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DESCRIPCION
Un método de detectar un episodio inicial de psicosis, en particular uno de caracter esquizofrénico

El objeto de la presente invencion es un método de detectar un episodio inicial de psicosis evaluando los niveles de
suero de un marcador. La presente invencion se refiere a un método diagndstico novedoso que se puede usar en
psiquiatria en la deteccion de cambios en sangre periférica que acompafan un episodio inicial de psicosis, lo que
hace posible detectar una alteracion psicoldgica y determinar sus caracteristicas.

La psicosis (del griego psique — alma y osis — locura) es una anomalia psicoldgica definida en psiquiatria como una
enfermedad durante la cual se produce al menos uno de los siguientes sintomas: alucinaciones, delirios, o trastornos
de comportamiento o linguisticos, que producen una alteracion significativa de la evaluacion de la realidad,
independientemente de la causa de estos sintomas. Las personas en un estado de psicosis con frecuencia estan
convencidas de la realidad de su experiencia y perciben que funcionan con normalidad.

Las psicosis se tratan farmacoldgicamente. Las predicciones de desenlace dependen del tipo de psicosis. Por esta
razon, el éxito terapéutico depende particularmente del diagndstico correcto de una psicosis, asi como una
determinacion precisa del caracter de un episodio inicial de psicosis determinado en un paciente.

A pesar de la investigacion profunda en esta direccion, hasta ahora no se han conocido biomarcadores de psicosis
eficaces y directos.

El fin de la presente invencién es proporcionar una prueba de laboratorio objetiva, que podria identificar de forma
precisa un episodio inicial de psicosis, y en particular identificar un episodio inicial de psicosis de caracter
esquizofrénico. Un fin particular de la presente invencién es proporcionar un marcador en suero de caracteristica de
un episodio inicial de psicosis.

Inesperadamente, el fin definido anteriormente se ha logrado mediante la presente invencion.

El objeto de la presente invencion es el uso del nivel en suero de C3a, una parte del sistema del complemento, asi
como el nivel en suero de esfingosina-1-fosfato, como un marcador de un episodio psicoético inicial.

El siguiente objeto de la presente invencion es el uso de esfingosina-1-fosfato y los nimeros de células madre VSEL
Lin-/CD45-/CD34+ como un marcador de un episodio psicético inicial, uno de caracter esquizofrénico.

El siguiente objeto de la presente invencion es un método de detectar un episodio inicial de psicosis, en particular
uno de caracter esquizofrénico, caracterizado en que una muestra de sangre recogida del paciente se usa para
determinar el nivel del contenido de proteina C3a, el nivel de contenido de esfingosina-1-fosfato, asi como el nivel de
contenido de células madre VSEL Lin-/CD45-/CD34+, en donde un nivel de proteina C3a en suero por debajo de
aproximadamente 550 [ng/ml] y un nivel en suero de esfingosina-1-fosfato por debajo de aproximadamente 2,33
[ug/ml] son evidencia de la aparicién de un episodio psicético inicial, mientras que un nivel en suero de esfingosina-
1-fosfato por debajo de aproximadamente 2,33 [ug/ml] y nimeros de células madre VSEL Lin-/CD45-/CD34+ por
encima de aproximadamente 0,45 [células/ul de sangre periférica] son evidencia de la aparicion de un episodio
psicotico inicial de caracter esquizofrénico.

Segun la presente invencion, se mostré inesperadamente que un nivel en suero de C3a por debajo de
aproximadamente 550 [ng/ml] y un nivel en suero de esfingosina-1-fosfato por debajo de aproximadamente 2,33
[ug/ml] son un marcador de un episodio psicético inicial, mientras que el nivel en suero de esfingosina-1-fosfato por
debajo de aproximadamente 2,33 [ug/ml] y nimeros de células madre VSEL Lin-/CD45-/CD34+ por encima de
aproximadamente 0,45 [células/ul de sangre periférica] son un marcador de un episodio psicotico inicial de caracter
esquizofrénico.

El estado de la técnica existente no describe el papel de las VSEL ni de los factores responsables para su migracion
en la etiologia de un episodio psicético inicial.

En la opinidn de los autores de la presente invencion, el papel de factores conectados con procesos regenerativos
como un enlace potencial con las teorias inmunoldgica, neurodegenerativa y neuroontolégica de esquizofrenia, asi
como la teoria del glutamato del desarrollo de psicosis. Los resultados obtenidos segun la presente invencion son,
por una parte, evidencia de la existencia de un mecanismo comun de iniciar un episodio psicoético inicial, como se
evidencia por el papel de esfingosina-1-fosfato en el mismo, independientemente de la etiologia, pero también
sefialan a numerosas diferencias entre psicosis dependiendo de un diagndstico particular: psicosis esquizofrénica o
no esquizofrénica. Los resultados obtenidos inesperadamente muestran que se producen procesos regenerativos
intensivos en personas con un episodio inicial de psicosis (en el que las células madre toman parte directamente o
mediante interacciones paracrinas). Hasta ahora, durante un episodio inicial de psicosis, no se ha hecho un analisis
sistematico de dos sustancias responsables para la migracion de células madre (Ratajczak et al. 2010; Ratajczak et
al. 2012): la proteina C3a, un elemento de la cascada del complemento, que participa en la respuesta celular
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cerebral a factores de lesion (Bitzer-Quintero y Gonzalez-Burgos 2012; Lettiero et al. 2012), asi como esfingosina-1-
fosfato, un lisofosfolipido implicado en neurogénesis (Harada et al. 2004; Kimura et al. 2007).

La investigacion que produjo la presente invencion se realizé como parte del proyecto titulado “Métodos innovativos
de usar células madre en medicina” POIG.01.01.02-00.109/09 en la Universidad Médica de Pomerania en Szczecin
durante los afios 2010-2012.

Para ilustrar mejor la naturaleza de la presente invencion definida anteriormente, su descripcion se ha suplementado
con las figuras adjuntas, asi como las siguientes formas de realizacién de ejemplo, que no se deben, sin embargo,
ver como limitantes de su ambito.

La figura 1 representa un analisis de funcién discriminadora para ambos grupos experimentales en relacion a la
identificacion de un marcador de una psicosis inicial para un grupo entero de psicosis (independientemente del tipo
de psicosis diagnosticada) segun la presente invencion.

La figura 2 representa un analisis de funcion discriminadora para ambos grupos evaluados de un marcador de una
psicosis inicial de caracter esquizofrénico segun la presente invencion.

La presente invencion se explicara mejor mediante las siguientes formas de realizacion de ejemplo.
Ejemplo 1. Identificacion de un marcador de un episodio inicial de psicosis.
Metodologia de marcaje

Se evalud la morfologia usando un analizador hematolégico ABX Micros 60 (Horiba). La sangre recogida sobre
KsEDTA se centrifugo (250g; 10 minutos; 20°C). El suero resultante se transfirié a un tubo nuevo y se congel6 a una
temperatura de -80°C para investigacion adicional.

Determinacion de esfingosina-1-fosfato usando RP HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento con sistema de
fase inversa)

El suero se descongel6 a temperatura ambiente, y después se suplementd con D-eritro-esfingosina-1-fosfato (S1P
C17 - marcador interno), NaCl 1 M y metanol. Esto se mezcld, se suplemento con cloroformo, se mezclé de nuevo y
se centrifugd. La fase organica mas inferior se transfiri6 a un tubo nuevo. La fase organica se suplementé con
cloroformo, se mezclé y se centrifugd. Ambas fases organicas se combinaron, y se secaron en un centrifuga de
vacio.

El residuo seco se disolvi6 en metanol. Se afadid la mezcla de reaccidon (o-ftaliladialdehido, metanol,
mercaptoetanol y acido bérico, pH 10,5), se incubd y centrifugd. El sobrenadante clarificado se transfirié a un tubo
nuevo y se analizé usando un cromatégrafo Hewlett Packard Series 1200. Los datos cromatograficos se evaluaron
usando el software HP Chemstatiom (Hewlett Packard, actualmente Agilent).

La separacion en un sistema de fase inversa (RP-HPLC) se realizé en una columna Cosmosil 5 um C18-ARII (150 x
4,6) con una precolumna 5 ym C18-ARIl (10 x 4,6) (Waters). La temperatura de la columna fue 25°C. Se us6 un
método isocratico con una fase movil que consistia de K;HPO4 10 mM (pH 5,5) y metanol (15:85; v/v). La velocidad
de flujo fue 1 ml/min. Se inyectaron muestras de 50 pl cada 28 minutos. Las longitudes de onda de la deteccion del
derivado S1P fueron 340 nm para excitacion y 455 nm para la emision. La base para los calculos del contenido de
S1P fue el area de superficie del pico en relacién al area de superficie del pico del marcador interno. Para identificar
picos y para la calibracion, se usé una mezcla de los marcadores S1P C17 y S1P C18 (Avanti Polar Lipids)
(Blogowski et al., 2013b; Caligan et al., 2000; Egom et al., 2013; Starzynska et al., 2013).

Determinacion de C3a usando el kit de ELISA de C3a humana (BD OptEIA)

Se cargaron pocillos con estandares y sueros diluidos. La placa se incubd y se enjuagd, después se suplementd con
un sustrato (TMB), se incub6 de nuevo, se suplementd con solucion de parada y después se midié la absorbancia
(longitud de onda de 450 nm) usando un lector de placas EnVision (Perkin-Elmer) (Blogowski et al., 2012; Blogowski
et al., 2013a; Blogowski et al., 2013b; Starzynska et al., 2013).

Analisis de sangre usando citometria de flujo

Se lisaron muestras de sangre periférica usando el tampén de lisis BD Pharm Lyse (BD Bioscience) a temperatura
ambiente durante 10 minutos y después se enjuago con solucién salina fisiolégica tamponada con fosfato (PBS) con
una adicion de suero bovino fetal (SBF; Sigma) al 2% para obtener un conjunto total de células nucleadas (CNT).
Las células nucleadas se tifieron después para marcadores de lineas celulares hematopoyéticas usando anticuerpos
conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) contra humanos: CD2 (clon RPA-2.10); CD3 (clon UCHT1);
CD14 (clon M5E2); CD16 (clon 3G8); CD19 (clon HIB19); CD24 (clon ML5); CD56 (clon NCAM16.2); CD66b (clon

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2670 586 T3

G10F5); y CD235a (clon GA-R2) (todos de BD Bioscience). Las células se tifieron simultdneamente para un
marcador panleucocitico, CD45, con anticuerpos conjugados con ficoeritrina (PE) (clon HI30; BD Biosciences) y para
uno de los siguientes antigenos: CD 34 con anticuerpos conjugados con aloficocianina (APC) (clon 581; BD
Bioscience) o CD 133 (CD133/1, anticuerpos conjugados con APC; Miltenyi Biotec). Ademas, se usaron controles de
isotipo: anticuerpos conjugados con FITC - IgG1 de ratén, k (clon MOPC-21), IgG2a de ratén, k (clon G155-178),
IgG2b de ratén, k (clon 27-35); conjugados con PE - IgG1 de raton, k (clon MOPC-21) y conjugado con APC -
IgG1de raton, k (clon MOPC-21) (todos de BD Bioscience). Como controles de isotipo también se usaron IgG1 de
raton conjugado con APC (clon 1S5-21F5, Miltenyi Biotec). La tincion se realizé en PBS con SBF al 2%, en hielo,
durante 30 minutos. Las células se enjuagaron después, se resuspendieron en liquido y se analizaron usando un
citometro de flujo NAVIOS (Beckman Coulter). Cada muestra produjo al menos 106 sucesos. El numero total de
VSEL y HSC se calculd (individualmente por paciente) recalculando para 1 ml de sangre periférica basado en el
contenido en porcentaje de estas células observado citométricamente y el nimero total de glébulos blancos en 1 ml
de sangre periférica. El analisis se realizé usando el software Kaluza (Beckman Coulter) (Paczkowska et al., 2009;
Zuba-Surma & Ratajczak 2010).

Grupo de estudio

Los pacientes para el grupo de estudio se inscribieron en el Distrito de Pomerania Occidental de Polonia. Todos
estaban hospitalizados en la clinica psiquiatrica SPSK-1 de la Universidad Médica Pomerana en Szczecin. A los
pacientes se les dio informacion escrita sobre el estudio y antes de firmar el formulario de consentimiento, se les
respondi6 a todas sus preguntas respecto al estudio.

El estudio implicé 30 individuos no relacionados con un episodio psicotico inicial diagnosticado (entendido como una
psicosis hasta entonces no tratada, durante la que no hubo mejora autéloga e independientemente de su duracion).
El diagnostico nosologico se llevo a cabo segun los criterios diagnoésticos de investigacion ICD-10:

esquizofrenia paranoide (F 20.0) — 11 personas (36,7%)

esquizofrenia simple (F 20.6) — 1 persona (3,33%)

alteraciones delirantes persistentes (F 22) — 1 persona (3,33%)

alteraciones psicéticas polimorfas agudas sin sintomas esquizofrénicos (F 23.0) — 5 personas (16,7%)
alteraciones psicéticas polimorfas agudas con sintomas esquizofrénicos (F 23.1) — 6 personas (20%)
alteraciones psicéticas polimorfas agudas similares a esquizofrenia (F 23.2) — 4 personas (13,3%)
mania con sintomas psicoéticos (F 30-2) - 1 persona (3,33%)

episodio de depresion profunda con sintomas psicéticos (F32.2) - 1 persona (3,33%)

Durante las observaciones posteriores, después del final del estudio y una remisién de los sintomas psicéticos, los
ultimos dos casos se diagnosticaron con trastornos bipolares afectivos (F31), y por esta razén ambos sujetos se
trataron en los calculos como un episodio inicial de los trastornos bipolares.

El grupo de estudio se dividioé en dos subgrupos:

e ‘“esquizofrénico”, en el que se calificaron todas las personas con los diagndsticos F20, F23.1 y F 23.2
e “no esquizofrénico” que contenia todas las personas con los diagndsticos restantes.

Los criterios de exclusién eran:

e falta de consentimiento escrito, consciente para participar en el estudio

la aparicién de trastornos psicolégicos organicos u otros trastornos | ICD-10 mas alla de los diagnosticos

indicados anteriormente

una conexioén entre trastornos psicoldgicos presentes y uso de sustancias psicoactivas, incluyendo alcohol

enfermedades somaticas serias, en particular las que requieren tratamiento con farmacos

intolerancia a la glucosa

enfermedad inflamatoria activa, actual (se excluyeron pacientes basado en experimentos de laboratorio, asi

como evaluaciones pre-estudio)

e uso, por cualquier razén, de farmacos psicotropicos en el episodio presente y menos de medio afio antes
del inicio de episodio.

Las personas del grupo de estudio fueron evaluadas por un psiquiatra especialista. Se mantuvo una entrevista y se
realizd una evaluacion psiquiatrica estandar, asi como una evaluacion fisica y neuroldgica; también se entrevisto a
miembros accesibles de la familia del paciente. La aparicion de alteraciones psicoldgicas diferentes de un episodio
inicial de psicosis se excluyd usando el protocolo MINI (Sheehan et al., 1998). Los pacientes también se evaluaron
con una escala de sindrome PANSS positiva y negativa (Rzewuska 2002).

Los datos demograficos, entrevistas con la familia, asi como los antecedentes de la aparicion de sintomas se
recogieron a través de anamnesis de enfermedad estandarizado.
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Grupo control

El grupo control consistia en 35 personas, seleccionadas por edad, sexo, origenes, indicadores sociodemograficos y
masa corporal para corresponder al grupo de estudio, que carecen de diagnésticos del eje | ICD-10 en la actualidad
y en su entrevista, y somaticamente sanos.

Estas personas fueron evaluadas por un psiquiatra especialista de forma andloga a los miembros del grupo de
estudio. Los datos demograficos, entrevistas con la familia, asi como los antecedentes de la aparicion de sintomas
de enfermedad sintomas se recogieron a través de anamnesis de enfermedad estandarizado.

Procedimientos de estudio

Se recogi6 sangre venosa de personas en el grupo de estudio dos veces, una vez inicial en la mafiana, antes de la
administracion de cualquier farmaco antipsicotico, y una segunda vez después del inicio de una mejora clinica
después del tratamiento con un neuroléptico, entendido como una remision de alucinaciones y delirios, asi como una
reduccion de la puntuacion en los puntos de la escala PANSS en al menos el 20%. En relacion a los pacientes
“esquizofrénicos”, ninguno de los puntos de la escala PANSS indicados en las caracteristicas de remision de
esquizofrenia (P1 - delirios, P2 - desorganizacién cognitiva, P3 - comportamiento alucinatorio, G5 - manierismos y
congelacion, N1 - aplanamiento del afecto, N4 - pasividad/apatia, N6 - falta de espontaneidad y fluidez en el habla)
no pudo superar 3.

La sangre se transfiri6 inmediatamente para analisis posteriores al Laboratorio de la Facultad y Departamento de
Fisiologia WMU. El dia de la recogida de sangre también se realiz6 una evaluacion psiquiatrica, una determinacion
de escala fisica, asi como psicométrica y pruebas basicas de laboratorio, y se administraron neurolépticos después
de la recogida de sangre:

amisulprida, max. 80 mg/dia, 24 pacientes
olanzapina, max. 20 mg/dia, 2 pacientes
peracina, max. 600 mg/dia, 2 pacientes
haloperidol, max. 8/dia, 1 paciente
quetiapina, max. 600 mg/dia, 1 paciente

La dosis se determiné basada en la tolerancia de un paciente para el farmaco.
Resultados

Tabla 1. Una comparacion de los niumeros de células madre entre los grupos de estudio y control

VSEL [numero de | PG-BT (n=30) | PG-AT (n=30) | SG-BT (n=30) | SG-AT (n=30) | CG (n=30) P

células/pl]

(media + DE)

Lin-/CD45-/CD34+ 0,3208 + 0,2718 + 0,3326 + 0,2946 + 0,1705 *
0,1985 0,1780 0,1879 0,2309 0,1031

Leyenda:

PG - grupo de estudio, SG - grupo “esquizofrénico”, CG - grupo control, BT - antes del tratamiento, AT - después del
tratamiento.

Se determinaron las siguientes diferencias estadisticamente significativas:

* PG-BT frente a CG (p=0,0006), PG-AT frente a CG (p=0,001), PG-BT frente a PG-AT (p=0,36), SG-BT frente a CG
(p=0,0005), SG-AT frente a CG (p=0,02), NG-AT frente a CG (p=0,003)

Tabla 2. Comparacion del nivel en suero de C3a y esfingosina-1-fosfato en los grupos psicoético y control

PG-BT (n=30) PG-AT (n=30) SG-BT (n=30) SG-AT (n=30) CG (n=30) P
C3a [ng/ml] 499,96 + 561,49 + 494,33 + 562,26 + 591,13 *
171,99 125,20 169,34 117,73 149,61
S1P [ug/ml) | 2,32 £ 0,17 2,31+0,23 2,30+0,17 2,27 £ 0,26 2,45+0,18 **
Leyenda:
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PG - grupo de estudio, SG - grupo “esquizofrénico”, CG - grupo control, BT - antes del tratamiento, AT - después del
tratamiento.

Se determinaron las siguientes diferencias estadisticamente significativas:

*PG-BT frente a CG (p =0,036), ale PG-AT frente a CG (p>0,1), SG frente a NG (p>0,1)
**PG-BT frente a CG (p=0,0017), PG-AT frente a CG (p=0,0067), SG-BT frente a NG-BT (p=0,007)

En las siguientes figuras se representan analisis de funcién de discriminacion para ambos grupos evaluados:

1) un marcador de una psicosis inicial para el grupo psicético entero (independientemente del diagnostico): para
C3a<550 [ng/ml] y S1P<2,33 [ug/ml], p=0,00004 OR=9,58.

Este modelo se confirmé usando una regresion logistica, el area de la subcurva fue ROC = 0,8378 (Fig. 1).

2) un marcador para un episodio inicial de psicosis para el grupo esquizofrénico: Nimero de VSEL Lin-/CD45-
/CD34+ > 0,45 [células/pl], S1P < 2,33 [ug/ml], p = 0,012, OR = 1,5.

Este modelo se confirmé usando una regresion logistica, el area de la subcurva fue ROC = 0,77 (Fig. 2).
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REIVINDICACIONES

El uso del nivel en suero de C3a, un componente de la cascada del complemento, asi como el nivel en suero
de esfingosina-1-fosfato, como un marcador de un episodio psicotico inicial.

El uso de esfingosina-1-fosfato y el numero de células madre VSEL Lin-/CD45-/CD34+ como un marcador de
un episodio psicético inicial de caracter esquizofrénico.

Un método de detectar un episodio inicial de psicosis, en particular uno de caracter esquizofrénico,
caracterizado en que el nivel del contenido de la proteina C3a, el nivel del contenido de esfingosina-1-fosfato
y posiblemente el nivel del contenido de células madre VSEL Lin-/CD45-/CD34+ se determinan en una
muestra de sangre de un paciente, en donde un nivel en suero de la proteina C3a por debajo de 550 [ng/ml] y
un nivel en suero de esfingosina-1-fosfato por debajo de 2,33 [ug/ml] son evidencia de la aparicién de un
episodio psicético inicial, mientras que en particular el nivel en suero de esfingosina-1-fosfato por debajo de
2,33 [pug/ml] y el nivel del contenido de células madre VSEL Lin-/CD45-/CD34+ por encima de 0,45 [células/pl
de sangre periférica] son evidencia de la aparicion de un episodio psicotico inicial de caracter esquizofrénico.
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