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METODO IN VITRO Y KIT PARA EL PRONOSTICO O PREDICCION DE LA
RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON AGENTES ANTIPSICOTICOS POR PARTE
DE PACIENTES QUE HAN SUFRIDO UN PRIMER EPISODIO PSICOTICO.

DESCRIPCION

La presente invencién se encuentra dentro del campo de la medicina y la biologia
molecular, y se refiere a un método in vitro de pronédstico o prediccidon de la respuesta
a un tratamiento con farmacos antipsicoticos, por parte de sujetos que han sufrido un
primer episodio psicotico, y en concreto al empleo del valor de expresion del ratio
formado por las formas activa y truncada del receptor (TrKB) del factor de crecimiento

neuronal BDNF, denominadas TrKB-FL y TrkB-T, respectivamente.

ESTADO DE LA TECNICA

Un primer episodio de psicosis (FEP, siglas del inglés First-Episode Psycosis) ocurre
en aproximadamente el 3% de la poblacién y supone una enfermedad mental grave en
la que el paciente suele sufrir alucinaciones y delirios que normalmente se acompanan
de otros sintomas (sintomas maniacos, sintomas depresivos, disfunciones cognitivas,
alteraciones de comportamiento, etc.) e incluso puede llegar a representar el inicio de
una enfermedad mental grave y cronica como puede ser la esquizofrenia o el trastorno
bipolar. EI FEP, en determinados casos, mejora completamente con el tratamiento,
especialmente con el uso de medicamentos antipsicéticos, aunque no siempre sucede
asi. De hecho, en comparacidén con la poblacién general sana, los pacientes con un

primer episodio de psicosis tienen una tasa muy alta de mortalidad.

El estudio de las fases tempranas de un FEP tiene el objetivo de captar los cambios
fisiopatologicos presentes en el paciente cuando la sintomatologia aparece por
primera vez, permitiendo asi estudiar esta compleja enfermedad antes de que la
misma progrese evitando potenciales factores de confusion, tales como el tratamiento
prolongado con antipsicéticos o la aparicidén de patologias concomitantes. Ademas, es
de particular importancia cuando se produce un FEP, en primer lugar llevar a cabo el
diagndstico correcto del paciente y por otro lado, aplicarle un tratamiento especifico y

adecuado, ya que la aplicacion de un tratamiento inadecuado puede conducir a
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alteraciones neuroanatdmicas y cognitivas, asi como a un peor resultado funcional del

paciente.

Los criterios diagnésticos mas empleados en un FEP son los criterios del DSM (siglas
del inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) de la Asociacion
Americana de Psiquiatria (APA) y de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cuya
ultima version es la DSM-V. En dicha versién de las guias diagnésticas utilizadas
actualmente no se incluyen marcadores biolégicos con valor pronéstico para dicha
patologia. Recientemente, el National Institute of Mental Health (NIMH)
estadounidense, ha recalcado la necesidad de buscar raices neurobioldgicas en las
enfermedades psiquiatricas, pidiendo a la comunidad cientifica un esfuerzo para
intentar comprender los fundamentos fisiopatolégicos de esta enfermedad (Reardon S.
Nature. 2014;507:288).

El prondstico de los pacientes que han sufrido un FEP se puede dividir en 3
categorias: 25% de los pacientes muestra una respuesta completa al tratamiento que
lleva a una recuperacién completa tras el FEP, el 50% de los pacientes es recurrente
sufriendo exacerbaciones y remisiones, y el ultimo 25% de los pacientes muestran una
evolucion desfavorable con respuesta y una recuperacion incompleta tras sufrir el
FEP. Asi, la falta de respuesta 0 una respuesta parcial al tratamiento sigue siendo
comun, y dicha falta de respuesta se asocia con una mayor duracién de la
hospitalizacién, ademas de la obtenciéon de pobres resultados a largo plazo. En este
sentido, dado que un FEP puede derivar, en muchos casos en una patologia grave y
cronica tal como esquizofrenia, psicosis, trastorno bipolar, etc., es de gran relevancia
realizar un abordaje temprano de la enfermedad para luchar por el mejor prondstico
posible para el paciente. La importancia de una rapida intervencién esta ampliamente
aceptada pero no siempre la misma intervencion es igualmente efectiva para todos los
pacientes con un FEP. Por dicho motivo, es necesario focalizar en los distintos
endofenotipos de la enfermedad en esta etapa temprana a fin de disefiar el abordaje
terapéutico mas apropiado, ya que el éxito del tratamiento de un FEP es uno de los
principales factores que afecta el pronostico a largo plazo. Este hecho pone de relieve
la necesidad de encontrar biomarcadores capaces de pronosticar o predecir, en fases
muy tempranas de la enfermedad, especificamente en el momento en el que se

produce el primer brote psicético, con una alta especificidad y sensibilidad, la
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respuesta al tratamiento en dichos sujetos, para en consecuencia, disefar y aplicar el

tratamiento mas adecuado para cada caso particular.

En este sentido, en los ultimos afios el foco se ha centrado principalmente en la
deteccidén de biomarcadores relacionados con el componente inflamatorio de dichos
procesos, aunque también con componentes de estrés oxidativo y marcadores
genéticos, entre otros (Fond G, et al. Schizophr Bull. 2015;41(3):559-73). El darfo
causado por los procesos inflamatorios y oxidativos durante el proceso de un FEP
tiende a ser contrarrestado o compensado por varios sistemas protectores o de
reparacion (Meyer U. Brain Behav Immun. 2011;25(8):1507-18; Gomes JR, et al. J
Neurosci Off J Soc Neurosci. 2012;32(13):4610-22; Miller BJ, et al. Biol Psychiatry.
2011;70(7):663-71), como por ejemplo, las neurotrofinas, especificamente las
neurotrofinas Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) y Nerve Growth Factor (NGF),
gue juegan un papel relevante en el neurodesarrollo y plasticidad cerebral adulta, en la
supervivencia y diferenciacién de neuronas, en el funcionamiento neuronal y en los
mecanismos de reparacién. Dichas neurotrofinas ejercen sus acciones a través de la
activacién de sus receptores de tipo tirosin-quinasa, TrKB en el caso del BDNF y TrKA,
en el caso del NGF. Diversos estudios preclinicos y clinicos desarrollados en los
ultimos 10 afos han encontrado cambios en los niveles plasmaticos de neurotrofinas,
asi como un descenso de su expresidn en determinadas areas cerebrales en
pacientes con esquizofrenia (Wong J, et al. Schizophr Bull. 2013;39(1):130-40;
Mondelli V, et al. J Clin Psychiatry. 2011;72(12):1677-84;, Weickert CS, et al. Mol
Psychiatry. 2005;10(7):637-50). Dichos estudios han puesto de manifiesto que los
niveles de BDNF generalmente se encuentran disminuidos en pacientes con un primer
episodio de psicosis (Toll A, Mané A. World J Psychiatry. 2015; 5(1):154-9). Por otro
lado, también se ha descrito que el desequilibrio entre las isoformas activa (TrKB-FL) y
truncada (TrKB-T) del receptor de BDNF, se asocia tanto con muerte neuronal
(Vidaurre OG, et al. Cell Death Dis. 2012; 3:e256) como con esquizofrenia (Wong J, et
al. Schizophr Bull. 2013;39(1):130-40). Asi, a pesar de que se han propuesto un gran
numero de biomarcadores para el diagnostico y/o pronéstico del FEP, ninguno de ellos

se aplica en la actualidad en la rutina clinica diaria.

Por lo tanto, no existe en el estado de la técnica biomarcadores utiles para pronosticar
o predecir la respuesta de pacientes que han sufrido un FEP a un tratamiento con

farmacos antipsicéticos. En consecuencia, existe en el estado de la técnica una clara 'y
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urgente necesidad de buscar biomarcadores, con una alta especificidad y sensibilidad,
que los haga extrapolables a la practica clinica, y que sean utiles para predecir la

respuesta al tratamiento antipsicético en pacientes tras sufrir un FEP.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presante invencion se refiere a un mélodo in vitro para el prondstico ¢ prediceidn de
la respuesta al tratamientc con al menos un agents antipsicdtice, por parte de
pacientes gue han sufride un FEP, donde ef prondstico se realiza atendiendo al valor
de expresion resultante del ratio TrKB-FL/TrKE-T, en una muestra bioldgica aislada de
dichos pacientes en el momento del debut de la enfermedad. En una realizacidn
preferida del métode in vifro de la invencidon, este se caracleriza por gue cuando e
valor de expresidn resultante del ratio es 2 0.70, diche valor es indicativo de que &l
paciente va a presentar un buen prondstico de respuesta al tratamiento con al menos
un farmaco antipsicotico, es decir, va a ser un paciente respondedor al tratamiento
antipsicdtico. En cambio, cuando & valor resultante del ratio es < 0.70, dicho valor es
indicative de que el paciente va a presentar un mal prondstico de respuesta al
fratamiento con al menos un farmaco antipsicotico, es decir, va a ser un pacients no-
respondedor al tratamiento antipsicotico. Por lo fanio, una baja expresién de la forma
truncada (TrKB-T) del receptor TrkB, respecto de la forma activa (TrKB-FL) del mismo,
se relaciona con una buena respuesta al tratamiento. Consecuentemente, evaluar la
expresion de las formas del receptor de BDNF, y obtener su ratio de expresién, en una
muestra de fluido biolégico, preferentemente en una muestra de sangre, plasma o
suero, mas preferentemente en una muestra de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), nos proporciona una herramienta para predecir si un paciente que
acaba de sufrir su FEP respondera bien o no al tratamiento antipsicotico. La
determinacion del valor de dicho ratio en el momento del debut de la enfermedad
resulta de gran importancia debido a que nos permite establecer un tratamiento

adecuado que pueda mejorar la evolucion a largo plazo de dichos pacientes.

Por lo tanio, en la presente invencion se describe el uso de la proporcidn relativa de
las dos isoformas del receptor TrKB, TrKB-FL (isoforma activa) respecto a TrKB-T
(isoforma truncada), medide en of momento dei debut de la enfermedad, como
biomarcador para ef prondstico o prediccién de la respuesia al tratamiento con al

menos un agente antipsicolico por parte de pacientes que han sufrido un FEF, ya que



10

15

20

25

30

35

WO 2016/207466 PCT/ES2016/070473

dicho valor de expresion del ratio se relaciona significativamente con pacientes
respondedores al tratamiento antipsicotico, obteniéndose en dichos pacientes muy
buenos resultados funcionales en su recuperacién seis meses después de haber
sufrido el primer episodio psicético. Es mas, como se muestran en los ejemplos que
acompanan a la presente invencion, los niveles de expresién del ratio aqui descrito,
durante los seis primeros meses de seguimiento tras el debut de la enfermedad, llega
a ser estadistica y significativamente mas alto incluso que el nivel de expresién de

dicho ratio en sujetos control que no padecen la enfermedad.

Asi, el problema técnico resuelto por ia presente invencidn se refiere a un método in
vifro para el prondstico o prediccion de la respussia al tratamiento con al menos un
agente antipsichlico, por parte de pacientes gue han sufrido un FEP, a partir de una
muestra biolégica obienida de dichos pacientes en e momento del debut de la
enfermedad, gue es sencilio {se basa en ef analisis de dos proteinas concrstas yio de
los genes que las codifican), poco invasive para el paciente vy que ademas presenta
una sensibilidad (79.1%) v especificidad (61.1%) muy altas, permitiendo por tanto su

uso en fa practica clinica diaria.

En este sentido, la prediccion de la respuesta al tratamiento por parte de pacientes
que han sufrido un FEP es Ufil en varios sentidos principales: {(1). Prediccién de
pacientes no-respondadores al ratamiento con a menes un agente antipsicélice {(mal
prondstico): de esta forma se podria dirigir al paciente hacia fratamientos allemnativos
sin necesidad de aplicarle, como primer fratamiento, la terapia antipsicdtica. (2).
Prediccidon de pacientes respondedores al tratamiento con al menos un agente
antipsicotico (buen prondstice): esta heramienta es muy ulll para empezar sl
fratamiento de forma muy temprana va que en el caso particular de Ios pacientes qus
han sufride un FEF se ha demostrado gue o tratamiento en fases precoces de g
enfermedad pueden ser muy efectivo para evitar el avance de la misma hacia
paiclogias cronicas tales como esquizofrenia o psicosis, ademas de permitir al
paciente llevar una vida normal, definida como un buen funcionamiento general del

paciente en su vida diaria.

Asi, el primer aspecto de la presente invencion se refiere a un método in vitro, a partir
de aqui lo denominaremos, primer método de la invencidn, para el prondstico o

predicciéon de la respuesta a tratamiento con al menos un agente antipsicotico por
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parte de pacientes que han sufrido un primer episodio psicético, donde el pronédstico
se realiza atendiendo al valor de expresién del ratio TrkB-FL/TrkB-T, en una muestra
aislada de dichos pacientes en el momento del debut de la enfermedad, donde un
valor de expresién del ratio = 0.70 es indicativo de un paciente respondedor al
tratamiento y un valor de expresién del ratio < 0.70 es indicativo de un paciente no-
respondedor al tratamiento. Alternativamente, la presente invencion también se refiere,
por tanto al uso in vitro del valor de la expresién del ratio TrKB-FL/TrKB-T como
biomarcador prondstico o de prediccion de la respuesta a tratamiento con al menos un
agente antipsicético, por parte de pacientes que han sufrido un primer episodio
psicético, donde cuando el valor de expresion resultante de dicho ratio es = 0.70, dicho
valor es indicativo de que el paciente va a presentar un buen prondstico de respuesta
al tratamiento con al menos un farmaco antipsicotico, es decir va a ser un paciente
respondedor al tratamiento antipsicotico. En cambio, cuando el valor resultante del
ratio es < 0.70, dicho valor es indicativo de que el paciente va a presentar un mal
prondstico de respuesta al tratamiento con al menos un farmaco antipsicético, es decir

va a ser un paciente no-respondedor al tratamiento antipsicético.

Los términos “Primer Brote Psicético” o “Primer Episodio Psicotico” o “FEP” o “PEP”
utilizados indistintamente a lo largo del presente documento, en muchas ocasiones en
el estado de la técnica se utilizan errbneamente como sinénimo de esquizofrenia. Para
delimitar dichos términos cabria sefialar que la esquizofrenia se caracteriza por “la
presencia de ideas delirantes, alucinaciones, lenguaje desorganizado, conducta
catatdénica y/o desorganizada y sintomas negativos tales como el aplanamiento
afectivo, alogia o abulia y al menos, dos de estos sintomas pueden haber estado
presentes durante 6 meses (salvo que el paciente se haya tratado previamente) y se
asocian a una disfuncion laboral y social (Ballesteros, J. Brotes psicéticos. Seccién de
Psiquiatria Fundacién Santa Fe de Bogota. 2013. pp. 1330-1332). El matiz que pone
de manifiesto la diferencia con el brote psicético se advierte en el hecho de que la
esquizofrenia es una forma de psicosis de larga duracién, mientras que el brote
psicotico seria una manifestacion abrupta de lo que se podria considerar la

sintomatologia positiva de la esquizofrenia durante un breve periodo de tiempo.

El término "TrKB" (conocido también, entre otros sindnimos como receptor tropomiosin
quinasa B, o receptor tirosin quinasa B o receptor de los factores de crecimiento BDNF

y NT3 o receptor neurotréfico tirosin quinasa tipo 2) se refiere a una proteina que en
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humanos es codificada por el gen NTRK2 localizado en el cromosoma 9 (87.28-87.64
Mb). TrKB actua como receptor catalitico de alta afinidad de los factores neurotroficos
BDNF y NT-3 y -4. Su denominacidén suele abreviarse con los siguientes modos:
NTRK2; GP145-TrkB; TRKB; trk-B. Dicho receptor presenta dos isoformas TrKB-FL y
TrKB-T. La isoforma TrKB-FL es la forma activa completa del receptor TrKB. Dicha
forma completa transduce la sefial de BDNF a través de Ras-ERK, PI3K, and PLCy.
La isoforma TrKB-T es la forma truncada del receptor TrKB que carece de actividad
kinasa y se opone a la funcién de la forma TrKB-FL. Esta forma truncada posee los
mismos dominios extracelular y transmembrana que la forma completa pero difiere en
la secuencia terminal. EI numero de acceso del TrkB en la base de datos
UniProtKB/Swiss-Prot es Q16620, donde aparecen las secuencias proteicas para la
isoforma activa y para la isoforma truncada. El numero de acceso para la secuencia
gendmica de NTRK2 en la base de datos NCBI es NG_012201.2.

Para detectar y/o cuantificar los biomarcadores proteicos descritos en la invencién es
suficiente con detectar uno o mas fragmentos de dichas proteinas ya que dichos
fragmentos son un constituyente de la secuencia aminoacidica y de la estructura de
las proteinas. Es decir, el método de la presente invencidén contempla la posibilidad de
asociar la detecciébn de un fragmento que inequivocamente pertenezca a dicha
proteina a la presencia de la proteina en cuestién. Para la deteccién, y/o cuantificacién
de dicho fragmento de la proteina o de la proteina completa se puede usar cualquier

técnica conocida por el experto en la materia.

Cualquiera de las proteinas de la presente invencion son el producto de la expresion
de una secuencia nucleotidica. Esta secuencia nucleotidica puede ser, por ejemplo
pero sin limitarse, cualquier ARN como por ejemplo, pero sin limitarse, ARN mensajero
(ARNm), o cualquiera de sus fragmentos. La secuencia nucleotidica puede ser
también ADN complementario (ADNc) o cualquier de sus fragmentos. El ADNc es un
ADN complementario a un ARMm o es también la secuencia nucleotidica que
comprende los exones de la secuencia nucleotidica genémica pero no los intrones, es
decir, el ADNc es la secuencia codificante. La transcripcion de la secuencia
nucleotidica genémica del gen que codifica para la proteina y su ADNc codifican para
el mismo ARNm y, por tanto, para la misma proteina. En la presente invencién también
es posible detectar cualquier ARN o cualquier ADN, o cualquiera de sus fragmentos,

en lugar de la deteccidn de la proteina, o simultaneamente.
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Asi, en ofra realizacion preferida del método in vitro descrito en la presente invenciéon
este se caracteriza por que las proteinas TrKB-FL y TrKB-T o cualquier fragmento de
las mismas, es detectado y/o cuantificado por medio de electroforesis, immunoensayo,
cromatografia y/o tecnologia de microarray, evaluando ademas su presencia o

ausencia.

La electroforesis es una técnica analitica de separacién basada en el movimiento o la
migracion de macro-moléculas disueltas en un medio (buffer de electroforesis),
mediante una matriz o un sélido apoyo como resultado de la acciéon de un campo
eléctrico. El comportamiento de la molécula depende de su movilidad electroforética y
esta movilidad depende de la carga, tamafo y forma. Existen numerosas variaciones
de esta técnica basadas en el equipamiento usado, soportes y condiciones para llevar
a cabo la separacion de las proteinas. La electroforesis se selecciona de la lista que
comprende, pero sin limitarse, electroforesis capilar, electroforesis en papel,
electroforesis en gel de agarosa, electroforesis en gel de poliacrilamida,

isoelectroenfoque o electroforesis bidimensional.

Un inmunoensayo es una prueba bioquimica que mide la concentracién de una
sustancia en un liquido bioldégico usando la reacciéon de un anticuerpo o anticuerpos
con alguno de sus antigenos. El ensayo aprovecha la especificidad de un anticuerpo
con su antigeno. La cantidad de anticuerpo o antigeno puede detectarse por medio de
métodos conocidos en el estado de la técnica. Uno de los métodos mas comunes es el
que se basa en el marcaje del antigeno o de los anticuerpos. El marcaje puede
llevarse a cabo, pero sin limitarse, una enzima, radioisétopos (radioinmunoensayo),
etiquetas magnéticas (inmunoensayo magnético) o fluorescencia, y también otras
técnicas incluidas aglutinacién, nefelometria, turbidimetria o Western Blot. Los
inmunoensayos heterogéneos pueden ser competitivos 0 no competitivos. El
inmunoensayo puede ser competitivo: la respuesta sera inversamente proporcional a
la concentracién de antigeno en la muestra, o puede ser no competitivo (conocido
también como "sandwich assay"): los resultados son directamente proporcionales a la
concentracion del antigeno. Una técnica de inmunoensayo que puede ser utilizada en

la presente invencion es el ensayo ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).
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Por medio de las técnicas cromatograficas, las moléculas pueden ser separadas, pero
sin limitarse, por su carga, tamarno, masa molecular, mediante su polaridad o mediante
su potencial redox. La técnica de cromatografia se selecciona, pero sin limitarse,
cromatografia de liquidos (cromatografia de particion, cromatografia de adsorcion,
cromatografia de exclusién o cromatografia de intercambio iénico), cromatografia de

gases o cromatografia de fluidos supercriticos.

La tecnologia de microarray de la presente invencién esta basada, por ejemplo, sobre
la fijacion en un soporte solido de una molécula que reconoce la proteina de la
presente invencién. El microarray basado en anticuerpos es el microarray de proteinas
mas comun. En este caso, los anticuerpos se fijan en el soporte sélido (también se
puede emplear el término chip para referirse a microarray). Estos anticuerpos son
utilizados para capturar moléculas que permiten la deteccidn de proteinas
procedentes, pero sin limitarse, de muestras biolodgicas, de lisados celulares, de
sangre, plasma, suero, PBMCs o de orina. El término "soporte solido" tal como se
emplea en la presente invencién se refiere a una gran variedad de materiales, por
ejemplo, pero sin limitarse, intercambio de iones o resina adsorcién, vidrio, plastico,
latex, nylon, gel, ésteres de celulosa, esferas paramagnéticas o la combinacién de

algunos de ellos.

El término "anticuerpo”, tal como se utiliza en la presente descripcidon, se refiere a
moléculas de inmunoglobulinas y porciones inmunoldgicamente activas de moléculas
de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de fijacion de antigeno
gue se une especificamente (inmunorreacciona) con una proteina. Hay cinco isotipos o
clases principales de inmunoglobulinas: IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE. A efectos de la
presente invencion se puede utilizar cualquier anticuerpo capaz de detectar la
expresion de las proteinas TrKB-FL y/ o TrKB-T. Anticuerpos conocidos en el estado
de la técnica capaces de detectar las proteinas TrKB-FL y/ o TrKB-T se seleccionan de
entre cualquiera de los siguientes: anticuerpos Anti-TrkB de referencias ab18987 y
ab33665, anticuerpo Anti-TrkB [EPR1294] de referencia ab134155, de Abcam Inc
(Cambridge, MA); anticuerpo TrkB #4606 de Cell Signalling (Cell Signaling
Technology, Inc., Beverly, MA, USA); anticuerpo TrkB(C-13) sc-119, anticuerpo TrkB
(F-1) sc-377218 y anticuerpo TrkB (794) sc-12 de Santa Cruz Biotechnology Inc.
(Santa Cruz, California, USA); anticuerpo anti-TrkB (Ab-705) de Sigma (Espaia).
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En una realizacién preferida del primer método de la invencion, es posible también,
ademas de la deteccibn de un fragmento de las proteinas usadas como
biomarcadores, la deteccion y cuantificacibn de una variante funcionalmente

equivalente de los mismos.

En el sentido utilizado en esta descripcidn, el término "variante" se refiere a proteinas
sustancialmente homodlogas a las proteinas TrKB-FL y TrKB-T. En general, una
variante incluye adiciones, deleciones o sustituciones de aminoacidos, siempre con la
condicion de que dichas variantes son funcionalmente equivalentes a la proteina
original. El término "variante" incluye también a las proteinas resultantes de
modificaciones postranslacionales como, por ejemplo, pero sin limitarse, glicosilacién,

fosforilacion o metilacion.

La expresién "funcionalmente equivalente”, tal como aqui se utiliza, significa que la
proteina o el fragmento de la proteina en cuestion mantiene esencialmente las
propiedades inmunolbgicas descritas en este documento. Dichas propiedades
inmunolégicas se pueden determinar mediante métodos convencionales tales como

los descritos en los ejemplos que acompanian a esta descripcion.

El término "fragmento”, tal y como se utiliza en la presente descripcion se refiere a una

porcion de las proteinas TrKB-FL y TrKB-T o de una sus variantes.

A efectos de la presente invencion, el término “prondstico” o “prediccidon”, se entiende
como la evolucion esperada de una enfermedad y se refiere a la valoracién de la
probabilidad segun la cual un sujeto padece una enfermedad asi como a la valoracién
de su inicio, estado de desarrollo, evolucién, o de su regresién, y/o el pronéstico del
curso de la enfermedad en el futuro. Como entenderan los expertos en la materia, tal
valoracion, aunque se prefiere que sea, normalmente puede no ser correcta para el
100% de los sujetos que se va a diagnosticar. El término, sin embargo, requiere que
una parte estadisticamente significativa de los sujetos se pueda identificar como que
padecen la enfermedad o que tienen predisposicion a la misma. Si una parte es
estadisticamente significativa se puede determinar sin mas por el experto en la materia
usando varias herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas, por ejemplo,
determinacion de intervalos de confianza, determinacién de valores p, prueba t de

Student, prueba de Mann-Whitney, o funciones discriminantes de Fisher, medidas no
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paramétricas de Mann Whitney, correlacion de Spearman, regresion logistica,
regresion lineal, area bajo la curva de ROC (AUC), etc. Los intervalos de confianza
preferidos son al menos del 50%>, al menos del 60%>, al menos del 70%>, al menos
del 80%>, al menos del 90%, al menos del 95%, al menos del 97%, al menos del 98%
o al menos del 99%. Los valores de p son, preferiblemente, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005 o
0,0001. etc.

Por 'prediccion de la respuesta’ se entiende, en el contexto de la presente invencion, la
determinacion de la probabilidad de que el paciente responda de forma favorable o
desfavorable a una terapia 0 a un tratamiento determinado. Especialmente, el término
'prediccidén’, como se usa aqui, se refiere a una evaluacién individual de cualquier
parametro que pueda ser util en determinar la evolucion de un paciente. Como
entenderan los expertos en la materia, la prediccidn de la respuesta clinica al
tratamiento, aunque se prefiere que sea, no necesita ser correcta para el 100% de los
sujetos a ser diagnosticados o evaluados. El término, sin embargo, requiere que se
pueda identificar una parte estadisticamente significativa de los sujetos como que
tienen una probabilidad aumentada de tener una respuesta positiva. El experto en la
materia puede determinar facilmente si un sujeto es estadisticamente significativo
usando varias herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas, por ejemplo,
determinacion de intervalos de confianza, determinacién de los valores de p, prueba t
de Student, prueba de Mann Whitney, o funciones discriminantes de Fisher, medidas
no paramétricas de Mann Whitney, correlacién de Spearman, regresion logistica,
regresion lineal, area bajo la curva de ROC (AUC), etc. Los intervalos de confianza
preferidos son al menos del 50%>, al menos del 60%>, al menos del 70%>, al menos
del 80%>, al menos del 90%, al menos del 95%, al menos del 97%, al menos del 98%
o al menos del 99%.. Los valores de p son, preferiblemente, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005 o
0,0001. Preferiblemente, la presente invencidon permite predecir la respuesta al
tratamiento de forma diferencial en al menos el 60%, mas preferiblemente en al menos
el 70%, mucho mas preferiblemente en al menos el 80%, o aun mucho mas
preferiblemente en al menos el 90% de los sujetos de un determinado grupo o
poblacién analizada. La prediccién de la respuesta clinica se puede hacer utilizando
cualquier criterio de valoracién usado en psiquiatria y conocido por el experto en la

materia.
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A efectos de la presente invencidn el término “buen pronéstico” o “pacientes
respondedores” se refiere a aquéllos pacientes que tras sufrir un FEP y comenzar un
tratamiento con al menos un farmaco antipsicotico, se recuperan de la enfermedad,
teniendo una vida funcional satisfactoria. Por otro lado, el término “mal pronostico” o
“pacientes no-respondedores” se refiere a aquéllos pacientes que tras sufrir un FEP el
comenzar un tratamiento antipsicético no va a hacer que se recuperen de la

enfermedad y su funcionamiento en la vida diaria va a verse deteriorado.

A efectos de la presente invencion, el término “especificidad” se refiere a la capacidad
de un método o prueba diagnéstica y/o prondstica de clasificar correctamente a un
individuo sano (p.e. diagnéstico negativo de carcinoma, cuando el paciente no esta
afectado de carcinoma), es decir, la probabilidad de que para un sujeto sano se
obtenga un resultado negativo; una especificidad del 100% significa que no hay falsos
positivos. La especificidad que muestra el método descrito en la presente invencion es
del 79.1%. Asi, una especificidad del 79.1% significa que el valor del ratio TrkB-
FL/TrkB-T obtenido pronostica correctamente al 79.1% de los sujetos con mala

funcionalidad.

A efectos de la presente invencion, el término “sensibilidad” se refiere a la capacidad
de un método o prueba diagnéstica y/o prondstica de clasificar correctamente a un
individuo enfermo (p.e. diagnéstico positivo de carcinoma, cuando el paciente esta
afectado de carcinoma), es decir, la probabilidad de que para un sujeto enfermo se
obtenga un resultado positivo; una sensibilidad del 100% significa que no hay falsos
negativos. La sensibilidad que muestra el método descrito en la presente invencion es
del 61.1%. Asi, una sensibilidad del 61.1% significa que el método pronostica

correctamente al 61.1% de los sujetos con buena funcionalidad.

A efectos de la presente invencidn, el término “valor predictivo positivo” o “VPP” se
refiere a la probabilidad de que un paciente esté enfermo si el método de prondstico o
prediccion resulta positivo (p.e. estar afectado de carcinoma cuando el
diagnéstico/pronéstico de la prueba es positivo), es decir, la proporcidén de pacientes
con un resultado positivo en el método de diagnostico y/o prondstico que finalmente
resultaron estar enfermos. En el caso particular del método de la invencién, el VPP es

del 85.3% lo que significa que el 85.3% de los sujetos que mediante el método de la
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invenciébn se pronostican como pacientes respondedores, seran pacientes

respondedores y presentaran una buena funcionalidad.

A efectos de la presente invencion, el término “valor predictivo negativo” o “VPN” se
refiere a la probabilidad de que un paciente esté sano si el método de pronéstico o
predicciéon resulta negativo (p.e. no estar afectado de carcinoma cuando el
diagnéstico/pronéstico de la prueba es negativo), es decir, la proporcién de pacientes
con un resultado negativo en el método de diagnostico y/o pronostico que finalmente
resultaron estar sanos. En el caso particular del método de la invencién, el VPN es del
57.9% lo que significa que el 57.9% de los sujetos que mediante el método de la
invencién se pronostican como no respondedores y que presentarian mala
funcionalidad si fuesen tratados con farmacos antipsicéticos, seran finalmente

pacientes no respondedores que tendran mal funcionamiento.

A efectos de la presente invencion el término “agente antipsicético” o “compuesto
antipsicotico” o “farmaco antipsicético” se refiere a aquellas sustancias capaces de
tratar los sintomas psicéticos del paciente tales como delirios y/o alucinaciones. El
término antipsicotico hace referencia a una amplia familia de farmacos clasificados
tradicionalmente en dos grupos, en funcion de su perfil de seguridad y su eficacia
sobre los sintomas depresivos de la esquizofrenia. Asi los grupos principales de
antipsicoticos son los antipsicoticos tipicos (AT) y los antipsicéticos atipicos (AA). Los
AT son los farmacos antipsicéticos mas antiguos, con accién fundamentalmente
antidopaminérgica y caracterizados por su eficacia en el control de sintomas psicéticos
positivos (delirios, alucinaciones), pero que son poco eficaces sobre los sintomas
negativos (depresion, aislamiento social). Su uso se asocia frecuentemente con
sintomas extrapiramidales (SEP) e hiperprolactinemia. A efectos de la presente
invencién, los farmacos AT que pueden utilizarse en el tratamiento de un FEP se
seleccionan de entre cualquiera de los siguientes: clorpromazina, flufenazina,
levomepromazina, perfenazina, trifluoperazina, haloperidol, zuclopentixol, pimozida,
supirida, tiaprida, o0 combinaciones de los mismos. Los farmacos antipsicéticos atipicos
se caracterizan por bloquear simultdneamente los receptores dopaminérgicos y
serotoninérgicos y ser eficaces tanto en los sintomas positivos como en los negativos.
Globalmente, los AA se asocian con menos sintomas extrapiramidales (efecto
secundario) que los AT; sin embargo, no estan exentos de problemas ya que el uso de

AA se ha asociado con una mayor incidencia de reacciones adversas metabdlicas
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(hiperglucemia, aumento de peso,...) que en ocasiones limitan su uso. A efectos de la
presente invencién, los farmacos AA que pueden utilizarse en el tratamiento de un
FEP se seleccionan de entre cualquiera de los siguientes: clozapina, risperidona,
olanzapina, quetiapina, ziprasidona, aripiprazol, paliperidona, asenapina, sertindol,
amisulprida, o combinaciones de los mismos. Por otro lado, también es posible
combinar en un mismo tratamiento antipsicético cualquiera de los farmacos AT o
combinaciones de los mismos con cualquiera de los farmacos AA o combinaciones de

los mismos.

A efecios de la presenie invencion, e término "muestra bioldgica aislada” inciuye, pero
sin limitarnos a, células, tejidos y/o fluidos bioldgicos de un organisme, obtenidos
madiante cualguier método conocido por un exparto en la materia. Preferiblemente, ia
muestra bioldgica aislada es un fluido bioldgico. Mas preferiblemente, & fluide
bicldgico es sangre ¢ plasma ¢ suero sanguineo. Mas preferiblemente aun, el fluido
bioldgico es sangre vy preferentemente, células mononucleares de sangre periférica
(FBMCs). Las "células mononuclieares de sangre periferica” o "PEMCT incluyen
linfocitos, monocitos y macrdfagos. Los métodos para asilar estas FBMC de una

muestra de sangre se conocen bien en la técnica.

El término “individuo” o “sujeto”, tal y como se utilizan en la descripcion, se refiere a
animales, preferiblemente mamiferos, y mas preferiblemente, humanos. Dichos
términos no pretenden ser limitativos en ningun aspecto, pudiendo ser éstos de

cualquier edad, sexo y condicion fisica.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un kit o dispositivo, de aqui en
adelante kit o dispositivo de la invencion, que comprende los elementos necesarios
para detectar y/o cuantificar los niveles de expresién de las isoformas TrKB-FL y TrKB-
T, o de una variante de las mismas o de un fragmento de las mismas, en una muestra
bioldgica aislada de un sujeto. En una realizacidén preferida los elementos necesarios
para la deteccidn y/o cuantificacion de las isoformas TrKB-FL y TrKB-T, o de una
variante de las mismas o de un fragmento de las mismas se seleccionan

preferentemente de entre: oligonucleétidos, sondas y/o anticuerpos.

En una realizacién mas preferida del kit de la invencidn, este comprende anticuerpos

capaces de detectar la expresién de las isoformas TrKB-FL y TrKB-T o de un
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fragmento de las mismas o de cualquiera de sus variantes.

Dicho kit puede contener todos aquellos reactivos necesarios para analizar la cantidad
de proteina TrKB-FL y TrKB-T por medio de cualquiera de los métodos descritos
anteriormente en este documento como, por ejemplo, pero sin limitarse, anticuerpos
especificos de dichas proteinas, anticuerpos secundarios o controles positivos y/o
negativos. El kit ademas puede incluir, sin ningun tipo de limitacién, tampones,
soluciones de extraccidon de proteinas, agentes para prevenir la contaminacion,
inhibidores de la degradacidén de las proteinas, etc. En el caso de la deteccidén por
RTQPCR puede contener, pero sin limitarse, cebadores, sondas y todos aquellos
reactivos necesarios para determinar la expresiéon de las proteinas TrKB-FL y TrKB-T.
El kit ademas puede incluir, sin ningun tipo de limitacion, el uso de tampones,
polimerasas, cofactores para obtener una actividad optima de éstas, agentes para
prevenir la contaminacién, etc. Por otro lado, el kit puede incluir todos los soportes y
recipientes necesarios para su puesta en marcha y optimizacion. Preferiblemente, el
kit comprende ademas las instrucciones para llevar a cabo los métodos de la

invencion.

A lo largo de la descripciéon y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Analisis de la expresion de las isoformas de los receptores TrKB-FL (A) y TrkB-
T (B) en las células PBMCs aisladas de pacientes en el momento del debut de la
enfermedad y 6 meses después, y en sujetos control sanos. (C) Grafica donde se
muestra el valor del ratio TrKB-FL/TrKB-T en sujetos control sanos y en sujetos que
han sufrido un FEP, en el momento del debut de su enfermedad y tras 6 meses de
seguimiento de los mismos. Los datos densitométricos de las respectivas bandas de

interés han sido normalizados utilizando la expresion obtenida para la B-actina. Los



10

15

20

25

30

35

WO 2016/207466 PCT/ES2016/070473

16

datos representan la media * desviacion estandar. Prueba t para muestras pareadas.
*p<0.05 vs. Control; #p<0.05, ##p<0.01 vs debut del FEP.

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante la exposicion de los resultados
obtenidos por los inventores. Estos ponen de manifiesto la especificidad, sensibilidad y
eficacia del biomarcador de prediccidn de respuesta a un tratamiento antipsicético en

pacientes que han sufrido un FEP, descrito en la presente invencion.

Pacientes

En el estudio se han incluido muestras de sangre de 94 pacientes obtenidas durante
su primer ano tras debutar con un primer episodio psicético y como controles sanos se
han incluido 80 muestras de sangre de sujetos control, sanos pareados por sexo, raza

y edad.

Los criterios de inclusion en el estudio para los sujetos que habian sufrido un FEP
fueron:

a) Sintomas psicéticos positivos de menos de 12 meses de duracién,

b) Edad de 9 a 35 afos en el momento de debutar con la enfermedad,

¢) Hablar espanol correctamente,

d) Firmar el consentimiento informado del estudio.

Y los criterios de exclusion:
a) Retraso mental segun criterios DSM-IV,
b) Historia de traumatismo craneoencefalico con pérdida de conciencia,

¢) Enfermedad sistémica con repercusion mental.

Para evaluar la sintomatologia psicética utilizamos la escala PANSS (Escala de
sindrome positivo y negativo, en sus siglas en inglés, Positive And Negative Symptoms
Scale) (Kay SR, et al. Schizophr Bull. 1987;13(2):261-76)

Por otro lado, los criterios de inclusion en el estudio para los sujetos control fueron:

a) Ausencia actual o previa de patologia psiquiatrica segun criterios DSM-1V,
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b) Hablar espariol correctamente,

c) Firmar el consentimiento informado del estudio.

Y los criterios de exclusiéon fueron los mismos que los anteriormente mencionados
para los pacientes y ademas:

d) Historia de cuadros psicoticos en familiares de primer grado.

Ni los pacientes ni los sujetos sanos tenian cuadros febriles o alérgicos, infecciones u
otra condicién médica importante, y no habian recibido medicaciéon inmunosupresora o
vacunas en los 6 meses previos 0 medicacién antiinflamatoria en los dos dias previos
a la extraccidon de las muestras de sangre. En la Tabla 1 se muestran las

caracteristicas clinicas de los pacientes y de los sujetos control sanos.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en la Investigacién Clinica de los
centros participantes. Todos los sujetos incluidos en el estudio firmaron un informe de
consentimiento para participar en el mismo. En el caso de los sujetos menores de 18
afos, se obtuvo el consentimiento de sus padres o representantes legales y los

propios pacientes consintieron en participar.

Muestras

Las muestras de sangre venosa obtenidas de los sujetos que participan en el estudio
se extrajeron estando los sujetos en ayunas, en el momento del debut de la
enfermedad y a los 6 meses tras sufrir el FEP. Dichas muestras de sangre fueron
centrifugadas (641g x 10 min a una temperatura de 4° C) y el plasma obtenido se
almacen6 a -80°C para su estudio posterior. El resto de la muestra se utilizé6 para
aislar las células mononucleares de sangre periférica, conocidas como PBMCs, que

una vez obtenidas se almacenaron a -80°C para su estudio posterior.

Medida de la expresién de los receptores TrKB-FL y TrKB-T en PBMCs

La expresion de los marcadores descritos en la presente invencién, TrKB-FL y TrKB-T
se cuantifico utilizando la técnica de Western-Blot (WB), a partir de los extractos
citosolicos obtenidos de las PBMCs mediante un procedimiento modificado basado en

el método de Scheiber y cols. Brevemente, se homogeneizaron las PBMCs en 150 pL
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de tampdn (10 mmol/L N-2-hidroiyetilpiperazine-N'-2-acido etanesulfonico [pH 7.9]; 1
mmol/L EDTA, 1 fenilmetilsulfonil fluoride, 0.1 mg/mL aprotinina, 1 mg/mL leupeptina, 1
mg/mL Na-ptosil-L-lisina-clorometil cetona, 5 mmol/L NaF, 1 mmol/L NavO4, 0.5 mol/L
sacarosa, and 10 mmol/L Na2MoO4) a pH 7.4. Tras 15 min, se afadié Nonidet P-40
(Roche, Mannheim, Germany) hasta alcanzar una concentracién del 1%. Los tubos
fueron agitados en vortex durante 30 segundos y los nucleos se recogieron mediante
centrifugacion a 8000g x 5 min. Se consideré que el sobrenadante constituia la
fraccion citosdlica. Los pellets fueron resuspendidos en 50 uL del tampoén,
suplementado con 20% de glicerol, 15 mmol/L MgCL2 y 0.4 mol/L NaCl y agitados
ligeramente durante 30 min a 4°C. Los extractos de proteinas nucleares se obtuvieron
por centrifugaciéon a 13,000 g x 5 min, y las alicuotas del sobrenadante se
almacenaron a —80°C. Todas las etapas del fraccionamiento se llevaron a cabo a 4°C.
Como método de control para analizar la pureza de los extractos citosélicos y
nucleares, se realizd un Western Blot utilizando gliceraldehide-3-fosfate
deshidrogenasa (GAPDH), Proteina Especifica 1 (SP1) o B-actina (en citosol: 9911;
1915; y 98+1% de sefial total densidad éptica [OD], respectivamente; y en nucleos: 0;

8117; y 9911% de sefal total densidad Optica, respectivamente.

Tras determinar y ajustar la concentracion de proteina a 2ug/ul, utilizando el método
de Bradford, los extractos citosodlicos fueron mezclados con igual volumen del tampdn
Laemmli (Bio-Rad, USA) (SDS 10%, H20O destilada, 50% glicerol, 1 M Tris HCI, pH
6.8, ditiotreitol y azul de bromofenol), con B-mercaptoethanol (50pl/ml Laemmli). Se
cargaron 12,5ug de dicha mezcla en un gel de electroforesis. Las muestras proteicas
se separaron y transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Amersham, Ibérica,
Espafa). Tras la neutralizacién, las membranas se incubaron con anticuerpos
especificos para detectar la presencia de los marcadores de la invencién:
e Anticuerpos policlonales TrKB de conejo a una dilucién de 1:1000 en TBS-
Tween (sc-12; Santa Cruz Biotechnology, USA), para TrKB-FL,
e Anticuerpos policlonales TrKB de conejo a una dilucién de 1:1000 en TBS-
Tween (sc-119; Santa Cruz Biotechnology, USA) para TrKB-T,
e Anticuerpos monoclonales B-actina de raton a una diluciéon de 1:15000 (Clone

AC 15; Sigma, Espana), que se utiliz6 como control de carga.

Posteriormente, tras el lavado de los anticuerpos primarios, las membranas se

incubaron con sus respectivos anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa



10

15

20

25

30

35

WO 2016/207466 PCT/ES2016/070473

19

(dilucidén 1:2000 en TBS-Tween). La inmunorreactividad de las bandas fue detectada y
visualizada mediante el sistema Oddyssey Fc (Licor, Alemania) y se cuantificaron por
densitometria (NIH ImageJ® software). Todos los resultados densitométricos fueron
expresados como porcentaje de expresion de cada uno de los marcadores analizados

respecto al grupo control.

Evaluacion del funcionamiento general de los pacientes (GAF)

Con el fin de evaluar el funcionamiento general de los pacientes que habian sufrido un
FEP utilizamos la escala GAF (en sus siglas en inglés Global Assessment
Functioning), que proporciona una puntuacion entre 0 y 100 y tiene en consideracion
diferentes aspectos de la vida diaria del paciente, tales como relaciones sociales,
situacion laboral, etc. Esta escala fue publicada en base a una revisidn de la escala
“Global Assessment Scale” (GAS) de Endicott (Endicott J, et al. Arch Gen Psychiatry.
1976;33(6):766-71). La escala GAF fue publicada en 1987 y se convirtié en la base de
los diagnosticos del eje V en el DSM-III-R (American Psychiatric Association.
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-III-R), text revision. 3rd
edition. Washington, DC: American Psychiatric Association; 1987), DSM-IV (American
Psychiatric Association. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders DSM-1V.
Washington, DC: American Psychiatric Association; 1994) y DSM-IV-TR (American
Psychiatric Association. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-
IV-TR), text revision. 4rd edition. Washington, DC: American Psychiatric Association;
2000). Una puntuacién alta en la escala denota mejor funcionalidad. A efectos de la
presente invencion, se considera una buena funcionalidad cuando la puntuacién en la
escala GAF es =60 puntos, mientras que el paciente tendra un funcionamiento

deteriorado cuando la puntuacién en dicha escala sea <60 puntos.

Analisis estadistico

Para evaluar la posible asociacion entre el estado inflamatorio en el momento basal,
es decir, tras sufrir los pacientes el FEP, y el valor de expresidn del ratio TrKB-
FL/TrKB-T, tanto en el debut de la enfermedad como 6 meses después dicho debut
(seguimiento), se construyeron modelos de regresién lineal multiple. Este mismo tipo
de analisis fue utilizado para la evaluacién de la influencia del estado inflamatorio y del

valor de expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T en el debut de la enfermedad sobre el
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funcionamiento global del paciente (GAF) y la situacién clinica del mismo (PANSS) al
final del periodo de seguimiento, transcurridos 6 meses tras el debut de la enfermedad.
A fin de ajustar dicho modelo, se utilizd un modelo “paso a paso hacia atras”
incluyendo todas las posibles variables de confusién (sexo, edad, estado civil,
estudios, nivel socioecondmico, raza, tabaco, alcohol, cannabis, IMC, antipsicéticos).
Solo aquellas variables que resultaron significativas o aquellas que produjeron un
cambio significativo en el coeficiente de la variable independiente, fueron incluidas en
el modelo de regresion (IMC, tabaco y antipsicoticos). Finalmente, se evaluaron los

términos de interaccién.

Una vez obtenido el modelo final, se analizaron tanto el ajuste de los residuos como su
normalidad. Se obtuvo el coeficiente B, el intervalo de confianza al 95% y el valor p

para los test t (evaluando la significaciéon estadistica del coeficiente de regresion).

En aquellos casos en que el término de interaccion resulté significativo, se calculd para
cada grupo el tamano del efecto y su intervalo de confianza al 95%. Ademas, el
tamano del efecto del grupo principal de la variable dependiente fue estimado para

diferentes valores de la variable independiente (percentiles 3, 25, 50, 75 y 97).
Finalmente para evaluar el valor predictivo del modelo desarrollado, estimamos su
sensibilidad, especificidad, y valores predictivos positivo y negativo. Los analisis
estadisticos fueron desarrollados con el paquete estadistico Stata version 12.1
(StataCorp LP, Texas, USA) y el nivel de significacién se fij6 en p<0.05.

RESULTADOS

Tabla 1. Caracteristicas basales de la muestra de sujetos incluidos en el estudio.

Pacientes Controles Muestra
(n=94) (n= 80) total (n=174) | Estadistico
N (%) N (%) N (%)
Mujer 29 (30.9%) 27 (33.8%) | 56 (32.2%) X2=0.17,
Sexo Hombre | 65 (69.1%) 53 (66.3%) | 118 (67.8%) gi_(;.é%
t=-1.96,
Edad (anos) 23.78+5.81 25.69+7.07 | 24.6616.47 df=172
p= 0.052
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Pacientes Controles Muestra
(n=94) (n= 80) total (n=174) | Estadistico
N (%) N (%) N (%)
Nivel Bajo 28 (29.8%) 19 (23.8%) | 47 (27.0%) X2=1.66,
socioecondmico Medio 38 (40.4%) 40 (50%) 78 (44.8%) df= 2,
Alto 28 (29.8%) 21 (26.3%) | 49 (28.2%) p=0.436
Indice de masa t=3.38,
corporal (IMC) 25.0213.97 23.0813.07 | 24.12+£3.70 df= 155,
P p=0.001
Consumo de X2=1.27,
. 23 (24.5%) 13 (17.3%) | 36 (20.6%) df= 1,
cannabis
p=0.260
Edad de inicio 24.45+5 80
(anos)
Duracion de
psicosis sin 91.261£97.05
tratar (dias)
Psicosis o
afectiva® 18 (19.1%)
Diagnostico szICOSIS
0,
afectiva® 76 (80.9%)
PANSS positiva 10.2114.99
PANS.S 14.1115.73
negativa
PANSS 50.441+16.89
MADRS 6.3116.37
GAF 68.90+13.14

PANSS: Escala de sintomas positivos y negativos. *Psicosis afectiva: desorden
bipolar, depression psicética o0 desorden esquizoafectivo. ** Psicosis no afectiva:
esquizofrenia, desorden esquizofreniforme y desorden psicético no especificado
previamente. Los datos en negrita indican que el dato ha alcanzado significacién
estadistica (valor p < 0.05).

Los pacientes objeto del presente estudio, una vez diagnosticados se les administrd el

tratamiento antipsicético. Los farmacos utilizados en dicho tratamiento se

seleccionaron de entre cualquiera de los siguientes: risperidona, clozapina,

paliperidona, aripiprazol, ziprasidona, olanzapina o quetiapina.

Tras analizar los niveles de expresion de los receptores TrKB-FL y TrKB-T en las
PBMCs de los pacientes y de los sujetos control, y tal como se observa en la Figura 1,

la expresion de dichos receptores en las células PBMCs se modifica a lo largo del
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tiempo en pacientes que habian sufrido un FEP, de manera que los niveles de
expresion de la isoforma TrKB-FL aumentan significativamente durante el periodo de
seguimiento de los pacientes (6 meses) tras el debut de la enfermedad (Fig. 1A),
mientras que los niveles de la expresion de la isoforma TrKB-T disminuyen
significativamente en este mismo periodo (Fig. 1B) y en comparaciéon con los niveles
gue muestran el grupo de sujetos control sanos de dicha isoforma (Fig. 1B). De modo
similar, el valor de expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T aumenta significativamente a lo
largo del seguimiento en comparacién con la expresién de dicho ratio en los sujetos
control sanos y respecto a la expresién del mismo en los pacientes en el momento del
debut de la enfermedad (Fig. 1C).

El modelo de regresion para la asociacién entre el indice TrKB-FL/TrKB-T en el
momento basal (debut de la enfermedad) y la funcionalidad del paciente a los 6 meses
del debut (GAF) fue ajustado teniendo en cuenta las variables: indice de masa
corporal (IMC), consumo de tabaco y consumo de antipsicéticos. Dicho modelo pone
de manifiesto la existencia de una interaccién positiva y significativa entre el valor de
expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T y el tratamiento antipsicético (8=41.46, p=0.004, IC
95%: 14.327, 68.590), lo que indica que el efecto del valor de expresién del ratio TrKB-
FL/TrKB-T en el momento del debut de la enfermedad sobre la funcionalidad de dichos
pacientes a los 6 meses de su debut es diferente dependiendo de si el paciente toma o

no medicamentos antipsicéticos.

La Tabla 2 muestra los tamanos del efecto de tomar antipsicéticos para diferentes
niveles del valor de expresién del ratio TrKB-FL/TrKB-T sobre la funcionalidad (GAF) a
los 6 meses del debut de la enfermedad. Para aquellos pacientes con niveles bajos de
expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T en el momento del debut de la enfermedad (TrKB-
FL/TrKB-T=0.18), destaca que los pacientes que tomaban antipsicoticos tenian peor
funcionalidad que los pacientes que no los tomaban (tamafo del efecto: -30.26; IC
95%: -52.903, -30.259). Por el contrario, el efecto de tomar antipsicéticos es opuesto
cuando los pacientes presentan en el momento del debut de la enfermedad unos
niveles altos de expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T (TrKB-FL/TrKB-T=1.96). En este
caso, los pacientes que toman antipsicéticos fueron los que mejor funcionalidad
presentan al cabo de 6 meses del debut (tamafo del efecto: 43.54; IC 95%: 12.189,
74.887) (Tabla 2).
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Tabla 2. Tamanos del efecto de tomar antipsicéticos sobre la funcionalidad a los 6
meses del debut de la enfermedad (y sus IC 95%) para los valores seleccionados del
ratio TrKB-FL/TrKB-T*

Ratio TrKB-FL/TrKB-T Consumo de antipsicéticos’
Percentil 3 (=0.18) -30.26 (-52.903, -30.259)
Percentil 25 (=0.67) -9.94 (-22.573, 2.685)

Mediana (=0.90) -0.41 (-11.369, 10.552)
Percentil 75 (=1.11) 8.30 (-4.142, 20.737)
Percentil 97 (=1.96) 43.54 (12.189, 74.887)

*Ajustado por factores de confusién
'El tamafio del efecto se interpreta como la diferencia entre las medias de la GAF
entre los pacientes que tomaban antipsicéticos.

Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados mostrados en la presente invencion, los
niveles de expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T en el momento del debut de la
enfermedad se relacionan con la funcionalidad del paciente de un modo diferente
dependiendo de si el paciente consume o no antipsicéticos. Ademas, tanto los niveles
de expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T, como el consumo de antipsicéticos, no
muestran efecto sobre la funcionalidad de dichos pacientes (GAF) de un modo
independiente, ya que ninguno muestra significacion estadistica al incluir en la

ecuacioén de regresién el término de la interaccion.

Considerando la muestra de pacientes que consume medicacién antipsicética (n=75) y
utilizando el modelo de regresion descrito, se analizé el potencial del valor de
expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T como biomarcador para el pronéstico de respuesta
al tratamiento con agentes antipsicoticos en pacientes que han sufrido un FEP. Para
ello se estudié la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN), considerado como punto de corte el valor de = 0.70 para el
nivel del indice TrKB-FL/TrKB-T y un valor = 60 como punto de corte para la escala
GAF. Se considerd 0.70 como punto de corte para el indice ya que es el punto para el
cual se maximizan los valores de sensibilidad y especificidad. El punto de corte para la
escala GAF se considerd tras revisar la bibliografia al respecto. Asi el modelo
propuesto muestra una sensibilidad del 79.1%, una especificidad de un 61.1%, un VPP
de 85.3% y un VPN de 57.9%. El método ofrece una proporcion de falsos positivos del

38.9% y una proporcién de falsos negativos de 20.9%. Segun estos resultados, el dato
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de sensibilidad, de acuerdo con el modelo de regresion utilizado, se refiere a que el
79.1% de los pacientes con buena funcionalidad después de 6 meses tomando
antipsicoticos tras haber sufrido el FEP, presentaba un alto valor de la expresién del
ratio TrKB-FL/TrKB-T en el momento del debut de la enfermedad. Es decir, dichos
pacientes presentaban un valor de expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T =0.70, en el
momento del debut de la enfermedad. El dato de especificidad se refiere a que el
61.1% de los pacientes que presentaban en el momento del debut de la enfermedad
un valor bajo de la expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T (<0.70) cuando comenzé la
enfermedad y tras 6 meses de tomar medicacion antipsicética, presentaban mala
funcionalidad (<60). Este analisis consolida el uso del valor de expresion del ratio
TrKB-FL/TrKB-T como marcador para la prediccién de la respuesta a un tratamiento
antipsicotico en pacientes que han sufrido un FEP, permitiendo discriminar facilmente
a aquellos pacientes respondedores frente a los no-respondedores, a la terapia

antipsicotica.

Sensibilidad: de acuerdo con el modelo, el 79.1% de los pacientes con buena
funcionalidad después de 6 meses tomando antipsicoticos tras haber sufrido el FEP,
presentaba un alto nivel del ratio TrKB-FL/TrKB-T (=0.70) en el momento de comenzar

la enfermedad.

Especificidad: La proporcion de pacientes con bajos niveles del ratio TrKB-FL/TrKB-T
(<0.70) cuando comenzd la enfermedad tenian mala funcionalidad (<60) tras 6 meses

después de tomar medicacion antipsicética.

VPP: un paciente con un valor del ratio TrKB-FL/TrKB-T = 0.70 en el momento de
debutar la enfermedad y que comience con un tratamiento antipsicoético tiene una
probabilidad de un 85.3% de tener una buena funcionalidad (GAF=60) un 6 meses

después.

VPN: un paciente que tenga un nivel bajo del ratio TrKB-FL/TrKB-T (<0.70) en el
momento del PEP, tiene una probabilidad de presentar mala funcionalidad general

(<60) al cabo de 6 meses de tomar medicacion antipsicética.

Todos estos resultados ponen de manifiesto que el 90% de los pacientes que

presentaban buena funcionalidad a los 6 meses (GAF=60) se correspondian con
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valores de la expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T 20.70, concretamente valores
comprendidos entre 0.70-1.50, en el momento del debut de la enfermedad. Por el
contrario, el 90% de los pacientes que presentaban un funcionamiento general
deteriorado (GAF<60) al cabo de 6 meses tras debutar con la enfermedad, tenian
niveles de la expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T <0.70, concretamente valores del

ratio comprendidos entre 0.25-0.70, en el momento del debut de la enfermedad.

Asi, el valor de la expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T sirve como marcador pronostico
de respuesta a tratamiento antipsicético en sujetos que han sufrido un FEP, mostrando
una alta sensibilidad (79.1%) y especificidad (61.1%). Por lo tanto, niveles de
expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T =0.70 en sujetos que sufren un FEP en el
momento de su debut en la enfermedad, muestran una mejor respuesta al tratamiento
antipsicotico que aquellos pacientes que en el momento de su debut en la enfermedad

presentan un nivel de expresion del ratio TrKB-FL/TrKB-T <0.70.



10

15

20

25

30

35

WO 2016/207466 PCT/ES2016/070473

26

REIVINDICACIONES

Método in vitro para el pronéstico o prediccidn de la respuesta a tratamiento con al
menos un agente antipsicético por parte de pacientes que han sufrido un primer
episodio psicotico (FEP), donde el pronéstico se realiza atendiendo al valor de
expresion del ratio TrkB-FL/TrkB-T, en una muestra aislada de dichos pacientes,
donde un valor de expresidon del ratio = 0.70 es indicativo de un paciente
respondedor al tratamiento y un valor de expresién del ratio < 0.70 es indicativo de

un paciente no-respondedor al tratamiento.

Método in vitro segun la reivindicacién 1, dénde la muestra aislada de los pacientes

se selecciona de entre cualquiera de las siguientes: sangre, plasma o suero.

Método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 donde la muestra
aislada es una muestra de sangre, preferentemente una muestra de células

mononucleares de sangre periférica.

Método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde el valor de
expresion del ratio se obtiene mediante la deteccion y cuantificacién de los niveles
de expresién de TrKB-FL y TrKB-T mediante cualquiera de las siguientes técnicas:

electroforesis, immunoensayo, cromatografia y/o tecnologia de microarray.

Método in vitro segun la reivindicacién 4 donde las técnicas se seleccionan entre:

electroforesis y/o inmunoensayo.

Método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde el agente
antipsicotico se selecciona de entre cualquiera de los siguientes: antipsicoticos
tipicos, preferentemente, clorpromazina, flufenazina, levomepromazina,
perfenazina, trifluoperazina, haloperidol, zuclopentixol, pimozida, supirida, tiaprida,
0 combinaciones de los mismos y/o antipsicéticos atipicos, preferentemente,
clozapina, risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprasidona, aripiprazol,

paliperidona, asenapina, sertindol, amisulprida, o combinaciones de los mismos.

Uso in vitro del valor de expresién del ratio TrkB-FL/TrkB-T como marcador
pronéstico o predictivo de la respuesta al tratamiento con al menos un agente
antipsicotico por parte de pacientes que han sufrido un FEP, en una muestra

bioldgica aislada de dichos pacientes, donde un valor de expresion del ratio TrkB-
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FL/TrkB-T = 0.70 es indicativo de un paciente respondedor al tratamiento y un valor
de expresion del ratio TrkB-FL/TrkB-T < 0.70 es indicativo de un paciente no-

respondedor al tratamiento.

Uso in vitro segun la reivindicacion 7 donde la muestra aislada de los pacientes se

selecciona de entre cualquiera de las siguientes: sangre, plasma o suero.

Uso in vitro segun la reivindicacion 8 donde la muestra aislada es una muestra de
sangre, preferentemente una muestra de células mononucleares de sangre

periférica.

Uso in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 donde el valor de
expresion del ratio se obtiene mediante la deteccion y cuantificacién de los niveles
de expresién de TrKB-FL y TrKB-T mediante cualquiera de las siguientes técnicas:

electroforesis, immunoensayo, cromatografia y/o tecnologia de microarray.

Uso in vitro segun la reivindicacion 10 donde las técnicas se seleccionan entre:

electroforesis y/o inmunoensayo.

Uso in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12 donde el agente
antipsicotico se selecciona de entre cualquiera de los siguientes: antipsicoticos
tipicos, preferentemente, clorpromazina, flufenazina, levomepromazina,
perfenazina, trifluoperazina, haloperidol, zuclopentixol, pimozida, supirida, tiaprida,
0 combinaciones de los mismos y/o antipsicéticos atipicos, preferentemente,
clozapina, risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprasidona, aripiprazol,

paliperidona, asenapina, sertindol, amisulprida, o combinaciones de los mismos.

Kit que comprende oligonucledétidos, sondas y/o anticuerpos para la deteccién y/o

cuantificacién de la expresion de TrkB-FL y TrkB-T.

Kit segun la reivindicacién 13 que comprende anticuerpos.

Uso del kit segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14 para pronosticar o
predecir la respuesta al tratamiento con al menos un agente antipsicotico en una

muestra bioldgica aislada de un individuo que ha sufrido un FEP.

Uso del kit segun la reivindicacién 15 donde la muestra aislada se selecciona de

entre cualquiera de las siguientes: sangre, plasma o suero.
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Uso del kit segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 donde la muestra

aislada es sangre, preferentemente células mononucleares de sangre periférica.

Uso del kit segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17 donde el agente
antipsicotico se selecciona de entre cualquiera de los siguientes: antipsicoticos
tipicos, preferentemente, clorpromazina, flufenazina, levomepromazina,
perfenazina, trifluoperazina, haloperidol, zuclopentixol, pimozida, supirida, tiaprida,
0 combinaciones de los mismos y/o antipsicéticos atipicos, preferentemente,
clozapina, risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprasidona, aripiprazol,

paliperidona, asenapina, sertindol, amisulprida, o combinaciones de los mismos.
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