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DESCRIPCION
Composiciones que comprenden ketamina para el tratamiento de un trastorno del espectro autista
Antecedentes

Durante la ultima década, ha habido un fuerte aumento en los casos reportados de trastornos del espectro autista
(TEA) con una estimacion reciente de la prevalencia de CDC en los EE. UU. De 1 de cada 88 nifios diagnosticados
con TEA. Los nifios diagnosticados con un TEA tienen un gasto médico resultante de 4 a 6 veces mayor que los
compafieros con desarrollo tipico, y soportan déficits de por vida en la comunicacion e interaccion social y patrones
restringidos de comportamiento o intereses. A menudo también presentan sintomas asociados, que incluyen
hiperactividad e irritabilidad. A pesar de la extensa investigacion farmacéutica, no hay medicamentos aprobados por
la FDA para el tratamiento del deterioro social basico asociado con el TEA. Varios factores han contribuido al lento
desarrollo de la farmacoterapia dirigida al deterioro basico, incluida la presentacion clinica heterogénea del TEA y la
disponibilidad limitada de medidas de resultado objetivas de mejora social/comunicacion. Sigue habiendo una clara
brecha en la base de conocimientos sobre el tratamiento eficaz de los farmacos para el deterioro social y de la
comunicacion basicos en el ASD.

Breve compendio

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende ketamina para uso en un método para tratar un
trastorno del espectro autista segun las reivindicaciones. Ademas, se describen métodos para el tratamiento de un
sujeto que tiene un trastorno del espectro autista. Las composiciones descritas pueden contener ketamina racémica o
S-ketamina. Los métodos descritos para administrar las composiciones incluyen la administracion intranasal a un
sujeto que tiene un trastorno del espectro autista.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa un grafico que muestra datos clinicos de seguimiento ocular que emplean el conjunto de
estimulacion NimStim que mide la duracion de la fijacion de la mirada en la regién ocular de expresion facial temerosa,
feliz o tranquila, que aumento significativamente durante el curso del tratamiento en el paciente descrito en el Ejemplo 3.

La figura 2 representa un grafico de la duracion de la fijacion en los ojos en segundos, antes y después de la dosis,
antes de la dosis: 4,09, después de la dosis: 8,33 por ejemplo 4.

La figura 3 representa un grafico de la duracion de la fijacion en la cara en segundos, antes y después de la dosis,
antes de la dosis: 14,01, después de la dosis: 21,7 por el ejemplo 4.

La figura 4 representa un grafico de la duracion de la fijacion en los ojos en segundos, antes y después de la dosis,
antes de la dosis: 2,92, después de la dosis: 12,79 por ejemplo 5.

La figura 5 representa los resultados del ensayo social de camara del ejemplo 6.
Descripcion detallada
Definiciones

Los términos y expresiones utilizados en el presente documento tienen el significado ordinario que se otorga a dichos
términos y expresiones con respecto a sus respectivas areas de investigacion y estudio respectivas, excepto en los
casos en que se han establecido significados especificos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "y" y "el" incluyen
referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "un
método" incluye una pluralidad de dichos métodos y la referencia a "una dosis" incluye una referencia a una o mas
dosis y equivalentes de los mismas conocidos por los expertos en la técnica, y asi sucesivamente.

El término "aproximadamente" o "alrededor de" significa dentro de un intervalo de error aceptable para el valor
particular determinado por un experto en la técnica, que dependera en parte de como se mide o determina el valor,
por ejemplo, las limitaciones de sistema de medida. Por ejemplo, "aproximadamente" puede significar dentro de 1 o
mas de 1 de desviacion estandar, por la practica en la técnica. Alternativamente, "aproximadamente" puede significar
un intervalo de hasta el 20%, o hasta el 10%, o hasta el 5%, o hasta el 1% de un valor dado. Alternativamente,
particularmente con respecto a los sistemas o procesos bioldgicos, el término puede significar dentro de un orden de
magnitud, preferiblemente dentro de 5 veces, y mas preferiblemente dentro de 2 veces, de un valor. Cuando se
describan valores particulares en la solicitud y las reivindicaciones, a menos que se indique lo contrario, se debe
asumir el término "aproximadamente" dentro de un intervalo de error aceptable para el valor particular.

Los términos "individuo", "huésped", "sujeto" y "paciente" se usan indistintamente para referirse a un animal que es
objeto de tratamiento, observacion y/o experimento. "Animal" incluye vertebrados e invertebrados, tales como peces,
mariscos, reptiles, aves y, en particular, mamiferos. Mamifero incluye, sin limitacién, ratones, ratas, conejos, cobayas,
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perros, gatos, ovejas, cabras, vacas, caballos, primates, tales como monos, chimpancés y simios y, en particular, seres
humanos.

El término "cantidad efectiva" significa que la cantidad de la formulacién que sera efectiva en el tratamiento de un
sujeto en particular dependera del sujeto en particular y del estado del sujeto, y puede determinarse mediante técnicas
clinicas estandar. Ademas, los ensayos in vitro o in vivo pueden emplearse opcionalmente para ayudar a identificar
los intervalos de dosificacion éptimos. La dosis precisa que se empleara también dependera del estado del paciente
y debe decidirse segun el criterio del médico y las circunstancias de cada paciente.

El término "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal
o que figura en la Farmacopea de los EE. UU. u otra farmacopea generalmente reconocida o, de lo contrario, probado
como seguro para uso en animales, mamiferos, y mas particularmente en seres humanos.

Como se usa en el presente documento, el lenguaje "vehiculo farmacéuticamente aceptable" pretende incluir
cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos,
agentes isoténicos y de absorcion, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen un amplio intervalo de diluyentes conocidos (es decir, disolventes), rellenos,
agentes de extension, aglutinantes, agentes de suspension, desintegrantes, tensioactivos, lubricantes, excipientes,
agentes humectantes y similares comudnmente utilizados en este campo. Estos vehiculos pueden usarse
individualmente o en combinacidon segun la forma de la preparacion farmacéutica, y pueden abarcar ademas
"excipientes farmacéuticamente aceptables"” como se define en el presente documento.

El término "compromiso social", como se usa en el presente documento, es sinénimo de relacién social, es decir, el
interés de uno en la actividad social, la capacidad y el interés en participar en situaciones sociales, participar con
estimulos sociales, etc. Al mirar las caras, se representa el compromiso social en su mayoria, mirar a los ojos, algo
que falta sustancialmente en las personas con autismo/TEA.

El antagonista del receptor de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA) ketamina, ha demostrado en ensayos clinicos
controlados que disminuye rapidamente los sintomas de la depresion en individuos con depresién mayor y depresion
bipolar mediante inyeccion intravenosa y/o IM. A randomized trial of an N-methyl-D-aspartate antagonist in treatment-
resistant major depression. Arch Gen Psychiatry, 2006. 63(8): p. 856-64; Zarate, C.A., Jr., et al., Replication of
ketamine’s antidepressant efficacy in bipolar depression: a randomized controlled add-on trial. Biol Psychiatry, 2012.
71(11): p. 939-46. Se ha explorado la administracion intranasal (IN) en adolescentes con trastorno bipolar con
resultados prometedores. Papolos, D.F., et al., Clinical experience using intranasal ketamine in the treatment of
pediatric bipolar disorder/fear of harm phenotype. J Affect Disord, 2013. 147(1-3): p. 431-6. Hasta la fecha, sin
embargo, no se han publicado informes sobre el tratamiento con ketamina en individuos con TEA. Ademas, aunque
se ha sugerido que la ketamina es un posible tratamiento para el autismo, dichas ensefianzas se limitan al uso de
niveles de ketamina en niveles tan altos como para inducir un efecto anestésico. (Zimmerman, documento U.S.
4,994,467). Dichos niveles son peligrosamente altos para uso no esencial y no son practicos para el tratamiento de
individuos con este trastorno debido a los altos riesgos involucrados en dichos niveles de dosificacion. Ademas, no ha
habido pruebas hasta la fecha de que se pudieran administrar niveles bajos de ketamina por via intranasal para lograr
un efecto positivo en pacientes con TEA, ni se esperaria tal resultado en vista del conocimiento en la técnica.

Si bien aun no se ha desarrollado una comprension detallada de la fisiopatologia del TEA, la desregulacion de la
neurotransmision de glutamato se ha implicado de manera consistente en desempefiar un papel potencial en la TEA.
El glutamato es el neurotransmisor excitador primario y el glutamato desempefia un papel en el desarrollo neuronal y
la plasticidad sinaptica. Estudios recientes han identificado niveles anormales de glutamato periférico, expresion
anormal de glutamato en el cerebro post mortem y anomalias genéticas en los genes de sefializacion de glutamato en
individuos con TEAS3. La atenuacién de la neurotransmision de glutamato especifica de N-metil-D aspartato (NMDA)
ha sido objeto de importantes esfuerzos de desarrollo de farmacos hasta la fecha en el TEA. Los inhibidores
dependientes del uso de la neurotransmision de NMDA d-cicloserina (DCS), amantadina y memantina han sido objeto
de estudio en TEA. DCS y amantadina fueron sujetos de ensayos negativos controlados con placebo en TEA 8. Los
resultados de un estudio de memantina controlado con placebo y patrocinado por la industria en ASD permanecen sin
revelar. La irritabilidad que promueve los efectos de la memantina en el TEA ha sido descrita,®” debido a la accion
adicional de la memantina como agonista del receptor de dopamina D28.

La ketamina (2-(2-clorofenil)-2-(metilamino)-ciclohexanona) es un agente anestésico aprobado por la FDA utilizado
desde la década de 1970 mediante administracion intravenosa intramuscular (IM) para la induccion rapida de anestesia
disociativa. La ketamina es un antagonista de NMDA no competitivo Unico que bloquea el canal abierto de NMDA para
disminuir el tiempo de apertura del canal y también utiliza la modulacién alostérica para reducir la frecuencia media de
apertura del canal 8. También se ha demostrado que la ketamina mejora la maduracion inducida por glutamato de las
redes sinapticas y la plasticidad sinaptica en los modelos preclinicos'®. Ademas, en ensayos clinicos se ha demostrado
que la ketamina proporciona un alivio rapido de la depresion en adultos a través de una sola dosis intravenosa''.
Histéricamente, el uso de ketamina para el tratamiento clinico se ha visto limitado por la dosificacion intravenosa. Sin
embargo, recientemente se ha investigado la ketamina intranasal (IN) para su uso en nifios con trastorno bipolar. La
evidencia emergente apoya el uso de ketamina IN para el tratamiento del estado de animo, la ansiedad y los sintomas
agresivos en nifios con trastorno bipolar'?. Hasta la fecha, ningin estudio ha investigado el uso de ketamina en TEA.
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La ketamina tiene un perfil farmacodinamico uUnico claramente diferenciado de otros moduladores glutamatérgicos
estudiados en TEA hasta la fecha. Este perfil, junto con el largo historial de seguridad de ketamina y el novedoso
sistema de administracion IN, hacen de la ketamina la siguiente etapa esencial en la investigacion farmacoldgica para
el tratamiento de las caracteristicas basicas del TEA. Como un farmaco de bajo coste disponible genéricamente, la
ketamina tiene una gran promesa de tratar ampliamente los deterioros sociales y de comunicacion que son el sello
distintivo del TEA. El desarrollo de ketamina IN para su uso en TEA aborda la importante brecha en la base de
conocimientos de una farmacologia efectiva de TEA mientras que utiliza un farmaco con un perfil de seguridad
demostrado que esta preparado para un uso rentable generalizado durante toda la vida.

La falta de una medida cuantitativa y objetiva del deterioro social basico ha plagado el desarrollo previo del tratamiento
farmacologico en TEA. Nuestro grupo ha abordado esta breve venida del estudio del farmaco del TEA trabajando con
una medida novedosa de preferencia social anormal. El solicitante ha desarrollado una tarea de seguimiento ocular
de la preferencia social de un minuto en jovenes y adultos jovenes con TEA que ha demostrado una preferencia
reducida en las personas con TEA para ver escenas sociales de personas que interactdan en lugar de ver objetos
geomeétricos en movimiento (relacion de visidon social/geométrica en personas con TEA = 2,3 frente a 3,9 para personas
sin TEA; p=0,03)"*. Se cree que esta novedosa tarea de seguimiento ocular cuantitativo proporcionara un medio
objetivo para evaluar el cambio en la preferencia social con tratamiento en la investigacion del TEA.

Los biomarcadores en la investigacion del TEA son prometedores tanto para ayudar a comprender la fisiopatologia
del TEA como para actuar como marcadores/predictores de la respuesta al tratamiento dirigido'. La quinasa
relacionada con la sefial extracelular (ERK) es un punto nodal para varias cascadas de sefializaciéon, y numerosos
hallazgos recientes vinculan la posible desregulacion de ERK con la fisiopatologia del TEA idiopatico'®2°. Se ha
demostrado que los ratones knockout condicionales de la isoforma 2 de ERK (ERK2) exhiben varias caracteristicas
relevantes para el TEA, que incluyen una reduccion del comportamiento social, déficits en la construccion de nidos y
déficits de memoria21. La delecion en el cromosoma 16p11.2 en el que se encuentra ERK1'®, y la delecion en el
cromosoma 22q11.2, donde se encuentra el gen para ERK2'32°, se han asociado con TEA. Se ha demostrado que la
actividad de sefializacion ERK esta regulada al alza en el modelo de raton BTBR de autismo'’. En el estudio post
mortem, se ha demostrado que la expresion de proteinas y las actividades de las isoformas ERK1 y ERK2 estan
reguladas al alza en la corteza frontal de las personas con autismo®.

La actividad ERK anormal también se ha observado en el Sindrome X Fragil (SXF), una causa comun de un solo gen
de TEA (2 de cada 3 hombres con SXF cumplen con los criterios de ASD)???4. Recientemente, se ha demostrado que
la activacion de ERK se retrasa en los linfocitos periféricos de seres humanos con SXF?°26. Ademas de SXF, la
regulacion anormal de ERK es evidente en otros trastornos definidos asociados con TEA que incluyen esclerosis
tuberosa y neurofibromatosis tipo 1%’.

Entre los factores biolégicos asociados con el TEA, la macrocefalia es un hallazgo sistematicamente repetido que
afecta hasta al 20% de los nifios con autismo?-30. Los estudios de imagenes de resonancia magnética (IRM) cerebral
en TEA han sefialado un aumento anormal del volumen cerebral total en bebés y nifios pequefios®'-34. Ademas, el
agrandamiento cerebral temprano marcado por un crecimiento excesivo del area de superficie que se observa en
jovenes con autismo puede estar asociado con una interrupcion en la adhesion celular®. Entre los factores que
contribuyen a la teoria del crecimiento excesivo del cerebro de TEA, la fisiopatologia, se ha propuesto la contribuciéon
potencial de la desregulacion en el metabolismo de la proteina precursora de B-amiloide (APP)%-3°, La APP se ha
asociado con la enfermedad de Alzheimer (EA) donde la ruta amiloidigénica del procesamiento de la APP favorece la
escision de la APP por medio de la enzima que escinde la APP del sitio § o la B-secretasa (BACE1), lo que da como
resultado péptidos de B-amiloide (AB) neurotoxicos con 40 y 42 residuos de aminoacidos*®. AB40 y AB42 son los
componentes principales de las placas seniles asociadas con atrofia cerebral en AD. La APP se localiza
predominantemente en la sinapsis*!, producida en microglia cerebral, astrocitos, oligodendrocitos y neuronas*?, y se
libera de una manera impulsada por la actividad43. La activacion del receptor metabotrépico de glutamato tipo 1 y tipo
5 (mGIuR1/5) aumenta la secrecion de APP en el cultivo celular*®). Los niveles mas altos de APP ocurren temprano
en la sinaptogénesis44 y alcanzan su maximo antes de 1 mes de edad en roedores45. La APP se ha implicado en el
crecimiento de las neuritas*'#? y promueve el desarrollo del cono de crecimiento que actta en oposicion a los efectos
de recorte los receptores de glutamato (N-metil-D-aspartato) NMDA y (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionico) AMPA sobre los conos de crecimiento*!. Como se muestra en los estudios de cultivos celulares, la APP
puede bloquear y revertir la inhibicion glutamatérgica del crecimiento de dendritas*6. La APP se ha relacionado con la
supresion de la adhesion de las células neuronales*” y la sobreexpresion de la APP acelera la migracion de las células
precursoras neuronales hacia la corteza*®. La ruta de procesamiento de APP no amiloidogénica que implica la escision
por la familia de enzimas a-secretasa (tales como ADAM 9, 10 y 17) es la ruta de procesamiento de APP predominante
que conduce a la liberacion de APPa secretada no amiloidogénica (sAPPa)%"46. Varios informes han sefialado los
efectos neurotréficos de la sAPPa, incluida la actividad para inducir la proliferacion celular, incluida la proliferacion de
células progenitoras neurales*®%'. Cabe destacar que la sAPPa también activa microglia®?. En general, la APP y
especificamente la sAPPa son candidatas principales para contribuir a la interrupcion sinaptica y el crecimiento
excesivo del cerebro en ASD, dado el aumento de proteinas de la proliferacion neuronal. Se ha demostrado que la
modulacion de APP y Ao son un objetivo de varios farmacos, incluidos los inhibidores de la colinesterasa y un
antagonista parcial del receptor de NMDA (memantina)3-%5,

Ha habido varios informes sobre anomalias en la APP secretada y especificamente sAPPa en la sangre de jévenes
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con autismo, incluido un trabajo significativo realizado por el Solicitante en colaboracion con el laboratorio de Deb
Lahiri PhD en la Universidad de Indiana36-38%_ Se identificaron niveles mas altos de sAPP y sAPPa plasmaticos totales
en una pequefia muestra de nifios pequefios con autismo y comportamiento agresivo en comparacion con los jovenes
menos discapacitados con autismo sin comportamiento agresivo y sujetos de control®®. En un informe de seguimiento
que incluyd a 16 jévenes con autismo y 18 sujetos de control, se encontré un aumento similar en sAPPa en nifios con
autismo grave en comparacion con los jovenes con casos mas leves de autismo y sujetos de control neurotipico®. En
el mismo estudio, se identificaron niveles reducidos de AB40 y AB42 en los jovenes con autismo grave en comparacion
con los sujetos de control. En un estudio que incluyé a 25 jévenes con autismo de 2 a 5 afos de edad y sujetos de
control emparejados, la PAAP plasmatica media fue significativamente mayor en aquellos con autismo; el 60% de las
personas con autismo tenian elevaciones en sAPPa®®. Teniendo en cuenta estos resultados, la elevacion de la sSAPP
en plasma (total) y especificamente de la sAPPa podria ser un marcador de desregulacién molecular que contribuya
a la fisiopatologia del autismo.

Las composiciones farmacéuticas actuales de ketamina son mezclas racémicas de S- y R-ketamina, aunque se ha
encontrado que la S-ketamina es dos o tres veces mas potente que la R-ketamina que la mezcla racémica. (Véase,
por ejemplo, el documento EP 1567145 B1). La ketamina S también se usa en paises extranjeros como anestésico
IV, bajo los siguientes nombres comerciales: Ketanest S, Ketanest-S, Keta-S y S-Ketamin Pfizer.

El solicitante ha encontrado sorprendentemente que la ketamina, en forma intranasal, es capaz de mitigar los efectos
del autismo en seres humanos. En particular, el solicitante ha encontrado un efecto beneficioso con respecto a los
aspectos de comportamiento en pacientes con TEA en respuesta a la administracion intranasal de ketamina. Ademas,
el solicitante ha observado una mitigacion similar de los comportamientos asociados con el autismo en un modelo de
raton con autismo.

La invencion se refiere a una composicién que comprende ketamina y un excipiente y/o vehiculo farmacéuticamente
aceptable para uso en un método de tratamiento de trastorno del espectro autista en un sujeto que lo necesite, que
comprende la etapa de administracion intranasal a dicho sujeto, segun las reivindicaciones. Realizaciones adicionales
de la composicién se describen en el presente documento.

Ademas, se describe un método para tratar un trastorno del espectro autista en un sujeto que lo necesite. El método
puede comprender la etapa de administrar intranasalmente una composicion que comprende ketamina y un excipiente
y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto que lo necesite.

En un aspecto, la composicion puede comprender ketamina racémica. En un aspecto, la composicion puede
comprender S-ketamina. En un aspecto, la composicion puede comprender mas de aproximadamente 50%, o mas de
aproximadamente 60%, o mas de aproximadamente 70%, o mas de aproximadamente 80% o mas de
aproximadamente 90%, o mas de aproximadamente 95%, o mas del 99% del enantiémero S de la ketamina. En un
aspecto, la composiciéon puede estar sustancialmente libre de R-ketamina.

En ciertos aspectos, la composicién puede comprender un segundo agente activo. Por ejemplo, la composicion puede
comprender ademas un agente para tratar el autismo. Tales agentes pueden incluir cualquier agente conocido en la
técnica, por ejemplo, antipsicoticos atipicos, estimulantes, inhibidores de la recaptacion de serotonina, agonistas alfa
2 o combinaciones de los mismos.

En un aspecto, la composicién puede administrarse semanalmente. En otros aspectos, la composicion puede
administrarse cada dos a siete dias o, en otros aspectos, a diario. La composicién puede administrarse en una dosis
creciente.

La composicion se administra en una dosis de aproximadamente 20 a aproximadamente 120 mg de ketamina. La
composicion puede administrarse en una dosis de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 mg, o de
aproximadamente 70 a aproximadamente 80 mg. Las dosis adecuadas pueden determinarse sobre una base de
mg/kg. Por ejemplo, la dosis puede ser de aproximadamente 0,25 mg/kg a aproximadamente 3 mg/kg, o de
aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 2 mg/kg, o de aproximadamente 0,75 mg/kg a aproximadamente 1,5
mg/kg, o aproximadamente 1 mg/kg. Dicha dosis se puede administrar a intervalos regulares, por ejemplo, diariamente,
semanalmente o cada 1 a 7 dias, cada 2 a 6 dias, cada 3 a 5 dias, o cualquier combinacién de los mismos. La dosis
puede variar entre individuos y generalmente puede ser una dosis semanal con una dosis suplementaria segun sea
necesario.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden comprender ademas otros agentes adecuados para
una administracion mejorada a través de la mucosa nasal. Por ejemplo, en ciertos aspectos, se pueden incluir en la
composicion agentes tales como un potenciador de la permeacion, un polimero capaz de aumentar la adhesion de la
mucosa de la composicion, o una combinacién de los mismos.

Ademas, se describe un dispositivo de administracién intranasal que comprende una composicion que comprende
ketamina, preferiblemente S-ketamina, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion del dispositivo
puede comprender cualquier composiciéon como se describe anteriormente.

Ademas, se describen métodos para mejorar el compromiso social, que comprenden la etapa de administrar una
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composicion como se describe en el presente documento a un sujeto que tiene autismo/TEA, en donde dicha etapa
de administracion es a través de la administracion intranasal.

Ademas, se describe un método para medir la respuesta al tratamiento que comprende el paso de usar las caras de
Nim Stim como medida del cambio en la relacién social. Dado que la disminucién de la vision de los ojos se ha
informado con frecuencia en personas con autismo y que esta reduccion es una medida aceptada de la reduccion de
la relacion social, la visualizacion de las regiones de los ojos antes y después del tratamiento con ketamina utilizando
una seleccion de caras del conjunto Nim Stim puede ser juzgada.

Ejemplos
Ejemplo 1

La ketamina se combina en un dispositivo de atomizacion de la mucosa que administra 20 mg de ketamina atomizada
por 0,1 cc en pulverizacion. El sujeto se auto administrara (o administrara con la ayuda de un cuidador) ketamina cada
cuatro a siete dias. En la primera administracién, se administran 2 pulverizaciones. En los dias posteriores de
administracion, se agregara un pulverizador a la dosis, a menos que el sujeto alcance la respuesta al tratamiento como
se describe en el presente documento. Cuando se obtiene una respuesta al tratamiento, la dosis permanecera
constante a esta dosis minimamente efectiva durante todo el tratamiento. Si se observa un efecto adverso, la dosis se
reducira a una dosis tolerable previa para el resto del tratamiento.

La respuesta al tratamiento se define como una puntuacion de 1 "mucho” o 2 "muy mejorada” en la escala de mejora
CGlI (CGl-I) y una mejora del ,25% en el ABC-SW. Las medidas adicionales del informe del sujeto y/o cuidador incluiran
la Escala de Responsibidad social (SRS), Escala de la depresion, ansiedad y estado de animo (ADAMS), la Escala
obsesiva compulsiva de Yale-Brown para los trastornos generalizados del desarrollo (YBOCS-PDD) y la CGI-S. Todas
las medidas se completaran al inicio y en cada visita.

El seguimiento ocular se completara utilizando un seguidor ocular manos libres Tobil T120 como lo hizo anteriormente
nuestro grupo. Los sujetos veran videos de interaccion social colocados al lado del video de objetos geométricos en
movimiento, asi como imagenes de caras emocionales que duraran un total de 5 minutos, la salida del seguimiento
ocular se informara como la relacién entre el tiempo de visualizacion social y geométrico y la duracién media de la
fijacion de la mirada en las regiones de ojos, nariz y boca de caras emocionales. El seguimiento ocular se completara
al inicio del estudio y cada visita antes de la dosificacion del medicamento.

Ejemplo 2

La ketamina se combina en un dispositivo de atomizacion de la mucosa que administra 20 mg de ketamina atomizada
por 0,1 cc en pulverizador. El sujeto se auto administrara (o administrara con la ayuda de un cuidador) dosis
ascendentes de 20 mg en la semana 1, 40 mg semana 2, 60 mg semana 3, 80 mg semana 4, a menos que el sujeto
alcance la respuesta al tratamiento como se describe anteriormente o experimenta efectos adversos antes de alcanzar
la dosis de 80 mg. En caso de respuesta al tratamiento, la dosis permanecera constante a la dosis minimamente
efectiva durante todo el tratamiento. En caso de un evento adverso, la dosis se reducira a la dosis tolerable anterior.

Ejemplo 3

La paciente es una mujer de 29 afios con TEA, anorexia nerviosa, trastorno obsesivo compulsivo y trastorno depresivo
mayor. Ella tiene una historia de 15 afios de enfermedad psiquiatrica debilitante, con mas de 30 ensayos de medicacion
psicotropica, multiples hospitalizaciones psiquiatricas, tratamiento residencial, terapia electroconvulsiva, terapia de
recuperacion de peso y un intento de suicidio. Los sintomas en la presentacion incluyeron deterioro social,
comportamientos repetitivos, necesidad de monotonia, sensibilidad sensorial, temores de contaminacion, bajo peso,
ciclos menstruales ausentes, purga cronica, estado de animo depresivo, anhedonia, baja energia, poca concentracion
y tendencia al suicidio crénica. Los medicamentos diarios incluyeron selegilina transdérmica, lamotrigina, naltrexona
y clonazepam. A pesar del tratamiento extenso, ella permanecié significativamente discapacitada y recientemente
habia tomado una licencia médica de la escuela de posgrado. Después de discutir los riesgos potenciales, el paciente
eligio someterse a un tratamiento con ketamina IN.

La evaluacion integral inicial incluyd una entrevista clinica realizada por un psiquiatra con experiencia en TEA (LKW),
el Médulo 4 del Programa de observacion diagnoéstica del autismo (ADOS) realizado por un psicologo de investigacion
confiable (RCS), signos vitales, electrocardiograma (EKG), hemograma completo, y panel metabdlico completo. El
pulverizador nasal de ketamina combinado para administrar 20 mg por 0,1 cc de pulverizador se obtuvo de una
composicion de farmacia. Todas las visitas se realizaron en una clinica psiquiatrica ambulatoria, con visitas para la
administracion de ketamina IN los dias 1, 7, 14, 17 y 21. Antes de la administracion de medicamentos en cada visita,
se completd la Escala de Clasificacion de Depresion de Montgomery-Asberg (MADRS), el Inventario de Depresion de
Beck (BDI), la Escala Obsesiva Compulsiva de Yale-Brown (Y-BOCS), la Prueba de Actitudes al Comer (EAT-26) y
un paradigma de seguimiento ocular de las caras emocionales del Conjunto de Estimulos NimStim. Tottenham, N., et
al., Categorization of facial expressions in children and adults: establishing a larger stimulus set. Reunién Anual de la
Sociedad de Neurociencia Cognitiva, 2002. Tras la administracion de la medicacién, se monitorizaron los signos vitales
durante 60 minutos. Ademas, el MADRS y el BDI se completaron a intervalos irregulares entre las visitas.
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Al inicio del estudio, la entrevista clinica y ADOS-2 confirmaron el diagnostico de TEA. Los signos vitales, los
laboratorios y el EKG no revelaron anomalias, excepto un peso bajo (IMC = 15). La puntuacion MADRS fue 44 y BDI
35 indicando sintomas de depresion severa. Las subescalas Y-BOCS se elevaron significativamente. La puntuacion
EAT-26 indicé sintomas de trastorno alimenticio significativos.

El paciente se auto administré 20 mg de ketamina IN el dia 1 de tratamiento y 40 mg los dias 7, 14, 17 y 21. El aumento
de la dosificacion entre el dia 1 y el 7 se baso en la tolerancia de la dosis inicial y la mejora breve pero significativa en
el estado de animo resultante. La frecuencia de dosificacion se increment6 a cada 3 dias en funcion del retorno al
estado de animo inicial a los 3-4 dias posteriores a las dosis 1, 7 y 14. Inmediatamente después de la administracion
de ketamina, el paciente notifico sedacion transitoria, mareos, adormecimiento de las extremidades y la cara y vision
borrosa que duré aproximadamente 90 minutos después de la dosis. La presion arterial, la frecuencia cardiaca y la
temperatura se mantuvieron estables en todo momento. Ella experimenté dolores de cabeza leves que duraron de 6
a 10 horas después de cada dosis. La paciente informd una mejoria significativa en el estado de animo y mejoré
drasticamente las puntuaciones de BDI y MADRS dentro de las 24 horas posteriores a cada dosis. También informé
de una mayor facilidad para interactuar con los demas, una menor necesidad de purgar y mas flexibilidad y tolerancia
al cambio de rutina. Cabe destacar que el dia 2 aceptd el tratamiento hospitalario de su trastorno alimenticio,
tratamiento que habia rechazado durante los meses anteriores a la administracién de ketamina. Esto fue visto por su
equipo de tratamiento como un signo de mejora en la perspectiva y reduccion de la rigidez en su pensamiento. La
paciente permanecié hospitalizada durante el resto del tratamiento descrito en el presente documento.

Entre las visitas del dia 21 y 43, la paciente continué auto administrandose ketamina IN fuera de nuestra clinica. La
dosificacion se aumentd a 60 mg en el dia 30 debido a la disminucion de la respuesta percibida a la dosis anterior. El
paciente continu6 tolerando la ketamina sin dificultad. En el dia 43, informé que mejor6 significativamente el estado
de animo, aumentd la motivaciéon, mejoré la concentracion, disminuy6 los pensamientos suicidas y se sintid6 mas
conectada con los demas. Las puntuaciones MADRS y BDI continuaron mejorando significativamente (Dia 43 MADRS
= 15; Dia 43 BDI = 5). Ademas, los datos de seguimiento ocular que miden la duracion de la fijacion de la mirada en
la region ocular de las caras que muestran expresiones de temor, felicidad o calma aumentaron significativamente a
lo largo del tratamiento (FIG. 1). Repetir ADOS a las seis semanas no demostré ningdn cambio en la puntuacion
ADOS, aunque subjetivamente el administrador sintié que la paciente era mas simpatica. Hubo pocos cambios en las
puntuaciones Y-BOCS o EAT-26 a lo largo del tratamiento.

En conclusion, se observo que esta paciente complicada con una enfermedad de desarrollo significativo y psiquiatrica
experimentd una mejoria notable en los sintomas de depresiéon con el tratamiento con ketamina IN. Ademas, se
observd un cambio significativo en el paradigma del seguimiento ocular con el tratamiento. Los individuos con TEA
tienden a pasar menos tiempo mirando la region ocular de las caras emocionales que los compafieros tipicos, y €l
aumento significativo en la duracion de la fijacion de este paciente sugiere un interés social mejorado. Falck-Yiter, T.,
S. Bolte y G. Gredeback, Eye tracking in early autism research. J Neurodev Disord, 2013. 5 (1): p. 28. Este hallazgo
no se explica por el alivio de sus sintomas de depresion, ya que con la mejoria sintomatica, las personas deprimidas
tienden a pasar menos tiempo mirando estimulos disféricos. Armstrong, T. y BO Olatunji, Eye tracking of attention in
the affective disorders: a meta-analytic review and synthesis. Clin Psychol Rev, 2012. 32(8): p. 704-23. Por el contrario,
este paciente demostré una mayor duracion de la fijacion en la region del ojo de rostros temerosos con mejoria en los
sintomas de depresion. Este es un hallazgo clave en un individuo con TEA, que sugiere un posible tratamiento del
deterioro social basico con ketamina. Este trabajo es limitado debido la paciente unica y complicada. Sin embargo, la
tolerabilidad general de la ketamina IN combinada con una mejora significativa del estado de animo y un cambio
potencial en el interés social sugieren la utilidad de la ketamina para el tratamiento en la poblacién con TEA.

Ejemplo 4

Un segundo paciente tratado clinicamente con ketamina intranasal fue un varéon de 15 afios con trastorno autista. Este
paciente fue tratado con una dosis inicial de 20 mg, con dosis posteriores de 40 mg por semana durante las siguientes
3 semanas. Este paciente experimenté una sedacién menor, pero por lo demas toleré bien la ketamina.

Este paciente tiene los datos de seguimiento anteriores y posteriores de la dosis, antes y después de 40 mg de dosis
de ketamina intranasal administradas semanalmente como se muestra en las Figuras 2 y 3. En la figura 2, antes de la
dosis: 4,09; Después de la dosis: 8.33. En la figura 3, antes de la dosis: 14.01; Después de la dosis: 21.7. Del conjunto
de estimulos NimStim, doce caras se presentan en cuatro series de tres caras separadas por videos de 20 segundos.
Cada cara esta precedida por una cara revuelta. Hay 3 emociones dispersas aleatoriamente de miedo, feliz y neutral,
cada una presentada cuatro veces. Cambios de género con cada rostro.

Ejemplo 5

Un tercer paciente tratado clinicamente con ketamina intranasal fue un varén de 17 afos con trastorno autista. Este
paciente fue tratado con una dosis inicial de 20 mg una vez hasta la fecha.

Este paciente tiene los datos de seguimiento ocular anteriores y posteriores de la dosis inicial de 20 mg de ketamina
intranasal administrada como se muestra en la FIG. 4. En la Figura 4, visualizacion previa a la dosis de la regién ocular:
2.92; Después de la dosis: 12,79. Del conjunto de estimulos NimStim, doce caras se presentan en cuatro series de
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tres caras separadas por videos de 20 segundos. Cada cara esta precedida por una cara revuelta. Hay 3 emociones
dispersas aleatoriamente de miedo, feliz y neutral, cada una presentada cuatro veces. Cambios de género con cada
rostro. Los resultados que observaron la region del ojo fueron sorprendentes 1 hora después de la dosis.

Ejemplo 6

Los ratones hembra B6 (WT; control) y BTBR (modelo autista) se aparearon con machos de sus respectivas cepas.
Los cachorros de estas estrategias de apareamiento fueron utilizados como sujetos. En el dia postnatal 60 ratones
fueron dosificados con un vehiculo de soluciéon salina (VEH) o 10 mg/ g de ketamina HCL racémica (10 KET) una vez
a la semana durante 5 semanas. En la quinta semana, los ratones se probaron en la prueba social de 3 camaras 24
h después de la dosificacion. Los ratones se aclimataron a la camara central durante 5 minutos y después se les
permitid explorar las tres camaras vacias durante 10 minutos. La fase de prueba sigui6é inmediatamente en la que se
coloco un raton extrafio dentro de una camara de barras metalicas (extrafio) en una camara lateral y una camara vacia
(objeto nuevo) se colocd en la otra camara exterior. Los ratones BTBR expuestos a VEH evitaron la camara que
contiene el ratén extrafo, que es un comportamiento que se describe en la literatura y que recuerda el autismo como
la evitacion social o el desinterés. Los ratones BTBR expuestos a la ketamina parecen tener una mayor preferencia
por el ratén extrafio en esta cohorte. La ketamina no alteré el comportamiento motor en el WT o en los ratones BTBR.
Los resultados de la prueba social de camara se muestran en la figura 4.

Ejemplo 7 Protocolo de estudio 1, placebo controlado

Para abordar la importante necesidad de un tratamiento eficaz de los sintomas basicos de la ASD, se propone un
estudio piloto doble ciego de grupos paralelos controlados con placebo de ketamina intranasal (IN) en 12 individuos
con agentes de TEA de 12 a 30 afios que utilizan una medida de resultado cuantitativa novedosa de deterioro social.
Para desarrollar un enfoque de medicina personalizada centrada en la ketamina en el ASD, se pueden incorporar
evaluaciones farmacocinéticas (PK) y farmacodinamicas moleculares (PD) al estudio sistematico inicial al abordar los
siguientes objetivos especificos:

Objetivo #1: Determinar si la ketamina IN muestra evidencia inicial de eficacia, seguridad y tolerabilidad en individuos
con TEA. Sin pretender estar limitados por la teoria, se plantea la hipétesis de que la ketamina IN sera segura y
mostrara signos iniciales de eficacia dirigidos al deterioro social basico en el TEA.

Objetivo #2: Promover el desarrollo de la medicion cuantitativa y objetiva del cambio social en el TEA utilizando un
paradigma de seguimiento ocular. Sin pretender estar limitado por la teoria, se plantea la hipétesis de que los
individuos con TEA exhibiran una mayor preferencia por ver escenas sociales y una mayor duraciéon media de la
fijacién de la mirada en la regién ocular de las caras emocionales con el uso de ketamina IN.

Objetivo #3: Examinar el impacto a corto y largo plazo de la administracion de ketamina IN en la activacion de la
quinasa regulada con la sefial extracelular (ERK) linfocitica y los niveles derivados de proteina precursora de amiloide
en plasma (APP) en 12 individuos con TEA. Sin pretender limitarse a la teoria, se plantea la hipdtesis de que el uso
de ketamina se asociara con una reduccion a corto y mas largo plazo de las tasas elevadas de activacion de ERK
linfocitica y una reduccion en la APP y SAPPa totales. Ademas, se plantea la hipotesis de que el uso de ketamina IN
restaurara las tasas de activacion de ERK y los niveles de derivados de APP en plasma en aquellos que concuerden
con sus pares neurotipicos. Se plantea la hipétesis de que el grado de activacion de ERK excesiva y la elevacion de
sAPPa en el inicio se correlacionan con el grado de respuesta al tratamiento clinico.

Objetivo #4: Sin pretender estar limitado por la teoria, se plantea la hipotesis de que la administracion de ketamina IN
exhibira una farmacocinética lineal. El aumento de la concentracion maxima de ketamina y la exposicion sistémica
(segun lo medido por el area bajo la curva; AUC) se asociara con los efectos de los medicamentos, que incluyen el
impacto sobre la ERK, la tolerabilidad y la respuesta clinica.

Disefio y Métodos de Investigacion - Criterios de Inclusion

Edad =12 y <31 afios.

Peso superior a 40 kg.

Buena salud general segun lo determinado por el examen fisico, la historia clinica, el trabajo de laboratorio y el EKG.

Diagndstico DSM-V del trastorno del espectro autista (no asociado con el sindrome de X fragil u otro sindrome genético
conocido) segun lo confirmado por el Programa de observacion diagndstica del autismo (ADOS) en la pantalla o
anterior (dentro de los Ultimos 5 afios) si esta disponible.

La puntuacion de IQ valida = 50 se confirmé a través de la prueba (Escala de Habilidades Diferenciales (DAS)) en
pantalla o anterior (en los ultimos 5 afios, cualquier prueba valida es aceptable).

Escala de impresion clinica global Puntuacion de gravedad (CGI-S) de = 4 (moderadamente enferma)

Puntuacion de 210 en la subescala de retiro social de la Lista de verificacion de comportamiento anormal (ABC-SW)
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en la pantalla y en el inicio

Dosis estable de todos los medicamentos psicotropicos concomitantes durante cinco vidas medias antes de la visita
de seleccion y durante el estudio.

Presencia del padre/madre/tutor o persona importante o cuidador que esté dispuesto a servir como informante para
las medidas de resultados de comportamiento.

Disefio y métodos de investigacion - Criterios de exclusion

Presencia de esquizofrenia comorbida, trastorno esquizoafectivo, trastorno bipolar con psicosis, trastorno bipolar o
psicosis no especificado de otro modo. Diagnoésticos comoérbidos determinados por la entrevista clinica de psiquiatras
y el uso de los criterios diagnésticos DSM-5.

Historial de abuso de drogas o alcohol.

Presencia de enfermedad cardiaca, incluida enfermedad arterial coronaria, insuficiencia cardiaca congestiva o
hipertensién no controlada segun el historial médico.

Historial de inestabilidad de las vias respiratorias, cirugia traqueal o estenosis traqueal segun el historial médico.
Masas del sistema nervioso central o hidrocefalia segun historial médico.

Porfiria, trastorno de la tiroides, uso de medicamentos para la tiroides segun el historial médico.

Glaucoma u otra causa de aumento de la presion intraocular segun el historial médico.

Alergia a la ketamina.

Uso actual de farmacos con modificacion concomitante de la actividad del glutamato NMDA (amantadina, memantina,
d-cicloserina, etc.)

Para las mujeres con riesgo de embarazo, una prueba de embarazo con suero positiva.

Cualquier enfermedad médica cronica o respiratoria crénica importante identificada por el historial médico y
considerada como no controlada por el Investigador Principal.

Probable incapacidad de tolerar los procedimientos del estudio o el medicamento del estudio a discrecién del
investigador principal.

Diseno del estudio

El estudio propuesto incluira un estudio piloto doble ciego aleatorizado controlado con placebo, de grupos paralelos
de cuatro dosis ascendentes de ketamina intranasal con extension abierta. Véase la figura 6

Estudio de dosis de farmacos

El farmaco del estudio se administrara en las visitas de investigacion y los sujetos permaneceran en el lugar durante
un minimo de 75 minutos después de la dosis del farmaco del estudio. Los sujetos no llevaran a casa el medicamento
del estudio en ningdin momento del estudio. Todas las visitas se realizaran con al menos 4 dias de diferencia, con un
maximo de 8 +/- 2 dias entre visitas (objetivo 7 dias).

La ketamina se combinara en un dispositivo de atomizacién de la mucosa que administra 10 mg de ketamina atomizada
por 0,1 cc en pulverizador. Placebo administrara 0,1 cc de solucién salina atomizada por pulverizacién. En la Fase 1,
los participantes se auto administraran (o administraran con la ayuda de un cuidador) 2 pulverizaciones en la visita 1,
4 pulverizaciones en la visita 2, 6 pulverizaciones en la visita 3 y 8 pulverizaciones en la visita 4, a menos que el sujeto
alcance la respuesta al tratamiento (véase la medida de resultado primaria a continuacién) o experimente un efecto
adverso significativo antes de alcanzar 8 pulverizaciones. En caso de respuesta al tratamiento, la dosis permanecera
constante a la dosis minimamente efectiva/tolerada durante el resto de la Fase 1. En caso de que el Investigador
principal determine que el evento adverso tiene un impacto potencial negativo en la salud o la seguridad del paciente
(véase la informacion de seguridad a continuacién para conocer los posibles efectos adversos), la dosis se reducira a
la dosis tolerable anterior durante el resto de la Fase 1 o la participacion en el estudio se terminara dependiendo de la
gravedad y la relacion médica del efecto adverso. Antes de la Fase 2, todos los sujetos se someteran a un periodo de
lavado de 2 semanas. En la Fase 2, todos los pacientes recibiran el farmaco activo en dosis ascendentes de 20 mg
en la semana 1, 40 mg semana 2, 60 mg semana 3, 80 mg semana 4, a menos que el sujeto alcance la respuesta al
tratamiento (véae la medida de resultado primaria a continuacion) o experimente un efecto adverso antes de alcanzar
la dosis de 80 mg. En caso de respuesta al tratamiento, la dosis permanecera constante a una dosis minimamente
efectiva durante el resto de la Fase 2. En caso de evento adverso, la dosis se reducira a la dosis tolerable anterior
durante el resto de la Fase 2 o la participacion en el estudio se terminara segun la gravedad y la relacion médica del
efecto adverso.
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Ceguera y romper el ciego

El estudio ciego se mantendra durante toda la duracion del ensayo clinico. Solo la Farmacia de Investigacion del
Centro Médico del Hospital Infantil de Cincinnati estara al tanto de la asignacion de medicamentos del estudio. El ciego
se rompera solo a discrecion de un médico participante del estudio o un Monitor Médico en los casos necesarios para
garantizar la seguridad del paciente. Dichos eventos de seguridad significativos incluirian, pero no se limitan a,
cualquier circunstancia donde un efecto adverso documentado como posiblemente, probablemente, relacionado
definitivamente con el tratamiento del estudio y de intensidad moderada o mas severa resulte en la necesidad de
intervencion médica adicional (hospitalizacion, visita a la sala de atencion de urgencias/emergencias, prescripcion
adicional para pacientes ambulatorios / otra gerencia, etc.).

Medidas de resultado primarias y secundarias

La respuesta al tratamiento se definirda como una puntuacion de 1 "mucho” o 2 "muy mejorada" en la escala de mejora
CGlI (CGI-I) y una mejora de 225% en el ABC-SW. Una definicion dicotémica de la respuesta al tratamiento como se
sefiald anteriormente servira como la medida de resultado primaria del estudio. Las medidas de resultado continuo
secundario clave seran el ABC-SW. Las medidas de resultado secundarias informadas por el sujeto y/o cuidadores
adicionales incluiran la Escala de sensibilidad social (SRS), |[Escala de la depresion, ansiedad y estado de animo
(ADAMS), la Escala de comportamiento repetitivo revisada y CGI-S. Todas las medidas se completaran al inicio y en
cada visita.

El seguimiento ocular se completara con un seguidor ocular manos libres Tobii T120. Los sujetos veran videos de
interaccion social colocados al lado de videos de objetos geométricos en movimiento, asi como imagenes de caras
emocionales que no duraran mas de 7 minutos. El seguimiento ocular se completara al inicio del estudio y en cada
visita antes y después de la dosificacion del medicamento. Se intentaran todas las mediciones de seguimiento ocular,
pero no se requieren para la participacion en el estudio.

La electroencefalografia (EEG) se utilizara como una medida exploratoria para evaluar los efectos del tratamiento con
ketamina. La EEG se grabara con una matriz densa completa (dEEG) con un sistema de EEG de grabacién continua
de tapa de electrodo de 128 o 256 canales (HydroCel Geodesic Sensor Net) (Electrical Geodesics, Inc. (EGI), Eugene,
OR, EE. UU.). La red del sensor utiliza una solucién salina suave, sin fragancia, para entrar en contacto con el cuero
cabelludo, requiere aproximadamente 10 minutos para colocar la red y no requiere abrasion de la piel, ya que los
amplificadores EGI estan disefiados para tolerar las impedancias normales de la piel. La EEG se completara al
principio y al final de las fases de estudio 1y 2. Se intentaran todas las mediciones de EEG, pero no se requieren para
la participacién en el estudio.

Evaluaciones de estudio

Las disposiciones de seguimiento de seguridad incluiran: Panel metabdlico completo, hemograma completo, analisis
de orina, prueba de embarazo en suero en mujeres participantes en edad fértil, examen fisico, signos vitales y EKG
en la visita de seleccion. En cada visita de dosificacion, se controlaran los signos vitales antes de recibir la dosis del
farmaco del estudio y cada 15 minutos durante un total de 60 minutos después de la dosis del farmaco del estudio. En
general, los sujetos permaneceran en la clinica durante un minimo de 75 minutos después de la dosis. El formulario
de revisién de efectos secundarios se administrara en todas las visitas después de la visita inical.

Seguimiento de datos y seguridad
Seguimiento de datos

Los datos se recopilaran en formularios impresos y después seran verificados por el personal de ingreso de datos. Se
capacitara al personal de datos para buscar posibles errores y cualquier informacién cuestionable o ilegible se pondra
en conocimiento de la fuente de informacion del formulario y/o del Coordinador de Investigacion. Todas estas entradas
cuestionables o ilegibles seran abordadas de inmediato. Todos los datos de investigacién en papel se guardan en
archivadores cerrados en el Centro Médico del Hospital Infantil de Cincinnati. Solo el Pl y los miembros del equipo de
investigacion tendran acceso a estos archivos, lo que garantiza la seguridad de los registros en papel. Ademas, otros
procedimientos para garantizar la confidencialidad seguiran las normas y politicas del Centro Médico del Hospital
Infantil de Cincinnati.

El coordinador del estudio ingresara los datos (como los valores de laboratorio, los signos vitales y los datos de
medicion de resultados) desde los documentos de origen hasta los formularios de informe de casos (CRF). El Pl y/u
otros miembros del equipo de estudio revisaran las entradas de los formularios de informes de casos para verificar su
exactitud en comparacion con los documentos de origen. Los registros de investigacion y los documentos de origen
se mantendran en un cuadro de investigacion y se almacenaran en el archivador cerrado con llave del investigador, o
en archivos electronicos protegidos por contrasefia. Los registros se mantendran seguros y la informacion de
identificacion individual no se incluira en ningun informe o conjunto de datos.

A cada sujeto se le asignara un codigo alfanumérico Unico y esto servira como la Unica conexion entre los formularios
impresos y la base de datos electrénica de REDcap. La base de datos electrénica utilizada para alojar los datos estara
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protegida por contrasefia y solo los miembros del equipo de estudio tendran acceso a la base de datos. Esto protegera
los datos electronicos contra cualquier persona no autorizada para que no ingresen al conjunto de datos y pongan en
peligro la integridad de los datos.

Analisis estadistico y calculo de potencia

Los datos se consultaran y exportaran a software estadistico, en la mayoria de los casos SPSS o SAS, para el analisis
de datos. A pesar de la naturaleza piloto de este proyecto, tal como se disefid, este estudio tendra un poder del 70%
para detectar una diferencia en la proporcion de pacientes que responden al tratamiento entre el tratamiento activo y
el tratamiento con placebo de 0,5. El estudio tendra ademas un poder del 80% para detectar un tamafio de efecto de
1,2 en cualquier medida de resultado secundaria continua. El tamafio de la muestra se elige segun la recomendacion
para el muestreo en estudios piloto donde se sabe poco sobre las tasas de respuesta al tratamiento. 72El analisis del
punto final primario se completara utilizando la prueba exacta de Fisher para comparar el niumero de pacientes que
respondieron al tratamiento durante el tratamiento con farmaco frente a placebo. La prueba exacta de Fisher también
se utilizara para analizar la aparicion de efectos adversos en los dos grupos. Se aplicaran pruebas t de muestra
independientes para el anadlisis de variables continuas. No se realizaran ajustes por multiplicidad en el analisis
estadistico dada la naturaleza piloto del proyecto. Ademas, utilizaremos un modelo mixto lineal generalizado
(especificamente regresion logistica) para analizar el impacto del orden de tratamiento en el resultado. En general, los
resultados de este proyecto informaran el disefio del ensayo futuro, incluido el suministro de los datos necesarios para
el futuro calculo de poder de estudio a gran escala y la eleccion de la medida de resultado primaria.

Seguimiento de seguridad

Se utilizara un monitor médico del estudio independiente para el estudio. El Pl y los investigadores conjuntos seran
los principales responsables del seguimiento de la calidad de los datos y los eventos adversos. El analisis interino
trimestral se centrara en el seguimiento de las tasas de acumulacion y abandono. EI monitor revisara el reclutamiento
y los eventos adversos cada 6 meses e informara la evaluacion al Pl. El monitor independiente revisara las SAE y los
eventos significativos no anticipados a medida que se produzcan.

Definiciones y clasificaciones de eventos adversos

Un evento adverso para el proposito de este protocolo es la aparicion o el empeoramiento de cualquier signo, sintoma
o condicion médica no deseables que ocurra después de comenzar el farmaco del estudio, incluso si el evento no se
considera relacionado con el farmaco del estudio. Las afecciones/enfermedades médicas presentes antes de
comenzar el farmaco del estudio (pero después de firmar el consentimiento informado) solo se consideran eventos
adversos si empeoran después de comenzar el farmaco del estudio. Los valores anormales de laboratorio o los
resultados de las pruebas constituyen eventos adversos solo si inducen signos o sintomas clinicos, se consideran
clinicamente significativos o requieren terapia.

La aparicion de eventos adversos se buscara mediante un interrogatorio no directivo del sujeto. Los eventos adversos
también pueden detectarse cuando son ofrecidos por el sujeto durante o entre las visitas o mediante un examen fisico,
una prueba de laboratorio u otras evaluaciones. En la medida de lo posible, cada evento adverso debe ser evaluado
para determinar:

1. Gravedad: leve, moderada, grave, potencialmente mortal, muerte o grado 1-5

2. Atribucion al(a los) farmaco(s) del estudio: definido, probable, posible, improbable, no relacionado
3. Duracion: fechas de inicio y finalizacion o si contintia en la evaluacion final

4. Si constituye un evento adverso grave (SAE)

5. Acciéon tomada
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Descriptores de gravedad

Los eventos adversos se calificaran de la siguiente manera:

Gravedad Valor numérico Descripcion

Consciente de la sefial, sintoma o evento, pero facilmente tolerado;

Leve 1 No interfiere con la rutina diaria.

Malestar suficiente para interferir con la rutina diaria y puede requerir

Moderada 2 . . P
alguna intervencion terapéutica

Grave 3 Incapacitante, afecta significativamente el estado clinico; requiere
intervencion terapéutica

Amenaza de vida 4 Que amenaza la vida; se requiere intervencion inmediata

Muerte 5 El evento adverso causa la muerte.

Definiciones de atribucion

El investigador es responsable de la atribucion de eventos adversos para determinar la relacion del evento con el
estudio del farmaco o los procedimientos del estudio. La atribucion se determinara de la siguiente manera:

No relacionado El evento no esta relacionado.

Improbable El evento es poco probable que esté relacionado

Posiblemente El evento o la gravedad del evento no suele estar asociado, pero no hay evidencia sélida
relacionado para vincular el evento.

Probablemente El evento o la gravedad del evento es tal que es probable que se pueda correlacionar.
relacionado

Definitivamente Hay una fuerte correlacion con el evento.

relacionado

Eventos adversos esperados

Los eventos adversos esperados son aquellos que son un sintoma conocido o una condicién asociada relacionada
con la ketamina o los procedimientos de estudio.

Eventos adversos inesperados

Los eventos adversos inesperados se definen como cualquier evento adverso cuya naturaleza, frecuencia o gravedad
es inconsistente con la enfermedad, trastorno o condicion subyacente del sujeto o no se identifica en el Consentimiento
informado o Protocolo.

Eventos adversos graves
Los eventos adversos graves (SAE) son aquellos que:
Resultan en muerte

Son potencialmente mortales (un evento en el que el sujeto estaba en riesgo de muerte en el momento del evento; no
se refiere a un evento que hipotéticamente podria haber causado la muerte si fuera mas grave)

Requieren hospitalizacién (mas de 24 horas) o prolongacion de la hospitalizacion existente. Esto no incluye visitas de
estudio durante la noche para procedimientos relacionados con el estudio. Las hospitalizaciones programadas
electivas, no relacionadas con la enfermedad en estudio ni con el estudio (por ejemplo, para la amigdalectomia), no
se consideraran eventos adversos graves.

Resultan en una discapacidad/incapacidad persistente o significativa mayor que la que existia al inicio del estudio
Resultan en una anomalia congénita/defecto de nacimiento

Son, en opinion del investigador, un acontecimiento médico importante.

El personal del estudio seguira los eventos adversos hasta que se resuelva, si es posible. La duracién del evento se
registrara (fechas de inicio y finalizacion o si continta en la evaluacion final). Cualquier accién tomada para tratar el
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evento también sera registrada.

Informe de eventos adversos

Informes urgentes

Las SAE requieren informes urgentes cuando se cumplen los siguientes criterios:

Grave

Inesperado

Al menos posiblemente relacionado con el agente de estudio u otra actividad especifica del protocolo.
Los SAE que cumplan con los criterios anteriores deben informarse a la FDA de la siguiente manera:

Si se lo caracteriza como fatal o potencialmente mortal, dentro de los 7 dias del calendario posteriores a la recepcion
inicial de la informacion por parte del patrocinador.

Si no es fatal o no amenaza la vida, dentro de los 15 dias del calendario.

EI Monitor Médico revisara las SAE dentro de las 48 horas posteriores a la recepcion inicial de la informacion por parte
del(los) investigador(es) para revisar la asignacion de los Pl de la SAE como relacionada o no relacionada con el
tratamiento; para confirmar la calificacion de la toxicidad y asegurar que el estudio pueda continuar.

Las SAE que requieren informes urgentes se informaran al IRB simultaneamente.
Las desviaciones no planificadas significativas del protocolo también se informaran como se estipul6 anteriormente.

Todos los demas eventos adversos graves y eventos adversos no graves se informaran en el momento de la
presentacion de los informes anuales. Del mismo modo, las desviaciones menores se informaran en los informes
anuales.

Plan de seguimiento del estudio

El seguimiento sera realizado por un equipo independiente de seguimiento del estudio (personal capacitado de la
oficina de ensayos clinicos del Centro Médico del Hospital Infantil de Cincinnati) para garantizar que el estudio se
realice, documente e informe segun el protocolo aprobado por el IRB, la Conferencia Internacional sobre Armonizacion
(ICH) guia de la Buena Practica clinica (GCP) y requisitos reglamentarios aplicables de la FDA.

El seguimiento dirigido se realizara al menos una vez al afio, y el programa de seguimiento se determinara por la tasa
de inscripcion, el nivel general de riesgo del estudio, los riesgos identificados a nivel del sitio y los problemas que
pueden surgir durante el curso del estudio.

El seguimiento incluira la verificacion de los datos de origen y la revision de los datos de origen segun lo especificado
en el Plan de seguimiento. El monitor del estudio puede requerir acceso a los registros médicos del sujeto y otros
documentos de origen necesarios para verificar las entradas en los CRF/eCRF. El monitor del estudio realizara la
verificacion y/o revision de los procesos criticos del sitio como se indica, incluyendo:

Elegibilidad de los participantes de investigacion inscritos

Cumplimiento del protocolo e informe apropiado del Patrocinador/IRB de cualquier desviacion del protocolo
Informacioén de seguridad e informes de seguridad

Proceso de consentimiento y documentacion

Responsabilidad, almacenamiento y conciliacién de farmacos

Mantenimiento de registros de documentos esenciales

Integridad y precision de la entrada de datos y la resolucion de consultas de datos

Supervision del investigador.

Sujetos humanos

Un total de 24 personas de 12 a 30 afios con trastorno del espectro autista participaran en el ensayo de tratamiento
con ketamina.

No hay restricciones de género, etnicidad o antecedentes sociales. Las mujeres, los nifios y los miembros de grupos
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minoritarios y sus subpoblaciones en esta investigacion se incluiran como disponibles.
Consentimiento informado

Todos los sujetos femeninos en edad fértil tendran una prueba de embarazo en suero y seran excluidos del estudio si
esto es positivo. Para cada sujeto, incluyendo los sujetos mayores de 18 afios, se requerira que su(s) padre(s)/tutor(es)
legal(es) den un consentimiento informado voluntario por escrito para participar. Para individuos = 18 afios de edad y
con capacidad cognitiva para proporcionar un consentimiento informado, se obtendra un consentimiento adicional.
Dado que aproximadamente 3 de cada 4 personas con trastorno del espectro autista tienen discapacidad intelectual,
se anticipa que la mayoria de los sujetos no tendran la capacidad cognitiva y la comprension para dar su
consentimiento o consentimiento para participar en el proyecto.

Ademas de la participacion del individuo con trastorno del espectro autista, cada individuo (incluidos los = 18 afios de
edad) se necesitara que un padre o tutor acepte participar en el protocolo. El padre/tutor servira como informante para
muchas de las medidas de resultado de comportamiento empleadas en el protocolo. Las medidas de resultado
informadas por los padres/cuidadores son practica estandar en ensayos clinicos de autismo.

El consentimiento se obtiene del sujeto (cuando es posible) y el consentimiento formal por escrito se obtiene del(los)
padre(s)/tutor(es) legal(es) en el formulario de consentimiento aprobado por la Junta de Revisién Institucional del
Centro Médico del del Hospital Infantil de Cincinnati por un miembro de la equipo de estudio La naturaleza del proyecto,
los riesgos, los beneficios y las alternativas a la participacion en el proyecto se discuten con el sujeto (cuando sea
posible) y el padre o tutor legal del sujeto. Se alentara a todos los sujetos potenciales y sus tutores legales a hacer
preguntas sobre cualquier aspecto del estudio que no esté claro. Todas las preguntas seran respondidas y se aclararan
las incertidumbres. Todos los tutores legales recibiran copias del formulario de consentimiento para futuras referencias.
Se ofrecera una evaluacion clinica adecuada y el tratamiento del problema de referencia, independientemente de las
decisiones del sujeto/tutor legal con respecto a la participacion en el estudio.

Reclutamiento de sujetos

El reclutamiento de sujetos se llevara a cabo a través de anuncios electrénicos y en papel aprobados por el IRB
distribuidos a personas con trastorno del espectro autista, a sus familias, a médicos clinicos y agencias a través de la
base de referencia de CCHMC y a aquellos que se encuentran dentro de nuestros servicios clinicos existentes,
instalaciones residenciales, escuelas y hogares grupales para los discapacitados del desarrollo. Los swujetos también
se reclutaran a través de volantes, folletos, otros boletines informativos, charlas hechas por miembros del equipo de
investigacion y otros anuncios disponibles, incluidos sitios web, redes sociales, periddicos, radio y anuncios de
television (solo una vez que dichos anuncios estén aprobados individualmente por IRB).

Se reclutaran muchos sujetos de la base de la poblacién de pacientes clinicos en el Centro Médico del Hospital Infantil
de Cincinnati. Los miembros del equipo de investigacion también pueden comunicarse con otros proveedores de
atencion médica para proporcionar informacion sobre este estudio de investigacion. Ademas, los miembros del equipo
del estudio pueden realizar una revision de los registros médicos electrénicos para la investigacion para identificar a
los pacientes potencialmente elegibles de la clinica. Un miembro del equipo del estudio puede contactar a los
padres/tutores legales de los sujetos potencialmente elegibles para evaluar el interés en participar por teléfono o
mediante una carta aprobada por el IRB. Los padres/tutores legales de los sujetos interesados se someteran a una
evaluacion previa no invasiva en la que se explicaran el propdsito del estudio, los procedimientos y los criterios de
inclusién/exclusion. Si parece que el sujeto cumpliria con los criterios para el estudio y todavia hay un interés en
participar, los sujetos y sus tutores legales seran programados para una visita de consentimiento y seleccion.

Evaluacion de riesgo/beneficio
Tratamiento con ketamina

La ketamina es un agente anestésico aprobado por la FDA utilizado desde la década de 1970 mediante administracion
intravenosa (IV) o intramuscular (IM) para la induccion rapida de anestesia disociativa. Con dosis IV de 1,0 a 1,5 mg/kg
o dosis IM de 3 a 4 mg/kg, la ketamina ejerce rapidamente sus efectos disociativos al "desconectar" los sistemas
talamo-corticales y limbicos, lo que produce una disociacion del sistema nervioso central del estimulo externo’. Esto
da como resultado una analgesia potente, sedacion y amnesia mientras se mantiene la estabilidad cardiovascular y
se preserva la respiracion espontanea y los reflejos respiratorios. Debido a su perfil de seguridad, la ketamina se ha
utilizado cominmente en procedimientos dolorosos de urgencias en nifios durante las Gltimas dos décadas’. Ademas,
se ha demostrado que la ketamina es una opcion segura y eficaz para la sedacién en adultos con discapacidad mental
que se someten a procedimientos médicos dolorosos’. Aunque la ketamina no esta etiquetada por la FDA como
analgésico, también se ha usado durante mucho tiempo en dosis inferiores a las necesarias para la anestesia a través
de una variedad de sistemas de administracion que incluyen 1V, IM, oral e intranasal (IN) para el tratamiento del dolor
neuropatico, dolor postoperatorio, dolor irruptivo y dolor traumatico™. Las dosis mas bajas de ketamina son
generalmente bien toleradas con un impacto negativo minimo en la funcion cardiovascular o respiratoria’.
Recientemente se ha investigado la ketamina en dosis bajas para el tratamiento de la depresién mayor y la depresion
bipolar en adultos mediante la administracién IV y el trastorno bipolar en nifios mediante la administracién IN'3.77-79,
Las dosis intravenosas de 0,5 mg/kg mejoran rapidamente los sintomas de depresion, mientras que son relativamente
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bien tolerados, con un aumento transitorio de los sintomas disociativos que se resuelven en menos de 90 minutos®°.
La administracion IN de dosis de ketamina que oscilé entre 30 y 120 mg por dosis en 12 jévenes de 6 a 19 afios en
un estudio abierto dio como resultado sintomas mejorados del trastorno bipolar y fue bien tolerada con el efecto

adverso principal informado como sintomas disociativos que duraron menos de 60 afios -minutos después de la dosis
13

La ketamina se considera un agente anestésico seguro. La ketamina no ejerce su efecto disociativo a través de un
continuo de dosis-respuesta, y una vez que se alcanza la disociaciéon, no se profundiza con la administracion de
ketamina adicional. Por lo tanto, a diferencia de los opiaceos y otros agentes anestésicos, el aumento de la
administracion no aumenta el riesgo de depresion respiratoria y rara vez es necesaria la intubacion’. Un metaanalisis
de 2009 de 8282 casos de sedacion pediatrica con ketamina informé una incidencia del 3,9% de complicaciones de
las vias aéreas o respiratorias®'. La depresion respiratoria con el uso de ketamina es rara, y parece estar mas
comunmente asociada con la administracion intravenosa rapida que ocurre en el momento de los niveles maximos del
sistema nervioso central poco después de la administracion’. La ketamina es un derivado de fenciclidina con accién
psicomimética potencial, y los informes de reacciones de emergencia que incluyen alucinacion y agitacion después de
la administracion de ketamina para anestesia han atenuado el uso de este medicamento en algunas instituciones. El
metaanalisis del uso de ketamina en nifios revel6 una incidencia del 1,4% de reaccion de emergencia®?. La incidencia
informada de reacciones de emergencia en adultos varia ampliamente, pero sigue siendo relativamente baja, y oscila
entre el 0% y el 30%". La informacion de prescripcién para el clorhidrato de ketamina informa un 12% de incidencia
de reacciones de emergencia que van desde estados agradables de ensuefio a alucinaciones y al delirio que se
resuelven en unas pocas horas sin efectos psicoldgicos residuales. Una serie de casos en 17 adultos con discapacidad
mental sometidos a sedacion para procedimientos médicos no informé ningun incidente de reaccion de emergencia’®.
En general, las reacciones de emergencia con ketamina se consideran relativamente infrecuentes, leves y, por lo
general, se resuelven rapidamente. Ademas, el uso de ketamina en dosificaciones anestésicas tiene un amplio margen
de seguridad con varios casos documentados de administracion no intencional de sobredosis en nifios que varian de
5 a 100 veces la dosis prevista, seguido de una recuperacion prolongada pero completa®.

La dosificacion repetida a largo plazo de ketamina no se ha estudiado en detalle, ya que las dosis de anestesia
generalmente se administran con moderacion, y los estudios de tratamiento de depresion de dosis baja generalmente
han estado limitados en el tiempo. La ketamina tiene el potencial de abuso y ha sido abusada recreativamente, aunque
no se sabe que sea fisicamente adictiva. En animales, la exposicion prolongada a ketamina a altas dosis puede
provocar lesiones neuronales®*. En seres humanos, se ha demostrado que los abusadores de la ketamina exhiben
cambios en la materia blanca, déficit de materia gris cortical y cambios en la conectividad cortical®*. Ademas, se ha
expresado preocupacion con respecto al desarrollo de la dilatacién biliar y los sintomas del tracto urinario inferior,
incluida la cistitis con el abuso cronico de ketamina en dosis altas®%86.

Otros efectos secundarios conocidos de la ketamina incluyen nauseas, vomitos, fatiga y dolor de cabeza, mientras
que los desagradables no son un problema de seguridad significativo. Los efectos adversos especificos de la
administracion IN incluyen sabor amargo transitorio y sensacion de ardor en la garganta.

Los equivalentes de dosificaciones intranasales utilizados en este estudio estaran por debajo de los requeridos para
la indicacion IV de anestesia disociativa. En un estudio de las concentraciones plasmaticas de ketamina en los nifios
a través de la administracion IN, nifios de 2-9 afios con un peso de 10-30 kg recibieron 3 mg/kg en lo que resulta en
la concentracion plasmatica maxima media de 496 ng/ml (0,496 pg/ml)®” Los niveles plasmaticos generalmente
aceptados que se requieren para la anestesia inducida por ketamina son de 0,6-2,0 yg/ml en adultos y de 0,8-4,0
pg/ml en nifios. En este proyecto, el nifio mas pequefio que pesa 40 kg nunca recibira mas de 2 mg/kg de dosis IN y,
por lo tanto, se anticipa que ningun sujeto alcanzara niveles plasmaticos de anestesia. No se anticipa depresion
respiratoria con tratamiento. Sin embargo, los pacientes seran monitoreados continuamente por un minimo de 75
minutos después de la dosis. Ademas, se obtendran signos vitales cada 15 minutos por un total de 60 minutos después
de la dosis.

Procedimientos de venopuncién

Los riesgos de la puncidon venosa son modestos e incluyen malestar leve, infeccién, sangrado y desmayos. Se
utilizaran métodos y precauciones estandar para proteger el lugar de la puncién del sangrado y la infeccion. El
Coordinador de Investigacion estara familiarizado con los sujetos y acompafara al sujeto y a sus padres al entorno de
extraccion de sangre. Se anima a los padres a permanecer con el tema en todo momento. Para minimizar la ansiedad
y las reacciones fébicas del sujeto, utilizamos el personal de Child Life cuando sea necesario y esté disponible.
También se sugerira que los padres tranquilicen el tema con respecto a su seguridad. A discrecion de la enfermera o
el investigador, para ayudar a reducir el dolor en el sitio de la venopuncion, se ofrecera el uso de una crema anestésica
topica.

Procedimientos de proteccidon y minimizacion de riesgos

Se utilizara una evaluacion efectiva para eliminar a los sujetos que corren mayor riesgo debido a afecciones médicas
concurrentes. Los sujetos seran evaluados y atendidos en un entorno de investigacion neuropsiquiatrica pediatrica
avanzado y bien dotado de personal. Por lo tanto, la observacion directa por parte del personal de enfermeria y los
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psiquiatras de investigacion permitira un monitoreo cuidadoso de los posibles efectos adversos, incluidos los efectos
secundarios de los farmacos. Si las reacciones adversas se vuelven excesivas, el sujeto sera tratado y eliminado del
estudio. La Pl y la Co-I facilitaran la hospitalizacion psiquiatrica para cualquier sujeto cuyos sintomas sean dificiles de
manejar o peligrosos (los gastos de hospitalizacion cubiertos por la familia del sujeto/su proveedor de seguro). Habra
un monitoreo repetido del comportamiento y los signos vitales que permitiran al equipo de tratamiento evaluar el estado
del sujeto y alterar o finalizar el estudio si es necesario.

Beneficios potenciales

Los beneficios potenciales para los sujetos que ingresan a este proyecto son varios, entre ellos: los sujetos recibiran
una extensa evaluacién médica/neurolégica psiquiatrica, que se ofrece de forma gratuita; 24 personas con autismo
recibiran un ensayo de tratamiento de farmacos con ketamina muy cuidadosamente controlado que puede ser eficaz
para mejorar el deterioro social.

Relacion riesgo/beneficio

Los sujetos estaran expuestos a los riesgos de las muestras de sangre y los posibles efectos secundarios de la
ketamina. Para los pacientes, los beneficios que compensaran esto seran una evaluacion psiquiatrica y médica mas
intensiva y exhaustiva, un ensayo de tratamiento objetivo documentado y la posibilidad de una prescripcion mas
precisa del tratamiento disefiado para satisfacer las necesidades del sujeto individual. Dado que algunos de los sujetos
habran tenido ensayos con farmacos anteriores con respuesta deficiente o efectos secundarios intolerables o
peligrosos, la oportunidad de una evaluacion mas completa y un ensayo clinico seria beneficiosa. Por lo tanto, con el
riesgo de tratamiento farmacoldgico minimizado, la evaluacion y el tratamiento mas intensivos compensarian mas que
los riesgos negativos. El beneficio general para los miembros de la familia y la sociedad es considerable.

Coste del asunto y pago

Los sujetos recibiran 10$ por visita para participar en este estudio. Ademas del coste del viaje hacia y desde las visitas
y el posible tiempo fuera del trabajo para los cuidadores, no anticipamos otros costes para los sujetos asociados con
la participacién en el estudio.

Ejemplo 8. Protocolo de estudio 2, estudio de etiqueta abierta

Para abordar la importante necesidad de un tratamiento efectivo de los sintomas centrales del TEA, se utilizara un
estudio piloto abierto de ketamina intranasal (IN) en 12 individuos con TEA de 12 a 30 afios de edad que utilicen una
medida de resultado cuantitativa novedosa del deterioro social. Ademas, para desarrollar un enfoque de medicina
personalizada centrada en la ketamina en el TEA, se propone la incorporacion de evaluaciones farmacocinéticas (PK)
y farmacodinamicas moleculares (PD) en un estudio sistematico inicial al abordar los objetivos especificos como se
establece en el Ejemplo 7.

Disefio y métodos de investigacion: los criterios de inclusion son los mismos que en el Ejemplo 7.
Disefio y métodos de investigacion: los criterios de exclusion son los mismos que en el Ejemplo 7.
Disefo del estudio: el disefio del estudio es el que se muestra en la FIG. 7

Estudio de dosis de farmacos

El farmaco del estudio se administrara en las visitas de investigacion y los sujetos permaneceran en el lugar durante
un minimo de 75 minutos después de la dosis del farmaco del estudio. Los sujetos no llevaran a casa el farmaco del
estudio en ningin momento del estudio. Todas las visitas se realizaran con al menos 4 dias de diferencia, con un
maximo de 10 dias entre visitas (objetivo 7 dias).

La ketamina se combinara en un dispositivo de atomizacién de la mucosa que administra 10 mg de ketamina atomizada
por 0,1 cc en pulverizacion. Los participantes se auto administraran (o administraran con la ayuda de un cuidador) 2
pulverizaciones (20 mg) en la visita 1, 4 pulverizaciones (40 mg) en la visita 2, 6 pulverizaciones (60 mg) en la visita
3, 8 pulverizaciones (80 mg) ) en la visita 4, y 8 pulverizaciones (80 mg) en la visita 5, a menos que el sujeto alcance
la respuesta al tratamiento (véase la medida de resultado primaria a continuacion) o experimente un efecto adverso
significativo antes de alcanzar 8 pulverizaciones. En caso de respuesta al tratamiento, la dosis permanecera constante
a la dosis minimamente efectiva/tolerada durante el resto del estudio. En caso de que el Investigador principal
determine que el evento adverso tiene un impacto potencial negativo en la salud o la seguridad del paciente (véase la
informacion de seguridad a continuacion para analizar los posibles efectos adversos), la dosis se reducira a la dosis
tolerable anterior durante el resto del estudio o la participacion en el estudio sera terminado dependiendo de la
severidad y la relacion médica del efecto adverso.

En caso de que ocurran eventos adversos médicos o psiquiatricos entre visitas semanales programadas, se puede
ver a los sujetos para evaluar la gravedad de los eventos adversos y garantizar su seguridad. Durante estas visitas no
programadas, se realizaran examenes fisicos, laboratorios de seguridad segun lo indicado clinicamente y una revision
psiquiatrica de los sintomas.
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Medidas de resultado primarias y secundarias: las mismas que en el ejemplo 7.
Evaluaciones del estudio

Las disposiciones de monitoreo de seguridad incluiran: Panel metabdlico completo, hemograma completo, analisis de
orina, prueba de embarazo en suero en mujeres participantes en edad fértil, examen fisico, signos vitales y EKG en la
visita de seleccion. En cada visita de dosificacion, se controlaran los signos vitales antes de recibir la dosis del farmaco
del estudio y cada 15 minutos durante un total de 60 minutos después de la dosis del farmaco del estudio. En general,
los sujetos permaneceran en la clinica durante un minimo de 75 minutos después de la dosis. Se administrara un
formulario de monitoreo de eventos adversos basado en el Criterio de Terminologia Comun para Eventos Adversos
(CTCAE) en todas las visitas después de la visita de inicial.

El seguimiento ocular se completara con un seguidor ocular manos libres Tobii T120. Los sujetos veran videos de
interaccion social colocados al lado de videos de objetos geométricos en movimiento, asi como imagenes de caras
emocionales que no duraran mas de 7 minutos. El seguimiento ocular se completara al inicio del estudio y en cada
visita antes y después de la dosis del medicamento. Se intentaran todas las mediciones de seguimiento ocular, pero
no se requieren para la participacion en el estudio.

La electroencefalografia (EEG) se utilizara como una medida exploratoria para evaluar los efectos del tratamiento con
ketamina. EI EEG se grabara con un sistema de EEG portatil inalambrico de mdltiples canales (sistemas Emotiv EEG,
San Francisco, CA). El Emotiv EEG Neuroheadset se conecta de forma inalambrica a los ordenadores, y sus 14
nombres de canales EEG se basan en las ubicaciones internacionales 10-20. Los 14 canales mas 2 referencias
ofrecen optimizacion de resolucion espacial precisa. EI EEG se completara al principio y al final del estudio. Se
intentaran todas las mediciones de EEG, pero no se requieren para la participacion en el estudio.

Los ensayos de biomarcadores de activacion ERK se realizaran en la visita de seleccion, la semana 1 antes de la
dosis y la semana 5 antes y después de la dosis. Los ensayos se analizaran en el Laboratorio de Biomarcadores de
Traduccion Molecular del Dr. Craig Erickson en el Centro Médico del Hospital Infantil de Cincinnati (CCHMC). Para el
ensayo de activacion ERK, se colocan aproximadamente 5 mL de sangre completa en 3 mL de Histopaque en un tubo
de centrifuga de 15 mL y se centrifuga durante 35 minutos a 400 g. La capa celular que contiene linfocitos se retira y
se transfiere a RPMI-1640 para el lavado. Después de un segundo lavado en RPMI-1640, las células se resuspenden
a 106 por ml y se reposan durante 30 min. Después se estimulan mediante la adicion de acetato de miristato de forbol
(PMA, final conc. 40 nM) y se extraen alicuotas de la muestra a intervalos cortos, se fijan (paraformaldehido al 2%, 10
min) y se permeabilizan (metanol frio, 30 min.) Se fijan las células permeabilizadas fijas mediante la adicién de
anticuerpo monoclonal marcado con Alexafluor488 a phospho-ERK en oscuridad durante 30 min. Las células lavadas
y resuspendidas se analizan en un citometro de flujo Coulter; el aumento de brillo, resultante de cantidades crecientes
de ERK fosforilada, se mapea en una curva y se obtiene un valor de tiempo hasta la mitad de la fosforilacion maxima
para cada muestra de sangre.

Los niveles de sAPP total (total), SAPPa, AB40 y AB42 se analizaran a partir de muestras plasmaticas de sujetos
extraidos en la visita de seleccion, la semana 1 posterior a la dosis y la semana 5 antes y después de la dosis. Las
muestras de plasma de prueba se prepararan poco después de la recoleccion. Brevemente, se aislara el plasma de
la sangre recién extraida mediante centrifugacion a 1000 xg durante 12 minutos. Las muestras de plasma aisladas se
centrifugaran aun mas a 10000 xg durante 10 minutos para la eliminacion completa de las plaquetas. Las muestras
de plasma preparadas se dividiran en alicuotas en varios tubos de microcentrifuga y se almacenaran a -80 °C para
evitar la repeticion de congelacion y descongelacion. Las muestras de prueba se descongelaran en hielo justo antes
de usarlas. Si es necesario, las muestras de plasma se diluiran adecuadamente con el tampdn EIA y el analisis se
realizara en mediciones duplicadas para las muestras de prueba y los estandares. Se utilizaran muestras de prueba
en un intervalo de pH neutro y se tomaran medidas para evitar la contaminacion con disolventes organicos. Con
respecto al estandar para cuantificar los niveles de sAPPa, se preparara una serie de estandares de sAPPa en el
tampon EIA por diluciones en serie, desde 0,78 ng/mL a 50 ng/mL. Para determinar los niveles de sAPP,
descongelaremos las muestras de prueba a baja temperatura y las mezclaremos completamente. Con respecto al
estandar para cuantificar los niveles de sAPP, prepararemos una serie de estandares de sAPP en el tampoén EIA
mediante diluciones en serie, desde 0,39 ng/mL a 25 ng/mL. La placa de ELISA se recubrira previamente con IgG de
raton (IBL) anti-APP humana (R12A1). El ELISA de las muestras de plasma se llevara a cabo segun el protocolo del
fabricante y similar al método descrito anteriormente. Este kit ELISA utiliza IgG de ratén anti-APP humana (R101A4)
marcada con HRP como el anticuerpo de deteccién. Los niveles de péptidos AR se analizaran en muestras de plasma
sin plaquetas mediante un ELISA ultrasensible y especifico (Wako Chemical Industries, Japon). Las muestras de
plasma se diluiran de 2 a 10 veces para evitar sefiales no especificas. Los ELISA utilizan anticuerpos de captura
altamente especificos BA27 y BC05 para detectar AR (1-40) y AR (1-42), respectivamente. Los procedimientos de
ensayo generales se realizaran segun las pautas del fabricante. El ELISA de las muestras de plasma se realizara de
forma "ciega". La mayoria del procedimiento ha sido reportado recientemente por el Solicitante® y los procedimientos
en CCHMC reflejan el trabajo del Solicitante que se completd inicialmente en la Universidad de Indiana.

Muestras de sangre de la evaluacion farmacocinética extraidas para evaluar la ketamina y su metabolito y las
concentraciones de ketamina a los 30 minutos y 180 minutos después de la primera semana, y a los 30, 90 y 240
minutos después de la quinta semana. Las concentraciones de ketamina y norketamina se determinaran en un ensayo
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de espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) de cromatografia liquida validada de bajo volumen en el
laboratorio Mass-Spec dirigido por Alexander Vinks y Ken Setchell en CCHMC. Los datos de concentracion se
analizaran mediante analisis farmacocinético compartimental y no compartimental con el paquete de software
WinNonlin (Version 4.0.1, Pharsight Corporation, Palo Alto, CA) utilizando un algoritmo de minimos cuadrados
ponderado. El analisis de PK de la poblacion se llevara a cabo utilizando la version 7.2.0 de NONMEM (ICON, Ellicott
City, MD) en un sistema operativo Linux de 64 bits con un compilador Fortran de Intel (v 12.0). PDx-Pop (version 5,
ICON, Ellicott City, MD) se utilizara como la interfaz grafica de usuario para ejecutar NONMEM vy para procesar la
salida NONMEM. La visualizacion de la salida NONMEM fue implementada por el paquete Xpose 4 en R (v 2.15.0.).
Se utilizara la estimacion condicional de primer orden con interaccion (FOCE-l) para estimar simultdneamente los
parametros PK tipicos de la poblacion, el efecto aleatorio de la variabilidad interindividual y los errores residuales. La
seleccion de la estructura del modelo se basara en los criterios de bondad de ajuste, incluida la convergencia con al
menos 3 digitos significativos, graficos de diagndstico, plausibilidad fisiolégica de las estimaciones de los parametros
y el criterio de informacion de Akaike (AIC). La variabilidad interindividual (IIV) se modelara utilizando un modelo
exponencial que asume una variable interindividual normalmente distribuida con una media de cero y una variacion
de w2. Las estimaciones de parametros generadas incluiran Cmax, depuracién corporal total, semividas de distribucion
y eliminaciéon, volumen de distribucion y el area bajo la curva (AUC).

Monitoreo de datos y seguridad
Monitoreo de datos - igual que en el ejemplo 7.
Analisis estadistico

A medida que este proyecto madura en la etapa de analisis de datos, los datos se consultaran y exportaran a un
software estadistico, en la mayoria de los casos SPSS o SAS, para el analisis de datos. El tamafio de nuestra muestra
se eligié segun la recomendacion para el muestreo en estudios piloto donde se sabe poco sobre las tasas de respuesta
al tratamiento’. El tamafio de nuestra muestra nos permitira estimar el tamario del efecto que guiara el desarrollo de
futuros estudios controlados con placebo. Pruebas t pareadas de muestra se utilizaran en el analisis de variables
continuas. La prueba exacta de Fisher se empleara en el anadlisis de variables categodricas. Los datos se resumiran
con las medias y desviaciones estandar reportadas. No haremos ajustes por multiplicidad en el analisis estadistico
dada la naturaleza piloto del proyecto. Ademas, utilizaremos un modelo mixto lineal generalizado (especificamente
regresion logistica) para analizar el impacto del orden de tratamiento en el resultado. En general, los resultados de
este proyecto informaran el disefio del ensayo futuro, incluido el suministro de los datos necesarios para el futuro
calculo de poder de estudio a gran escala y la eleccion de la medida de resultado primaria.

El analisis de correlacion entre la activacion de ERK, los derivados de la APP plasmatica, la respuesta clinica, los
eventos adversos y el PK AUC se modelaran mediante el analisis de regresion en SPSS. La comparacion de los
niveles plasmaticos de sAPP-total, sAPPa, AB40, AB42, asi como las proporciones de sAPPa/sAPP y ABR42/ABR40
antes y después del tratamiento con ketamina seran resultados primarios analizados para el biomarcador de la APP.
Para el marcador de activacion de ERK, los resultados primarios incluiran niveles de p-ERK linfociticos basales y
tiempo hasta la mitad de la fosforilacion de ERK maxima después de la activacion de los linfocitos. Todos los datos de
biomarcadores de sangre se codificaran en IBM SPSS Statistics 21 o SAS 9.4 para su analisis. Las diferencias entre
los valores anteriores y posteriores al ensayo para APP y ERK se compararan mediante pruebas t pareadas en la
muestra del paciente, mediante un nuevo muestreo de la diferencia media en los grupos de tratamiento individuales y
los intervalos de confianza del 95% y la g de Hedge calculada. Se realizara un analisis exploratorio de la correlacion
de Kendall para evaluar cualquier relacion entre el cambio en la APP primaria y/o los resultados de activacion de ERK
anteriores y el cambio en las medidas de resultados de comportamiento que pueden mostrar cambios durante el curso
del ensayo clinico.

Monitoreo de seguridad - igual que en el ejemplo 7.

Definiciones y clasificaciones de eventos adversos, las mismas que en el Ejemplo 7.
Informe de eventos adversos, igual que en el Ejemplo 7.

Informes urgentes: igual que en el Ejemplo 7.

Plan de Monitoreo del Estudio - Igual que en el Ejemplo 7.

Sujetos humanos

Un total de 12 personas de 12 a 30 afios con trastorno del espectro autista participaran en el ensayo de tratamiento
con ketamina.

No hay restricciones de género, etnicidad o antecedentes sociales. Tenemos la intencion de incluir, cuando estén
disponibles, mujeres, nifios y miembros de grupos minoritarios y sus subpoblaciones en esta investigacion.

Consentimiento informado - igual que en el Ejemplo 7.
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Reclutamiento de sujetos - igual que en el ejemplo 7.

Procedimientos de venopuncion - Igual que en el Ejemplo 7

Procedimientos para protegerse y minimizar el riesgo - igual que en el Ejemplo 7
Beneficios potenciales - Igual que en el Ejemplo 7

Relacion riesgo/beneficio - Igual que en el Ejemplo 7

Coste y pago del asunto - Igual que en el Ejemplo 7
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Todos los porcentajes y relaciones se calculan en peso, a menos que se indique lo contrario.
Todos los porcentajes y relaciones se calculan en funcion de la composicion total, a menos que se indique lo contrario.

Debe entenderse que cada limitacion numérica maxima dada a lo largo de esta memoria descriptiva incluye cada
limitacién numérica inferior, como si dichas limitaciones numéricas inferiores estuvieran expresamente escritas en el
presente documento. Cada limitacion numérica minima dada a lo largo de esta memoria descriptiva incluira cada
limitacién numérica superior, como si dichas limitaciones numéricas superiores estuvieran expresamente escritas en
el presente documento. Cada intervalo numérico dado a lo largo de esta memoria descriptiva incluira cada intervalo
numérico mas estrecho que caiga dentro de un intervalo numérico mas amplio, como si dichos intervalos numéricos
mas estrechos estuvieran expresamente escritos en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende ketamina y un excipiente y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable para uso en
un método para tratar un trastorno del espectro autista en un sujeto que lo necesite, que comprende la etapa de
administracion intranasal a dicho sujeto de dicha composicion, en donde dicha composicion se administra en una dosis
que comprende de aproximadamente 20 mg a aproximadamente 120 mg de ketamina.

2. La composicion para uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha composicion comprende ketamina racémica y/o
el enantiémero S de ketamina.

3. La composicion para su uso segun la reivindicacion 2, en donde dicha composicion comprende mas de
aproximadamente el 50%, o mas de aproximadamente el 60%, o mas de aproximadamente el 70%, o mas de
aproximadamente el 80% o mas de aproximadamente el 90%, o mas de aproximadamente el 95%, o mas del 99% del
enantiomero S de la ketamina.

4. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha composicion esta
sustancialmente libre de R-ketamina.

5. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicha composicion
comprende ademas un agente para tratar el autismo seleccionado de antipsicéticos atipicos, estimulantes, inhibidores
de la recaptacion de serotonina, agonistas alfa 2 y una combinacion de los mismos.

6. La composiciéon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha composicion se
administra semanalmente, mas preferiblemente entre cada dos a siete dias.

7. La composiciéon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha composicion se
administra diariamente.

8. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha composicion se
administra en una dosis creciente.

9. La composicion para uso de segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde dicha composicion se
administra en una dosis que comprende de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 mg de ketamina, o de
aproximadamente 70 a aproximadamente 80 mg de ketamina.

10. La composiciéon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicha composicion
comprende ademas un agente seleccionado de un potenciador de la permeacion, un polimero capaz de aumentar la
adhesién de la composicion a la mucosa, o una combinacion de los mismos.

11. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, para uso en un método para mejorar
el compromiso social en un sujeto que lo necesite, en donde dicha composicion se administra por via intranasal.

12. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para uso en un método para mejorar
el compromiso social en un sujeto diagnosticado con TEA.

13. La composicidon para su uso segun la reivindicacion 11, en donde la respuesta al tratamiento se mide
comprendiendo la etapa de usar las caras de Nim Stim como medida del cambio en el compromiso social.

14. Una composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde dicha composicion esta
disponible en forma de un dispositivo de administracién intranasal que comprende dicha composiciéon, en donde dicho
dispositivo de administracion es capaz de administrar una dosis unitaria de aproximadamente 20 a aproximadamente
120 mg, o de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 mg, o de aproximadamente 70 a aproximadamente 80 mg.
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Figura 6
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