cytokines studied with respect to healthy volun-
teers (all ps > 0.025), whereas those patients who were randomly

assigned to risperidone had higher levels of IL-8 (p = 0.000) and MIP-
1P (p = 0.007) than the healthy volunteers, despite the fact that in
both groups of patients the levels of these two cytokines were higher
than in the healthy volunteers group (see Supplementary Figs. 1 and
2). Two possible explanations for understanding these results could be
as follows: first, the means difference between the healthy volunteers
and the two treatment groups as well as the dispersion of the data are
higher for the risperidone group (see Table 2); and second, we have per-
formed a non-parametric multiple regression controlling for BMI, which
is the only variable that showed statistically significant differences in
the univariate analysis among the three groups. However, there could
be other variables that have not been considered in these analyses,
which might have an effect on the association that is being evaluated.
Di Nicola et al., 2013 also observed that IL-8 levels were higher in pa-
tients with respect to healthy volunteers. However, in contrast to previ-
ous studies that have mainly studied pro-inflammatory cytokines (Di
Nicola et al., 2013; Ding et al., 2014; Song et al., 2014; Noto et al.,
2014), we found no differences between healthy volunteers and pa-
tients on IL-6, TNF-a and IL-1f3, which are interestingly three of the cy-
tokines most affected by BMI (Song et al., 2014). We suggest three
possible reasons that may explain this discrepancy. First, the present
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work has been carried out in drug-naive FEP individuals, whereas sev-
eral previous studies have analyzed together both drug-naive and
chronic schizophrenia patients (Di Nicola et al., 2013; Tourjman et al.,
2013). Second, unlike other studies (Ding et al., 2014; Song et al.,
2014; Petrikis et al., 2017), we have not excluded those individuals
with overweight. Indeed, we have performed a non-parametric regres-
sion in order to be able to control the analysis for BML Third, as men-
tioned above, the largest number of cytokines has been analyzed in
this study, including some chemokines such as IL-8, MIP-13 and
Fractalkine, which have been scarcely studied in previous investiga-
tions. Inflammatory chemokines function mainly as chemoattractants
for leukocytes, recruiting monocytes, neutrophils and other effector
cells from the blood to sites of infection or tissue damage, including
the central nervous system (CNS) (White et al., 2007; Nomiyama et
al, 2010). Their increase in peripheral blood might reflect that occurring
in the CNS (Sumanovié-Glamuzina et al., 2017), although their exact re-
lation is currently unknown.

With regard to the anti-inflammatory efficacy, both risperidone and
aripiprazole show anti-inflammatory effects as shown in Figs. 1 and 2.
Interestingly, the two chemokines that were elevated in patients ini-
tially assigned to risperidone regarding healthy volunteers at baseline,
decreased significantly after treatment. Our findings are supported by
previous studies: Noto et al., 2014 observed that IL-6, IL-10, TNF-«
and IL-4 decreased significantly after six weeks of risperidone treat-
ment. Sobis et al., 2015 found that IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-12, IL-23, IL-4
and IFN-y decreased significantly after four weeks of aripiprazole treat-
ment. Unlike a meta-analysis by Miller et al. (2011) in which TNF-« ap-
peared to be a trait marker of psychosis, in our study, as in the previous
ones (Noto et al., 2014; Sobis et al., 2015), we have found that this cyto-
kine decreased significantly after aripiprazole treatment. The anti-in-
flammatory effect of both treatments was similar on the panel of 21
cytokines, except for TNF-c, IL-13, IL-17« and Fractalkine in which
aripiprazole seems to have a greater effect size than risperidone (change
from small to medium), whereas risperidone seems to have a greater ef-
fect size than aripiprazole on MIP-13 (change from small to medium).
However, it is important to remark that this is a large exploratory
work where 21 cytokines have been analyzed and thus we must be cau-
tious with the results.

With respect to the cessation of cannabis use after hospitalization, as
it is known, cannabis may have an anti-inflammatory effect. Therefore,
its abandonment after hospitalization might increase the pro-inflam-
matory cytokines instead of decreased them. For that reason, the anti-
inflammatory effect found in both treatments after 3 months seems
not to be influenced by the cessation of cannabis use.

It is also important to take into account if BMI has been modified
because of antipsychotics to correctly evaluate the anti-inflamma-
tory effect of both treatments (Pisano et al., 2017). Although there
is an increase in BMI within both antipsychotic groups, our results
do not seem to be influenced by the BMI change, because no statisti-
cally significant differences were found within both treatment
groups along the follow-up period (all ps > 0.05). In addition, a
higher BMI would be related to a pro-inflammatory effect instead
to an anti-inflammatory one.

Regarding the mechanisms involved in the anti-inflammatory effect
of antipsychotics, Kato et al. (2011) suggested that antipsychotics might
directly modulate the response of microglia, as it has been postulated
the existence of dopamine receptors on these immune cells (Farber et
al., 2005). In particular, antipsychotics may induce an inhibitory effect
on the activation of microglia (Liu and Hong, 2003; Kato et al., 2007)
and in this way, may reduce some pro-inflammatory cytokines and
chemokines.

With regard to the possible correlation between cytokine levels and
psychopathology, Petrikis et al, 2017 attempted to correlate the
decreased in pro-inflammatory cytokines with clinical scales improve-
ment. However, like us, they were not able to demonstrate a signifi-
cantly correlation among these variables.

This study has several limitations that should be considered: (1) the
fact that multiple comparisons were made to explore the anti-inflam-
matory effect of both treatments, may increase the probability of a
type I error. However, when many significant results with biological
sense are occurring, the chance of all these results being spurious is ex-
tremely improbable; (2) cannabis and tobacco were recorded as quali-
tative variables only at baseline; (3) stress level, which is known to
influence inflammatory status, was not measured; (4) we have only
measured cytokine levels at 3 months following the onset of antipsy-
chotic treatment, and thus we do not know how serum concentrations
have changed within this period; (5) we were not able to consider the
consumption of classical analgesic or anti-inflammatory drugs as possi-
ble confounding factors (however, it is important to remark that sub-
jects from this study are young, healthy individuals without chronic
diseases or chronic treatments); (6) analysis was performed on periph-
eral blood. We assume that these findings are an indicator of what oc-
curs in the CNS and therefore, we would expect to find a greater
disturbance of these cytokines in the CNS.

In summary, after controlling for BMI, we have found that some
chemokines such as IL-8 and MIP-1f3 were elevated in patients com-
pared to healthy volunteers. These two chemokines and other pro-in-
flammatory and regulatory cytokines decreased significantly after
treatment. This is the first study that has compared the immunomodu-
latory effect of risperidone and aripiprazole on a large array of pro-in-
flammatory cytokines and chemokines in FEP individuals, finding that
the anti-inflammatory effect of both treatments was similar. Further
studies in the same line may help to create novel therapeutic options in-
volving cytokine-modulating agents.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.schres.2018.06.039.
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Material suplementario:

Supplementary Figure 1: Basal serum cytokine levels between healthy volunteers and the
risperidone group
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Supplementary Figure 2: Basal serum cytokine levels between healthy volunteers and the
aripiprazole group
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Supplementary Figure 3: comparison between the basal and 3-month serum cytokine levels
within the risperidone group (matched-pair analysis)
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Supplementary Figure 4: comparison between the basal and 3-month serum cytokine levels
within the aripiprazole group (matched-pair analysis)
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Abstract

Background: Low-grade inflammation has been repeatedly associated with both excess weight and psychosis.
However, no previous studies have addressed the direct effect of body mass index (BMI) on basal serum cytokines
in individuals with first-episode psychosis (FEP).

Objectives: The aim of this study is to analyze the effect of BMI on basal serum cytokine levels in FEP patients and
control subjects, separating the total sample into two groups: normal-weight and overweight individuals.

Methods: This is a prospective and open-label study. We selected 75 FEP patients and 75 healthy controls with
similar characteristics to patients according to the following variables: sex, age, and cannabis and tobacco
consumption. Both controls and patients were separated into two groups according to their BMI: subjects with a
BMI under 25 were considered as normal weight and those with a BMI equal to or more than 25 were considered
as overweight. Serum levels of 21 cytokines/chemokines were measured at baseline using the Human High
Sensitivity T Cell Magnetic Bead Panel protocol from the Milliplex® Map Kit. We compared the basal serum levels of
the 21 cytokines between control and patient groups according to their BMI.

Results: In the normal-weight group, IL-8 was the only cytokine that was higher in patients than in the control
group (p=0.001), whereas in the overweight group, serum levels of two pro-inflammatory cytokines (IL-6, p = 0.000;
IL-1B, p=0.003), two chemokines (IL-8, p = 0.001; MIP-13, p=0.001), four Th-1 and Th-2 cytokines (IL-13, p = 0.009;
IL-2, p=10.001; IL-7, p=0.001; IL-12p70, p = 0.010), and one Type-3 cytokine (IL-23, p=0.010) were higher in patients
than in controls.

Conclusions: Most differences in the basal serum cytokine levels between patients and healthy volunteers were
found in the overweight group. These findings suggest that excess weight can alter the homeostasis of the
immune system and therefore may have an additive pro-inflammatory effect on the one produced by psychosis in
the central nervous system.
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Background

Inflammation is usually a physiological response of the
organism to harmful stimuli, whether physical, chemical,
or biological. The inflammatory state that accompanies
excess weight shows a peculiar presentation, as it is not
accompanied by infection or sign of autoimmunity and
no massive tissue injury seems to occur. In fact, it is
often called “low-grade” chronic inflammation [17].
Cytokines are hormone-like proteins that enable
immune cells to communicate and play an integral role
in the initiation, perpetuation, and subsequent down-
regulation of the immune response [28]. Several studies
have found that overweight individuals (body mass index
(BMI) =25) have higher plasma levels of some pro-
inflammatory cytokines such as IL-6, TNF-a, and IL-1f
than normal-weight individuals [16, 22].

Obesity is reported in approximately 50% of patients
with schizophrenia [2, 3]. In addition, a pro-
inflammatory state has been repeatedly associated with
first-episode psychosis (FEP) [5, 11, 12, 15], especially in
women, overweight patients, and tobacco users [9, 10].
However, no previous study has addressed the direct ef-
fect of BMI on basal serum cytokines in FEP individuals.

The aim of this study is to analyze the effect of BMI
on basal serum cytokine levels in FEP patients and con-
trol subjects, separating the total sample into two
groups: normal-weight and overweight individuals. Our
hypothesis is that higher levels of inflammatory cyto-
kines will be observed in patients than in controls in the
overweight group with respect to this same comparison
in the normal-weight group.

Methods

Study setting

The data for the present study were obtained from a large
epidemiological cohort of patients who have been treated
in a longitudinal intervention program of FEP (PAFIP:
Programa de Atencion a Fases Iniciales de Psicosis) con-
ducted at the University Hospital Marqués de Valdecilla in
Cantabria, Spain. The main procedures that are carried
out in this program have been described elsewhere [19].
The program was approved by the local institutional
review board, and informed consent was obtained from
patients and their families prior to inclusion.

Subjects

In June 2016, 75 patients with FEP drug-naive, who were
previously included in PAFIP from June 2011 to May
2016, were selected to entry in this study according to the
following criteria: (1) age between 15 and 50, (2) residency
in the catchment area, (3) experiencing their first-episode
of psychosis, (4) no prior treatment with antipsychotic
medication, (5) DSM-IV criteria for brief psychotic
disorder, schizophreniform disorder, schizophrenia,
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schizoaffective disorder, or psychotic disorder not other-
wise specified. Patients were excluded if they met any of
the following criteria: (1) DSM-IV criteria for drug
dependence, (2) DSM-IV criteria for mental retardation,
and (3) history of neurological disorder or brain injury.
The diagnoses were confirmed by an experienced psych-
iatrist, applying the Structured Clinical Interview for
DSM-1V (SCID-I) 6 months following the baseline visit.

Study design

This is a prospective, open-label study. We selected 75
healthy volunteers with similar characteristics to patients
according to some possible confounding variables, such
as sex, age, and both cannabis and tobacco consumption,
that might have a pro-inflammatory effect. Both controls
and patients were separated into two groups according
to their BMI: those subjects with a BMI under 25 were
considered as normal-weight and those ones with a BMI
equal or over 25 were considered as overweight. Fasting
venous blood samples were collected at baseline.

We have performed four comparisons of the basal
serum levels of the 21 cytokines between the control
group and the patient group: (1) between normal-weight
controls and normal-weight patients, (2) between over-
weight controls and overweight patients, (3) between
normal-weight controls and overweight controls, and (4)
between normal-weight patients and overweight patients.

Serum cytokine/chemokine measurement

Serum cytokine/chemokine levels and different profiles
were measured using the Human High Sensitivity T Cell
Magnetic Bead Panel protocol from the Milliplex® Map
Kit (cat. no. HSTCMAG28SPMX21, EMD Millipore,
Billerica, MA 01821, USA), following the manufacturer’s
instructions. Briefly, assay plates were washed with wash
buffer, sealed, and mixed on a plate shaker for 10 min at
room temperature. The wash buffer was decanted and
50 pL of the diluted standards, quality controls, and
serum samples were added into the appropriate wells.
After the addition of the samples or controls, the plates
were incubated overnight at 4 °C on a plate shaker with
fluorescently labeled capture antibody-coated beads.
After overnight incubation with capture antibodies to
detect Fractalkine, GM-CSF, IFNy, IL-1f, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17A, IL-
21, IL-23, ITAC, MIP-1a, MIP-1f, MIP-3a, and TNF-a,
well content was removed and washed using a handheld
magnet. Then, 50 pL of biotinylated detection antibodies
were added into each well and incubated for 1 h at room
temperature while shaking. Following, without removing
well content, 50 pL of streptavidin-phycoerythrin was
added into each well. After incubation for 30 min at
room temperature, the samples were washed using a
handheld magnet and resuspended in sheath fluid.
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Finally, the samples were run on the Luminex 100/200
and the data were collected using the Luminex
xPONENT® software (v. 3.1). Analysis of the cytokine/
chemokine median fluorescence intensity (MFI) was per-
formed using the MasterPlex” QT software (v1.1). The
intra and inter-assay coefficients of variation for all cyto-
kines tested were <5 and < 15-20%, respectively.

Statistical analysis

According to the normality Kolmogorov-Smirnov test,
all continuous variables except BMI and age were
departed from a normal distribution. Levene test shows
that age has not equality of variances. Therefore, non-
parametric tests were used for all continuous variables
except for BMI and age. Moreover, a correction for not
equality of variances was performed for the age variable.

Sociodemographic and clinical variables were analyzed
among control and patient groups using Student T test,
Wilcoxon W test or Chi-Square test as necessary.
Wilcoxon W test was used to compare the basal serum
levels of the 21 cytokines between controls and patients
in four different analyses as it was mentioned in the
study design section. Although these are considered as
planned or “a priori” contrasts, as many tests are being
conducted, the probability of making a type I error (false
positive) is increased. Keeping this in mind, we decided
to apply the Bonferroni adjustment for planned compari-
sons and lowering the threshold of statistical significance
to 0.0125 (0.05/4 = 0.0125), being 4 the number of inde-
pendent contrasts that have been conducted.

For describing the samples, means and standard devia-
tions were used in the case of continuous variables,
whereas the total number of observations and percent-
ages were used for qualitative variables. Median serum
cytokine levels and interquartile range (IQR) were repre-
sented by box plots after performing a natural logarith-
mic transformation.

STATA 15.0 was used for statistical analysis. Statistical
tests were two-tailed with a 99% confidence interval.

Results

Differences in sociodemographic and clinical variables

As shown in Table 1, there were no statistically signifi-
cant differences between healthy volunteers and patients
in terms of demographic and clinical variables (all ps >
0.1), except for BMI (t=-4.06; p= 0.001) in the
normal-weight group, and in terms of age (t= 2.49; p =
0.017) and cannabis-use (X2 =10.97; p=0.001) in the
overweight group.

Basal serum cytokine levels: analyses stratified by BMI
Out of 75 patients, 53 (70.7%) had a BMI under 25 and
thus were considered as normal-weight individuals
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(BMI mean = 20.3; sd = 2.28), whereas 22 (29.3%) were
considered as overweight individuals (BMI mean = 28.2;
sd = 2.28). Of the control subjects, 45 (60%) were ini-
tially considered as normal-weight (BMI mean = 22.0;
sd = 1.77), whereas 30 (40%) were classified as belong-
ing to the overweight group (BMI mean =29.6;
sd = 3.83).

In comparison of the basal serum cytokine levels
between healthy volunteers and patients with normal
weight, Fig. 1 shows that IL-8 was the only cytokine that
was higher in patients than in the controls (p =0.001).
In comparison of the basal serum cytokine levels
between healthy volunteers and patients with overweight
as shown in Fig. 2, serum levels of two pro-
inflammatory cytokines (IL-6, p=0.000; IL-1B, p=
0.003), two chemokines (IL-8, p=0.001; MIP-1B, p=
0.001), four Th-1 and Th-2 cytokines (IL-13, p = 0.009;
IL-2, p = 0.001; IL-7, p = 0.001; IL-12p70, p = 0.010), and
one Type-3 cytokine (IL-23, p =0.010) were higher in
patients than in the controls. As a secondary analysis,
we have compared the basal serum cytokine levels be-
tween normal-weight and overweight individuals within
both groups of healthy volunteers and patients, as shown
in Figs. 3 and 4. No differences were found between the
normal-weight and the overweight individuals in the
control group (all ps>0.01), whereas in the patient
group, the overweight individuals had higher levels of
several cytokines such as IL-6 (p=0.000), IL-13 (p =
0.000), IL-2 (p=0.002), IL-7 (p=0.000), and MIP-1p
(0.010) than the normal-weight individuals.

Discussion

These findings support our main hypothesis that excess
weight can alter the homeostasis of the immune system
and therefore may have an additive pro-inflammatory
effect on the one produced by psychosis in the central
nervous system (CNS). As far as we know, this is the
first research that studies the direct effect of excess
weight on basal serum cytokine levels in individuals
with FEP.

In the present study, we separated the subjects into
two different groups according their BMI (Table 1). In
the normal-weight group, only the IL-8 (chemokine) was
higher in patients than in healthy volunteers, whereas in
the overweight group, we found more differences, as
expected: patients had higher levels than the control
subjects of two pro-inflammatory cytokines (IL-6 and
IL-1B), two chemokines (IL-8, MIP-1p), four Th-1 and
Th-2 cytokines (IL-13, IL-2, IL-7, IL-12p70), as well as
one Type-3 cytokine (IL-23) (Figs. 1 and 2). IL-8 seems
to be the chemokine more related to psychosis and
might be considered as a probably state/trait marker of
the disease. This is supported by the fact that its levels
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Table 1 Demographic and clinical characteristics between healthy volunteers and patients according to BMI
Entire simple Normal-weight Normal-weight Overweight Overweight
N=150 Control group Patient group Control group Patient group
n=45 n=>53 n=30 n=22
N (%) n (%) n (%) n (%) n (%) Statistics
Sex (female) 76 (50.7) 23 (51.1) 31 (58.5) 13 (43.3) 9 (40.9) X>=053; p = 0464°
X2=003 p=0861°
Cannabis users 51 (340) 12 (26.7) 24 (459) 14 (46.7) 1(4.6) X2 =363; p=0057°
X2 =1097; p=0001°
Tobacco users® 76 (514) 22 (489) 27 (51.9) 19 (63.3) 8 (38.1) X>=009; p=0766"
X>=3.16; p= 0076°
Mean (sd) Mean (sd) Mean (sd) Mean (sd) Mean (sd) Statistics
Age at onset (years) 29.2 (7.15) 28.2 (6.09) 27.7 (7.33) 296 (6.53) 345 (7.46) t=-033p=0739
t=249 p=0017°
BMI at baseline (kg/mz) 23.8 (4.59) 220 (1.77) 20.3 (2.28) 29.6 (3.83) 282 (2.28) t=—4.06; p=0.000°

t=—1.50; p=013%

#Comparison between patients and healthy volunteers in the normal-weight group

PComparison between patients and healthy volunteers in the overweight group
n=148

are not influenced by weight (no differences were found
between overweight patients and normal-weight
patients, as shown in Fig. 4), as well as its levels are
higher in patients than in healthy volunteers in both
overweight comparison and in normal-weight compari-
son (see Figs. 1 and 2). In addition, one article by Hayes
et al. (2014) found higher IL-8 levels in the cerebrospinal
fluid (CSF) of schizophrenia patients than in healthy vol-
unteers; they concluded that the differences observed
were consistent, suggesting these may represent a trait
marker associated with psychosis. Regarding the rest of
altered cytokines between patients and controls in the
overweight group, the cytokines which are more related
to overweight are IL-6, TNF-a, and IL-1P. The fact that

these cytokines are not higher in the overweight control
group than in the normal-weight control group suggest
that excess weight in isolation, without the synergistic
pro-inflammatory effect of psychosis, might not be
enough to alter these cytokines in some cases.

Previous studies carried out in FEP either have
excluded the overweight individuals [7, 20, 23] from the
analysis or have not considered the BMI in the analysis
[6, 18] because the result was similar between patients
and controls. Regarding the two articles that did not
consider the effect of the BMI, Di Nicola et al. [6] and
Noto et al. [18] observed that IL-6, TNF-«, and IL-8
were higher in patients than in healthy volunteers. On
the other hand, regarding the three studies which
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Fig. 1 Basal serum cytokine levels in the normal-weight group (BMI < 25)
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excluded overweight individuals from the analysis, Ding
et al. [7] found that IL-6 and IL-17 were increased in pa-
tients when compared to controls, Song et al. [23] found
that IL-6, TNF-a, and IL-1p were elevated in patients
compared to healthy volunteers, and [20] observed that
IL-6 and IL-2 were higher in patients than in controls.
We suggest three possible reasons that may explain
the discrepancies between our findings in the normal-
weight group, in which only IL-8 was increased in
patients as opposed to the control subjects, and previous
studies that excluded the overweight individuals [7, 20, 23],
where several pro-inflammatory cytokines as well as

Th-1 and Th-2 cytokines are altered. First, whereas
our study population is of Caucasian origin, the stud-
ies by Ding et al. [7] and Song et al. [23] were con-
ducted in Asian populations, so some of the
differences could be explained by genetic background.
Second, cannabis, which is known to play a role in
the homeostasis of the immune system [24], has not
been considered as a possible confounding variable in
the match of any of the three studies. Third, it is im-
portant to remark that individuals with identical BMI
may have different body compositions regarding fat
and muscle, so we cannot exclude the contribution of

Normal-weight

*] }

| THTH P

Overweight

*i“”“|“’*“ﬁ*f

('D&U ?OU!‘)NNV‘?(‘)IOI\& S@oQWL o
AT 2T R ANAN L G e no LN e
_ﬁzuﬁﬁﬁﬁ_d_ﬁ_——gggtgﬁ
=="d S35 33

J

w

log-transformed data

Fig. 3 Basal serum cytokine levels within the control group
N\

*(p<0.01); **(p<0.001)

IL-6

@
2

TNF-a
IFN-y
IL-10
IL-17a
IL-13
IL-12
IL-2
IL-21
IL-4
IL-23
IL-5

IL-7

IL-8
MIP-1a
MIP-18
MIP-3a
ITAC
GMCSF
Fractalkine

58



Juncal-Ruiz et al. Journal of Neuroinflammation (2018) 15:63

Page 6 of 8

Normal-weight

Overweight

MIP-1a
MIP-18
MIP-3a
ITAC
GMCSF
Fractalkine

log-transformed data

Fig. 4 Basal serum cytokine levels within the patient group
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adipose tissue or of other lymphoid or non-lymphoid
cells to the elevated levels of pro-inflammatory
cytokines [6, 26].

Excess weight may produce a pro-inflammatory effect
when BMI is equal or over 25 [16, 22]. Thus, although
there is a statistically significant difference between BMI
of healthy volunteers and patients in the normal-weight
group (see Table 1), as BMI is under 25 in both sub-
groups, the difference observed should not assume any
effect on the cytokines studied.

In this study, the overweight controls used more can-
nabis than the overweight patients (p = 0.001), as shown
in Table 1. Cannabis may have an anti-inflammatory
effect [24] that could explain why more differences have
been found in the overweight group with regard to the
normal-weight group. Thus, we have repeated the previ-
ous analysis excluding cannabis-use individuals and
found that the results remain similar. Because the can-
nabis variable is qualitative (consumption yes/no), we
may speculate that our findings seem to support the
notion that overweight controls might consume small
amounts of cannabis and therefore it seems not to have
any anti-inflammatory effect on the cytokines studied.

Regarding the likely effect of age in our study, patients
in the overweight group are older than the controls (p =
0.017), as shown in Table 1. Alvarez-Rodriguez et al. [1]
described a positive correlation between age and some
circulating pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a,
IL-1B, IL-6, and IL-12. However, this correlation was
observed for individuals with a mean age difference
much greater than the one observed in our sample
(25 years of age difference VS 5 years of age difference,
respectively). In addition, as shown in Fig. 2, patients in
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the overweight group had higher levels of other
cytokines besides the pro-inflammatory ones that have
not been previously correlated with age, such as two
chemokines (IL-8 and MIP-1f) and also several Th-1
and Th-2 cytokines (IL-13, IL-2, and IL-7).

Three original studies [8, 13, 21] and one meta-
analysis [27] have found elevated mRNA expressions of
several pro-inflammatory cytokines and Toll-like
receptors in post-mortem brains of individuals with
schizophrenia. Moreover, as it was mentioned above,
Hayes et al. [14] found higher levels of IL-8 in the CSF
of psychosis individuals compared to healthy volunteers.
However, peripheral blood is a biological matrix not
sensitive enough to detect immune disturbances in the
CNS. Furthermore, it is possible that CNS immune
changes may be only observed after a second hit. Thus,
the inflammation induced by the overweight might be the
spark that initiates the fire and the inflammation caused
by psychosis would be the second hit [16, 22, 25]. The fact
that the largest differences in the basal cytokine levels
between patients and healthy volunteers were found in the
overweight group might be explained by the additive pro-
inflammatory effect of both excess weight and psychosis
[4, 22]. This is supported by the analyses comparing the
basal serum cytokine levels between normal-weight and
overweight individuals within the groups of healthy
volunteers and patients; Fig. 3 shows no differences in the
cytokine levels between overweight and normal-weight
healthy volunteers, whereas in Fig. 4, it is depicted that
overweight patients have higher inflammatory cytokine
and chemokine levels than the normal-weight patients.
Keeping this in mind, we suggest that cytokines are prob-
ably not the best biomarkers to detect the inflammation
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that is taking place in the CNS because they are influ-
enced by several confounding factors such as BMI, canna-
bis use, the taking of analgesics and anti-inflammatory
drugs, stress, and age.

This study has several limitations that should be
considered: (1) stress level, which is known to influence
inflammatory status, was not measured; (2) we have not
been able to gauge the possible influence of adipose tis-
sue on the pro-inflammatory cytokines; (3) we were not
able to consider the consumption of classical analgesic
or anti-inflammatory drugs as possible confounding
factors (however, it is important to remark that the
subjects from this study are young, healthy individuals
without chronic diseases or chronic treatments); and (4)
analyses were performed on peripheral blood. We
assume that these findings are an indirect reflection of
the CNS events; therefore, we would expect to find a
greater disturbance of these cytokines in the CNS.

Conclusions

We found that the most remarkable differences in the
basal serum cytokine levels between patients and healthy
volunteers were found in the overweight group. In
addition, the overweight patients had higher levels of sev-
eral inflammatory cytokines and chemokines than the
normal-weight patients, whereas no differences were
found between the normal-weight controls and the over-
weight controls. Considering these findings, we suggest
that excess weight may help to detect immune alterations
in peripheral blood that are taking place in the CNS by
psychosis, due to a possible additive pro-inflammatory ef-
fect that alters the homeostasis of the immune system.
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7. DISCUSION

Hasta donde llega nuestro conocimiento, los dos estudios que constituyen esta
tesis doctoral han sido los primeros en comparar el efecto antiinflamatorio de aripiprazol
y risperidona y en evaluar el efecto sumatorio de la inflamacidn sistémica de “bajo grado”
asociada al sobrepeso y de la neuroinflamacion asociada a los PEP.

Nuestros resultados secundan a estudios previos (Crespo-Facorro et al., 2008;
Di Nicola et al., 2013; Noto et al., 2014; Ding et al., 2014; Song et al., 2014; Petrikis et
al.,2015,2017) respecto a que en los sujetos con un PEP existe un estado proinflamatorio
que se detecta en sangre periférica y que revierte con el uso de antipsicéticos. Sin
embargo, a diferencia de otros estudios que apenas han estudiado las quimiocinas,
nuestros hallazgos subrayan el papel de la IL-8 y MIP-1f3 en la neuroinflamacién asociada
a la psicosis. El efecto antiinflamatorio de los dos antipsicéticos fue similar, aunque se ha
visto que el aripiprazol parece tener un mayor tamafio del efecto sobre algunas
citocinas/quimiocinas. Asimismo, se ha confirmado la hipétesis de que la inflamacion
sistémica de “bajo grado” que estd presente en el exceso de peso, podria actuar como
first-hit, facilitando la deteccion en sangre periférica de la neuroinflamacion asociada al

PEP, por la teoria del “doble impacto™.

Primer estudio

Con respecto a la comparacion de los niveles séricos basales de
citocinas/quimiocinas, hemos encontrado que los pacientes asignados inicialmente a
aripiprazol no tenian diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las 21
citocinas/quimiocinas respecto a los voluntarios sanos (todas las p’s >0,01), mientras que
aquellos pacientes que fueron asignados aleatoriamente a risperidona tenian niveles mas
altos de IL-8 (p = 0,000) y MIP-1f (p = 0,007) que los voluntarios sanos, a pesar del
hecho de que en ambos grupos de pacientes los niveles de estas dos quimiocinas eran mas
altos que en el grupo de voluntarios sanos (ver Figuras complementarias 1y 2). Dos
posibles razones para explicar estos hallazgos serian: en primer lugar, tanto la diferencia
de medias entre los voluntarios sanos y los dos grupos de tratamiento, como la dispersion
de los datos, son mayores en el grupo de risperidona (ver Tabla 2); y en segundo lugar,

en el andlisis estadistico llevado a cabo (regresion multiple no paramétrica) sélo se ha
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utilizado el IMC como covariable, ya que fue la unica variable que mostrd diferencias
estadisticamente significativas en el andlisis univariante entre los tres grupos. Sin
embargo, podria haber otras variables que podrian estar actuando como factores de
confusion o modificadores del efecto, que no se han tenido en cuenta en el analisis.

En relacion a las quimiocinas que estaban elevadas en los pacientes respecto a
los voluntarios sanos (IL-8 y MIP-1§3), Di Nicola y colegas (2013) también observaron
una elevacion de los niveles séricos basales de IL-8 en su estudio. Un estudio reciente
publicado por Frydecka y colegas (2018) sugeria que el aumento de estas quimiocinas
podria estar asociado con el progreso de la enfermedad, ya que s6lo lo observaron en
sujetos con esquizofrenia cronica y no en sujetos con PEP. Esta discrepancia entre sus
resultados y los nuestros podria explicarse por las diferencias metodoldgicas: en su
estudio se analizé un nimero escaso de sujetos (n = 39), de los cuales sélo 9 eran driig-
naive; ademas, no se tuvo en cuenta el consumo de cannabis en el disefio del estudio.

Por otro lado, a diferencia de estudios previos (Ding et al., 2014; Song et al.,
2014; Noto et al., 2014), nosotros no hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en IL-6, TNF-a e IL-1f3, que son curiosamente tres de las citocinas
proinflamatorias mas afectadas por el IMC (Song et al., 2014). Inicialmente atribuimos
estas diferencias a que en nuestro estudio, en contraposicion con otros (Ding et al., 2014;
Song et al., 2014; Petrikis et al., 2015), no hemos excluido a las personas con sobrepeso
sino que hemos utilizado el IMC como covariable. No obstante, cuando se introduce una
covariable en un modelo estadistico, se anula su efecto sobre la variable respuesta y por
lo tanto, los resultados deberian ser similares a los que cabria encontrar en sujetos sin
sobrepeso, pero con mayor poder estadisco porque no disminuimos el tamafo muestral.
De hecho, los resultados del analisis basal del primer estudio son muy similares a los
obtenidos en la comparacion de voluntarios sanos con normopeso y pacientes con
normopeso en el segundo estudio, donde sélo la IL-8 mostré una elevacion
estadisticamente significativa. Por lo tanto, estas diferencias probablemente se deban al
efecto de otras variables sociodemograficas o clinicas sobre los niveles séricos de
citocinas/quimiocinas. Por ejemplo, mientras que nuestra poblacion de estudio es de
origen caucasico, los estudios llevados a cabo por Ding y colegas (2014) y por Son y
colegas (2014) se llevaron a cabo en poblaciones asidticas, por lo que algunas diferencias
podrian explicarse por el background genético. Ademds, el cannabis, que se sabe que
tiene un efecto en la regulacion del sistema inmune (Bioque et al., 2013; Sudrez-Pinilla

et al.,2014), no se ha considerado en el emparejamiento de los voluntarios sanos y de los
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pacientes, ni en el andlisis estadistico, en ninguno de los tres estudios (Ding et al., 2014;
Song et al., 2014; Noto et al., 2014). En tercer lugar, es importante sefialar que personas
con idéntico IMC, pueden tener diferencias en la composicion corporal de grasa y
musculo, por lo que no podemos excluir la contribucién del tejido adiposo o de otras
células linfoides o no linfoides sobre los niveles séricos de las citocinas proinflamatorias

(Thakore et al., 1997; Di Nicola et al., 2013).

Respecto a la eficacia aniinflamatoria de risperidona y aripiprazol, en los dos
grupos de antipsicoticos se ha observado una disminucion estadisicamente significativa
de varias citocinas/quimiocinas después de 3 meses de tratamiento, lo que apunta a un
efecto antiinflamatorio de los dos farmacos, tal y como se muestra en las Figuras 1 y 2.
Interesantemente, las dos quimioquinas que estaban elevadas en el analisis basal (IL-8 y
MIP-1f3), disminuyeron significativamente después del tratamiento. Como se ha descrito
de forma mas detallada en la seccién de Introduccion, nuestros hallazgos sobre el efecto
antiinflamatorio de los antipsicéticos estan respaldados por estudios previos: Noto et al.,
(2014) observaron que la IL-6, IL-10, TNF-a e IL-4 disminuyeron significativamente
después de seis semanas de tratamiento con risperidona. Asimismo, Sobi$ et al., (2015)
encontraron que la IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-12, IL-23, IL-4 e IFN-y disminuyeron
significativamente después de cuatro semanas de tratamiento con aripiprazol. Sin
embargo, a diferencia de un metandlisis publicado por Miller et al. (2011) en el que el
TNF-a parecia ser un marcador de rasgo en la psicosis, en nuestro estudio, al igual que
en los anteriores (Noto et al., 2014; Sobi§ et al., 2015), esta citocina disminuy6
significativamente después del tratamiento, a pesar de que sus niveles basales no
presentaban diferencias significativas respecto a los voluntarios sanos. El hecho de que
varios estudios hayamos encontrado una disminucén del TNF-a tras el uso de
antipsicéticos, plantea la duda de si se trata de un marcador de rasgo o de estado en la
psicosis. Probablemente estas diferencias se expliquen por las caracteristicas de las
muestras y por la metodologia utilizada en los distintos estudios y seria necesario
confirmarlo con nuevas investigaciones.

El efecto antiinflamatorio de ambos tratamientos fue similar para el panel de 21
citocinas/quimiocinas, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion de los porcentajes de cambio. No obstante, se ha visto que el aripiprazol
presenta un mayor tamaiio del efecto sobre la IL-6, TNF-a, IL-13, IL-17a y Fractalkine

(cambio de pequefo a medio), mientras que la risperidona tiene un tamaifio del efecto
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mayor sobre MIP-1f3 (cambio de pequefio a medio). El hecho de que no se encontrasen
diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de los porcentajes de
cambio pero si en los tamafios del efecto, se puede entender si tenemos en cuenta que la
potencia estadistica de cualquier test estadistico (en este caso del W-Wilcoxon Singed-
Rank para datos independientes) se afecta notablemente por el tamafio de la muestra, en
contraposicion con los coeficientes que miden el tamafio del efecto, que informan de la
importancia de las diferencias en el mundo real sin tener en cuenta el tamafio muestral
(Cohen, 1992; Fritz et al., 2012). A pesar de estos hallazgos, es importante sefialar que
este es un trabajo exploratorio en el que se ha analizado un amplio array de
citocinas/quimiocinas y por lo tanto debemos ser cautelosos con la interpretacion de los
resultados.

En cuanto a los mecanismos implicados en el efecto antiinflamatorio de los
antipsicéticos, Kato et al. (2011) sugirieron que los antipsicéticos podrian actuar
modulando directamente la respuesta de la microglia a través de los receptores de
dopamina que estan en la superficie de éstas y de otras células del sistema inmune (Farber
et al., 2005; Franco et a., 2007; Pacheco et al., 2014). Mas concretamente, se ha descrito
que los antipsicéticos podrian inducir un efecto inhibidor sobre la activaciéon de la
microglia (Liu y Hong, 2003; Kato et al., 2007) y de esta manera, reducir el dafio neuronal
asociado a la produccion de citocinas/quimiocinas proinflamatorias y de radicales libres.
En este sentido, el hecho de que el aripiprazol sea un agonista parcial dopaminérgico,
podria explicar por qué en nuestro estudio ha mostrado tener un mayor tamafio de efecto
sobre algunas citocinas/quimiocinas. Teniendo en cuenta sus propiedades agonistas
parciales, su efecto regulador sobre la activacion de la microglia a través de los receptores
dopaminérgicos que éstas tienen en su superficie, va a depender del desequilibro
dopaminérgico en cada area cerebral, por lo que esta regulacion podria ser mds especifica
y eficaz que con farmacos antagonistas como la risperidona, cuya accion sobre los

receptores D2 de la microglia es independiente de los niveles extracelulares de dopamina.

En relacion al efecto que puede tener sobre los niveles séricos de
citocinas/quimiocinas los cambios que se producen en algunas variables a lo largo del
periodo de seguimiento, como por ejemplo el cese del consumo de cannabis después de
la hospitalizacién o el aumento del IMC asociado al tratamiento antipsicético, es
importante hacer las siguientes consideraciones: aunque clasicamente se han descrito

propiedades antiinflamatorias relacionadas con el consumo de cannabis exdgeno

66



(Nagarkatti et al., 2009) y por tanto el cese en su consumo podria suponer un aumento de
citocinas/quimiocinas proinflamatorias o descenso de las citocinas antiinflamatorias, lo
cierto es que dependiendo de la frecuencia e intensidad de consumo, asi como de la
presencia de alteraciones previas en varios componentes del sistema endocanabinoide, el
consumo de cannabis puede tener un efecto antiinflamatorio o proinflamatorio (Bioque
et al., 2013; Suarez-Pinilla et al., 2014). Como la variable consumo de cannabis utilizada
en estos estudios es cualitativa (si/no), no ha sido posible controlar los resultados por la
cantidad de cannabis consumido, por lo que hemos repetido los andlisis anteriores
estratificando por el consumo de cannabis y los resultados obtenidos son similares. En el
segundo articulo también se realiz6 un andlisis similar, ya que en el grupo con sobrepeso
los voluntarios sanos consumian mds cannabis que los pacientes (X = 10,97; p = 0,001);
en este caso, en lugar de realizar un analisis estratificado por la variable consumo de
cannabis, se repitio el analisis inicial eliminando a los sujetos consumidores, ya que el
andlisis estratificado no podia realizarse porque s6lo habia un consumidor de cannabis en
el grupo de pacientes con sobrepeso (ver Tabla ). Tras eliminar a los sujetos
consumidores del andlisis, también se obtuvieron resultados similares. Esto apuntaria a
que el consumo de cannabis en nuestra muestra es poco frecuente y/o poco intenso y por
lo tanto parece no alterar de forma significativa los niveles séricos de las
citocinas/quimiocinas estudiadas. Respecto a la asociacion que existe entre los
antipsicéticos y el aumento de peso (Pisano et al., 2017), aunque se observa un mayor
IMC en ambos grupos de tratamiento cuando finalizan los 3 meses de seguimiento,
nuestros resultados no parecen estar influenciados por este cambio, ya que no se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas entre el peso basal y el peso a los
3 meses en ambos grupos de tratamiento ni tampoco en la comparacion del IMC entre los
dos tratamientos a los 3 meses (p’s > 0,05). Ademas, si aumenta el IMC, cabria esperar
un aumento de algunas citocinas/quimiocinas proinflamatorias, y por lo tanto, no

explicaria el efecto antiinflamatorio observado en este estudio.

Con respecto a la posible correlacion entre el estado clinico e inflamatorio, al
igual que otro estudio llevado a cabo por Petrikis y colegas (2017), no hemos encontrado
una correlacién estadisticamente significativa entre la disminucion de las
citocinas/quimiocinas proinflamatorias y la disminucién de la puntuacion total de las
escalas clinicas (BPRS, SAPS, SANS) después de 3 meses de tratamiento antipsicético.

Esta falta de significacion probablemente se deba a que a los 3 meses la mayoria de los
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pacientes estaban en remision clinica, con puntuaciones muy bajas en las tres escalas
clinicas. Por este motivo, seria interesante repetir estos andlisis a las pocas semanas de

iniciar el tratamiento antipsicético.

Segundo estudio

La segunda publicacion de esta tesis ha estudiado el posible efecto sumatorio del
sobrepeso y la neuroinflamaciéon asociada al PEP sobre los niveles séricos de 21
citocinas/quimiocina. Nuestros hallazgos apoyan la hipétesis de partida de que en los
sujetos con una alteracion previa de la homeostasis del sistema inmune, en este caso por
la inflamacién sistémica asociada al exceso de peso, es més probable detectar en sangre
periférica la inflamacién que estd teniendo lugar en el SNC. Como se ha comentado mds
arriba, esto se explicaria por la teoria del “doble impacto”.

Esta conclusion estd respaldada por los siguientes andlisis: por un lado, los
pacientes con normopeso sOlo presentaban un aumento de la IL-8 respecto a los
voluntarios sanos con normopeso (ver Figura 1), mientras que en la comparacion entre
los pacientes con sobrepeso y los voluntarios sanos con sobrepeso, se ha observado que
los pacientes tenian una elevacion estadisticamente significativa de varias citocinas
proinflamatorias (incluidas las que antes describiamos como altamente influenciables por
el IMC, como la IL-6 y la IL-1§3), ademas de otras citocinas/quimiocinas (IL-8, MIP-13,
IL-13, IL-2, IL-7, IL-12 e IL-23), tal y como muestra la Figura 2. Por otro lado, no se
han observado diferencias estadisticamente significativas entre los voluntarios sanos con
sobrepeso y con normopeso (ver Figura 3), mientras que los pacientes con sobrepeso
presentaban una elevacion estadisticamente significativa de varias citocinas/quimiocinas
proinflamatorias (IL-6, IL-13, IL-2, IL-7 y MIP-13) respecto a los pacientes con
normopeso (ver Figura 4).

Es decir, este estudio sugiere que ambas situaciones, la neuroinflamacion
asociada a la psicosis y la inflamacion sistémica de “bajo grado” asociada al exceso de
peso, podrian ser necesarias para detectar en sangre periférica la neuroinflamacién que
aparece en los PEP, en al menos un subgrupo de pacientes. Esto se puede entender si se
tiene en cuenta la dificultad que tiene la deteccion en sangre periférica de una alteracion
que esta teniendo lugar en el SNC (Schmidt et al., 2015; Sumanovié-Glamuzina et al.,
2017). Es importante sefialar que la IL-8 es la unica quimiocina que ha mostrado

diferencias significativas en el grupo de normopeso, y de forma global, es la quimiocina
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que parece ser mas relevante en la neuroinflamacion de los PEP si tenemos en cuenta los

resultados de los dos estudios que componen esta tesis doctoral.

En este segundo articulo, tal y como se muestra en la Tabla 1, se aprecia una
diferencia estadisticamente significativa en la edad de los grupos con sobrepeso: los
pacientes tienen més edad que los voluntarios sanos (t=2.49; p=0,017). Alvarez-
Rodriguez y colegas (2012) describieron una correlacion positiva entre la edad y los
niveles séricos de algunas citoquinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-1f3, IL-6 e IL-
12. Sin embargo, esta correlacion se observo para las personas con una diferencia media
de edad de 25 anos o mds, que es muy superior a la diferencia de edad encontrada en
nuestra muestra, que es de 5 afios. Ademads, como se muestra en la Figura 2, los pacientes
con sobrepeso tenian niveles mds altos de dos quimiocinas (IL-8 y MIP-1f3), asi como de
varias citocinas Th-1 y Th-2 (IL-13, IL-2 e IL-7), que no se han correlacionado

previamente con la edad.

Discusion final

Como fortaleza de esta investigacion debemos destacar que, hasta donde llega
nuestro conocimiento, es la primera vez que se analiza un array tan amplio de
citocinas/quimiocinas, algunas de ellas de reciente descubrimiento, en una misma
poblacion de voluntarios sanos y de individuos con un PEP drug-naive. Asimismo, en el
disefio y en los analisis estadisticos llevados a cabo, se han tenido en cuenta como
potenciales factores de confusion y/o modificadores del efecto el sexo, la edad, el IMC,
asi como el consumo de cannabis y de tabaco, lo que disminuye la probabilidad de que
aparezcan sesgos o errores en la interpretacion de los resultados.

Nuestros resultados apoyan la teoria inflamatoria de la esquizofrenia. Aunque el
efecto antiinflamatorio de la risperidona y el aripiprazol es similar, el aripiprazol ha
mostrado tener un mayor tamafio del efecto sobre algunas citocinas/quimiocinas respecto
a la risperidona. Considerando nuestra investigacion como exploratoria, es necesario
continuar estudiando los efectos que los antipsicéticos pueden tener sobre el sistema
inmune, no sélo sobre los niveles séricos de citocinas/quimiocinas, sino a otros niveles
de las rutas de sefializacion intracelular, como por ejemplo sobre la expresion y funcion

de los TLRs, que son los receptores que inician la cascada de sefializacion intracelular
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que aumentard la produccion de molécuas proinflamatorias, como las propias
citocinas/quimiocinas.

Asimismo, nuestros hallazgos remarcan la importancia de considerar las
variables que podrian actuar como factores de confusion y/o modificadores del efecto en
los disefios de los estudios que tienen como objetivo cuantificar los niveles séricos de
citocinas/quimiocinas en sujetos con psicosis, ya que sus niveles se pueden afectar por
factores que son muy prevalentes en la esquizofrenia, como el sobrepeso, el consumo de
cannabis y de tabaco y el estrés. Nuestra investigacion sugiere que la inflamacion de “bajo
grado” asociada al sobrepeso facilita la deteccion en sangre periférica de la
neuroinflamacion presente en los PEP. En este sentido, es importante sefialar que la IL-
8,que ha sido poco estudiada en individuos con un PEP, es la quimiocina que ha mostrado
diferencias mas significativas y estables en los dos estudios de esta tesis, siendo la tnica
con diferencias significativas tanto en el andlisis que utilizaba el IMC como covariable,
como en los andlisis estratificados por IMC. Un estudio reciente llevado a cabo por Hayes
y colegas (2014) encontr6 valores elevados de la IL-8 en el liquido cefalorraquideo de
individuos con un PEP drug-naive y de individuos con riesgo elevado de desarrollar una
psicosis respecto a voluntarios sanos, sugiriendo que podria tratarse de un marcador de
rasgo en la psicosis. Sin embargo, teniendo en cuenta que en nuestros estudios los valores
de la IL-8 estaban aumentados al inicio de la enfermedad y disminuyeron con el
tratamiento antipsicotico hasta niveles similares a los encontrados en los voluntarios
sanos, sugerimos que podria considerarse mas un marcador de estado que de rasgo en la
psicosis. No obstante, seria necesario confirmar nuestros hallazgos en futuras

investigaciones.
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8. LIMITACIONES

e El consumo de cannabis y de tabaco se registraron como variables cualitativas
solo al inicio del estudio, por lo que no ha sido posible considerar la cantidad de
consumo como posible factor de confusiéon o modificador del efecto ni en el

momento basal ni a los 3 meses de seguimiento.

e Como se ha descrito en la Introduccion de esta tesis doctoral, los sujetos con un
PEP estan expuestos a una situacion de estrés agudo que podria producir una
alteracion en la homeostasis del sistema inmune. A pesar de conocer el efecto que
el estrés puede tener sobre la regulacion del sistema inmune, no ha sido posible
medir el nivel de estrés al que estaba expuesto cada sujeto. Sin embargo, el hecho
de que se hayan obtenido resultados similares en otros estudios tanto en PEP (Di
Nicola et al., 2013; Noto et al., 2014) como en fases de descompensaciéon de
pacientes con esquizofrenia de larga evolucién (Sirota et al., 2005; Miller et al.,
2011; Borovcanin et al., 2013), asi como en estudios llevados a cabo sobre tejido
cerebral de pacientes con esquizofrenia (Rao et al., 2013; Garcia-Bueno et al.,
2016), hace poco probable que la disregulacion del sistema inmune que hemos
encontrado en estos estudios se deba solamente a la exposicion aguda al estrés.
Ademas, algunos estudios sugieren una mayor alteracion del sistema inmune con
el paso de los afos (Frydecka et al., 2018). Por otro lado, los voluntarios sanos
también pueden estar expuestos a factores estresantes que podrian producir una

alteracioén en el sistema inmune (Di Nicola et al., 2013).

e Hemos considerado el valor del IMC para clasificar a los sujetos en el grupo de
normopeso o sobrepeso. Sin embargo, no hemos podido medir la posible

influencia del tejido adiposo sobre los niveles séricos de citocinas/quimiocinas.
e En el primer estudio, los niveles séricos de citocinas/quimiocinas s6lo se han

medido en el momento basal y 3 meses después del tratamiento, por lo que no

sabemos como han ido variando las concentraciones séricas durante este periodo.
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No se recogieron como potenciales variables de confusion el uso reciente de
analgésicos o de farmacos antiinflamatorios distintos a los glucocorticoides. Sin
embargo, es importante sefialar que los sujetos que forman parte de la muestra de
esta tesis son individuos jovenes y sanos, que no toman medicacion de forma

habitual ni tienen antecedentes de enfermedades cronicas.

A pesar de que nuestro objetivo inicial era estudiar la neuroinflamacién asociada
a la psicosis, la cuantificacion de los niveles de citocinas/quimiocinas se ha
realizado en sangre periférica. Suponemos que estos hallazgos son un indicador
de lo que estd ocurriendo en el SNC y, por lo tanto, teniendo en cuenta que
estamos midiendo los niveles de citocinas/quimiocinas en suero, esperariamos

encontrar una mayor disregulacion del sistema inmune en el SNC.

72



9. CONCLUSIONES

e En los sujetos con un PEP se ha detectado una elevacion en sangre periférica de
varias citocinas/quimiocinas proinflamatorias respecto a los voluntarios sanos, lo
que apoya la hipétesis inflamatoria de la esquizofrenia. A diferencia de otros
estudios, se subraya el papel de las quimiocinas en la neuroinflamacion asociada

al PEP.

e La inflamacion sistémica de “bajo grado” asociada al sobrepeso ayuda a detectar

en sangre periférica la neuroinflamacion asociada al PEP.

e Después de 3 meses de tratamiento, en ambos grupos de antipsicéticos se ha
producido una disminucién significativa de varias citocinas/quimiocinas, sin
encontrarse diferencias con los niveles séricos observados en los voluntarios
sanos. Aunque el efecto antiinflamatorio de la risperidona y el aripiprazol es
similar, el aripiprazol ha mostrado tener un mayor tamaiio del efecto sobre algunas

citocinas/quimiocinas.

e No hemos encontrado una correlacion estadisticamente significativa entre la
disminucion de los niveles séricos de citocinas/quimiocinas y la disminucion de
la puntuacion total de las escalas clinicas (BPRS, SANS y SAPS) después de 3

meses de tratamiento.

e LalL-8eslaquimiocina que ha mostrado diferencias mds significativas y estables
en los dos estudios de esta tesis doctoral, siendo la quimiocina que menos se afecta
por las variaciones en el IMC. Sus valores estdn aumentados al inicio de la
enfermedad y disminuyen con el tratamiento antipsicético, por lo que podria

considerarse un marcador de estado en la psicosis.

e Teniendo en cuenta que los sujetos con psicosis estdn expuestos a nNUMErosos
factores de confusion que pueden alterar los niveles séricos de

citocinas/quimiocinas, como el IMC, la edad, o el consumo de tabaco y de
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cannabis, es importante considerar estas variables tanto en el disefio como en el

analisis estadistico.
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11. LINEA DE INVESTIGACION ACTUAL

Con el objetivo de completar los hallazgos encontrados en esta tesis doctoral, en
este momento estamos realizando un estudio en el que se compararan la expresion y la
funcion de 9 TLRs en tres tipos de células inmunes (monocitos, linfocitos B y linfocitos
T) entre voluntarios sanos y sujetos con un PEP drug-naive. Los andlisis se realizaran en
el momento basal y 3 meses después de iniciar el tratamiento, comparandose asi mismo

el efecto de aripiprazol y risperidona sobre la expresion y la funcién de los 9 TLRs.
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