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(57) RESUMEN

Se proporcionan composiciones, usos de las mismas y
metodos para tratar el autismo o el trastorno del espectro
autista (TEA) en

un sujeto que lo necesite, en el que las composiciones com-
prenden un aislado de proteina de suero y/o un concentrado
de proteina de suero.
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COMPOSICIONES Y METODOS PARA EL
TRATAMIENTO DEL TRASTORNO DEL
ESPECTRO AUTISTA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general al
tratamiento del trastorno del espectro autista (TEA). Mas
concretamente, la presente invencion se refiere a
composiciones y métodos para tratar y/o prevenir y/o
mejorar los sintomas del TEA y/o controlar el autismo y las
afecciones relacionadas.

ANTECEDENTES

Los Trastornos del Espectro Autista (TEA) suelen
asociarse a caracteristicas de comportamiento que incluyen

2

25,5+/-8,9 en el control frente a 8,6+/-3,5 en el TEA).
Estudios anteriores han sugerido que los nifios con autismo
pueden tener una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo,
ya sea ambiental, intracelular o ambos (James et al., 2004;

2006; 2009;

5 Melynk et al., 2012; Rose et al., 2012; Frye et al., 2013).

10

Ademas, el deterioro de la capacidad de metilacion puede
estar relacionado con el desarrollo y/o la manifestacion
clinica del trastorno autista.

Los informes anecdoticos y la opinidon publica sugerian que

los no
aislado de proteina de suero desnaturalizado podria_
ser problematico para los nifios con autismo debido a la
presencia de cisteina y otros aminoacidos sulfurados. Para
examinar mejor la tolerabilidad del aislado de proteina de
suero no desnaturalizado en nifios con autismo, Kern et al.
(Oral Tolerability of Cysteine-Rich

una interaccion social limitada, falta de comunicacion 15 Whey Protein Isolate in Autism-A Pilot Study, JANA, 11(1),

verbal y/o patrones de comportamiento estrechos y
repetitivos. El autismo es uno de los trastornos del
desarrollo de mas rapido crecimiento en EE.UU., y se
calcula que afecta a entre 1 y 1,5 millones de
estadounidenses. La incidencia del TEA se estima en

2008, 36-41; aqui incorporado por referencia en su
totalidad) realiz6 un estudio que sugeria que el aislado de
proteina de suero no desnaturalizado (en este caso,
ImmunocalB) puede utilizarse sin tasas elevadas de efectos
secundarios. Aunque este

aproximadamente 1 de cada 68 niflos, y los niflos tienen 20 estudio sugirid que el aislado de proteina de suero no

aproximadamente cuatro veces mas probabilidades de
padecer autismo que las nifias. Actualmente se carece de
técnicas para la deteccion meédica del autismo, y no existe
cura conocida.

El autismo es un trastorno complejo del neurodesarrollo que

25
afecta a 1 de cada 68 ninos en Estados Unidos, y el nimero
de varones diagnosticados es cuatro veces superior al de
mujeres (Christensen et al. 2016; CDC 2016). El espectro
de deficiencias observadas en este trastorno ha acufiado el
término general "Autismo Espec-

desnaturalizado puede ser seguro y tener una tolerabilidad
aceptable en nifios

con autismo o TEA, el criterio de valoracion principal
examinado se limitaba a la tolerabilidad. Estos estudios no
fueron suficientes para obtener datos estadisticamente
significativos sobre los cambios en la conducta.

parametros 1ourales o mejora del estado. Los datos
recogidos eran insuficientes para el analisis estadistico.
Kern et al. indican que debe tenerse precaucion al
interpretar los limitados datos sobre el comportamiento. En
consecuencia, los efectos del aislado de proteina de suero
no desnaturalizado sobre los niveles de GSH y el
comportamiento

Trastorno del espectro autista" (TEA). La quinta edicion
del Diagnostico

y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-V) define
el TEA como la presencia de "déficits en la interaccion
social y la comunicacion, junto con conductas e intereses
restringidos 'y repetitivos" (Asociacion  Psiquiatrica
Americana, 2013). Los sintomas clinicos se utilizan para
diagnosticar a los nifios con autismo en torno al inicio a los

enfermedades/trastornos en humanos. El estrés oxidativo puede
desempenar un papel en el TEA, y algunas investigaciones se han
centrado en los cambios en la via de transulfuracion metionina-
glutation (James, S. J., et al., 2006, American Journal of Medical
Genetics Part B (Neuropsychiatric Genetics), 141B: 947- 956).

Se ha observado deficiencia de glutation en el plasma de nifios
con autismo (GSH (Mmol/L): 7,6+/-1,4 en control frente a TEA;
Glutation oxidado (nmol/L): 0,32+/-0,1 en control frente a 0,55+/-

tres afios de edad; se utiliza una miriada de evaluaciones
conductuales con fines diagnosticos del autismo, con el
Programa de Observacion Diagndstica del Autismo
(ADOS) (Lord et al. 1989; 2000) como estandar. A pesar
de la amplia investigacion realizada, no se ha detectado
ninguna ayuda definitiva para el diagnostico o el
tratamiento (Loke, Hannan y Craig 2015). Los programas
de intervencion temprana y la escolarizacion especial son
los mas eficaces para quienes padecen este trastorno del
neurodesarrollo y, aunque los resultados de la intervencion
temprana varian, todos los nifios se benefician (Alabdali,
Al-Ayadhi y El-Ansary 2014). Una combinacion de
analisis conductual aplicado (ABA) junto con otras terapias
educativas, de desarrollo, ocupacionales y del habla son
habituales en los ninos afectados, con resultados limitados
(Frye et al. 2017). Existe una gran necesidad de otros
tratamientos eficaces para los sintomas basicos del autismo.

El autismo se document6 por primera vez como trastorno
mental en 1980 y atn no se ha determinado su etiologia
exacta. La heterogeneidad del TEA puede observarse en los
sistemas neurologico, metabdlico e inmunologico. Por
tanto, se especula que es un trastorno multifactorial, en el

que intervienen factores epigenéticos, genéticos 'y
ambientales.
El estrés oxidativo se ha asociado a varias

0,2 en TEA; Relacion GSH:GSSG:
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Son deseables composiciones y metodos
alternativos, adicionales “y/o mejorados para el
tratamiento de los trastornos del espectro autista, y
de rasgos o sintomas particulares de los mismos.

35 RESUMEN DE LA INVENCION

Ahora se ha descubierto que el tratamiento con
una composicion que comprende aislado de
proteina de suero y/o con- centrado de proteina de
suero puede utilizarse para tratar el autismo en un
sujeto que lo necesite.

40 del mismo. Los estudios descritos en detalle en el
presente documento indican que el tratamiento
con una composicion que comprenda aislado de
proteina de suero y/o concentrado de proteina de
suero, como Inmunocall, puede utilizarse para
mejorar las puntuaciones de los sujetos en
medidas de evaluacion del autismo como Vineland
(como Vineland

45 Puntuacion del Comportamiento Adaptativo), CARS,

SCQ, CBCL, y/o
ADI-R. En ciertas realizaciones, dichas mejoras
pueden incluir, entre otras, la gravedad del autismo,
la comunicacion verbal, el estado de desarrollo y/o
problemas de comportamiento como las
reacciones emocionales.

50 En una realizacion, se proporciona en el presente
documento un método para tratar el autismo o el
trastorno del espectro autista (TEA) en un sujeto
que lo necesite, método que comprende:

administrar al sujeto una composicion que

comprenda aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero.

55 En otra realizacion, se proporciona en el presente
documento un metodo para tratar, prevenir o
mejorar los sintomas del autismo o del trastorno del
espectro autista (TEA) en un sujeto que lo necesite:

composicion de  administracion que comprende
proteina de suero de leche

60isolato y/o concentrado de proteina de suero
al sujeto. En otra realizacion, se proporciona aqui

un uso de una composicion para tratar el autismo o

el trastorno del espectro autista (TEA) en un sujeto

que lo necesite, y dicha composicion comprende
aislado de proteina de suero y/o concentrado de
proteina de suero.

65 concentrados.

En otra realizacidon, se proporciona aqui un uso
de una composicion para tratar, prevenir 0 mejorar
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sintomas de Autismo o Trastorno del Espectro Autista
(TEA) en un sujeto que lo necesite, comprendiendo dicha
composicion aislado de proteina de suero y/o concentrado
de proteina de suero.

En otra realizacion, se proporciona aqui un uso de una
composicion para fabricar un medicamento para tratar el
autismo o el trastorno del espectro autista (TEA) en un
sujeto que lo necesite, y dicha composicion comprende
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina de
suero.

En otra realizacidon, se proporciona aqui un uso de una
composicion para fabricar un medicamento para tratar,
prevenir o mejorar los sintomas del autismo o del trastorno
del espectro autista (TEA) en un sujeto que lo necesite, y
dicha composicion comprende aislado de proteina de suero
y/o concentrado de proteina de suero.

En otra realizacion, se proporciona aqui una
composicion para tratar el Autismo o el Trastorno del
Espectro Autista (TEA) en un sujeto que lo necesite, dicha
composicion contiene aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero.

En otra realizacion, se proporciona aqui una
composicion para tratar, prevenir o mejorar los sintomas
del autismo o del trastorno del espectro autista (TEA) en un
sujeto que lo necesite, y dicha composicidon comprende
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina de
suero.

En algunas otras realizaciones, el aislado de proteina de
suero y/o el concentrado de proteina de suero pueden
suministrarse a aproximadamente
0,5 g/kg para sujetos de menos de 18 kg de peso corporal, o

a unos 10 g/dia para sujetos de mas de 18 kg de peso
corporal. En otras realizaciones, el tratamiento con el
aislado de proteina de suero y/o el concentrado de proteina
de suero puede proporcionar un

aumento de los niveles de tGSH, de GSH o de ambos.

En otra realizacion, el tratamiento con el aislado de
proteina de suero y/o el concentrado de proteina de suero
puede mejorar al menos un area conductual basica en el
autismo o el TEA. En ciertas realizaciones, el tratamiento
con el aislado de proteina de suero y/o el concentrado de
proteina de suero puede mejorar al menos una de las
puntuaciones de Vineland, CARS, SCQ, CBCL o ADI-R
en el sujeto. En ciertas realizaciones, el tratamiento puede
repercutir en areas de gravedad del autismo, comunicacion
verbal, comunicacidon expresiva, habilidades personales de
la vida diaria, habilidades de afrontamiento o socializacion,
por ejemplo.

En otra realizacion, el tratamiento con la proteina de
suero de leche aislada y/o  suero de leche
proteinaconcentrado  pueden mejorar las

puntuaciones de conducta adaptativa de Vineland en el
sujeto. En ciertasrealizaciones, el sujeto puede tener
niveles bajos de GSH o tGSH. En ciertas realizaciones, el

sujeto puede ser un sujeto con niveles elevados de GSH o

tGSH. En ciertas realizaciones, el sujeto puede ser
un sujeto que tiene niveles intermedios de GSH o tGSH.
En otra realizacion, el sujeto puede ser un nifio. En otra
realizacion de, claislado de proteina de
suero y/o el concentrado de proteina de suero pueden
comprender Inmuno-
o su equivalente funcional.

En otra realizacion, la composicion puede incluir ademas
un excipiente, portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

En otra realizacion, el aislado de proteina de suero y/o el
concentrado de proteina de suero pueden ser
sustancialmente naturales.

En otra realizacidon, el trastorno del espectro autista
(TEA) puede ser autismo, sindrome de Asperger, trastorno

4

generalizado del desarrollo no especificado (TGD-NOS), trastorno
desintegrativo infantil, autismo sindromico o autismo de etiologia
conocida, como el sindrome X fragil, el sindrome de macrocefalia
PTEN, el sindrome RETT, el complejo de esclerosis tuberosa, el
sindrome de Timothy y/o el sindrome de Joubert.
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En otra realizacion, el tratamiento con el aislado
de proteina de suero y/o el concentrado de proteina
de suero puede mejorar el comportamiento del
sujeto.
En otra realizacion, el tratamiento con el suero de
leche
> aislado de proteina y/o concentrado de proteina de
suero pueden proporcionar una mejora conductual
en el sujeto en términos de gravedad del autismo,
comunicacion verbal, comunicacidn expresiva,
habilidades personales de la vida diaria, habilidades
de afrontamiento, socializacion, o cualquier
combinacion de las mismas.
En otra realizacion, el tratamiento con el aislado de
proteina de suero y/o el concentrado de proteina de
suero puede aumentar un
nivel de tGSH, un nivel de GSH, o ambos, en el
sujeto.
En otra realizacion, el sujeto puede ser un sujeto
15 que ha sido identificado como respondedor al

tratamiento con la composicion. En ciertas
realizaciones, el sujeto

puede ser de unos 4,0 afios de edad, 4,1 afios de edad,
4,2 anos de edad, 4,3 anos de edad, 4,4 afios de edad o
4,5 anos de edad.
En ciertas realizaciones, el sujeto puede tener
aproximadamente 4,23+0,22>9  afos. En ciertas
realizaciones, el sujeto puede ser un sujeto que
tenga un nivel basal relativamente mas alto de GSH
plasmatica y/o intracelular, de tGSH, o de ambas, en
comparacion con otros nifios  con autismo. Enciertas
realizaciones, los respondedores pueden identificarse
como nifios con autismo o TEA
25 con niveles plasmaticos y/o intracelulares mas bajos
de GSH, tGSH, o ambos, en comparacion con nifios
sin diagnostico de autismo. En ciertas realizaciones,
el sujeto puede ser un sujeto con un nivel
intracelular basal de GSH, tGSH, o ambos, en
comparacion con niflos sin diagnostico de autismo
(it
se ha descubierto anteriormente que los niveles
plasmaticos, intracelulares e incluso cerebrales de
GSH pueden estar disminuidos en comparacion con
los nifios de control sin autismo; véase la seccion
Antecedentes y la discusion del Ejemplo 1) de unos
100-150 nM/10' WBC, o
unos 127,8+19,8 nM/10' CMB, o unos 127,8 nM/10'

CMB, medidos por el método de Tietze, por
ejemplo. En

En determinadas realizaciones, se puede considerar
que un sujeto responde cuando el tratamiento
descrito en el presente documento le proporciona 2
puntos o mas, o 1 punto estandar aproximadamente.
40 de desviacion, en las puntuaciones compuestas del

VABS-II. En ciertas realizaciones, un respondedor
puede considerarse un sujeto para el que el
tratamiento aqui descrito proporciona una mejora en
uno o mas dominios/subdominios del VABS-II,
como: puntuacion d € comunicacion, puntuacion
de la escala V receptiva,
45 puntuacion en la escala v expresiva, habilidades de la
vida diaria o personal
Puntuacion de la escala v.

Por consiguiente, en ciertas realizaciones, el
sujeto que lo necesita puede ser un sujeto
identificado como respondedor basandose en:

50 [1] el sujeto padece autismo o TEA y tiene niveles
plasmadticos y/o intracelulares mas bajos de GSH,

10

30

35

4

tGSH, o ambos, en comparacion con un grupo de control
sin diagnostico de autismo o TEA; o bien
[2] el sujeto que padece autismo o TEA y tiene mayor

55 niveles plasmaticos y/o intracelulares de GSH, tGSH, o

ambos, en comparacion con un grupo de control con

diagnostico de autismo o TEA; o ambos [1] y [2].

En ciertas realizaciones, los sujetos y los grupos de

control pueden ser nifios.

60 En otra realizacion, se proporciona aqui un método para
mejorar uno 0 mas rasgos de comportamiento que se
evallian mediante uno o mas de:

Puntuacion T de conducta CARS; puntuacion de Inter-
accion Social Reciproca ADI-R y/o puntuacion Total;
puntuacion de Comunicacion SCQ);

65VABS II Compuesto de Conducta Adaptativa, Ambito

de Comunicacion, Subdominio de Comunicacion
Expresiva, Subdominio de Habilidades Personales
para la Vida Diaria, Ambito Social.
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puntuacion(es) en el Dominio de Adaptacion, edicion 2"”*, en no respondedores y respondedores, donde * denota

Subdominio de Habilidades de Afrontamiento y/o un valor p<0,05, segin el estudio descrito en el Ejemplo 1;y

Subdominio de Habilidades Motrices Finas; y/o  La FIG. 6 muestra la concentracion intracelular de GSH al

Puntuacion T del CBCL Emocionalmente Reactivo,  inicio del estudio en todos los grupos, donde * indica p<0,05,
en un sujeto que lo necesite y que tenga autismo 0 TEA, geoyn el estudio descrito en el Ejemplo 1.

dl(fha d de: * p<0,05 indica que existe una diferencia estadisticamente
método que comprende: significativa.

administrar al sujeto una composicion que comprenda
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina DESCRIPCION DETALLADA
de suero.
En otra realizacidn, se proporciona en el presente documento
un uso de
un aislado de proteinas de lactosuero y/o un aislado de
proteinas de lactosuero para mejorar uno o varios rasgos de
comportamiento que se evalian mediante uno o varios de:
Puntuacion T del comportamiento CARS; Inter- social
reciproco ADI-R
accion y/o puntuacion total; puntuacion del SCQ
Comunicacion; puntuacion del VABS II Compuesto
de Comportamiento Adaptativo, Dominio de la
Comunicacion, Subdominio de Comunicacion
Expresiva, Subdominio de Habilidades de la Vida
Diarita  Personal, Dominio de Socializacion,
Subdominio de Habilidades de Enfrentamiento y/o
Subdominio(s) de Habilidades de Motricidad Fina; y/o
puntuacion T del CBCL Emocionalmente Reactivo,
En ciertas realizaciones, los métodos y usos anteriores
pueden incluir un paso inicial de identificacion de un sujeto
que necesita tratamiento, basado en que el syjeto tiene una
alteracion de uno o mas rasgos de comportamiento que se
evaliian mediante uno o mas de los siguientes:
Puntuacion T del comportamiento CARS; Inter- social
reciproco ADI-R
accion y/o puntuacion total; puntuacion del SCQ
Comunicacion; puntuacion del VABS II Compuesto
de Comportamiento Adaptativo, Dominio de la
Comunicacion, Subdominio de Comunicacion
Expresiva, Subdominio de Habilidades de la Vida
Diaria  Personal, Dominio de Socializacion,
Subdominio de Habilidades de Enfrentamiento y/o
Subdominio(s) de Habilidades de Motricidad Fina; y/o
puntuacion T del CBCL Emocionalmente Reactivo.

En el presente documento se describen composiciones y
meétodos para el tratamiento del trastorno del espectro autista. Se
apreciara

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Estas y otras caracteristicas y aspectos de la presente
invencion se comprenderan mejor en relacion con la
siguiente descripcion y las Figuras que la acompanan, en
las que: La FIG. 1 muestra el aumento de las especies
reactivas del oxigeno (ROS) (radicales libres) en la linea de
base de las lineas celulares linfoblastoides (LCL)

de niflos con autismo;

La FIG. 2 muestra la produccion intracelular de especies
reactivas del oxigeno (ROS) tras el tratamiento con
peroxido de hidrogeno en LCL de nifios autistas frente a
controles;

La FIG. 3 muestra un Diagrama de Flujo que muestra la
distribucion de los sujetos en cada etapa del estudio

descrito en el Ejemplo 1; la FIG. 4
muestra graficos de dispersion de
sujetos individuales para el glutation reducido en

a) el grupo placebo (n=16) y b) el grupo de intervencion
(n=19). c¢) Porcentaje de cambio respecto al valor basal de
los niveles de glutation reducido en los grupos placebo y de
intervencion, donde * denota un valor p<0,05 mediante la
prueba t de una cola.
d) Cambio en la puntuacion del comportamiento adaptativo
frente al cambio en los niveles de glutation reducido para
ambos grupos, segun el estudio descrito en el Ejemplo 1;
La FIG. 5 muestra el cambio en las puntuaciones de la
Escala de Comportamiento Adaptativo de Vineland,
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que las realizaciones y los ejemplos se proporcionan a
titulo 1lustrativo
destinados a los expertos en la materia, y no
pretenden ser limitativos en modo alguno.
El Glutation (GSH)/Disulfuro de Glutation (GSSG)
Se cree que el equilibrio redox regula la eliminacion de
radicales libres de nitrogeno y oxigeno, el estado
redox de las proteinas y la actividad enzimatica, la
integridad de las membranas celulares y la
transduccion de senales, la unidon de factores de
transcripcion 'y la  expresion  genica, la
desintoxicacion de fase II y la apoptosis (Dickinson,
Moeller-, -)-
ing, et al., 2003; Klatt y Lamas, 2000; Dickinson y
Forman, 2002; y Deplancke y Gaskins, 2002).
Existen pruebas genéticas del estrés oxidativo,
con genes rel- evantes que codifican para/estan
potencialmente asociados con la oxida-
tivos en niflos autistas, entre los que se incluyen:

Portador reducido de folato (RFC 80G>A);
Transcobalamina IT (TCN2 776G>C);

Catecol-O-metiltransferasa (COMT 472G EA);
Metil- enetetrahidrofolato reductasa (MTHFR
677C>T y 1298A>C); y Glutation-S-Transferasa
(GST M)

20 (James, Melnyk et al., 2006). En los estudios de
lineas celulares de lipoblastoides se ha observado

anteriormente la siguiente informacion (véase la
Tabla A).

10

15

TABLA A
25
Prev iones Estudios de Lineas Celulares Linfo bl astoides
30
35

Se ha observado una mayor cantidad de especies
reactivas del oxigeno ( ROS) al inicio del estudio en
las LCL de nifios con autismo (ver

40 FIG. 1). La produccion intracelular de ROS tras el

tratamiento con peroxido de hidrogeno (es decir, la
exposicion al estrés oxidativo) en

LCL de nifios autistas frente a controles se muestra
en la FIG. 2.
Se ha observado anteriormente que los nifios con
autismo
45 pueden tener niveles mas bajos de GSH y ser mas
vulnerables al estrés oxidativo. Los presentes
inventores plantearon la hipdtesis de que mejorar
los niveles de glutation puede proteger o mejorar, al
menos parcialmente, a los autistas de al menos uno
de los efectos negativos del estrés oxidativo elevado
y, por tanto, puede prevenir
50 y/o mejorar al menos una manifestacion clinica de
este trastorno. En particular, los presentes
inventores trataron de investigar los efectos de un
aislado de proteina de suero y/o un concentrado de
proteina de suero en sujetos con autismo. Los
aislados de proteina de suero y los concentrados de
proteina de suero pueden actuar como gluta-
55 precursores de thione, proporcionando una fuente

0

enriquecida de cisteina  bio-disponible tras  su
administracion.

Se realizd6 un estudio con el objetivo de establecer los
efectos de una suplementacion dietética de 90 dias con un
aislado de proteina de suero rico en cisteina (en este caso,

disponible comercialmente

60 InmunocalB) sobre el comportamiento autista. El estudio

también pretendia investigar la correlacion entre los niveles
de glutation en sangre y los cambios de comportamiento en
niflos autistas suplementados con una proteina de suero rica
en cisteina. Ademas, el estudio se disend para evaluar la
tolerabilidad de una proteina de suero rica en cisteina.
suplemento de proteina de suero (ImmunocalB) en niios
con autismo, y observar los efectos adversos en los nifios,
si los hubiera. El estudio se describe con mas detalle en el
Ejemplo 1.

LCL autista (autismo

genético) Control LCL

Repositorio (Corriel Cell

Intercambio) Edad Repositorio) Edad
AU3964302 3.8 GMO09659 4
AU1157303 3.1 GMO08336 3
AU055104 5 GM11898 5
AU2140305 59 GMO09380 6
AU3907302 44 GM09659 4
AU3912302 4.9 GM11898 5
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En una realizacién, se proporciona en el presente tanto durante como después del tratamiento del sujeto con la

documento un método para tratar el Autismo o el Trastorno
del Espectro Autista (TEA) en un sujeto que lo necesite,
dicho método comprende:

administrar al sujeto una composicion que comprenda

aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina
de suero.

En otra realizacion, se proporciona en el presente
documento un método para tratar, prevenir o mejorar, al
menos parcialmente, los sintomas del autismo o del
trastorno del espectro autista (TEA) en un sujeto que lo
necesite:

administrar al sujeto una composicion que comprenda

aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina
de suero.

En otra realizacion, se proporciona aqui un uso de una
composicion para tratar el autismo o el trastorno del
espectro autista (TEA) en un sujeto que lo necesite, y dicha
composicion comprende aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero.

En otra realizacion, se proporciona aqui un uso de una
composicion para tratar, prevenir o mejorar, al menos
parcialmente, los sintomas del autismo o del trastorno del
espectro autista (TEA) en un sujeto que lo necesite, y dicha
composicion comprende aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero.

En otra realizacion, se proporciona aqui un uso de una
composicion para fabricar un medicamento para tratar el
autismo o el trastorno del espectro autista (TEA) en un
sujeto que lo necesite, y dicha composicion comprende
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina de
suero.

En otra realizacion, se proporciona aqui un uso de una
composicion para fabricar un medicamento para tratar,
prevenir o mejorar, al menos parcialmente, los sintomas del
autismo o del trastorno del espectro autista (TEA) en un
sujeto que lo necesite, y dicha composicion comprende
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina de
suero.

En otra realizacion, se proporciona aqui una
composicion para tratar el Autismo o el Trastorno del
Espectro Autista (TEA) en un sujeto que lo necesite, dicha
composicion contiene aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero.

En otra realizacion, se proporciona en el presente

documento una
composicion para tratar, prevenir o mejorar, al menos
parcialmente, los sintomas del autismo o del trastorno del
espectro autista (TEA) en un sujeto que lo necesite, dicha
composi- cién comprende aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero.

En ciertas realizaciones, el sujeto que lo necesita puede
ser un sujeto con Autismo o Trastorno del Espectro Autista
(TEA). En otras realizaciones, el sujeto que lo necesita
puede ser un sujeto sospechoso de padecer, o en riesgo de
padecer, un trastorno mental como el Autismo o el
Trastorno del Espectro Autista (TEA). En ciertas
realizaciones de los métodos y usos aqui descritos, puede
llevarse a cabo un paso adicional consistente en someter al
sujeto a pruebas para determinar si padece autismo o TEA,
con el fin de identificar al sujeto que necesita tratamiento.
En ciertas realizaciones, dicha etapa de diagndstico del
estado autista o TEA del sujeto puede realizarse antes de
administrar al sujeto la composicidon que comprende
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina de
suero. En otras realizaciones de los métodos y usos
descritos en el presente documento, el paso adicional de
someter al sujeto a pruebas para determinar su estado de
autismo o TEA puede llevarse a cabo durante, después o

composicion que comprende aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero, a fin de determinar los efectos
del tratamiento y/o informar sobre si seria interesante ajustar la
dosis y/o el régimen de dosificacion en el futuro.
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En ciertas realizaciones, el sujeto que lo necesita
puede ser un sujeto 1identificado como

particularmente receptivo al tratamiento segin los

métodos aqui descritos, es decir, el sujeto puede ser
un "respondedor". En ciertas realizaciones, el

Sel sujeto puede tener unos 4 anos de edad, por

ejemplo unos 4,0 anos

de edad, 4,1 anos de edad, 4,2 anos de edad, 4,3 afios de

edad,

4,4 anos de edad, o 4,5 anos de edad. En ciertas

realizaciones, el sujeto puede tener unos 4,23+0,22 anos.

En ciertas realizaciones, el sujeto puede ser un

sujeto con una rela-

10 nivel basal de GSH plasmatica o intracelular, de
tGSH o de ambas, en comparacion con otros nifios
autistas. En ciertas realizaciones, los respondedores
pueden identificarse como nifios con autismo o
TEA con niveles plasmaticos o intracelulares mas
bajos de GSH, tGSH, o ambos, en comparacion con
otros nifios con autismo o TEA con niveles
plasmdticos o intracelulares mas bajos de GSH,
tGSH, o ambos, en comparacion con otros nifios
con autismo o TEA.

sin diagnostico de autismo. En ciertas
realizaciones, el sujeto puede ser un sujeto con un
nivel intracelular basal de GSH, tGSH, o ambos, en
comparacion con nifios sin diagnostico de autismo
(se ha descubierto previamente que los niveles
plasmaticos, intracelulares e incluso cerebrales de
GSH pueden ser
disminuido en comparacion con los nifios de control
sin autismo; véase la seccion Antecedentes y la
discusion del Ejemplo 1) de unos 100-150 nM/10'
CMB, o unos 127,8+19,8 nM/10' CMB,

o unos 127,8 nM/10" WBC, medidos por el método
de Tietze, por ejemplo. En ciertas realizaciones, un
respondedor
25 puede considerarse como un sujeto para el que el
tratamiento descrito en el presente documento
proporciona igual o mas de aproximadamente 2
puntos, o aproximadamente 1 desviacion estandar,
en las puntuaciones com- positas del VABS-II. En
ciertas realizaciones, un respondedor puede
considerarse un sujeto para el que el tratamiento
descrito
La presente proporciona una mejora en uno o mas
dominios/subdominios de la VABS-II, como:
puntuacion en comunicacidon, puntuacion en la
escala V receptiva, puntuacion en la escala V
expresiva, habilidades de la vida diaria o
puntuacion en la escala V personal.

En ciertas realizaciones, el sujeto que lo necesite

puede

ser 1dentificado como respondedor, o como sujeto
particularmente susceptible de beneficiarse del
tratamiento, en funcidén de que el sujeto tenga una
puntuacion anormal o deficiente en al menos una de
las  siguientes  evaluaciones  conductuales:
Puntuacion T del comportamiento CARS;
puntuacion de Interaccion Social Reciproca y/o
Total del ADI-R; SCQ Com-

40 Puntuacion en comunicacion; Compuesto de conducta
adaptativa VABS 11,
Puntuacion en el Dominio de la Comunicacidn,
Subdominio de Ila Comunicacion Expresiva,
Subdominio de las Habilidades de la Vida Diaria
Personal, Dominio de la Socializacion, Subdominio
de las Habilidades de Enfrentamiento y/o
Subdominio de las Habilidades Motrices Finas; y/o
puntuacion en el CBCL Emocion-

15

20

30

35

8

45 aliado Puntuacion T reactiva.

En ciertas realizaciones, el sujeto que lo necesita puede
ser un sujeto identificado como respondedor basandose
en:

[1] el sujeto que padece autismo o TEA y tiene niveles
plasmaticos y/o intracelulares mas bajos de GSH, tGSH,

0 ambos,

50 en comparacion con un grupo de control sin diagnostico

de autismo o TEA, o

[2] el sujeto padece autismo o TEA y tiene niveles
plasmaticos y/o intracelulares mas elevados de GSH,
tGSH, o ambos, en comparacion con un grupo de control
con diagndstico de autismo

55 0 TEA; o ambos [1] y [2].

60

65

En ciertas realizaciones, los sujetos y los grupos de
control pueden ser nifios.

En ciertas realizaciones, los meétodos y usos aqui
descritos pueden incluir un paso de identificacion de un
sujeto como ser
un respondedor. En ciertas realizaciones, este paso puede
incluir la medicion de los niveles plasmaticos y/o
intracelulares de GSH, tGSH, o ambos, y la comparacion
de los niveles medidos con los de un grupo de control
adecuado. En ciertas realizaciones, dichas mediciones
pueden utilizar, por ejemplo,
el metodo de Tietze (Tietze, F. (1969) Enzymatic Method
for Quantitative Determination of Nanogram Amounts of
Total and Oxidized Glutathione: Applications to
Mammalian
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Sangre y Otros Tejidos. Bioquimica Analitica, 27:502-
522", aqui incorporada por referencia en su totalidad).

En ciertas realizaciones, los meétodos y usos aqui
descritos pueden incluir un paso adicional de identificacion
del sujeto como respondedor, identificando asi al sujeto
como particularmente sensible al tratamiento aqui descrito.
En ciertas realizaciones, esta etapa de identificacion del
sujeto como respondedor puede realizarse antes de
administrar al sujeto la composicion que comprende
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina de
suero (es decir, antes del tratamiento). En ciertas
realizaciones, este paso de identificacion del sujeto como
respondedor puede realizarse tras la administracion de la
composicion que contiene aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero al sujeto (es decir, después
del tratamiento), con el fin de identificar al sujeto como
candidato para una ronda posterior de tratamiento. En
ciertas realizaciones, el paso de identificar al sujeto como
respondedor puede incluir la determinacion de la edad del
sujeto, la determinacion del nivel basal de GSH del sujeto,
la determinacidn de si el sujeto experimenta igual o mas de
aproximadamente 2 puntos o aproximadamente 1
desviacion estandar en las puntuaciones compuestas
VABS-II tras el tratamiento, o cualquier combinacion de
las mismas.

En consecuencia, en otra realizacion mas, se pro-

n el presente documento se proporciona un metodo para
tratar el autismo o el trastorno espec- tral del autismo
(TEA) en un sujeto que padece, se sospecha que padece o
corre el riesgo de padecer autismo o TEA:

opcionalmente, someter al sujeto a pruebas para

determinar

Autismo o TEA del sujeto, identificando asi al sujeto
como necesitado de tratamiento;

opcionalmente, identificar al sujeto como respondedor

basandose en la edad y/o en los niveles basales de
GSH;
administrar al sujeto una composicion que comprenda
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina
de suero; opcionalmente, someter al sujeto a pruebas
para determinar la mejora del estado de Autismo o TEA
del sujeto como
un resultado de la administracion de la composicion;
opcionalmente, identificar al sujeto como respondedor
en funcion de si el sujeto experimenta mas de
aproximadamente 2 puntos o aproximadamente 1
desviacion estandar en las puntuaciones compuestas
del VABS-II tras la administracion de la com-
posicion; y
opcionalmente, realizar una administracion posterior de la
composicion que comprenda aislado de proteina de
suero y/o concentracion de proteina de suero al sujeto.

En otra realizacion, se proporciona en el presente
documento un método para tratar, prevenir o mejorar, al
menos parcialmente, los sintomas del autismo o del
trastorno del espectro autista (TEA) en un sujeto que tiene,
se sospecha que tiene o corre el riesgo de desarrollar
autismo o TEA:

opcionalmente, someter al sujeto a pruebas para

determinar su estado de autismo o TEA, identificando

asi al sujeto como necesitado de tratamiento;
opcionalmente, identificar al sujeto como respondedor
basandose en la edad y/o en los niveles basales de

GSH;

administrar al sujeto una composicion que comprenda
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina
de suero; opcionalmente, someter al sujeto a pruebas
para determinar la mejora del estado de Autismo o TEA
del sujeto como

10

un resultado de la administracion de la composicion;
opcionalmente, identificar al sujeto como respondedor

en funcion de si el sujeto experimenta mas de

aproximadamente 2 puntos o aproximadamente 1 desviacion

estandar en las puntuaciones compuestas del VABS-II tras la

administracion de la com- posicion; y
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opcionalmente, realizar una administracion
posterior de la composicion que comprende
aislado de proteina de suero y/o concentracion
de proteina de suero al sujeto.

10

suero y/o el concentrado de proteina de suero puede
proporcionar una mejora conductual en el sujeto en
términos de gravedad del autismo, comunicacion verbal,
comunicacion expresiva, habilidades personales de la vida

En algunas otras realizaciones, el aislado de proteina diaria, habilidades de afrontamiento, socializacidon o

de suero de leche

5 y/o concentrado de proteina de suero pueden
suministrarse a una dosis de unos 0,5 g/kg para
sujetos con menos de 18 kg de peso corporal, o a
unos 10 g/dia para sujetos de mas de 18 kg de peso
corporal. Se entendera que estos ejemplos no
pretenden ser limitativos, y que las dosis mas altas y
mas bajas pueden variar de un sujeto a otro.

También se contemplan 10 dosis. En ciertas
realizaciones no limitantes, por ejemplo, se
contempla que las composiciones aqui descritas
puedan administrarse por via oral en una cantidad
adecuada para conseguir el efecto deseado. En
ciertas realizaciones no Ilimitantes, las
composiciones descritas

15 puede administrarse por via oral en una dosis de
unos 20-40 gramos al dia, por ejemplo, y puede
administrarse una o mas veces al dia, por ejemplo.
En ciertas realizaciones, la dosis para sujetos de
unos 18 kg o menos puede ser de unos 0,5 gramos
por kilo de peso corporal, por ejemplo.

20 ejemplo.

En ciertas realizaciones, el sujeto puede ser
tratado durante un periodo de tiempo. A modo de
ejemplo, el sujeto puede recibir tratamiento durante
uno o mas dias, una o0 mas semanas, uno O mas
meses, 0 uno o mas afios. Los tratamientos pueden
ser

25 administrarse a intervalos regulares, o segun se
necesite o desee en funcion del estado del syjeto, por
ejemplo. En ciertas realizaciones, los tratamientos
pueden administrarse diariamente, quincenalmente
o semanalmente, por e¢jemplo. En ciertas
realizaciones, el sujeto puede recibir tratamiento
durante un periodo de uno o mas meses.

30 Por ejemplo, el sujeto puede recibir tratamiento
durante al menos 3 meses, o durante al menos unos
90 dias. Se entendera que son posibles diversos
calendarios y regimenes de tratamiento, y que estos
ejemplos se ofrecen con fines ilustrativos y no
limitativos.

cualquier combinacion.
60 del mismo.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con el aislado de
proteina de suero y/o el concentrado de proteina de suero
puede proporcionar una mejora del comportamiento y/o la
gravedad del autismo. En determinadas realizaciones, el
tratamiento con aislado de proteina de suero y/o

65 concentrado de proteina de suero puede proporcionar una
mejora en la puntuacion total del ADI-R. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con el aislado de proteina de
suero y/o el concentrado de proteina de suero

35 A modo de referencia, las formas de dosificacion

contempladas
y/o regimenes de dosificacion se exponen a
continuacion en el Ejemplo 1. Como se
comprendera, puede ser posible una amplia
variedad de dosificaciones y/o regimenes de
dosificacion, y los ejemplos proporcionados en el
Ejemplo 1 no pretenden ser limitativos. Por ejemplo

40 se contempla que las dosis y/o los regimenes de

dosificacion puedan ser

superiores y/o inferiores a los utilizados en el Ejemplo

1.

En otras realizaciones, el tratamiento con el
aislado de proteina de suero y/o el concentrado de
proteina de suero puede proporcionar un aumento
de los niveles de tGSH, de GSH o de ambos.

45 En otra realizacion, el tratamiento con el aislado de
proteina de suero y/o el concentrado de proteina de
suero puede mejorar al menos una de las
puntuaciones de Vineland, CARS, SCQ, CBCL o
ADI-R en el sujeto.

En otra realizacion, el tratamiento con suero de leche

50 proteina aislado y/o suero de leche proteina

55 mentos, el tratamiento con el aislado de proteina de

concentrado pueden mejorar las puntuaciones de conducta adaptativa de Vineland en el
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puede proporcionar una mejora en la subpuntuacion de
Interaccidon Social Reciproca del ADI-R. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con el aislado de proteina de
suero y/o el concen- trado de proteina de suero puede
proporcionar una mejora en la puntuacion t de
comportamiento del CARS.

En determinadas realizaciones, ¢l tratamiento con
aislado de proteina de suero y/o concentrado de proteina de
suero puede mejorar la comunicacion verbal. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con el aislado de proteina de
suero y/o el concentrado de proteina de suero puede
proporcionar una mejora de la SCQ. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con el aislado de proteina
de suero y/o el concentrado de proteina de suero puede
proporcionar una mejora del estado de desarrollo. En
ciertasrealizaciones, el tratamiento con el aislado de
proteina de suero y/o el concentrado de proteina de suero
concentrado de proteina de suero puede
proporcionar una mejora en la puntuacion
compuesta del comportamiento adaptativo de Vineland, en
el ambito de la comunicacion y/o en el ambito de la
socializacion. En ciertos casos, el tratamiento con el aislado
de proteina de suero y/o el concentrado de proteina de
suero  concentrado puede proporcionar una
mejora en el subdominio de comunicacion
expresiva de Vineland, en el subdominio de habilidades
personales de la vida diaria y en el subdominio de
habilidades de afrontamiento,

y/o subdominio de motricidad fina.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con aislado de
proteina de suero y/o concentrado de proteina de suero
puede proporcionar una mejora en la puntuacion compuesta
del comportamiento adaptativo de Vineland, el dominio de
socializacién y/o las habilidades personales de la vida
diaria.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con la proteina de

suero de leche
y/o concentrado de proteina de suero puede mejorar los
problemas de comportamiento. En ciertas realizaciones, el
tratamiento con el aislado de proteina de suero y/o el
concentrado de proteina de suero puede proporcionar una
mejora en las puntuaciones t emocionalmente reactivas del
CBCL.

En otra realizacion, el tratamiento con el aislado de
proteina de suero y/o el concentrado de proteina de suero
puede aumentar un nivel de tGSH, un nivel de GSH, o
ambos, en el sujeto.

En ciertas realizaciones, el sujeto puede ser un sujeto que
tenga niveles bajos de GSH o tGSH; niveles intermedios de
GSH o tGSH; o niveles altos de GSH o tGSH. Los estudios
aqui descritos indican que la mejora del comportamiento no
estaba limitada por los niveles de GSH en el sujeto. Por lo
tanto, en determinadas realizaciones, se contempla la
posibilidad de observar beneficios conductuales en un
sujeto tratado con aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero, independientemente de
los niveles de GSH o tGSH.

Como se comprendera, el sujeto a tratar puede ser

cualquier sujeto adecuado que necesite dicho tratamiento.
En ciertas realizaciones, se contempla que el sujeto no este
limitado a ninguna edad o rango de edad concreto, y puede
ser, por ejemplo, un adulto o un nifio. En determinadas
realizaciones, el sujeto puede ser un nifio. En ciertas
realizaciones, el nifio puede tener, por ejemplo, entre 0 y 15
anos de edad, por ejemplo alrededor de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9,10, 11, 12,13, 14 o 15 afios,
o cualquier edad intermedia, o cualquier intervalo de edad
entre dichas edades. En algunas otras realizaciones, el nifio
puede tener de 2 a 8 afios, de 3 a 6 anos, de 3 a 5 afios o
unos 4 anos, por ejemplo.

12

Como se comprendera, el Trastorno del Espectro Autista puede
englobar varios trastornos o afecciones. El Trastorno del Espectro
Autista (TEA) al que aqui se hace referencia puede considerarse
segun el Manual Diagnoéstico y Estadistico de los Trastornos
Mentales, S" Edicion (DSM-5), que aqui se incorpora por
referencia en su totalidad. Como tal, en ciertas realizaciones, el
Trastorno del Espectro Autista (TEA) puede incluir el autismo, el
sindrome de Asperger, el trastorno generalizado del desarrollo no
especificado (TGD-NOS) o el Trastorno Desintegrativo Infantil.
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En ciertas realizaciones, el Trastorno del
Espectro Autista puede englobar el autismo
sindromico o el autismo de etiologia conocida. En
ciertas realizaciones, el Trastorno del Espectro
Autista puede englobar el sindrome X fragil, la
macrocefalia PTEN sin-

5 drome, sindrome de RETT, complejo de esclerosis
tuberosa, Timo-
o sindrome de Joubert.

En ciertas realizaciones, el sujeto que necesita
tratamiento mediante los meétodos aqui descritos
puede ser un sujeto que presenta una alteracion en
uno o mas rasgos de comportamiento que son

10 evaluado por uno o mas de:

Puntuacion T de la conducta CARS; puntuacion
total y/o de interaccion social reciproca ADI-R;
puntuacion de comunicacion SCQ; compuesto
de conducta adaptativa VABS II, dominio de
comunicaciéon, subdo- de comunicacion

expresiva.
15main , Subdominio de Habilidades de la Vida Diaria
Personal, Dominio de Socializacion,

Subdominio de Habilidades de Enfrentamiento
y/o puntuacion(es) del Subdominio de
Habilidades de Motricidad Fina; y/o
Puntuacion T del CBCL Emocionalmente
Reactivo.

En ciertas realizaciones, un respondedor como el

descrito en el presente documento

20 puede definirse como un sujeto con una puntuacion
anormal en una o mas de las evaluaciones
conductuales anteriores.

En ciertas realizaciones, los métodos y usos
anteriores pueden incluir un paso inicial de
1dentificacion de un sujeto que necesita tratamiento,
basado en que el sujeto tiene una deficiencia en uno
o mas de los siguientes aspectos

25 mas rasgos de comportamiento que se evaltan
mediante uno o mas de:

Puntuacion T en conducta CARS; puntuacion en
Interaccion Social Reciproca ADI-R y/o
puntuacion Total; puntuacion en
Comunicacion SCQ); puntuacion en Conducta
Adaptativa Compuesta VABS I, Dominio de
la Comunicacion, Subdominio de
Comunicacion Expresiva, Subdominio de
Habilidades Personales de la Vida Diaria,
Dominio de Socializacion, Subdominio de
Habilidades de Enfrentamiento y/o
Subdominio(s) de Habilidades de Motricidad
Fina; y/o puntuacion T en Reactividad
Emocional CBCL.

35 En algunas otras realizaciones, dichos métodos y
usos pueden incluir un paso inicial para determinar
la puntuacion T de comportamiento CARS de
referencia del sujeto; la puntuacion de Interaccion
Social Reciproca y/o Total ADI-R; la puntuacion de
Comunicacion  SCQ; el  Compuesto  de
Comportamiento ~ Adaptativo VABS II, el
Compuesto de Comunicacion VABS 1II, el
Compuesto de Comportamiento Adaptativo VABS
IT y el Compuesto de Comportamiento Adaptativo
VABS I

40 Dominio de la Comunicacion, Subdominio de la

Comunicacion Expresiva,

Puntuacion en el subdominio de habilidades
personales de la wvida diaria, dominio de
socializaciéon, subdominio de habilidades de
afrontamiento y/o subdominio(s) de habilidades
motoras finas; y/o puntuacion T en el CBCL

12

Emotionally Reac- tive.

45 En otra realizacion, el aislado de proteina de suero lacteo
y/o concentrado de proteina de suero pueden ser o
comprender Immu- nocalB, o un equivalente funcional del
mismo.

En otra realizacion, la composicion puede comprender
ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable, un
portador o un agente de transporte.

50 de diluyente.

En otra realizacion, el aislado de proteina de suero y/o el
concentrado de proteina de suero pueden ser
sustancialmente naturales.

Las composiciones aqui descritas pueden comprender suero

pro-

55 teina aislada y/o concentrado de proteina de suero, que es
una fuente de cisteina, precursor del glutation.

Las composiciones que comprenden aislado de proteina
de suero y/o concentrado de proteina de suero pueden
comprender cualquier com- posicion adecuada que
comprenda aislado de proteina de suero y/o pro- suero.

60 teina concentrada que puede servir como precursor del
glutation al proporcionar una fuente enriquecida de cisteina
biodisponible tras su administracion. Como  se
comprendera, las proteinas del lactosuero pueden
considerarse generalmente como un grupo de proteinas
lacteas que permanecen solubles en el "suero de leche" o
lactosuero tras la preadministracion.

65 cipitacion de caseinas a pH 4,6 y 20° C. Las principales
proteinas del suero de la leche de vaca, por ejemplo,
pueden ser la beta-lactoglobulina (§L), la alfa-lactalbimina
(ctL), la inmunoglobu-

30
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lin, y albimina sérica (SA). El producto de la separacion
industrial de esta mezcla de proteinas del suero suele
denominarse aislado de proteina de suero (WPI; también
conocido como concentrado de proteina de suero, WPC).

Las composiciones pueden, opcionalmente, comprender

ademas una
o mas excipientes, diluyentes y/o  portadores
farmaceuticamente aceptables, una o mas vitaminas,
aminoacidos esenciales o minerales, uno o mas
antioxidantes, uno o mas precursores adicionales del
glutation y/o uno o mas componentes nutricionales de
suplementos dietéticos, por ejemplo.

En ciertas realizaciones, las composiciones y/o los
medicamentos aqui descritos pueden comprender ademas,
o pueden wusarse en combinacion (simultanea o
secuencialmente) con una o mas vitaminas tipicamente
utilizadas en el tratamiento del autismo y/o TEA.

Las composiciones también pueden incluir y/o utilizarse
en combinacion simultdnea o secuencial con uno o mas
farmacos, composiciones farmacéuticas o terapias
utilizadas en el tratamiento o control del autismo, como
sabra la persona experta en la materia.

En ciertas realizaciones, las composiciones que

comprenden suero de leche
El aislado de proteina y/o el concentrado de proteina de
suero pueden contener ademds uno o mas portadores,
diluyentes o excipientes farmaceuticamente aceptables, que
pueden incluir cualquier portador, diluyente o excipiente
adecuado conocido por el experto en la materia. Ejemplos
de excipientes farmaccuticamente aceptables pueden ser,
entre otros, derivados de la celulosa, sacarosa y almidon. El
experto en la materia reconocera que los excipientes
farmaceuticamente aceptables pueden incluir cargas,
aglutinantes, lubricantes, tampones, deslizantes y
disolventes adecuados conocidos en la materia (véase, por
ejemplo, Remington: The Science and Practice of
Pharmacy (2012); aqui incorporado por referencia en su
totalidad). Pueden encontrarse ejemplos de soportes,
diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables en,
por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences (200
20* edicion) y en la United States Pharmacopeia: The
National Formulary (USP 40 NF35) publicada en 2017.

En determinadas realizaciones, un aislado de proteina de
suero o un concentrado de proteina de suero, tal como se
describe en el presente documento, puede incluir cualquier
extracto, aislado, concentrado u otro producto adecuado
que pueda obtenerse a partir de la proteina de suero. Como
se comprendera, la proteina de suero comprende una
mezcla de proteinas lacteas que permanecen solubles en el
suero de leche o lactosuero tras la precipitacion de las
caseinas, por ejemplo. El suero se encuentra a menudo
como subproducto de la fabricacion de queso o caseina.
Los principales componentes de las pro- teinas del suero
pueden ser, por ejemplo y sin animo limitativo, la beta-
lactoglobulina, la alfa-lactalbu- min, la inmunoglobulina
y/o la albumina sérica. Aunque la leche bovina se utiliza
habitualmente para obtener proteina de suero, se entendera
que también se contemplan otras fuentes de leche. En
general, se considera que el aislado de proteina de suero
(WPI) tiene >90% de proteina, mientras que el concentrado
de proteina de suero (WPC) puede tener concentraciones de
proteina inferiores al 90%; sin embargo, a los efectos
presentes, WPI 'y WPC pueden considerarse
intercambiables en general, a menos que se especifique
explicitamente lo contrario.

En determinadas realizaciones, un aislado de proteina de
suero o un concentrado de proteina de suero tal como se
describe en el presente documento es preferiblemente un
aislado de proteina de suero o un concentrado de proteina
de suero sustancialmente sin desnaturalizar. Los aislados y

14

concentrados no desnaturalizados son aquellos en los que uno o
mas de los componentes proteicos obtenibles a partir de proteina
de suero permanecen sustancialmente desnaturalizados (es decir, la
estructura proteica terciaria se mantiene sustancialmente y/o los
enlaces disulfuro entre residuos de cisteina permanecen
sustancialmente intactos) en el aislado o concentrado de proteina
de suero.
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Las proteinas del suero contienen aminoacidos
azufrados como la cisteina (Cys). Estos residuos de
aminoacidos Cys pueden presentarse como
residuos libres (es decir, -SH; reducidos), o dos
residuos Cys pueden formar enlaces disulfuro
intramoleculares (S-S;

5 oxidado) para producir dimeros de cistina. Estos

disulfuros
desempefian un papel en el plegamiento de las
proteinas. En ciertas realizaciones, los aislados de
proteina de suero no desnaturalizados o los
concentrados de proteina de suero aqui descritos
pueden incluir los que tienen al menos un 2 % en
peso de dimero de cistina. Ejemplos de suero no
desnaturalizado

10 Los aislados de proteinas y los concentrados de
proteinas de suero pueden incluir los que tienen
aproximadamente un 2 % en peso de dimero de
cistina, o0 mas de aproximadamente un 2 % en peso
de dimero de cistina. Por ejemplo, el % en peso de
dimero de cistina puede ser de aproximadamente
2,1,2,2,23,24,2,5,2,6,2,7,2,8, 2,9,

3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9 0 4,0 % en
peso, o bien

15 el % en peso de dimero de cistina puede situarse en
un intervalo comprendido entre dos valores
cualesquiera, o en un intervalo limitado en el
extremo inferior por cualquiera de dichos valores.

Los aislados de proteina de suero y los
concentrados de proteina de suero pueden obtenerse
mediante cualquier técnica o técnicas adecuadas que
se conozcan

20 a la persona experta en la materia teniendo en
cuenta las ensefianzas del presente documento.
Dichas técnicas pueden incluir la ultrafiltracion
mediante membranas, métodos de intercambio
ionico y métodos de membrana, por ejemplo. Se
puede encontrar informacion sobre técnicas
adecuadas, por ejemplo, en Advanced Dairy
Chemistry,

25 McSweeney y Mahony (Ed.), Volumen 1B:
Proteinas: Applied Aspects, 4.* edicion, Springer,
ISBN: 978-1-4939- 2799-9 (aqui incorporado por
referencia en su totalidad).

Ejemplos de composiciones adecuadas que
comprenden aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero se describen en

30 Patentes canadienses nos. 1.333.471, 1.338.682,
2.142.277 y 2.090.186, cada una de las cuales se
incorpora aqui por referencia en su totalidad. La CA
2.142.277, por ejemplo, proporciona procesos de
preparacion detallados y la caracterizacion analitica
de composiciones par- ticularmente preferidas que
comprenden proteina de suero de leche

35 aislado, incluida la composicion conocida como

ImmunocalB.

Esta composicion ejemplar de aislado de proteina
de suero tal como se describe en CA 2.142.277
puede caracterizarse por tener un indice de
solubilidad de aproximadamente 99,5% a pH 4,6;
aproximadamente 58% de composicion de proteina
§L (beta-lactoglobulina), aproximadamente 11% de
ctL

40 (alfa-lactoalblimina) composicion proteica,

aproximadamente 10% de suero
composicion proteica de albumina (es decir, BSA),
y aproximadamente un 22% de composicion
proteica de inmunoglobulina (es decir, Ig). En CA
2.142.277 también se describe en detalle un proceso
para preparar dicha composicion. InmunocalB

14

(Numero de producto natural

45 (NPN) 80004370 emitido con Health Canada) es ahora un
composicion comercial de aislado de proteina de suero
disponible en ImmunotecB.

En el ejemplo 2 se describen con mas detalle los aislados
y concentrados de proteina de suero.

50 En una realizacion, las composiciones aqui descritas pueden
administrarse por via oral. Por ejemplo, las composiciones
descritas en el presente documento pueden reconstituirse o
incluir un portador liquido (por ejemplo, agua o zumo), lo
que permite una administracion oral directa. El experto en

55 el arte teniendo en cuenta las ensenanzas del presente
documento podra seleccionar una administracion adecuada
para adaptarse a un sujeto concreto y/o a una aplicacion
terapéutica concreta.

En ciertas realizaciones no limitantes, se contempla que
las composiciones aqui descritas puedan administrarse

60 por via oral en una cantidad adecuada para conseguir el
efecto deseado. En ciertas realizaciones no limitantes, las
composiciones aqui descritas pueden administrarse por via
oral en una dosis de unos 20-40 gramos al dia, por ejemplo,
y pueden administrarse una o mas veces al dia, por
ejemplo.

65 Se entendera que las composiciones aqui descritas pueden
administrarse como parte de un régimen de tratamiento que
incluya otros farmacos, composiciones farmacéuticas o
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terapias utilizadas en el tratamiento del autismo. Las
composiciones aqui descritas pueden administrarse
simultdneamente, secuencialmente, en combinacidon con
otros farmacos, composiciones farmacéuticas o terapias, o
por separado de ellos.

Como se comprendera, las composiciones que comprenden

aislado de proteina de suero5

y/o concentrado de proteina de suero, tal como se describen
aqui, pueden servir como precursor de glutation al

16

M¢étodos

Este estudio fue aprobado por la Junta Internacional de
Revision de la Universidad Nova Southeastem de Fort
Lauderdale, Florida, EE.UU., con el numero de
identificador de ensayo NCT01366859 de clinicaltrials.gov.

Poblacion del estudio

Los participantes fueron reclutados en el sur de Florida
por el Mail- man Segal Center, mediante un muestreo de
bola de nieve. El diagndstico de TEA autoinformado por

los padres se confirmo tras la inclusion en el estudio segun
el Manual Estadistico de Diagndstico (DSM-IV y DSM-V)

proporcionar una fuente enriquecida de cisteina biodisponible  por psicologos clinicos mediante la prueba ADOS en la

tras su administracion.
Todas las referencias citadas en el presente documento se
incorporan por ¢

referencia en su totalidad.
Se apreciara que las realizaciones y los ejemplos son

se proporcionan aqui con fines ilustrativos destinados a los

linea de base. Los criterios de inclusion incluian que los
participantes tuvieran TEA y tuvieran entre 3 y 5 aflos de
edad al inicio y durante el periodo de prueba.

Los criterios de exclusion incluian: (i) alergias a la leche,
el arroz o los frutos secos; (i1) problemas medicos
importantes, como enfermedades cardiacas, hepaticas,
endocrinas o renales; (ii1) antecedentes de trastornos

expertos en la materia, y no pretenden ser limitativos en modo  -onvulsivos o déficit neuroldgico grave; (iv) tratamiento

alguno.

Se han descrito una o varias realizaciones ilustrativas

a modo de ejemplo. Los expertos en la materia
comprenderan que pueden realizarse = numerosas
variaciones y modificaciones sin apartarse del alcance de la
invencion tal como se define en las reivindicaciones.

EJEMPLO 1

Efectos de un aislado de proteina de suero rico en cisteina
(InmunocalB) sobre las Areas Bésicas del
Comportamiento Autista y la Capacidad Antioxidante:
Un estudio aleatorizado, doble ciego y controlado

Se utilizé un estudio doble ciego controlado con placebo
para evaluar la eficacia de una proteina de suero rica en
cisteina, conocida por elevar los niveles de glutation, sobre
los comportamientos autistas en nifios de 3 a 5 afos. Se
utilizaron varias pruebas conductuales (un total de &
pruebas conductuales validadas) para evaluar distintas
areas de la conducta. Este estudio investigd ademas la
correlacion entre las mejoras en los comportamientos y los
cambios en los niveles de GSH.

En este estudio, los sujetos del grupo de intervencion, de
suplemento de proteina de suero, y del grupo de control
eran nifos. En el grupo de control, se utilizd6 como placebo
un polvo de proteina de arroz, que imita la cantidad de
proteina obtenida del suero de leche. En este estudio, como
se describe detalladamente a continuacion, tanto el grupo
placebo (n=19) como el de intervencion (n=21)
demostraron mejoras desde el inicio hasta el seguimiento
en algunas areas del comportamiento autista. Sin embargo,
al comparar los cambios entre los dos grupos, el asignado a
la intervencidn demostrd mejoras significativas en varias
puntuaciones de las Escalas de Comportamiento
Adaptativo de Vineland valoradas por los padres:
comportamiento adaptativo tp=0,03), socializacion
tp=0,03),  mala adaptacion maladaptativo
tp=0,04) e internalizacion tp=0,02). Se observaron
aumentos significativos de los niveles de glutation en el
grupo de intervencion en comparacion con los cambios en
el grupo placebo (p=0,04). Sorprendentemente, las mejoras
individuales en el brazo de intervencion no se
correlacionaron con los aumentos de los niveles de
glutation tp=0,50). Se i1dentificd un grupo de respondedores
dentro del grupo de intervencion (60%). La edad media de
los respondedores era de unos 4,28 afios, lo que indica que
estos nifios eran mayores (unos 9,0 meses, p=0,03) que los
no respondedores, y tenian unos niveles basales mas altos
niveles de GSH en comparacion con en comparacion

15 concomitante  con  medicacion  psiquidtrica; (V)
suplementacion actual de la dieta con N-acetilcisteina,
acido alfa lipoico, proteina de suero o dosis
multivitaminicas de vitamina B12 o 4cido folico superiores
a las habituales; (vi) diagnostico comoérbido: Sindrome del
cromosoma X fragil, esclerosis tuberosa, fenilcetonuria o
sindrome alcoholico fetal o (vii) enfermedad aguda. Los
diagnosticos comorbidos de sindrome X fragil, esclerosis
tuberosa, fenilcetonuria o

20

con losde no respondedores (127,8+19,8 frente a 51,3+9,87
nM/10' CMB, p=0,01). En la pagina
La incidencia de reacciones adversas fue similar en los grupos de
intervencion y de placebo. Segln los resultados de este estudio, la
suplementacion con proteina de suero rica en cisteina puede
proporcionar un tratamiento seguro y eficaz para mejorar una o
mas areas centrales de las conductas autistas, al tiempo que,
opcionalmente, también aumenta los niveles de GSH.



25 sindrome alcoholico fetal se excluyeron pok§ud 1.944.649 B2
estos nifios presentan alillglos rasgos conductuales

autistas, pero se comoce su origen. Los
investigadores no realizaron pruebas genéticas para
confirmar los diagnosticos de exclusion, pero los
pediatras de los nifios confirmaron la exclusion y la
inclusion.

30 criterios. Los sujetos de ambos grupos pudieron
seguir tomando multivitaminicos, probioticos y
otros medicamentos/suplementos siempre que no se
mencionaran como  criterios de  exclusion
(conocidos por elevar significativamente los niveles
de glutation).

Visitas de estudio

35 La visita 1 (Centro Mailman Segal) consistio en una
evaluacion inicial de los criterios de inclusion y
exclusion. Se recopil6 una historia clinica detallada,
la 1ngesta actual de alimentos/suplementos vy
algunos datos demograficos sobre el nifio y los
padres.

40 La cita de la Visita 2 consistido en un examen de

bienestar con-
ducido por pediatras de la Universidad Nova
Southeastem para confirmar que, por lo demas, el
nifio estaba sano. En esta visita se obtuvo una
muestra de sangre para evaluar los biomarcadores
de estrés oxidativo. Se recogieron muestras
separadas para evaluar el higado y

45 la funciodn renal, asi como el recuento sanguineo celular.

Las visitas 3 y 4 para las mediciones basales
consistieron en todas las evaluaciones conductuales
realizadas por psicologos clinicos de la Universidad
Nova Southeastem. Estas visitas consecutivas se
realizaron a mas tardar 15 dias después de la visita
2. Las ocho

50 (8) evaluaciones conductuales (véase mas adelante)
se repartieron entre estas dos visitas, que duraron
una media de dos horas. Cuando era necesario, se
programaba una tercera cita para evitar sobrecargar
al nifio con pruebas excesivas y minimizar los
errores de evaluacion. Estas dos visitas se
programaron dentro de un

55 ventana de 15 dias. Al final de esta visita, se
aleatoriz6 a los nifios al placebo (proteina de arroz)
o a la intervencion (CRWP; (ImmunocalB,
Immunotec Inc.)) y se entregd a los padres un diario
para medir los efectos adversos y/o acontecimientos
inusuales junto con el bote que contenia el producto
del estudio.

60 uc. en polvo con cuchara dosificadora.

La visita 5 se programo entre las semanas 6 y 7
(visita intermedia) solo para recoger el polvo
restante en el bote, los diarios de los padres y
proporcionar un nuevo bote para el siguiente
periodo. El objetivo principal de esta visita era
evaluar el cumplimiento y

65 registrar los acontecimientos adversos.

Las visitas 6 y 7 para la evaluacion de
seguimiento en la semana 12 se realizaron como se
indico para las visitas basales 3 y 4. Las mismas

16
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Los psicologos clinicos realizaron las pruebas conductuales
en la misma secuencia que la basal. Se instruy6 a los padres
para que continuaran con la dosis diaria del producto del
estudio hasta la siguiente y ultima visita 8.

La visita de seguimiento/final de la visita 8 se programo

a mas tardar el 7
dias después de la visita 7 (semanas 12-13). La visita 8 se
realizd como se indico anteriormente para la visita 2. En
este momento se recogieron el bote final y los diarios de
los padres.

El periodo de prueba fue de

90 dias. Intervencion vy

placebo

El grupo de intervencion recibid aislado de pro- teina de
suero rica en cisteina (CRWP), disponible comercialmente
como Immuno- call, que fue suministrado por Immunotec
Inc. (Montreal, Quebec, Canada). Debe tenerse en cuenta
que ImmunocalB esta incluido en el Physician's Desk
Reference ("Immunocal", 2013). La proteina de arroz se
utilizé como placebo para imitar la carga proteica del grupo
de intervencion y se obtuvo de Thera-Plantes Inc.
(Montreal, Quebec, Canadd). Tanto el tratamiento con
CRWP (InmunocalB) como el placebo (proteina de arroz)
se proporcionaron a los padres y cuidadores en forma de
polvo en botes. Los nifios de ambos brazos del estudio
tomaron una dosis diaria de 0,5 gramos/kg para los nifios
de menos de 20 kg o una dosis de 10 gramos para los de
mas de 20 kg durante al menos 90 dias. Se dieron
instrucciones claras a los padres y cuidadores sobre como
reconstituir los polvos utilizando liquidos y/o alimentos,
evitando el uso de batidora o calor. Se indico a los padres
como medir la dosis utilizando cucharas dosificadoras
proporcionadas por el personal del estudio. La mitad de la
dosis (con algin exceso) se administré en un bote en la
visita 4 tras la aleatorizacion. La mitad restante se
suministrd en la visita 5 (visita intermedia). Se pidi6 a los
padres que devolvieran los botes al personal del estudio
para evaluar el cumplimiento.

Medidas de resultado

Todos los  resultados  primarios  (mediciones
conductuales) y secundarios (niveles de glutation
intracelular y acontecimientos adversos) se obtuvieron al
inicio y al final del estudio. Los diarios entregados a los
padres en las visitas 4 y 5 y diseiados para recoger
cualquier efecto secundario y/o acontecimiento inusual,
también se solicitaron después de que el participante
finalizara el estudio. Todo el personal del estudio, los
participantes y los padres/tutores legales no conocian la
asignacion al tratamiento.

Resultados primarios

Se realizaron andlisis conductuales en las areas de
conducta y gravedad del autismo, comunicacion, estado de
desarrollo y problemas de conducta en las visitas basales 3
y 4, asi como al final del estudio durante las visitas de
seguimiento 6 y
7. Evaluadores formados administraron la bateria de
evaluaciones, 8 pruebas diferentes en total, durante un
periodo consecutivo de dos dias. Los evaluadores
alcanzaron la fiabilidad entre si antes de iniciar el proceso
de evaluacion y, para minimizar las fuentes de error, el
mismo evaluador se encargd de administrar toda la bateria
a un participante (linea de base y seguimiento). Ademas,
los equipos de evaluacion conductual no conocian los
resultados de los demas.

Se realizaron tres evaluaciones conductuales en el
ambito de las conductas autistas y la gravedad: 1) Programa
de Observacion Diagnoéstica del Autismo (ADOS), 2)
Escala de Valoracion del Autismo Infantil (CARS) y 3)
Entrevista Diagnostica del Autismo - Revisada (ADI-R).
La ADOS y la ADI-R se utilizaron Unicamente como

18

mediciones de los criterios de inclusion. La ADOS es una
evaluacion semiestructurada que consiste en diversas actividades
que permiten observar conductas sociales y de comunicacion
relacionadas con el diagnostico de TEA (Lord et al. 1989). En este
estudio, a los participantes se les administro el Modulo 1 o el 2. El
Modulo 1 estd destinado a quienes no utilizan sistematicamente el
habla fraseada, mientras que el Mddulo 2 se utiliza para quienes
muestran habla fraseada pero no tienen fluidez verbal. E1 CARS es
una escala de calificacion del comportamiento de 15 items que se
utiliza para identificar a los nifilos con
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autismo y distinguir la gravedad del trastorno
(Schopler, Reichler, DeVellis y Daly 1980). El ADI-
R es una entrevista exhaustiva administrada a los
padres que proporciona una evaluacién completa de
las personas con TEA

> (Lord, Le Couteur y Rutter 1994). Se centra en tres

dominios funcionales: Lenguaje/Comunicacion;
Interacciones Sociales Reciprocas, y
Comportamientos e Intereses

Restringidos/Repetitivos y Estereotipados.
La comunicacion verbal fue evaluada por el Preescolar

19 Escala de Lenguaje - Quinta edicion (PLS-5) y el
Cuestionario de Comunicacion Social

Cuestionario  (SCQ). En

preescolares  con

TEA, el PLS-5 puede utilizarse para obtener un indice
general de sintaxis temprana y habilidad semantica
(Volden et al. 2011). E1 SCQ

es un instrumento breve que evalta las habilidades

de comunicacion y el funcionamiento social en
nifios con TEA (Rutter y Lord

2003). La cumplimenta el cuidador principal del nifio.
El estado de desarrollo de cada participante se
mididé mediante las Escalas Mullen de Aprendizaje
Temprano (MSEL) y
20 la Escala de Comportamiento Adaptativo de
Vineland, 2* edicion (VABS- II). La MSEL es un
sistema integrado de desarrollo que evalta las
capacidades lingiiisticas, motoras y perceptivas de
los nifos desde el nacimiento hasta los 68 meses de
edad (Mullen 1995). Contiene cinco escalas:
Motricidad gruesa, Recepcion visual, Fina
25 Motricidad, Lenguaje Expresivo y Lenguaje
Receptivo. Esta evaluacion identifica los puntos
fuertes y debiles del nifio y evalua su desarrollo
intelectual temprano y su preparacion para la
escuela. El VABS-II lo cumplimenta el cuidador
principal del nifio y es una medida administrada
individualmente de
30 comportamiento adaptativo, especialmente en
aquellos con trastornos del desarrollo (Manohari,
Raman y Ashok 2013; Sparrow, Balla y Cicchetti
1984). Puede administrarse desde el nacimiento
hasta la edad adulta y consta de los siguientes
dominios: Comunicacion (Receptiva, Expresiva,
Escrita); Diaria
35 Habilidades para la vida (personal,
comunitaria); Socializa-
(Relaciones interpersonales, Juego y tiempo libre,
Habilidades de afrontamiento); Habilidades motoras
(Finas, Gruesas); y un Indice opcional de Conductas
Maladaptativas (Internalizantes, Externalizantes y
Otras). EI VABS-II se utiliza para evaluar el
comportamiento personal y
40 suficiencia social con estos cuatro ambitos principales.
Los problemas de conducta se midieron con el
Child Behavior Checklist 1'/c-5 LDS (CBCL). El
CBCL es un instrumento utilizado para evaluar las
conductas problematicas y las competencias de un
nilo (Achenbach 1991; Achenbach y Rescorla
2000).
45 cumplimentado por el cuidador del nifio.
Mediciones de glutation
Los niveles intracelulares de glutation y los
marcadores de estrés oxidativo se tomaron en
c¢lulas sanguineas de muestras de tratamiento y
control recogidas durante las semanas 0 (basal) y 12
50 (seguimiento). Un flebotomista pediatrico entrenado
realizd todos los procedimientos de extraccion de

15

doméstica,

18

sangre. Las muestras de sangre se recogieron por
venopuncion en tubos de preparacion de células
mononucleares BD VacutainerB CPT*”, con heparina
sodica, se colocaron inmediatamente en agua helada y se
centrifugaron a 2.000 g a 4 °C.

55 durante 10 minutos. Las cantidades de glutation total,

reducido y oxidado se cuantificaron mediante el método de
Tietze (Tietze 1969). Se utilizaron estandares que
contenian la forma reducida de glutation (GSH) o la forma

oxidada de glutation (GSSG) de 20 a 0,015 uM en acido
sulfosalicilico al 2,5% como

60 estandares para las curvas de calibracion de GSH y GSSG.

La diferencia de absorbancia registrada a 412 nm antes y 6
minutos después de la adicion de NADPH en presencia de
glutation reductasa se utilizd para calcular la cantidad de
glutation total. La GSSG se cuantifico en presencia de

65 vinilpiridina y trietanolamina utilizando el mismo

procedimiento. El glutation reducido se calculo6 restando la
concentracion de GSSG del contenido total de glutation.
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Resultados secundarios

Cualquier acontecimiento adverso durante el transcurso
del estudio se controld y se comunico al personal del
estudio en la semana 6 (visita 5) o en la semana 12 (visita
8) en la clinica o directamente al principio
investigador durante todo el estudio. Los
acontecimientos adversos fueron °se
consideraron relacionados con el tratamiento si comenzaron o
empeoraron tras el inicio del ensayo. Si eran persistentes
o grave, se ofrecio a los padres la opcion de interrumpir el
estudio.

Ademas, se evaluo la funcidn hepatica y renal, asi como
un recuento de células sanguineas en sangre y orina en las
semanas 0 y 12. El perfil metabolico completo fue revisado
por los médicos y comparado con los rangos de referencia
conocidos.

El tutor del nifo recibi6 el CRWP o el placebo
aleatorizado en forma de polvo en botes en dos visitas
diferentes, en la semana 0 (basal) y en la semana 6, y se le
pidio que llevara
los botes usados al personal del estudio después de las
semanas 6 y 50
12 (seguimiento) para pesarlo. El peso del
y el formulario del diario de los padres se tuvieron en cuenta
para evaluar el cumplimiento.

15

Analisis estadistico
25
En el analisis estadistico de este estudio se utilizdO un

enfoque de intencion de tratar. Se calcularon estadisticas
descriptivas para todas las variables del estudio. Esto
incluyd medias y desviaciones estandar para los datos
continuos, recuentos y porcentajes para

medidas categoricas. Evaluamos las diferencias en las medidas
demo- 30
graficas entre los dos grupos al inicio del estudio mediante
pruebas de chi-cuadrado.

Para buscar diferencias entre los grupos CRWP y Placebo
en las evaluaciones fisiologicas, se utilizo una serie de
métodos lineales generalizados mixtos. lineal
generalizado mixtos se mixtos generalizados. Todos los
modelos modelos 35 incluian el sexo, la edad, la
edad de lamadre, la edad del padre y la raza de los sujetos
como covariables. Se realizaron pruebas post-hoc utilizando
un ajuste de Bonferroni. Para buscar diferencias entre los
Para las medidas psicoldgicas de los grupos CRWP vy

placebo, se realizaron una serie de pruebas t emparejadas 'y 40

no emparejadas con un ajuste de Bonferroni. Se utilizo la D
de Cohen para determinar el tamafio del efecto entre los
dos grupos. Se utilizd RStudio y R 3.2.2 para todos los
analisis estadisticos, y la significacion se acepto a p<0,05.

Resultados

En este estudio se selecciondé a un total de 81
participantes; 46 fueron aleatorizados (CRWP: 21 y 24 a
placebo). Un total de 40 participantes completaron el
periodo de tratamiento de 90 dias/3 meses (CRWP: 21 y
19 a placebo). (FIG. 3).

Enal inicio del estudio, las
caracteristicasdemograficaslos sujetos eran similares en 50
ambos grupos (Tabla 1). La edad media de los sujetos en

ambos grupos fue tplacebo=3,9+0,73 vy
CRWP=3,9+0,77) afios de edad. La mayoria de los sujetos
eran varones (placebo=83% y CRWP=90%). En el estudio
estaba representada una amplia variedadss de razas, lo que es
indicativo de la diversidad existente en la comunidad del sur
de Florida. La informacidén demografica de los padres también
fue similar en todos los grupos, con ningundiferencias
significativasen  diferencia en edad edadentre los

10

20

grupos. Sin embargo, el porcentaje de mujeres que soélo se 60
graduaron en la escuela secundaria fuesignificativamente

diferenteen el grupo placebo en comparacion con el
grupo CRWP tp=0,04).
Tampoco hubo diferencias

entre los grupos al inicio del estudio

en cuanto a criterios diagndsticos o puntuaciones en las
evaluaciones ADI-R y ADOS (Tabla 1). Por Gltimo, no hubo65
diferencias significativas en los medicamentos/suplementos
tomados

petil@sgrupos placebo o CRWP3 g 3.9 0.72

Varones, N (%) 20 (83) 19 (90) 0.48

Origen étnico. N (%/0)

Hispano 5 (21) 10 (48) 0.11

No hispano o latino 6 (25) 3 (14) 0.37

Raza, N (°%/0)

Asiatico 0 (0) 1 (5 0.28

Nativo de Hawai u otra region del 1 4 0 (0) 0.34

Pacifico

Islefio

Negro o afroamericano 7 (29) 3 (14) 0.23

Blanco 11 (46) 12 (57) 0.45

Otros 0 (0) 2 (10) 0.12

Informacién paterna

Edad paterna al nacer (afios) 359 36.2 0.77

Graduado en educacién secundaria, 3 (14) 6 (32) 0.18

N (%)

Algun nivel universitario/Técnico, N 4 (19) 5(26) 0.55

(o)

Universitario/Profesional, N (%) 14 (67) 8 (42) 0.18

Informacién materna

Edad materna al nacer (afos) 34.1 34.8 0.77

Graduado en educacion secundaria, 4 (17) 0 (0) 0.04*

N (%)

Algun nivel universitario/Técnico, N 3 (13) 4 (20) 0.55

%

%Jn)iversitario/Profesional, N (%) 17 (70) 16 (80) 0.69

Puntuacion compuesta Modulo 1:  13.5 +1.10 143 +1.92 0.73

Puntuacion ADOS Comunicacion  5.07 + 0.62 6.00 + 0.80 0.23

ADOS Puntuacién de interaccion  8.47 + 0.83 8.25 +1.35 0.66
social

ADOS Puntuacion de la jugada 2.73 +0.42 2.58 +0.43 0.61

ADOS Comportamientos 247 +0.51 292 +0.68 0.41
estereotipados

e Intereses Restringidos Total

Puntuacion

Puntuacion compuesta Médulo 2: 10.7 + 1.66 11.2 +1.85 0.85

ADOS Puntuacion de 433 +0.83 4.78 +0.92 0.69
comunicacion

ADOS Puntuacién de interaccion  6.33 + 1.01 6.44 +1.08 0.24
social

ADOS Puntuacion de la jugada 1.11 +0.31 0.89 +0.45 0.66

ADOS Comportamientos 2.11 +0.35 1.67 +0.47 0.60

estereotipados
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TABLA 1

Informacion demografica de placebo y
Grupos de intervencion tomados al inicio

Informacidn tematica:

Placebo Intervention
(n = 24) (n =21) p-value

Entrevista diagnoéstica del autismo

Caracteristicas diagndsticas:
Revisado
ADI-R (Social Reciproco 12.9 +1.54 11.7 + 1.47 0.41
Interaccion)
ADI-R (Verbal) 9.11 +1.02 10.2 +1.31 0.22
ADI-R (No verbal) 8.40 +1.12 9.58 +1.16 0.42
ADI-R (Comportamiento 6.05 +0.55 5.26 +0.49 0.80
restringido)
Total 29.0 +1.71 26.11 +2.19 0.24

Observacién diagndstica del autismo

e Intereses Restringidos
Puntuacion Total

Las evaluaciones conductuales al inicio del estudio se
realizaron con €xito en 24 sujetos del grupo placebo y en
20 sujetos del grupo CRWP (Tabla 2). En general, las
puntuaciones medias de los grupos fueron similares en la
mayoria de las evaluaciones conductuales; sin embargo, se
observaron algunas diferencias. En el VABS-II, el grupo
placebo tuvo una puntuacion significativamente mayor en
el dominio de habilidades de la vida diaria (p=0,04),
habilidades de afrontamiento tp=0,02), dominio de
habilidades motoras (p=0,04) y habilidades motoras finas
(p=0,03) en comparacion con el grupo CRWP.
Puntuaciones mdas altas en el VABS-II equivalen a
conductas mas adaptativas, lo que sugiere que el grupo
placebo estaba menos afectado. En el Child Behavior
Checklist, el grupo CRWP tuvo puntuaciones mas altas en
problemas de estrés (puntuacion T tp=0,04).
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TABLA 2

Chan-es en las Evaluaciones Comportamentales en el Grotip de Placebo y CRWP desde ¢l inc de Basilea hasta el Follow-tip.

Baselin*
placebo vs.
Placebo CRWP Baselin*
Linea de 12 wttks Linea de base 12 semanas inttrvtncién  p-valor de
base
Evaluaciones del comportamiento: (n-24) (n-21) A p-valut (n-21) (n-19) Ap-valut p-valut A contra
A

Escala de valoracion del autismo infantil

CARS y comportamiento T-scort 40.0= 374 < -2.61 0.02° 40.2= 384< -1.80 0.04' 0.91 0.47
1.87 1.89 2.'18 2.83

Preschool Language Scales

Scort lingiiistico total 67.3= 66.71= -0.'14 046 73.38= 68.80= -4."18 0.30 0.27 0.17
3.39 3.68 4.48 1.67

Clasificacion estandar 139= 130.30= -8.70  0.17 149.Ei= 141, 40=-3.600.89 0.31 0.80
6.28 7.70 8.9 9.6

Comprension auditiva 66.9= 68.33= 147 047 71.76=74 91 <0, 81-0,77 0.23 0.93
3.19 4.1 i4.'1! "1.01

Comunicacion Enprtssivt 69.7= 68.76= -0.917 0.46 73.10= 71.63=  -147 0.91 0.2 0.46
3.12 3.16 4.28 4.72

SOGtal COmmttOtG8ttOD €SttODBSIf 16.4 < 144 < -1.99 0.02° 16.'17= 4.4 <-2.22 0.04} ;0.4! 0.88
17 1.43 .12 1.04

Multiples Escalas de Aprendizaje

Temprano T

Compuesto de aprendizaje Scort 61.0 z 63.3z 233 0.12 67.1z 68.6 z 1.55 0.44 0.20 0.20

temprano
2.82 3.84 3.95 4.53

Rtctpcion visual 30.8 z 33.1z 234 0.21 35.1z 350z  -0.05 0.69 0.25 0.15
2.67 3.49 249 3.30

Fine Motor 27.3= 28.7= .47 ;0.3! 324< 33.2= 081 0.62 0.36 0.41
2.12 2.80 3.13 4.10

Lengua Rectptivt 2'1.3= 28.3= 291 0.08 28.4= 28.2= -0.28 097 0.27 0.63
1.'17 2.'10 i2.4! 2.69

Escalas de Comportamiento Adaptativo de Vintland

Adaptivt Bthavior Composite Scort 82.8 82.9 0i3 047 71is 74.4 2.8s  0,0st 0.08 0.03{
i3.4! 3.97 2.81 3.47

COmMmttOtG8ttOD DOmSID 79.9= 79.76= -0.16 0.41 71.1= 77.2= 2.07 0.01° 0.40 0.15
3.'16 i4.4! 447 1.02

Rec*ptiv* 10.3= 10.81= 0.6 ;0.3! 943 < 9.63= 020 0.23 0.43 0.80
0.66 0.98 0.80 0.84

Enpr#*ssiv* 9.38= 9.90'i= 0.13 0.17 9.38= 9.9'1= 0.77  0.0'%° 0.87 0.57
0.67 0.69 0.81 1.09

Written 1'7."i= 1'1.2= -0.27 0.28 14.48= 1439<  -0.09 0.17 0.43 0.24
0.86 0.87 0.87 0.80

Dominio de las habilidades de la vida diaria 82.9= 83.0= 0.12 0.24 74.12 < 74.84< -032 0.26 0.04° 0.25
342 342 2.99 3.39

PSFSO i TL4- TL - 0i0 04 99 - TLOO- io0 003\ 022 0.06°
0.76 0.83 o0Us 0.79

Domestic i3U* i3.7% 0.2t 047 T1Ino~> tL42* -0.68 0.37 0.11 0.74
0.63 0.56 0.54 0.50

COmmttOt/ 122z 123z 0.16 0.46 10.95 z 10.68z -0.27 0.74 0.16 0.dO
0.64 0.69 0.54 0.59

SOGt&tZ8ttOD DOmSiB 79.1 z 78.7 z -0.32  0.35 71.24 z 73.89 z 2.65 0.04- 0.06 0.04-
2.30 3.2 2.84 3.69

Interpersonal 10.4 z 10.2 z -0.23  0.26 933z 9.632 z 030 0.27 0.20 0.'4
0.57 0.79 0.60 0.78

Jugar y Ltisurt Timt 10.5z 10.4 z -0.12  0.20 933z 9.579 z 025 033 0.20 0.28
0.58 0.55 0.61 0.70

Habilidades COQiflg 13.1z 13.4z 0.27 0.46 11.20 z 1195z 0.75 0.04- 0.02- 0.23
0.47 0.74 0.50 0.67

MOtOr Skills Domaia 86.4 < 87.0= 0.177 0.61 78.62= 77.68=  -094 0.74 0.04° 0.'19
3.33 4.27 2.85 2.89

Bruto 12.7 z 12.5z -0.19 0.83 11.81z 11.16z -0.65 0.34 0.34 0.88
0.69 0.84 0.51 0.44

Fin* ilgx* i32* 0.36 0d6 NdO* in47* 0.37 0.03° 0.03° 0.63
0.63 0.75 0.61 0.64

Comportamiento Dominio 19.2 z 192z -0.05 047 20.05 z 1944z -0.61 0.16 0.26 0.04-

inadaptado
0.52 0.55 0.50 0.56

Internalizing 19.3 z 19.5z 0.16 0.17 20.20 z 19.53z  -0.67 0.12 0.29 0.02°
0.56 0.60 0.43 0.69

Ent*malizante 16.9 z 17.0 z 0.05 0.99 18.05 z 17.58z -0.47 0.40 0.21 0.48
0.66 0.73 0.59 0.39
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TABLA 2-continuacion
Chan-es en las evaluaciones conductuales en el grupo place eguimiento
Linea de
base
placebo vs.
Placebo CRWP Linea de base
Iniciol2 Linecade 12 semanas intervencion Valor p de
semanas base

Evaluaciones del comportamiento: (n=124) (n=21) A Valorp (n=21) (n=19) A Valorp Valor p A contra A

Lista de control del comportamiento infantil

Problemas totales61 ,8 260 37 -1.50  0.02* 62.60 z 59.00 z 3.60 030 0.82 0.52
2.20 2.40 2.00 2.24

Reactividad emocional Puntuacion T61 ,0 60 3z -0.71 0.61 62.79 z 58.28 z 451 0.04* 0.55 051
2.08 1.78 2.07 1.92

Ansioso/Deprimido Puntuacion T55 ,9 256 2 Z 0.28 0.95 58.00 z 54.94 z 306  0.11 0.46 021
1.30 1.72 1.74 1.51

Quejas somaticas Puntuacion T58 , 7257 2z -146  0.12 58.0z 563z -1.67  0.35 0.65 0.70
1.68 1.77 0.54 1.81

Retirada Puntuacion T69 ,2 267 3z -1.88  0,04169 ,0z 66.1 z 289 0.51 0.93 0.54
1.85 2.51 1.82 2.28

Pro blemas del suefio Puntuacion T58 1z 56.6 z -146 04959 9z 592z 0.67 043 0.42 021
2.24 1.88 2.25 1.84

Problemas de atencion Puntuacion T62 ,2 762 8z 0.59 0.5562 27z 62.2z -0.04 0.79 0.86 0.63
1.50 2.12 1.95 1.71

Comportamiento agresivo Puntuacion T59 5 z57 N/ 231 0.04*57 Tz 564z -1.29  0.22 0.98 0.80
2.61 1.91 1.96 1.81

Puntuaciones de la Escala Orientada DSM:

Problemas afectivos Puntuacion T59 ,6 258 07 0.99 02762 .1z 5937z 272 0.62 0.86 0.78
1.91 2.01 2.18 2.18

Ansiedad Pro blemas Puntuacion T57 ,3 255 ,6z -1.64 04759 3z 579z -1.64 042 0.64 0.82
1.37 1.48 2.18 2.04

Problemas generalizados del desarrollo70 ,4 269 J72 -0.72 02470 62z 66.8 z 380  0.21 0.95 0.78

Puntuacion T 1.63 2.15 1.83 2.19

Déficit de atencidon/hiperactividad58 ,9 757 9z -1.05 0.1758 Az 572z -0.88 042 0.58 0.98

Puntuacion T 1.42 1.49 1.56 1.46

Oposicionista Desafiante Puntuacion T57 ,9 757 3z -0.54  0.1156 8z 56.3z -0.51  0.99 0.98 0.50
1.97 1.67 2.19 1.80

Sustos totales:

Pro blemas internalizadores Puntuacion T62 ,4 z60 3z -2.06 0.04* 6 .00 259 40z -3.60 0.13 0.82 0.95
1.84 2.17 1.98 2.05

Pro blemas externalizadores Puntuacion T58 ,8 z57 8z -1.02  0.16 4z 56.4 z -1.97 0.21 0.90 0.91
2.44 2.24 1.9 1.83

Problemas de estrés Puntuacion T61 ,8 7262 3z 042 041 ( .6z61 7z -1.90  0.65 0.04" 0.38
2.01 1.78 2.63 3.33

*p-value < (.05 using two tail t-test;
tp-value < 0.05 using one tail t-test

Ademas, al inicio del estudio, la cantidad de glutation total,45

glutation oxidado, glutation reducido y la proporcion de

seguimiento en el

glutation oxidado a reducido en los leucocitos de cada
sujeto. La Tabla 3 muestra estas mediciones basales para
24 sujetos del grupo placebo y 20 sujetos

en el grupo CRWP. No hubo diferencias significativas en

cualquiera de las mediciones de glutation
base y despues de la intervencion en el

entre ambos grupos (Tabla 3).

Resultados primarios
Al comparar los cambios en la linea de base con los del

grupos CRWP y placebo, las mejoras conductuales fueron
observados en ambos grupos, como se muestra en la Tabla
2 valores tp en las columnas placebo y CRWP), sin
embargo el grupo CRWP mejor6 en mas areas que el grupo
placebo. En las areas de conductas y gravedad del autismo,
no se observaron mejoras significativas en el grupo
placebo.

medidas tomadas en las diferencias entre la linea de

ADOS para los grupos Placebo y CRWP. En el ADI-R,

TABLA 3

Cambio en los niveles de glutation desde el inicio hasta el seguimiento en los grupos placebo y de intervencion

Placebo Intervention Linea de
(Media - SEM) (Hombres:n - SEM) base
placebo vs.
Niveles de glutation: Linea de 12 semanas Linea de 12 semanas linea de base Valor p de
base base
(nM/10*5 CMB) (n=124) (n=16) A Valor p (n=20) (n=20) A Valorp intervencién A contra
A
tGSH 104.2 z 15.8 88.0z12.79  -16.22 0.50 113.1z16.1 166.7z372 3.60 0.17 0.77 0.02*



GSSG 10.9 z 1.57 8.99z1.36 I@S 137?44 @259 IB?’ 12882270 493 0.22 0.14 0.12
GSH 82.5z13.9 66.3z9.8 -16.T6 S5 9727 15. 136.0z34.4 38.8 0.47 0.13 0.04"

23 24
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el grupo CRWP mejor6 significativamente en el dominio
de interaccion social reciproca tp=0,04). Ambos grupos
mejoraron significativamente en la puntuacion total del
ADI-R (Placebo p=0,04, CRWP p=0,05). En la evaluacion
CARS de los comportamientos autistas, los del grupo
CRWP mejoraron en la puntuacion t de comportamiento
tp=0,04), pero también lo hicieron los del grupo placebo
(p=0,02). En las evaluaciones de comunicacion, no hubo
cambios significativos en el PLS en ninguno de los grupos.
Sin embargo, hubo mejoras en el SCQ tanto en el CRWP
(p=0,04) como en el grupo placebo tp=0,02). El grupo de
intervencion también mostr6 mejoras en la parte
emocionalmente reactiva del CBCL tp=0,04), mientras que
el grupo placebo tuvo una disminucion de los problemas
totales tp=0,02), de la conducta agresiva tp=0,04) y un
empeoramiento de los prob- lemas internalizantes tp=0,04).
Al evaluar la conducta adaptativa, las mejoras mas
significativas se produjeron en la VABS-II (Tabla 2). El
grupo CRWP mostrdé mejoras significativas desde el inicio
hasta el seguimiento en la puntuacion compuesta del
comportamiento adaptativo (p=0,05), el dominio de la
comunicacion (p=0,05), el dominio de la socializacion
(p=0,04) y el dominio de las habilidades de la vida diaria
(p=0,03). También tuvieron mejoras significativas desde el
inicio hasta el seguimiento en multiples subdominios, como
la comunicacion expresiva (p=0,05), las habilidades
personales de la vida diaria (p=0,03), las habilidades de
afrontamiento tp=0,04) y la motricidad fina

(p=0.03). El grupo placebo no mostr6é ninglin cambio en su
estado de desarrollo segin la VABS-II. La Tabla 2 también
muestra las mejoras conseguidas en ambos grupos en el:
CARS, SCQ y CBCL.
Tras la intervencion de 3 meses, el VABS-II valorado por
los padres
era el instrumentoque mostro estadisticamente
significativa 30 mejoria en la PCR en comparacion

con los cambios en el grupo placebo (tamafio del efecto 0,98;
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el suplemento) y se identificaron qué variables eran
comunes entre los de este grupo. Observamos que entre los
del grupo de intervencion (CRWP), habia varios nifios
(60%) que mostraban mejoras significativas en el

5 VABS mientras que otros no. Cambios en mas de 2 puntos
o 1 desviacion estandar en las puntuaciones compuestas del
VABS-II se utilizaron para discriminar a los respondedores.
Se identificaron 12 "respondedores" de los 19 que
completaron las evaluaciones conductuales en el grupo
CRWP, frente a so6lo 5 de los 19 que completaron las
evaluaciones conductuales en el grupo CRWP, frente a solo
5 de los 19 que completaron las evaluaciones conductuales
en el grupo CRWP.

10 21 (los que completaron las evaluaciones de conducta)
fueron iden- tificados como respondedores en el grupo
placebo (p=0,03). Al comparar los respondedores del grupo
CRWP (n=12) con los no respondedores del mismo grupo
(n=7), hubo una diferencia sig- nificativa en la edad
tp=0,03). Los respondedores eran

15 significativamente mayores (4,23+0,22 afnos) que los no
respondedores (3,48+0,18 anos). Ademads, el grupo de
respondedores tenia niveles significativamente mas altos de
glutation total (p=0,01) y glutation reducido (p=0,01) al
inicio del estudio, en comparacion con el grupo de no
respondedores (FIG. 5). Sin embargo, no

20 Se encontraron diferencias entre los dos grupos al comparar
los cambios en los niveles de glutation total, reducido y
oxidado (respondedores p=0,05, no respondedores p=0,06)
(Tabla 4).

25 TABLA 4

Demographics and Glutathione Levels of Responders (n
= 1?) and Non-Responders (n = 7)

intervalo de confianza [IC] del 95%: 1,42 a 4,02; p=0,031) con Informacion de los padres +

un tamano del efecto medio-grande.

Asi pues, se produjo una mejora significativa en la puntuacion

compuesta del VABS-II, asi como cambios importantes en
multiples35 dominios/subdominios que representan
diferentes aspectos de los

sintomas del autismo en el grupo de intervencion. En concreto,

el dominio de socializacion (tamafio del efecto 1,07; IC del
95%: 1,82 a 4,28; p=0,04), las habilidades dom¢sticas de la
vida diaria (tamafio del efecto 0,73; IC del 95%

IC 0,34 a 1,55; p=0,05), dominio de conducta inadaptada 40

( tamano del efecto 0,54; 95% IC-1,

12a 0,10; p=0,04)y

El subdominio de internalizacion (tamanio del efecto 0,73;
IC 95%: -1,40 a 0,34; p=0,02) mostr6 mejoras
significativas. Al utilizar un andlisis similar, no se
observaron cambios significativos

observado en otras evaluaciones

realizadas en este estudio
(ADOS, ADI-R, CARS, CBCL, PLS, SCQ y MSEL).

Se observaron niveles mas altos de glutation total y
reducido desde el inicio hasta el seguimiento en el grupo
CRWP (FIG. 4). En cambio, en el grupo placebo no se
observaron cambios significativos en los niveles de
glutation total, reducido u oxidado. Las mejoras en los
niveles de glutation también fueron evidentes al observar
los cambios individuales desde el inicio hasta el
seguimiento en el grupo CRWP mediante graficos de
dispersion con lineas conectadas (FIGS. 4A y 4B). Tras la
suplementacion de 90 dias, los cambios tanto en el
glutation total tp=0,02) como en el reducido (p=0,04) en el
CRWP fueron significativamente mayores en comparacion

Caracteristicas de los No

encuestados

y No respondedores del Respondedores respondedores
Grupo de Intervencion: (n=12) (n = 7)valor p
Edad, (Media + SEM) 423 +0.22 348 +0.18 0.03*
(Media

SEM)

Edad paterna al nacer (afios) 343 +3.84 39.5 +5.2 0.45
Edad materna al nacer (afios) 33.1 +2.47 36.9 +3.0 0.35
Niveles

basales de

glutation

tGSH (nM/10*5 CMB) 144.8 +21.4 65.6 +11.7  0.01*
GSH (nM/10*5 CMB) 127.8 +19.8 51.3+9.87 0.01%
Cambio en los niveles de glutation

tGSH (nM/10*5 CMB) 46.1 +60.8 649+492  0.83
GSH (nM/10*5 CMB) 36.8 +56.1 41.7+372 095

con los cambios en el grupo placebo tp=0,04). Mediante la VABS-
II, analizamos los cambios en el comportamiento frente a los
cambios en el glutation; sin embargo, las mejoras en el
comportamiento observadas mediante esta evaluacion no se
correlacionaron significativamente con los cambios en los niveles
de glutation (FIG. 4D).

Analisis de los respondedores

Dado que habia un ntimero significativo de sujetos dentro del
grupo CRWP que mejoraron en la conducta adaptativa medida por
el VABS-II, se exploraron las caracteristicas comunes de los que
se encontraban entre este grupo de respondedores. En este analisis,
las diferencias en las respuestas dentro del CRWP (a
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comparar la

50

cambios conductuales er2|§s respondedores frente a
los no respondedores del grupo de intervencion
(FIG. 6). Los '"respondedores" mostraron una
mejora mucho mayor en los dominios/subdominios
determinados de la VABS-II, como: adap-

tivo tp<0,0001, p=0,0003 en comparacion con los
no respondedores y el placebo, respectivamente),
puntuacion en comunicacion tp=0,008, p=0,01 en
comparacion con los no respondedores y el placebo,
respectivamente), puntuacion en la escala V
receptiva tp=0,01 en comparacion con los no
respondedores), puntuacion en la escala V
expresiva

55 (p=0,03 en comparacion con los no respondedores),

60

65

las habilidades de la vida diaria (p=0,008, p=0,007
en comparacion con los no respondedores y el
placebo, respectivamente) y la puntuacion de la
escala v personal (p=0,03, p=0,004 en comparacion
con los no respondedores y el placebo,
respectivamente) (Tabla 5). También se observaron
mejoras en los respondedores

en socializacion estandar total tp=0,04, p=0,02 en
comparacion con los no respondedores y el placebo
respectivamente), juego y tiempo libre tp=0,03,
p=0,04 en comparacion con los no respondedores y
el pla- cebo respectivamente), habilidades de
afrontamiento tp=0,03, p=0,04 en comparacion con
los no respondedores y el placebo respectivamente),
habilidades motoras

puntuacion total estandar tp=0,02 en comparacion
con los no respondedores), y la puntuacion motora
gruesa (p=0,01 en comparacion con los no
respondedores). Ademas, disminuyo6 la
internalizacion tp=0,04, p=0,0003

26
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en comparacion con los no respondedores y el placebo,
respectivamente), externalizantes (p=0,02, p=0,008 en
comparacion con los no respondedores y el placebo,
respectivamente) y de conducta desadaptativa

(p=0,01, p=0,003 en comparacion con los no respondedores y

el placebo respectivamente) también se observaron en el
grupo de respondedores

3elsltrr?né5fecto favorable (Tabla 5).

Resultados secundarios

No se notificaron acontecimientos adversos graves en
ninguno de los dos
grupo de tratamiento. La Tabla 6 detalla una lista de todos
los acontecimientos adversos notificados en el transcurso
de este estudio. El cumplimiento fue
evaluado por el peso de los botes antes y después de los
tratamientos y no mostro diferencias significativas entre los
grupos (90,5% en el grupo placebo frente a 89,9% en el
CRWP; p=0,91). Ademas, hubo mas abandonos en el grupo
placebo en comparacion con el grupo CRWP. Segun los
diarios de los padres y los registros de la visita intermedia
(Visita 5), se informd sobre todo de nauseas en las primeras
semanas del ensayo en cada grupo, pero tendieron a
mejorar a medida que los padres adaptaban su técnica para
reconstituir el suplemento en polvo con distintos
zumos/comidas. Tampoco hubo cambios significativos en
ninguno de los valores del hemograma completo y del
panel metabolico completo obtenidos a lo largo del estudio.

TABLAS

Respondedores frente a no respondedores en
Escala de Comportamiento Adaptativo

de Vineland
No
Comportamiento adaptativo de Vineland Respondedores
Respondedores
Escala: (n=28) (n=12) Valor p

Norma de comunicacion Total -1.71 +2.40 7.67 + 2.55 0.02*
Puntuacion

Puntuacién en la escala V -0.86 + 0.59  1.58 +0.69 0.02*

receptiva

Puntuacién expresiva en 029 +0.60 1.67 + 0.63 0.02*

la escala V

Buntuaeion ¢sexita en la 0.29 +0.52  0.64 + 0.47 0.63

escala V

Estandar de habilidades para la vida diaria 27+1.6 + 231 0.03*

4.83

Puntuacion personal en la escala V' -0.14 + (.77 2+0.71 0.03*

Puntuacién de la escala V -0.71 +0.60  -0.08 +0.57 0.48

doméstica

Puntuacidn ég 1a eseala V 043 +0.62 033 +045 0.32

comunitaria

Socializacion Estandar Total 043 +2.17 6.67 +3.04 0.12

Puntuacién

Relaciones interpersonales 0.29 +0.57 0.83 +0.82 0.64

Juego y tiempo libre V-escala 043 +0.37 092 +0.58 0.12

SCOTS

A e S L
° Alrontamiento -0.

PempEianiento inadaptado 1 +0.84 -14 +0.47 0.01%*

Potaliacion bruta en la escala V 229 +0.92 0.5 +0.57 0.01*

Puntuaeion de la eseala V fina 0+062 133+054  0.14

PURIRRAD BB Reafdiintdento 269 #9040 1633 962 0.08+
EReAiAAGIOoNn
Buntuacion sacasgala V de 1.2+ 120 -133 +0.51 0.03%*

externalizacion

TABLA 6
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TABLA 6-continuacion

Acontecimientos adversos notificados durante el estudio

p1! "
Acontecimientos b9) (n =*21 valor p
adversos, N (70"
Erupcion 0(0) 1 (5) 0.34
Otros/Etc. 5 4(19) 0.77
(15

10 Debate

La heterogeneidad de los TEA puede observarse en la neuro-
sistemas logico, metabolico e inmunoldgico. Por tanto, se
especula que es un trastorno multifactorial, en el que
intervienen  factores epi- genéticos, genéticos y
ambientales. Oxidativa

15 el estrés puede servir de nexo entre los distintos sistemas
afectados en esta afeccion. El estrés oxidativo se produce
cuando hay un desequilibrio entre las especies reactivas del
oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante. El glutation, el
principal antioxidante endogeno, es la principal defensa del
organismo contra los dafios causados por

20 ROS y es baja en los autistas (Zoroglu et al. 2004; James et
al. 2004, 2006, 2008; Kern y Jones 2006; Chauhan y
Chauhan 2006; Geier y Kern 2009; Geier et al. 2010;
Ghanizadeh et al. 2012; Chauhan et al. 2012). Metabolitos
de la transmetilacion y la transulfuracion

25 vias, responsables de la produccion de glu- tione, estan
desequilibradas en quienes padecen este trastorno. Se
observo que los nifios autistas presentaban una disminucion
significativa de los niveles de metionina y de la relacion
entre la S-adenosilme-tionina (SAM) y la S-
adenosilhomocisteina (SAH) plasmaticas (SAM:

30 SAH), un indice de la capacidad de metilacion (James et al.
2004; Rose et al. 2011; 2012).

Y lo que es mas importante, los sujetos también tenian
una cantidad disminuida de glutation total y de glutation
reducido, o forma activa. La cisteina, el aminoacido
limitante de la tasa de glutation sin-

35 tesis, estaba significativamente disminuida en relacion con
los nifios control, lo que sugiere que la sintesis de glutation
era insuficiente para mantener la homeostasis redox en el
autismo (James et al. 2004). Estas disminuciones
significativas del glutation plasmatico total y libre, asi
como de los cocientes redox (GSH:GSSG) en autistas

40 ninos es especialmente preocupante debido a la importancia de

esta
para el funcionamiento normal de las cé€lulas.

Aunque intervenciones nutricionales anteriores dirigidas
a la capacidad antioxidante han conseguido mejorar con
¢xito los niveles de glutation, la asociacion entre estos

45 cambios y el comportamiento autista ha sido menos
convincente. Por ejemplo, la N-acetilcisteina (NAC), que
tiene un mecanismo de accion similar al del suplemento
utilizado en este estudio, fue eficaz para mejorar la
irritabilidad en nifios autistas (Hardan et al. 2012). Sin
embargo, en un estudio mas reciente en el que se utilizo
NAC, la gluta-

50 se incremento la produccion de tiones, pero no se observo
una mejora signifi- cativa de las habilidades sociales en
jovenes con TEA (Wink et al. 2016). También se han
investigado otros suplementos, como la metilcobalamina, el
acido folico, el acido folinico y tratamientos combinados
para mejorar la capacidad antioxidante y/o

55 conductas autistas; estas intervenciones se basan en



anomalias en las vias  [JSdt¢1.944 .649;Bdye et al. 2013a; Hendren et al. 2016; Frye et al.

transmetilaci(’)n/transulfu??i(')n (Bertoglio et al., 2013b; James et al., 2009; %‘ns y

- ' L Holloway, 2004), y su eficacgd’sigue sin estar clara.

Acontecimientos b9) (=2 valorp — 6() Por otra parte, los 4cidos grasos omega 3, la vitamina C y el

MD, IN\/0]. .y .

Bronquitis/Tos/Respiratorio 2 ) 4(19) 0.45 sulforafano también se han estudlad9 en las personas con
este trastorno para combatir el estrés oxidativo mediante

Biftoties del resfriado 7(29) 9(43) 0.70 distintos mecanismos de accion, con resultados dispares

Estrenimiento 3(13) 1(5) 0.25 (Bent et al., 2014; 2011; Mankad et al. 2015; Politi et al.

Diarrea 1 4) 4 (19) 0.19 2008 Singh et al. 2014:

Emesis/Nauseas p () 7(33) 0.01 > Ingh €t al. > o '

Ficbre 2 (8) 4 (19) 045 65 Voigt et al. 2014). Las limitadas alternativas

farmacologicas que solo se dirigen a afecciones comoérbidas
especificas son limitadas y con una carga significativa de
efectos secundarios; lo que justifica la necesidad de
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mas estudios que utilicen la medicina complementaria y
alternativa (MCA) en el tratamiento del autismo.

Existe en el mercado un suplemento nutricional
compuesto por aislado de proteina de suero rico en cisteina
(CRWP) que sirve como potente precursor del glutation, el
ImmunocalB. Las proteinas especificas de este suplemento,
como la lactoferina, la albu- minina sérica, la alfa-
lactoalbimina y las inmunoglobulinas, son ricas en
residuos de cisteina y cistina, biodisponibles para la
absorcion celular y la posterior sintesis de glutation. En
ensayos clinicos anteriores, este CRWP fue capaz de elevar
los niveles de glutation en personas con enfermedad
pulmonar obstructiva (Lothian, Grey, Kimoff y Lands,
2000), disfuncion hepatica en pacientes con hepatitis B
cronica (Watanabe et al. 2000), atletas sanos (Lands, Grey
y Smountas 1999; 2013) y fibrosis quistica (Grey,
Mohammed, Smountas, Bahlool y Lands 2003). Este
suplemento de proteina de suero rica en cisteina resultd
seguro y tolerable en un estudio abierto de 6 semanas de
duracion en nifios con autismo (Kern y Grannemann 2008;
Oral Tolerability of Cysteine-Rich Whey Protein Isolate in
Autism-A Pilot Study, JANA, 11(1), 2008, 36-41, descrito
en la seccion anterior de antecedentes).

En el presente estudio, se utilizo un disefio doble ciego
controlado con placebo para determinar la eficacia de una
intervencion de 90 dias con un suplemento nutricional que
contenia un aislado de proteina de suero rico en cisteina
sobre los sintomas conductuales centrales del autismo y los
niveles de glutation en nifios preescolares con autismo. El
presente estudio también investigd si las mejoras en el
glutation intracelular se correlacionaban con los cambios
conductuales. Se wutilizd una evaluacion conductual
exhaustiva y especifica para cada edad que utilizaba un
total de ocho pruebas diferentes para evaluar qué areas
centrales del autismo podian verse afectadas con esta
intervencion en nifios de 3 a 5 afios.

En parte, los presentes estudios pretendian determinar si
la suplementacion con aislado de proteina de suero rico en
cisteina mejoraria el comportamiento y/o los niveles
intracelulares de glutation en nifos autistas de 3 a 5 anos.
Se utilizd una evaluacion conductual exhaustiva para
evaluar plenamente el impacto de esta suplementacion, lo
que hace que este enfoque sea unico a la hora de evaluar
multiples aspectos conductuales en esta afeccion. Ademas,
se utilizdo como placebo un polvo de proteina de arroz, que
imita la cantidad de proteina obtenida del suero. Los
presentes resultados sugieren un efecto beneficioso de
dicho suplemento en varios aspectos del comportamiento
autista, asi como una mejora de la capacidad antioxidante
demostrada por el aumento de los niveles de glutation.

Se observaron avances significativos en ambos grupos al
comparar las puntuaciones conductuales iniciales con las de
seguimiento en CARS, SCQ y ADI-R. Era de esperar que
todos los nifios participantes en este estudio experimentaran
alguna mejora conductual, sobre todo porque durante el
estudio tuvieron acceso a una atencion estandar consistente
en centros preescolares y terapias que prestan servicios
especiales a esta poblacion. Sin embargo, al comparar la
magnitud de los cambios entre los dos grupos después de
los 3 meses (A frente a A), se observaron mejoras
conductuales significativas con tamanos del efecto medio-
grandes en el grupo de intervencion en la evaluacion
VABS-II y sus subdominios, a saber: puntuacion
compuesta de conducta adaptativa, socializacion y
habilidades personales de la vida diaria, asi como en la
parte emocionalmente reactiva del CBCL. Pueden utilizarse
estudios aleatorizados doble ciego controlados con placebo
para revelar mejoras precisas con intervenciones
especificas. Cabe sefialar que los nifios del grupo de

30

intervencion tuvieron que mejorar mas que los del grupo placebo
para observar resultados significativos, ya que sus valores basales
indicaban que estaban mas gravemente afectados por este
trastorno.
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En ninos con autismo, se han asociado varias
mejoras  conductuales a las intervenciones
nutricionales. La suplementacion con NAC se
asocid a una disminucion de la irritabilidad
utilizando la Lista de Comprobacion de Conductas
Aberrantes ABC y en

5 conductas repetitivas utilizando la Escala de Conductas

Repetitivas-.

Revised (RBS-R) y la Social Responsiveness Scale
(SRS) en un estudio piloto (Hardan et al. 2012). En
cambio, Wink et al. (2016) no hallaron mejoras
conductuales en un disefio de estudio similar. La
administracion de suplementos de vitamina B6 se
asso-

10 ciada con cambios positivos en el suefio y los
problemas gastrointestinales en un estudio
aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo,
de 3 meses de duracion, en 20 nifos con autismo,
utilizando una escala valorada por los padres
(Adams y Holloway, 2004). Otros suplementos
estrechamente relacionados con la transmetilacion y
la transulfuracion

15 via también se asociaron con una mejora de las
habilidades motoras, en un estudio de casos
(Moretti et al. 2005) y en multiples areas (Bertoglio
et al. 2010) cuando se centraron en un subgrupo de
sujetos. En cierto modo, el presente estudio se
relaciona con los resultados de Frye et al. (2013a),
que mostraron una significativa

20 aumentos en algunas de las mismas puntuaciones
VABS-II tras la suplementacion con
metilcobalamina mas acido folinico. Cada estudio
utilizd escalas del clinico, de los padres o una
combinacion de escalas para evaluar los cambios de
comportamiento. El hecho de que los distintos
estudios utilicen diversas escalas y disefios de
estudio para evaluar

25 cambios de comportamiento, dificulta la
comparacion de los resultados con la mayoria de los
estudios anteriores que utilizan otras intervenciones
nutricionales.

Un total de 12 de 20 (60%) ninos fueron
reconocidos como respondedores a la intervencion
debido a la puntuacion superior a 2 puntos

30 mejora en el VABS-II. Recientemente, Chatham et
al. (2017) demostraron que la diferencia minima
clinicamente importante en nifios con autismo
oscilaba entre 2 y 3,75 puntos, lo que respalda
nuestro planteamiento de identificar a estos nifios
como "respondedores" Ademas, el hecho de que los
padres estuvieran cegados a la intervencion

35 declararon significativas en diferencias

en la capacidad de adaptaciondesus hi1jo s
comportamiento (VAB-II) en escalas que evaluan
varios dominios afectados mas las actividades de la
vida diaria, es muy potente. También se observaron
mejoras en el VABS-II de 4-5 puntos en el ensayo
clinico de fase II de balovaptan en adultos autistas.

40 Aunque la medicion de la conducta adaptativa no era un

objetivo principal
resultado de este ensayo clinico, las mejoras en esta
evaluacion obtuvieron la etiqueta de terapia
innovadora de la FDA (Hoffmann-La Roche 2018).
Dado que el trastorno del espectro autista engloba
un fenotipo amplio en cuanto a su comportamien

45 ioral sin etiologia conocida, es de esperar que
que no todos los pacientes responderan igual a una
intervencion. Por lo tanto, los nifios diagnosticados
de autismo y con alteraciones del comportamiento
en areas que demostraron mejoras significativas con

30

esta intervencion, pueden estar indicados como
buenos

50 candidatos a tal suplementacion nutricional.

Otros han observado que el aumento de la capacidad
antioxidante mediante diferentes intervenciones, como la
metilcobalamina, el acido folico (Frye et al. 2013a; James
et al. 2009) o la n-acetil-cisteina (Ghanizadeh y Moghimi-
Sarani 2013; Hardan et al. 2009), puede reducir la
capacidad antioxidante.

55 al. 2012) pueden ser beneficiosas en un subgrupo de nifios
con esta afeccion. Hasta ahora, sin embargo, no habia
genotipos ni fenotipos asociados a los que respondian a
estas intervenciones. Los médicos y cuidadores podrian
beneficiarse significativamente de la identificacion de
pacientes que puedan responder potencialmente a

60 estos tratamientos. También es posible que se
encuentren efectos beneficiosos aditivos al combinar estas
terapias, como en el caso de la metilcobalamina mas acido
folinico (Frye et al. 2013a; James et al. 2009).

Mejoras significativas en los niveles de glutation de los

autistas

En el presente estudio piloto se confirmé que 65 nifios
utilizaban un enfoque nutricional conocido por aumentar la
biosintesis de glutation. Como era de esperar, los nifos
asignados al suplemento
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experimentaron un aumento significativo del 40% en la
forma reducida de glutation, ya que este suplemento
proporciona una fuente natural de cisteina, el paso
limitador de la velocidad en la biosintesis de glutation, que
en ultima instancia conducira a un aumento intracel-
niveles lulares.

Otras intervenciones han demostrado aumentos de glu-
tutation comparables a los del presente grupo de
intervencion. La combinacion de metilcobalamina y acido
folinico mostro aumentos del 15% en el glutation total y
del 20%.
glutation reducido, respectivamente (Frye et al., 2013a),
mientras que el tratamiento con NAC ha mostrado un
aumento del 60% respecto al valor basal (Wink et al.,
2016). La importancia de centrarse en los niveles de
glutation en esta afeccion es relevante, ya que se han
encontrado diferencias significativas en el glutation y sus
metabolitos relacionados en el plasma (James et al. 2004,
2006), los globulos blancos (Ghezzo et al. 2013; Melnyk et
al. 2012) y los cerebros post mortem (Chauhan et al. 2012;
Rose et al. 2012) de sujetos con autismo. Este hallazgo
también se ve respaldado por varias variaciones genéticas
observadas en pacientes con TEA relacionadas con la via
de transmetilacion/transulfuracion, en la que el glutation es
uno de los subproductos (James et al., 2004, 2006, 2008).
La hipotesis de que los niveles bajos de glutation estan
relacionados con los sintomas del TEA puede estar
parcialmente respaldada por el hecho de que ciertos
tratamientos dirigidos a esta deficiencia han demostrado ser
eficaces para modificar ciertos sintomas conductuales en
nifios con esta afeccion (Frye et al. 2y 013a; Ghezzo et al.
2013).

Los presentes estudios investigaron ademas Ila
correlacion entre las mejoras conductuales y los cambios en
las concentraciones intracelulares de glu- tation. Aunque
los presentes inventores plantearon inicialmente la
hipotesis de que la magnitud de los aumentos de glu-
tathione estaria  correlacionada con las mejoras
conductuales, como en otros estudios (Frye et al. 2013a;
Hardan et al. 2012), los presentes estudios no hallaron
ninguna correlacion entre los cambios en los niveles de
glu- tathione y la mejora en el VABS-II. Sin embargo, esta
bastante claro que tanto las areas centrales en las conductas
autistas como la capacidad antioxidante se vieron afectadas
positivamente por la presente intervencion. Puede que el
beneficio del CRWP no se limite a su eficacia en
aumentar la capacidad antioxidante, sino su capacidad para
mejorar 40
la salud en general.

Al examinar la relacion entre los niveles basales de glu-
tation  niveles, losrespondedores

(n=12)tenian concentraciones basales
significativamente mas altas tanto de glutation

total como reducido en comparacion con los
niveles basales y los no

umbral en sus niveles de glutation que condujera a cambios

respondedores-45 (n=8), lo
que sugiere que estos sujetos estaban mas cerca de obtener un
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niflos con autismo, mejord algunos dominios conductuales
afectados por el TEA y fue bien tolerado.

EJEMPLO 2

5 Caracteristicas de la produccion de aislado de proteina
de suero de leche

Un ejemplo de produccion de aislado de proteina de suero es
pro-

10 vidadas a continuacion con fines ilustrativos destinados a la
persona experta en la materia.

Como se comprendera, el suero de leche puede
considerarse un subproducto de la fabricacion del queso o
de la caseina. El lactosuero contiene tipicamente proteinas
solubles de la leche, llamadas lactosuero

15 proteinas. El suero del queso, por ejemplo, suele contener
5-8 g/l de proteinas (Nx6,38), entre las cuales la §-
lactoglobulina (§-1g) y la ct-lactoalbumina (ct-la) son las
mas abundantes (representan el 50-55% y el 15-20% del
total de proteinas del suero, respectivamente) y la albimina
sérica bovina (BSA), la lactoferrina

(LF) y las inmunoglobulinas (IgG) se consideran proteinas
menores del lactosuero (con un 3-5% cada una). El
lactosuero también puede contener fragmentos proteinicos
o polipéptidos, como las llamadas proteopetonas (PP-4, PP-
5, PP-8f), resultantes de la protedlisis de las proteinas
lacteas por los fermentos lacticos en la queseria.

25 ing o por bacterias psicotropicas durante el almacenamiento
en frio de la leche cruda. Estos compuestos proteinaceos no
estan completamente caracterizados, y su concentracion en
el suero es muy variable. Por ultimo, el grupo del nitrogeno
no proteico (NPN) puede comprender un gran nimero de
moléculas en el suero, entre las que destacan

en el que la urea puede suponer el 50-60%.

A titulo ilustrativo, en la Tabla 7 se indican algunas
caracteristicas de algunas de las principales proteinas y
polipéptidos que se encuentran en una muestra ejemplar de
suero (en este caso, suero dulce bovino).

20
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TABLA 7

Algunas caracteristicas de las principales proteinas y
Polipéptidos en una Muestra Ejemplarv de Suero de Leche

Aportacion de
Proteina o peso (g/1) Molecular
polipéptido (aprox.) weight
9- 3.0 18 400
lactoglobulina 1.2 14 200
ct- 0.3 69 000
lactalbumina 0.2 77 000
BSA 0.2 160 000
Lactoferrina 0.6 22 000
IgG 14 300
PP-3 4100
PP-5 PP-8f 1.6
NPN

positivos en el comportamiento. Es posible que los nifios con

niveles basales de glutation mas bajos, necesiten una dosis mas

alta o

una intervencidon mas larga para conseguir resultados similares

en el comportamiento. 50
Intervenciones eficaces y seguras basadas en pruebas en los

TEA
son muy solicitadas para aliviar algunos de los problemas
de comportamiento que se observan en este trastorno. Se ha
informado de que el uso de la medicina complementaria y
alternativa se sitiia en torno al 74% en nifios con autismo
(Hanson et al. 2007; Lofthouse et al. 2012; Perrin et al.
2012; Rossignol et al. 2009). Al evitar los tratamientos

farmacologicos tradicionales que pueden producir importantes
efectos secundarios, los padres intentan aliviar los problemas de
conducta y las con- diciones comorbidas asociadas utilizando
tratamientos alternativos. Por tanto, existe una gran necesidad de
investigar la eficacia de las terapias complementarias y alternativas
y su tolerabilidad en nifios con autismo, asi como de identificar a



los que responden a estas intervenciones. US 11.944.64% B ejemplo, el aislado de proteina de suero puede

Los resultados experimenﬁes descritos en este Ejemplo obtenerse a partir de suero,, gomo el suero ejemplificado
iden- tifican que la intervention nutricional con un aislado anteriormente en la Tabla 3 “~Como se comprendera, los
de proteina de suero rico en cisteina mejord eficazmente pasos del proceso implicados en la manu-
los niveles de glutation en 55 La fabricacion de aislado de proteina de suero (WPI) puede

dar lugar a diferencias compo- sicionales en cuanto al perfil
proteinico entre los aislados de proteina de suero. Por tanto,
los componentes especificos y su abundancia no deben
considerarse limitantes en modo alguno. Factores que
influyen en el caracter del aislado de proteina de suero

60 isticas pueden incluir, por ejemplo:

[1] Fuente de las proteinas del lactosuero: Por ejemplo,
puede utilizarse suero dulce o acido como material de
partida para la fabricacion de WPI;

[2] La pasteurizacion: Por ejemplo, las proteinas del queso

65los ingredientes derivados de la leche pueden someterse
a dos (2) tratamientos de pasteurizacion (es decir, 72-
75° C.-12-16 seg.) en una planta quesera donde se
pasteurice la leche (Canada y
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normativa estadounidense) antes de la fabricacion del
queso, o en la planta de fabricacion del ingrediente, o
antes del transporte del suero escurrido a esta planta,
con el fin de reducir el recuento bacteriano antes del
procesado por membrana o de la cromatografia de
intercambio 16nico; y
[3] Desengrasado: Por
centrifuga es
suele utilizarse para reducir el contenido de grasa del
suero a 0,8-1,2%. Sin embargo, a menudo se realiza
un paso adicional de desgrasado para reducir aiin mas
el contenido de grasa hasta el 0,3-0,5%, con el fin de
aumentar el rendimiento de separacion de las
membranas o evitar un ensuciamiento irreversible o la
obstruccion de las resinas de intercambio i6nico con
lipidos polares. El desengrasado suele consistir en
mantener el suero a 50-55° C. durante 30-90 min. para
favorecer la agregacion de las particulas de grasa
(opcionalmente en presencia de CaCl2 anadido). A
continuacion, el producto se sometera a separacion
centrifuga o MF para eliminar el material aglomerado.

En este ejemplo, el aislado de proteina de suero de alta
concentracion proteica (>90% base seca) puede prepararse
tipicamente a partir de
suero como el ejemplificado en la Tabla 7 mediante uno de
los dos metodos siguientes: procesamiento por membrana o
cromatografia de intercambio 16nico. En el tratamiento por
membrana, pueden utilizarse membranas de microfiltracion
(MF) y/o ultrafiltracion (UF) para concentrar el lactosuero.
En la cromatografia de intercambio i6nico, puede utilizarse
la cromatografia de intercambio cat i6nico y/o aniodnico
para purificar las proteinas del lactosuero.

En este ejemplo, las muestras obtenidas pueden enviarse

a
condiciones de secado por pulverizacion. Cuando se vaya a
preparar un aislado sustancialmente no desnaturalizado, el
liquido concentrado obtenido puede pulverizarse, por
ejemplo, en una corriente de aire caliente (T° de entrada
180-200° C., T° de salida: 80-100° C.) que circule en una
torre de secado por pulverizacion. Una combinacion de
deshidratacion y gravedad puede permitir la recogida de
particulas secas (4-8% de humedad) en el fondo del
secador por pulverizacion. Las estimaciones obtenidas a
partir del modelado matematico de tales procesos de secado
sugieren que la temperatura de las gotas no supera unos 80-
85° C. durante los pocos segundos utilizados para la
deshidratacion, lo que constituye un ejemplo de secado por
pulverizacion de bajo impacto que puede no desnaturalizar
sustancialmente la proteina del suero.

Como se comprendera, los ingredientes con alto
contenido en proteinas pueden ser generalmente mas
dificiles de rehidratar (posiblemente debido a su bajo
contenido en lactosa y minerales). Para determinadas
aplicaciones en las que se desea una rehidratacion rapida
del polvo obtenido mediante secado por pulverizacidn, el
polvo puede someterse a aglomeracion. Tales pasos pueden
implicar un secado final del polvo (de 12-15% a 4% de
humedad) en un lecho fluido, generando particulas
aglomeradas que tengan una mejor hundibilidad en el agua.
En los productos que contienen grasa (lo que no suele ser el
caso de los ingredientes ricos en proteinas), puede
inyectarse lecitina durante el secado en lecho fluido. La
lecitina puede cubrir las gotitas de grasa y mejorar su
humectabilidad. También pueden utilizarse pasos de
instanciacion, aunque dichos pasos suelen ser

poco comun en la fabricacion de ingredientes ricos en
proteinas. Como resultado de los pasos anteriores, puede

prepararse un ejemplo de aislado de proteina de suero a

partir del material de partida de proteina de suero
ejemplificado en la Tabla 7. Se entendera que este
ejemplo se proporciona con fines ilustrativos y no
limitativos, y que muchas fuentes de proteina de suero
alternativas, sustituidas o modificadas y/o pasos de
procesamiento conocidos por el experto en la materia

ejemplo, la clarificacion

5
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aislado de proteina de suero (ImmunocalB). Se realizd un
analisis detallado de los datos recogidos, que permitio
identificar los dominios de comportamiento en los que el
tratamiento demostré6 una mejora especialmente notable.
Como se desprende de

Tabla 2, se mejoraron varios indices de comportamiento

especificos.

En ciertas realizaciones, los métodos aqui descritos pueden
utilizarse para mejorar, en particular, uno o mas rasgos de
comportamiento de un sujeto evaluados mediante una o
mas de las evaluaciones de comportamiento de la Tabla 2,
para las que se ha establecido una mejora.

Se 1dentifico a 10 ment.

15
TABLA 8
Ambitos conductuales en los que el tratamiento
Proporcion6 una mejora notable
20 Comportamiento A Evaluacién Puntuacion
Evalua- CRWP Puntuacion Interpreta-
ment: Scores Grupo Umbrales tion
COCHES Comport T- -1.80 15-29.5= Puntuaciones
amiento minimo- mas bajas
75 SCOTS son mejores.
00 SX
30-36,5 = leve
mod sx
>37 = sx grave
ADI-R Reciproco -0.82  >10, "Autismo"  Puntuaciones
mas bajas
30 Social son mejores.
Interaccion
Total -3.81 No hay umbral
para
total
SCQ Comunicacién 222 >15= Autismo Puntuaciones
35 mas bajas
SCOI'B son mejores.
VABS-II  Adaptativo 2.85 Puntuaciones Mas alto
estandar
Comportamiento M =100,SD 15. las
puntuaciones
son
40 Composite Por tanto, mejor.
cualquier
Comunicaciéon 2.07 puntuacion <85 es
Dominio umbral para
Expresivo 0.57 compuestoy
Comunicacién dominios.
45 Subdominio Subdominios
Diario personal 1.05 puntuaciones M =
15,
Habilidades para la DE = 3.
vida
Socializacion de Por lo tanto,
subdominios 2.65 cualquier
S0 puntuacion <12 es
Dominio umbral.
Coping Skills 0.75
Subdominio
Motricidad fina 0.37
Subdominio
Habilidades
CBCL Emocionalmente -4.51 >65, Linea de Puntuaciones
base mas bajas
Reactivo Nivel son mejores.
Puntuacion T >73, Clinica
Nivel. teniendo en cuenta
las emseffanzas aqui comtendas:
EJEMPLO 3

La Tabla 8 identifica ejemplos de evaluaciones y
medidas conductuales concretas en las que el tratamiento
con ImmunocalB en el estudio proporciond una mejora
notable de las puntuaciones.

Mejoras del dominio conductual en sujetos con
autismo

En el ejemplo 1 se describe un amplio estudio clinico en el que



se investigo el tratamiento del autisthpSoh )44 .6

mg%l camento no desnaturalizade. 43% Eo%secuenma, los resultados experimentales sugieren

que el aislado de proteina3de suero no dentada, como
ImmunocalB, puede ser particularmente Util para mejorar
uno 0 mas comportamientos

55 rasgos evaluados mediante uno o mas de los siguientes:
Puntuacion T de la conducta CARS; Puntuacion total y/o
de interaccion social reciproca ADI-R; Puntuacion de
comunicacion SCQ; Compuesto de conducta adaptativa
VABS 1II, Dominio de comunicaciéon, Subdominio de
comunicacion expresiva, Subdominio de habilidades
personales de la vida diaria.

60 principal, Dominio de Socializacion, Subdominio de
Habilidades de Afrontamiento y/o Puntuacion del
Subdominio de Habilidades Motrices Finas; y/o Puntuacion
T del CBCL Emocionalmente Reactivo, en un sujeto que lo
necesite y que tenga autismo o TEA.

En resumen, en el Ejemplo 1 descrito anteriormente, una
cantidad significativa de

Se observaron 65 aumentos de tGSH y GSH en el grupo
tratado con ImmunocalB, y también se observaron mejoras
significativas en los totales de Vineland, CARS, SCQ y
ADI-R en el grupo tratado con ImmunocalB.
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grupo tratado con nocalB. Mediante un analisis de
covariables, se observaron mejoras significativas en
comparacion con el placebo en las puntuaciones de
conducta adaptativa de Vineland, que se considera una de
las pruebas de conducta mas sensibles. Los nifios con
niveles muy bajos de GSH mostraron menos mejoria con
ImmunocalB que los que tenian niveles mas altos. Ademas,
ImmunocalB se tolero bien y no mostro efectos secundarios
significativos en los nifios con TEA.

Se han descrito a modo de ejemplo una o varias
realizaciones 1ilustrativas. Los expertos en la materia
comprenderan que pueden realizarse = numerosas
variaciones y modificaciones sin apartarse del alcance de la
ivencion tal como se define en las reivindicaciones.
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secuencia que se Arefllizé en las semanas 3 y
4;
la visita 8 comprende la obtencion de otras 4
muestras de sangre para evaluar por
separado los biomarcadores de estrés
oxidativo, la funcion hepatica, la funcion
renal y el recuento de células sanguineas, la
50 Biomarcadores de estrés oxidativo  que
comprenden una segunda medicion del nivel
de glutation intracelular, en la que la visita 8
se programa a mas tardar 7 dias después de
la visita 7;
administrar al sujeto una composicion que
comprende aislado de proteina de suero y/o
concentrado de proteina de suero
55como tratamiento que comienza al final de la visita 4,
en una cantidad de 0,5 gramos/kg para los
sujetos de menos de 20 kg o de 10 g para los
sujetos de 20 kg o mas, y que dura al menos 90
dias; y
medir una mejora en uno 0 mas comportamientos
60 rasgos del sujeto evaluados por la Escala
Compuesta de Comportamiento Adaptativo 11
de Vinland; en la que uno o mas rasgos de
comportamiento comprenden la socializacion,
las habilidades domésticas de la vida diaria, el
comportamiento desadaptativo y la
internalizacién, determinados por el dominio
de socializacion, la vida diaria
65Dominio de habilidades, dominio de conducta
desadaptativa 'y subdominio de inter-
nalizacion de la Escala Compuesta de
Conducta  Adaptativa II de  Vinland,
respectivamente.
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2. El método segun la reivindicacion 1, en el que el
aislado de proteina de suero y/o el concentrado de proteina
de suero estan sustancialmente sin desnaturalizar.

3. El método segun la reivindicacion 1, en el que el
Trastorno del Espectro Autista (TEA) comprende el autismo,
el sin-5 drome de Asperger , omnipresente

del desarrollo del desarrollo no no especificado
de otro modo (PDD-NOS), trastorno desintegrativo infantil,
sindromicautismo , autismo de etiologia conocida, sindrome
X fragil, PTEN macrocefalia sindrome RETT

complejo de esclerosis tuberosa, sindrome de Timothy o
sindrome de 10 Joubert.

4. El método segun la reivindicacion 1, en el que el
tratamiento con el aislado de proteina de suero y/o el concen-
trado de proteina de suero aumenta un nivel de tGSH, un
nivel de GSH, o ambos, en el syjeto. 15
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