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DESCRIPCION
Biomarcadores para respuesta inflamatoria
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un ensayo de biomarcador combinatorio para evaluar procesos
inflamatorios/inmunolégicos, particularmente pero no exclusivamente, en esquizofrenia y/o esclerosis multiple.

Antecedentes de la invencion

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico severo crénico que afecta a mas de 50 millones de personas en todo el
mundo. Sus principales caracteristicas clinicas incluyen trastornos del pensamiento, alucinaciones auditivas y visuales,
delirios, retraimiento social, falta de motivacion y disfuncién cognitiva. Su etiologia es desconocida, pero ahora esta
demostrando ser multifactorial, con diversas contribuciones genéticas y ambientales. La identificacion de los factores de
riesgo debe contener pistas importantes para nuevas estrategias preventivas y terapéuticas. Se han propuesto varias
teorias etiolégicas que involucran procesos de desarrollo o neurodegenerativos, alteraciones de neurotransmisores,
infecciones, disfuncion inmune y/o mecanismos autoinmunes (1).

La evidencia de las contribuciones del sistema inmune proviene de estudios de asociacion de todo el genoma que
encuentran asociacion con la region del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en la esquizofrenia (2).

La infeccion es uno de los presuntos factores de riesgo de la esquizofrenia. La primera respuesta a la infeccion es
levantada por el sistema inmune innato y la inflamacion es una parte clave. Las respuestas inmunes innatas comprenden
varias reacciones que aislan y destruyen el patdgeno invasor. Los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs)
son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), los cuales se expresan en las células
presentadoras de antigenos como lo propuso Janeway en 1989 (12). Los receptores incluyen receptores de tipo Toll
(TLRs), receptores de tipo de gen inducible por acido retinoico (RIG-1) y de dominio de oligomerizaciéon de nucledsidos
(NOD). TLR-3, -7 y -9 reconocen patrones microbianos dentro de las células infectadas, mientras que TLR-2, -4 y -5
reconocen patrones bacterianos en las superficies celulares. Una vez estimulados, estos receptores activan vias de
sefializaciéon, las cuales inician la secrecion de quimiocinas/citocinas innatas y ayudan a levantar respuestas
antipatégenas adaptativas adaptadas con éxito.

Las infecciones cerebrales en la primera infancia aumentan el riesgo de esquizofrenia ~5-veces (4, 5). Incluso durante el
embarazo, particularmente en el segundo trimestre, las infecciones se correlacionan con un aumento del riesgo de la
descendencia mas adelante en la vida (5, 6). Se han estudiado varias infecciones durante el embarazo, tales como la
rubéola, la gripe y el toxoplasma (7). Inyectar ratones embarazados con ADN sintético bicatenario poli I:C, para simular
infecciones virales/ respuestas de interferdn, y el lipopolisacarido (LPS), un componente altamente inflamatorio de las
paredes celulares bacterianas, provocd cambios morfolégicos y de comportamiento caracteristicos del cerebro en la
esquizofrenia (8-11); sin embargo, los mecanismos subyacentes de este cambio no se entienden completamente.

Curiosamente, la exposicion fetal a la quimiocina innata IL-8, que es parte de la fase aguda de la respuesta innata, se
correlacioné significativamente con el riesgo de esquizofrenia en la descendencia (13). Ademas, los niveles de IL-8 en las
madres durante el segundo trimestre del embarazo se correlacionaron significativamente con un aumento del riesgo de
esquizofrenia en un estudio prospectivo de cohorte de nacimiento (14). La exposicion fetal a la IL-8 elevada desencadend
alteraciones neuroanatémicas estructurales, por ejemplo, aumentos significativos en el liquido cefalorraquideo ventricular,
y una disminucién significativa de los volimenes de la corteza cingulada entorrinal izquierda y posterior derecha (15). Los
niveles elevados de IL-8 también se han descrito en pacientes esquizofrénicos no tratados ex vivo y tras la estimulacion
con LPS (16).

Es conocido que la IL-8 induce la expresion de la metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9) in vitro (17), cambios que estan
implicados en la esquizofrenia, la enfermedad de Alzheimer, la demencia vascular y también en la esclerosis multiple, el
cancer y enfermedades cardiacas. Un analisis reciente de multiples analitos de colecciones de controles de casos
encontré niveles elevados de MMP-9 en la esquizofrenia, los cuales no fueron alterados por el tratamiento neuroléptico y
pueden por lo tanto representar un marcador de "rasgo" (18). Ademas, estudios de genotipado recientes mostraron
asociaciones con un polimorfismo funcional (-1562C/T) del gen de MMP-9 en la esquizofrenia (19), el cual se confirmé en
una cohorte China (20), aunque no en un estudio de asociacion basado en la familia (21). Curiosamente, el mismo
polimorfismo de MMP-9 puede también influir en la susceptibilidad de la EM, donde los niveles séricos de MMP-9 se
correlacionan con la actividad de la enfermedad documentada por IRM en la enfermedad remitente-recurrente (EMRR).
El sistema proteolitico extracelular comprende metaloproteinasas y sus inhibidores de tejido endégeno (TIMPs). Algunas
MMPs pueden procesar varias de las proteinas involucradas en la sinaptogénesis, la plasticidad sinaptica y la potenciacion
a largo plazo (22). La MMP-9 regula la plasticidad sinaptica en el hipocampo in vitro (23,24), y la relacion de TIMP-1 y
MMP-9 segun se informa, modula los procesos de aprendizaje y de memoria (25). También se han descrito niveles
plasmaticos alterados de MMP-9 en la enfermedad de Alzheimer y la demencia vascular (26). Curiosamente, el mismo
polimorfismo de MMP-9 también influyd en la susceptibilidad de la EM (27), donde los niveles séricos de MMP-9 se
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correlacionaron con la actividad de la enfermedad documentada por IRM en la enfermedad remitente-recurrente (EMRR)
(28).

La MMP-9 puede también jugar un papel en la defensa contra patdgenos, donde la estimulaciéon con poli I:C conduce a
una regulacion positiva significativa de los niveles de MMP-9 en las células epiteliales (29). Ademas, la MMP-9, y el TIMP-
1 fueron significativamente mas altos en pacientes con encefalitis por HHV-6 (30). Los niveles de MMP-9 se correlacionan
también con el dafio hepatico progresivo en la infeccion por VHB y VHC (31). Ademas, la MMP-9 es fundamental para la
fagocitosis bacteriana efectiva de Streptococcus pneumoniae y la generacion de especies reactivas del oxigeno en los
neutrdfilos (32). La estimulacion del receptor tipo Toll-4 con LPS bacteriano aumenta la expresion de MMP-9 en
fibroblastos (33).

Es de particular interés el hallazgo de que la expresion, secrecidon y actividad del gen de MMP-9 es inhibida
significativamente por la vitamina D en la infeccion por M tuberculosis (34). La vitamina D es producida por la exposicion
de la piel a la radiacion solar ultravioleta B (UVB). La UVB convierte los precursores del 7-deshidrocolesterol en
previtamina D3, la cual cambia espontaneamente a vitamina D3 (VitD3). La VitD3 se convierte en 25-hidroxivitamina D3
(25-OHD) y en su forma activa final, 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25-OHD). Curiosamente, hay un exceso de pacientes
con esquizofrenia nacidos de enero a marzo (35, 36), lo cual podria reflejar hipovitaminosis-D materna (37, 38) y/o
infeccion materna durante el embarazo. Un estudio adicional también identificé una variacion >10 veces en la prevalencia
de la esquizofrenia y una tendencia a que la prevalencia aumente con la latitud (39), al igual que para la EM, donde la
VitD3 también esta implicada (40). Un reciente estudio de controles de casos en muestras de sangre neonatal identificd
una asociacion significativa entre el estado neonatal de la vitamina D y el riesgo de esquizofrenia (41). En mujeres adultas,
el alto consumo de vitamina D y pescado se correlacioné con un indice mas bajo de sintomas de tipo psicoéticos (42). Sin
embargo, no se detectd ninguna asociacion significativa entre cuatro polimorfismos de un solo nucleétido del receptor de
vitamina D y el riesgo de esquizofrenia (43). Sin embargo, se informaron bajos niveles séricos de 25-OHD entre una
cohorte de pacientes ambulatorios psiquiatricos en Suecia. En la cohorte de esquizofrenia sueca, la mediana de 25-OHD
fue de 45 nmol/l, considerablemente mas baja que la informada para sujetos suecos sanos. Solo el 14,5 % tenia niveles
recomendados de 25-OHD (>75 nmol/l). La hipovitaminosis-D estuvo presente en el 56,5 % de los pacientes con
esquizofrenia (niveles < 50 nmol/l) (44).

Actualmente, el diagnostico de esquizofrenia se basa en la capacidad de un clinico para hacer inferencias sobre las
experiencias internas de los pacientes, ya que no hay pruebas de laboratorio disponibles que ayuden en el diagnéstico,
informen estrategias de tratamiento o ayuden a monitorear y predecir la respuesta al tratamiento. Las comorbilidades
perjudiciales incluyen el sindrome metabdlico, otros factores de riesgo cardiovascular y la diabetes mellitus. El
descubrimiento de biomarcadores eficientes y las técnicas de ensayo son, por lo tanto, primordiales y facilitaran el
desarrollo futuro de estrategias de estratificacion de pacientes y medicina personalizada.

Los tratamientos actuales tienen como objeto las vias neurotransmisoras en el cerebro. Los antipsicoticos actdan
predominantemente como antagonistas de los receptores de dopamina D2, y tienen como objeto los sintomas pero no la
causa subyacente de la enfermedad. Sin embargo, el mecanismo exacto que conduce a la disfunciéon dopaminérgica en
la esquizofrenia sigue siendo desconocido. Hallazgos recientes destacan el papel de la inflamaciéon como un jugador
importante en la desregulacion del sistema neurotransmisor. Como las infecciones bacterianas y virales son
desencadenantes de respuestas inflamatorias, son posibles responsables en al menos un subgrupo de pacientes con
esquizofrenia.

Kim T.N. y otros: "Relationships between sarcopenic obesity and insulin resistance, inflammation, and vitamin D status:
the Korean Sarcopenic Obesity Study", Clin.Endocrinol., vol.78, no.4, 12 de abril del 2013, paginas 525-532, describe que
la inflamacion y la deficiencia de vitamina D estan asociadas con la obesidad sarcopénica. Azali P. y otros: "Low serum
levels of vitamin D in idiopathic inflammatory myopathies”, Ann. Pheum. Dis., vol. 72, no. 4, 19 de septiembre del 2012,
paginas 512-516, correlaciona los bajos niveles de vitamina D en pacientes con miopatias inflamatorias idiopaticas. El
documento WO 2012/129650 A1 describe un inmunoensayo de flujo lateral para detectar vitaminas y Coussens A. K. y
otros: "Vitamin D accelerates resolution of inflammatory responses during tuberculosis treatment", Proc. Nat. Acad. Sci.,
vol. 109, no. 38, 18 de septiembre del 2012, paginas 15449-15454, se refiere a un estudio que propone la suplementacion
con vitamina D como una terapia complementaria en la TB. El documento US 2012/195984 A1 se ocupa del diagndstico
y el tratamiento del estado esquizofrénico prodermal e incluye el cribado de marcadores genéticos, que detallan los
inhibidores de la MMP-9 para restaurar la funcién de la barrera hematoencefalica.

Resumen de la invencion

Los inventores han identificado un conjunto de analitos como candidatos de firmas de biomarcadores sanguineos para la
esquizofrenia, los cuales reflejan la existencia de respuestas inmunes/inflamatorias desreguladas. Sorprendentemente,
han encontrado interdependencia entre la respuesta inflamatoria en la esquizofrenia y la 25-hidroxivitamina D y que los
bajos niveles séricos de 25-hidroxivitamina-D3 pueden usarse como un biomarcador de inflamacion. Ademas, reivindican
que medir varios biomarcadores inflamatorios putativos simultaneamente como un biomarcador combinatorio de
inflamacion activa puede mejorar significativamente la precision diagnoéstica de la prueba en comparacion con la medicion
de un solo biomarcador y ofrecer estrategias de intervencién. Los marcadores de analito pueden comprender
citocinas/quimiocinas adicionales y metabolitos de la vitamina D.
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Esta invencion destaca una prueba nueva y Unica para monitorear el estado inflamatorio periférico mediante el uso de un
biomarcador combinatorio.

La presente invencién permitira monitorear la inflamacion periférica y los medios de modulacion en la esquizofrenia y sus
comorbilidades seleccionadas del grupo que consiste en trastornos del estado de animo, autismo, enfermedad de
Alzheimer, demencia, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, diabetes, sindrome metabdlico, asma, psoriasis,
colitis ulcerativa, enfermedades cardiacas y cancer.

En el primer aspecto, la invenciéon proporciona un método in vitro para la prediccién, prondstico o diagndstico de una
respuesta inflamatoria asociada con una enfermedad o afeccion particular en un sujeto, siendo el método como se define
en la reivindicacion 1 y sus reivindicaciones dependientes.

El método in vitro se usa para monitorear la inflamacién periférica.

El método comprende determinar en la muestra bioldgica el nivel de al menos un biomarcador ademas del nivel de
vitamina D3, preferentemente 25-hidroxivitamina D3, y comparar el nivel de al menos un biomarcador con un nivel de
control del biomarcador para determinar una prediccion, prondstico o diagndstico positivo o negativo de dicha respuesta
inflamatoria. En particular, al menos un biomarcador es una citocina o una quimiocina seleccionada de la quimiocina
innata (IL-8) y de la metaloproteinasa de matriz (MMP-9).

Una modalidad especifica de la invencién proporciona un método para monitorear la actividad/aparicion de comorbilidades
de la enfermedad en la esquizofrenia que comprende medir el nivel de vitamina D3, especialmente de 25-hidroxivitamina
D3 en una muestra biolégica de un sujeto en combinacion con los niveles de uno o ambos, IL-8 y MMP-9, en la muestra
bioldgica.

El nivel de 25-hidroxivitamina D3 indicativo de un diagndstico positivo es igual a o menor que 75 nmol/l, preferentemente
igual a o menor que 50 nmol/l. El nivel de IL-8 es al menos 20 pg/ml, preferentemente superior a 32 pg/ml en comparacion
con un nivel de control inferior a estos valores. El nivel de MMP-9 es superior a 700 ng/ml, preferentemente superior a
705 ng/ml en comparacién con un nivel de control inferior a estos valores.

La invencion también proporciona un método para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento para tratar una
respuesta inflamatoria, en particular la esquizofrenia como se define en la reivindicacion 7 mediante la comparacién de
los niveles de 25-hidroxi vitamina D3 en una muestra bioldgica del sujeto, en combinacion con los niveles de al menos un
biomarcador en donde al menos un biomarcador se selecciona de IL-8 y MMP-9 en la muestra bioldgica antes, durante y
después del tratamiento, en donde dicho tratamiento se considera eficiente si el nivel de 25-hidroxivitamina D3 y/o IL-8 o
MMP-9 se acerca a un nivel de control predeterminado para la 25-hidroxivitamina y/o IL-8 y/o MMP-9.

Debe apreciarse que la determinacién de un tratamiento eficiente se reconoce mediante la mediciéon de un nivel de 25-
hidroxivitamina D3 que sea superior a 50 nmol/l, preferentemente superior a 75 nmol/l con relacién a una medicion inicial
anterior al tratamiento fuera de este intervalo. El nivel de IL-8 es preferentemente inferior a 20 pg/ml y el nivel de MMP-9
es preferentemente de 700 ng/ml, preferentemente en el intervalo de 169-705 ng/ml, con relacion a una medicion inicial
anterior al tratamiento que esta fuera de este intervalo

Otra modalidad especifica de la invencion también proporciona un método para evaluar la eficacia de un régimen de
tratamiento para tratar la esquizofrenia/monitoreando la aparicion de comorbilidades en un sujeto mediante la
comparacion de los niveles de 25-hidroxi vitamina D3 en una muestra bioldgica del sujeto en combinacién con los niveles
de IL-8 y MMP-9 en la muestra bioldgica antes, durante y después del tratamiento.

La presente invencién también proporciona un método para establecer un perfil de biomarcadores de referencia como se
define en la reivindicacién 10 que comprende las etapas de (a) determinar una cantidad de vitamina D3, preferentemente
25-hidroxivitamina D3 y al menos un biomarcador seleccionado de IL-8 y MMP- 9 en una muestra obtenida de un sujeto
sano o de un sujeto que tiene una respuesta inflamatoria periférica, especialmente con esquizofrenia o esclerosis multiple;
y (b) almacenar la cantidad de 25-hidroxivitamina D3 y del biomarcador seleccionado en un perfil de biomarcadores de
referencia respectivamente para sujetos sanos o sujetos que tienen una respuesta inflamatoria, especialmente que tienen
esquizofrenia o esclerosis multiple.

La invencion también se refiere a un kit que comprende medios para detectar el nivel de 25-hidroxivitamina D3 en una
muestra biolégica de un sujeto, preferentemente en combinacion con el nivel de al menos un biomarcador en donde al
menos un biomarcador se selecciona de IL-8 y MMP-9. El kit comprende reactivos de deteccién apropiados y
opcionalmente aditivos adicionales.

Una modalidad de la invencién proporciona un kit que comprende medios para detectar el nivel de 25-hidroxivitamina D3
en una muestra biolégica de un sujeto en combinacion con los niveles de IL-8 y MMP-9 en la muestra bioldgica.

En modalidades particulares, la muestra bioldgica comprende suero, plasma, sangre total, saliva u orina. Con mayor
preferencia, la muestra comprende suero.
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El sujeto es preferentemente un sujeto humano y puede o no ser diagnosticado con una afeccion asociada con una
respuesta inflamatoria periférica, en particular esquizofrenia.

La invencidon proporciona una justificacion para disminuir la regulacién de la respuesta inflamatoria mediante la
suplementacién con vitamina D3 para contrarrestar la hipovitaminosis-D. La inflamacién es una parte importante del
sistema inmune innato y en un subgrupo de pacientes con esquizofrenia, debe considerarse la activacion de la inmunidad
innata por patdgenos tales como virus y bacterias, y puede ser objeto de tratamiento antibiético o antiviral.

Breve descripcion de los dibujos.
La invencion se describira con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos y figuras adjuntas, en los cuales:

Figura 1: Niveles séricos de IL-8 en 16 pacientes con esquizofrenia (SCZ) y 10 controles sanos (HC), determinados por
ELISA. La diferencia entre ellos fue significativa (29,17 +/- 17,66 pg/ml versus 1,88 +/- 0,52 pg/ml, p = 0,0001). Los datos
se expresan como medias +/- SEM; p-los valores se derivan de una prueba de Mann-Whitney de dos colas.

Figura 2: Niveles séricos de MMP-9 en pacientes con SCZ y controles sanos (1200 +/- 120 ng/ml versus 130 +/- 18 ng/ml,
p =0,0001), determinado por ELISA. Los datos se expresan como medias +/- SEM; p-los valores se derivan de la prueba
de Mann-Whitney de dos colas.

Figura 3: Correlacion de los niveles de MMP-9 y 25-hidroxivitamina D3 en 16 pacientes con SCZ. La linea de regresion
es mostrada. El analisis por la correlacién de Spearman arroj6 un valor r de -0,58 con p = 0,017.

Descripcion detallada de la invencion.

Ejemplo 1: Investigacion observando niveles significativamente mas altos de IL-8 en pacientes con esquizofrenia que en
controles sanos.

Para investigar el papel potencial del sistema inmune innato en la fisiopatologia de la esquizofrenia, probamos una firma(s)
inmune/inflamatoria innata alterada en la sangre de los pacientes. Como habiamos encontrado niveles elevados de IL-8
en el suero de pacientes con esclerosis multiple (EM), y en la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (45) (el
modelo animal de EM), estabamos interesados en el estado de IL-8 de pacientes con esquizofrenia (SCZ). Medimos los
niveles séricos de IL-8 en pacientes con SCZ y controles sanos (Figura 1). Fueron significativamente mas altos en
pacientes con SCZ que en controles sanos (p <0,05).

Ejemplo 2: Investigaciones observaron MMP-9 significativamente elevados en pacientes con SCZ que en controles sanos.
Inicialmente comparamos los niveles de MMP-9 en el suero de pacientes con SCZ y en controles sanos. Como es
mostrado en la Figura 2, el nivel de MMP-9 en pacientes con SCZ fue significativamente mas alto que en controles sanos
(Figura 2, p < 0,05).

Ejemplo 3: Investigacion sobre la hipovitaminosis-D en pacientes con SCZ.

Luego evaluamos el estado de la 25-hidroxivitamina-D3 de pacientes con SCZ. Su nivel recomendado es superior a 75
nmol/l (44) y los niveles por debajo de 50 nmol/l indican deficiencia (46). Todos excepto un paciente eran deficientes en

25-hidroxivitamina-D3 (93,75 %).

Ejemplo 4: Investigaciones observaron una correlacion inversa significativa de los niveles de 25-hidroxivitamina D3 y
MMP-9 en pacientes con SCZ.

En controles sanos, la 25-hidroxivitamina-D se correlaciond inversamente con la MMP-9 circulante (47). En nuestros
pacientes con SCZ, también encontramos una correlacion inversa significativa (Figura 3) - aunque no con los niveles de
IL-8 (datos no mostrados).

Ensayos de cribado:

Medicion de los niveles de MMP-9 e IL-8:

Los ELISA de IL-8/CXCL8 y MMP-9 (Qantikine Immunoassays R&D Systems, Reino Unido) se realizaron de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las muestras de SCZ y de control sanas se procesaron en la misma placa para controlar
la variacion interensayo. Todos los ensayos se realizaron por duplicado y las muestras se procesaron en dos ensayos por

separado. La lectura de la absorbancia se llevo a cabo en un lector de placas Reader BioTek Synergy HT.

Medicion de los niveles de la 25-hidroxivitamina D3:
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Los niveles séricos de la 25-hidroxivitamina D3 se midieron mediante cromatografia liquida por dilucién de is6topos con
espectrometria de masas en tandem tal como se describié anteriormente (48).

Analisis estadistico

Usamos GraphPad Prism (version 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California, EE.UU.) para todos
los andlisis estadisticos. Todos los analisis realizados usaron pruebas no paramétricas, incluyendo las pruebas de Mann-
Whitney para evaluar las diferencias entre los grupos y el intervalo de correlaciones Spearman. P-Los valores menores
de o iguales a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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REIVINDICACIONES

Un método in vitro para la prediccion, prondstico y/o diagnéstico de una respuesta inflamatoria periférica asociada
con una afeccién o enfermedad en un sujeto, en donde dicha afeccion o enfermedad es esquizofrenia o una
comorbilidad de la misma seleccionada del grupo que consiste en trastornos del estado de animo, autismo,
enfermedad de Alzheimer, demencia, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, diabetes, sindrome
metabdlico, asma, colitis ulcerativa, psoriasis y otras afecciones autoinmunes, enfermedades cardiacas y cancer,
el método que comprende determinar en una muestra biolégica de un sujeto el nivel de vitamina D3 y al menos un
biomarcador seleccionado de la quimiocina innata IL-8 y la metaloproteinasa de matriz MMP-9 y comparar los
niveles de dicha vitamina D3 y al menos un biomarcador con un nivel de control de vitamina D3 y un nivel de control
del biomarcador para determinar una prediccion, pronéstico y/o diagndstico positivo o negativo de dicha respuesta
inflamatoria periférica asociada con una enfermedad o afeccion, en donde el nivel de vitamina D3 indicativo de un
estado inflamatorio positivo en la muestra es igual a o menor que 75 nmol/l, el nivel de IL-8 indicativo de un estado
inflamatorio positivo es al menos 20 pg/ml y/o el nivel de MMP-9 indicativo de un estado inflamatorio positivo es al
menos 700 ng/ml.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde se mide el nivel de la 25-hidroxivitamina D3 y se compara
con un nivel de control de este metabolito.

Un método como se reivindico en la reivindicacion 1 o 2, en donde la enfermedad o afeccion es esquizofrenia o
esclerosis multiple.

Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el nivel de vitamina D3,
preferentemente 25-hidroxivitamina D3, indicativo de un estado inflamatorio positivo esta por debajo de 50 nmoll/l.

Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el nivel de IL-8 indicativo de un
estado inflamatorio positivo es al menos 32 pg/ml y/o el nivel de MMP-9 indicativo de un estado inflamatorio positivo
es al menos 705 ng/ml.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas monitorear la actividad de la
enfermedad/aparicion de comorbilidades en dicha afecciéon o enfermedad mediante la medicién del nivel de 25-
hidroxivitamina D3 en una muestra biolégica de un sujeto en combinacion con los niveles de uno o ambos de IL-8
y MMP-9 en la muestra bioldgica.

Un método para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento para tratar una respuesta inflamatoria
periférica, asociada con una afeccion o una enfermedad en un sujeto, siendo dicha afecciéon o enfermedad
esquizofrenia o una comorbilidad de la misma seleccionada del grupo que consiste en trastornos del estado de
animo, autismo, enfermedad de Alzheimer, demencia, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, diabetes,
sindrome metabdlico, asma, colitis ulcerativa, psoriasis y otras afecciones autoinmunes, enfermedades cardiacas
y cancer, mediante la comparacion de los niveles de 2 5 - hidroxi vitamina D3 en una muestra bioldgica del sujeto,
en combinacion con los niveles de al menos un biomarcador, en donde al menos un biomarcador se selecciona de
IL-8 y MMP-9 en la muestra bioldgica antes, durante y después del tratamiento, en donde dicho tratamiento se
considera eficiente si el nivel de 25-hidroxivitamina D3 y/o IL-8 y/o MMP-9 en la muestra se acerca a un nivel de
control predeterminado para estos metabolitos, en donde la determinacion de un tratamiento eficiente se reconoce
mediante la mediciéon de un nivel de 25-hidroxivitamina D3 que sea superior a 50 nmol/l, con relacién a una
medicion inicial anterior al tratamiento fuera de este intervalo, el nivel de IL-8 es inferior a 32 pg/ml y/o el nivel de
MMP-9 es inferior a 705 ng/ml con relaciéon a una medicion inicial anterior al tratamiento que esta fuera de este
intervalo.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde los niveles de ambos, IL-8 y MMP-9 en la muestra bioldgica
se comparan antes, durante y después del tratamiento.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, en donde la determinacion de un tratamiento eficiente se
reconoce mediante la medicién de un nivel de 25-hidroxivitamina D3 que sea superior a 75 nmol/l con relacién a
una medicion inicial anterior al tratamiento fuera de este intervalo, y el nivel de MMP-9 esta en el intervalo de 169-
705 ng/ml, con relacién a una medicion inicial anterior al tratamiento que esta fuera de este intervalo.

Un método para establecer un perfil de biomarcadores de referencia que comprende las etapas de (a) determinar
una cantidad de vitamina D3, preferentemente 25-hidroxivitamina D3 y al menos un biomarcador seleccionado de
IL-8 y MMP-9 en una muestra obtenida de un sujeto sano o de un sujeto que tiene una respuesta inflamatoria
periférica asociada con una afeccion o enfermedad en un sujeto, siendo dicha afeccidn o enfermedad esquizofrenia
o una comorbilidad de la misma seleccionada del grupo que consiste en trastornos del estado de animo, autismo,
enfermedad de Alzheimer, demencia, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, diabetes, sindrome
metabdlico, asma, colitis ulcerativa, psoriasis y otras afecciones autoinmunes, enfermedades cardiacas y cancer;
y (b) almacenar la cantidad de vitamina D3, preferentemente 25-hidroxivitamina D3 y el biomarcador seleccionado
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en un perfil de biomarcadores de referencia respectivamente para sujetos sanos o sujetos que tienen una respuesta
inflamatoria periférica asociada con dicha afeccion o enfermedad.

Un kit que comprende medios para detectar el nivel de 25-hidroxivitamina D3 en una muestra biolégica de un
sujeto, en combinaciéon con medios para detectar el nivel de al menos un biomarcador en donde al menos un
biomarcador se selecciona de IL-8 y MMP-9.

Un kit como se reivindico en la reivindicacion 11, en donde el kit comprende reactivos de deteccion apropiados y
opcionalmente aditivos adicionales.
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