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DESCRIPCION
Preparacion de fosfolipidos para la mejora de las habilidades de comunicacion
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a preparaciones de fosfolipidos eficaces para mejorar las capacidades de
comunicacién en sujetos que padecen deficiencias/dificultades en la comunicacion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La comunicacion es dar, recibir o intercambiar ideas, informacion, sefiales o mensajes, lo que permite a los individuos
0 grupos persuadir, buscar informacion, dar informacién o expresar emociones. Esta amplia definiciéon incluye el
lenguaje corporal, las habilidades para hablar y escribir.

Las deficiencias/dificultades en la comunicacion son deficiencias del desarrollo o adquiridas. La Asociaciéon Americana
del Habla, Lenguaje y Audicién (ASHA) describe los trastornos de comunicacién mas especificamente, como un
impacto en la capacidad de una persona de “recibir, enviar, procesar y comprender conceptos o sistemas de simbolos
verbales, no verbales y graficos”. Las deficiencias en la comunicacién pueden impedir parcial o totalmente la
comunicacion.

Las deficiencias en la comunicacion pueden incluir, entre otros, problemas relacionados con el habla, el lenguaje y el
procesamiento auditivo o la comunicacién social pragmatica. La ultima representa dificultades que influyen en el uso
de la comunicacién verbal y no verbal en contextos naturalistas, lo que afecta al desarrollo de las relaciones sociales
y a la comprension del discurso.

Las deficiencias en la comunicacion estan presentes en varios trastornos, incluidos los trastornos neurolégicos (por
ejemplo, epilepsia, afasia y lesion/trauma cerebral); trastornos emocionales o psiquiatricos (por ejemplo, trastorno de
ansiedad generalizada, agorafobia, trastorno de ansiedad social, fobias, trastorno de panico, trastorno de estrés
postraumatico y mutismo selectivo); trastornos de personalidad (por ejemplo, esquizofrenia y trastorno obsesivo-
compulsivo); trastornos del desarrollo (por ejemplo, autismo, sindrome de Asperger, trastorno generalizado del
desarrollo, trastorno desintegrativo infantil, sindrome de Rett y retraso mental); y trastornos del habla.

El trastorno del espectro autista (TEA) abarca un conjunto de discapacidades del desarrollo que pueden causar
importantes desafios sociales, de comunicaciéon y de comportamiento. Los pacientes con TEA padecen un trastorno
de comunicacién social que también se caracteriza por un patron de conducta restringido o repetitivo que causa una
deficiencia funcional significativa y angustia a las personas afectadas y a sus cuidadores. Los términos autismo y TEA
se usan de manera intercambiable en el presente documento.

El TEA se puede categorizar con base en el desarrollo del lenguaje. Los retrasos y/o anomalias en el funcionamiento
del lenguaje son evidentes en algunos individuos con autismo, mientras que en otros (como los pacientes con
Asperger) no existe un retraso general clinicamente significativo en el lenguaje, aunque el lenguaje atipico suele
presentarse como anomalias cualitativas tales como: ritmo, volumen, prosodia, pragmatica, o frecuencia de produccion
del habla.

Otra forma de clasificar el TEA es segun los patrones de comunicacion. Varios estudios han revelado que algunos
individuos con autismo (como los pacientes con Asperger) tienen patrones de comunicacion expresivos/emocionales,
mientras que otros usan patrones de comunicacion no expresivos/no emocionales. Curiosamente, hay una asociacion
entre la presentacion de los patrones de comunicacion y el desarrollo del lenguaje. La mayoria de los individuos con
TEA sin retraso en el desarrollo del lenguaje presentan patrones de comunicacién expresivos/emocionales; mientras
que la mayoria de los individuos con TEA que sufren un retraso en el desarrollo del lenguaje también presentan
patrones de comunicacion no expresivos/no emocionales.

El documento US 2013/289277 A1 ensefia un medicamento que comprende lurasidona o una sal por adiciéon de acido
farmacéuticamente aceptable de la misma para tratar trastornos generalizados del desarrollo.

El documento US 2009/074857 A1 ensefia métodos para mejorar las funciones cognitivas en un sujeto que utiliza una
composicion lipidica conjugada con acidos grasos omega-3 y omega-6, con cantidades especificas y patrones de
conjugacion especificos de LA, acido linolénico (acido alfa-linolénico, acido gamma-linolénico) DHA y eicosapentaenoail
(EPA), por ejemplo, utilizando diferentes fuentes de lipidos. En el presente documento se describe una preparacion
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lipidica, dicha preparacion comprende un resto fosfatidilserina y grupos acilo de acidos grasos poliinsaturados (PUFA),
en particular, grupos acilo de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA), como grupos acilo de omega-
3 y/lu omega-6, donde dicho PUFA se une covalentemente a dicho glicerofosfolipido. Dichas preparaciones lipidicas
son particularmente Utiles en el tratamiento de trastornos mentales y cognitivos, por ejemplo, TDAH (trastorno por
déficit de atencion con hiperactividad) y enfermedad de Alzheimer.

La publicacion internacional WO 2015/085192 A2 ensefia una preparacion para el tratamiento y/o prevencion de
convulsiones que comprende una mezcla no derivada de mamiferos de conjugados de glicerofosfolipidos de serina
(PS), donde la mezcla comprende (a) acido eicosapentaenoico (EPA) conjugado con PS y (b) acido docosahexaenoico
(DHA) conjugado con PS, y métodos de tratamiento de las convulsiones con los mismos.

Segun el conocimiento de los autores de la invencion, en la actualidad, no hay medicamentos aprobados indicados
para curar, prevenir o controlar los trastornos de la comunicacién. Considerando especificamente el TEA, solo 2
antipsicoticos atipicos, risperidona y aripiprazol, estan aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA) para el tratamiento de irritabilidad significativa (agresidon hacia otros, autolesion
deliberada, berrinches y estados de animo labiles) asociados con TEA Estas intervenciones médicas benefician las
conductas desafiantes, sin embargo, no se informé de que mejoren la comunicacién verbal o no verbal en pacientes
con TEA. Ademas, tienen efectos secundarios significativos que incluyen aumento de peso, sedacién y efectos
extrapiramidales.

Aunque los medicamentos no estan correlacionados con un efecto beneficioso en los patrones de comunicacion, existe
una evidencia creciente de que los enfoques de intervencion disefiados para mejorar la comunicacion y el desarrollo
del lenguaje de los nifios con deficiencias en la comunicacion pueden mejorar las habilidades y capacidades de
comunicacion.

Los glicerofosfolipidos, también denominados como fosfolipidos, son componentes clave de la bicapa lipidica de las
células y estan involucrados en el metabolismo y la sefializacion celulares. Los grupos hidroxilo de la cadena principal
del glicerol de los fosfolipidos se sustituyen por una cabeza de fosfato hidrofilica y una cola hidrofébica compuesta de
acidos grasos no polares. Los glicerofosfolipidos pueden subdividirse en distintas clases, segun la naturaleza del grupo
de la cabeza polar, como, por ejemplo: fosfatidilcolina (también conocida como PC o lecitina), fosfatidiletanolamina
(PE) y fosfatidilserina (PS). Ademas de servir como componente primario de las membranas celulares y de los sitios
de unidn para las proteinas intracelulares e intercelulares, algunos glicerofosfolipidos, como el fosfatidilinositol y los
acidos fosfatidicos, son precursores de, o son ellos mismos, segundos mensajeros derivados de la membrana. Los
estudios han demostrado que PS y PC mejoran la funcién de la membrana neuronal y mejoran las habilidades de
memoria. Se encontré que la PS tiene un efecto beneficioso en el TDAH, la depresion y el estrés cronico. Ademas, se
encontrd que la PC reduce los sintomas emocionales del sindrome premenstrual.

Al parecer, el origen de los fosfolipidos y su contenido en acidos grasos influyen en su actividad. Por ejemplo, se ha
demostrado que la biofuncionalidad de la PS de soja en la mejora de la funcidn cognitiva es diferente a la de otros
tipos de PS (véase, WO 2005/037848). Ademas, se demostré que las diferentes relaciones de acidos grasos
especificos conjugados con PS pueden influir en la eficacia de la PS para mejorar las funciones cognitivas en sujetos
de edad avanzada con deterioro del rendimiento cognitivo (véase, WO 2009/156991).

Por lo tanto, es beneficioso aplicar el tipo apropiado de preparacién de PS para la indicacion especifica.
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una preparacion que comprende una fosfatidilserina (PS), un acido fosfatidico, un
acido lisofosfatidico y al menos un acido graso unido a la PS, donde: un porcentaje en peso de PS con respecto a la
preparacion es superior a un 40 %; un porcentaje en peso de PS con respecto a los fosfolipidos totales en la
preparacion es superior a un 40 %; y un porcentaje del al menos un acido graso unido a la PS en la preparacion con
respecto al contenido total de &cidos grasos unidos a la PS en la preparacion es tal que un porcentaje de acido
eicosapentaenoico (EPA) es superior o igual a un porcentaje de acido palmitico, el porcentaje de acido palmitico es
superior a un porcentaje de acido docosahexanoico (DHA), el porcentaje de DHA es superior a un porcentaje de acido
oleico y el porcentaje de acido oleico es superior a un porcentaje de acido linoleico.

Segun algunas realizaciones, el porcentaje en peso de PS con respecto a la preparacion es a veces superior a un
45 %, a veces superior a un 50 % y a veces superior a un 55 %.

Segun algunas realizaciones, el porcentaje en peso de PS con respecto a los fosfolipidos totales en la preparacion es
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a veces superior a un 45 %, a veces superior a un 50 %, a veces superior a un 55 %, a veces superior a un 60 % y a
veces superior a un 65 %.

Segun algunas realizaciones, la relacion en peso de la PS a la suma de acido fosfatidico y &cido lisofosfatidico en la
preparacion es superior a 1:1 e inferior a 10:1, a veces superior a 1.5:1 inferior a 8:1, en ocasiones superior a 2:1 e
inferior a 5:1 y a veces superior a 2,5: 1 e inferior a 4:1.

Segun algunas realizaciones, el porcentaje de EPA unido a la PS en la preparacion con respecto al contenido total de
acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a un 18 % e inferior a un 45 %, a veces superior a un 22 %
e inferior a un 40 %, a veces superior a un 26 % e inferior a un 36 % y a veces superior a un 27 % e inferior a un 34 %.

Segun algunas realizaciones, el porcentaje de acido palmitico unido a la PS en la preparacion con respecto al
contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a un 18 % e inferior a un 45 %, a veces
superior a un 22 % e inferior a un 40 %, a veces superior a un 26 % e inferior a un 36 % y a veces superior a un 27 %
e inferior a un 34 %.

Segun algunas realizaciones, el porcentaje de acido palmitico unido a la PS en la preparacion con respecto al
contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a un 14 % e inferior a un 42 %, a veces
superior a un 18 % e inferior a un 40 %, a veces superior a un 20 % e inferior a un 30 % y a veces superior a un 21 %
e inferior a un 26 %.

Segun algunas realizaciones, el porcentaje de DHA unido a la PS en la preparacion con respecto al contenido total de
acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a un 6 % e inferior a un 25 %, a veces superioraun 8 % e
inferior a un 22 %, a veces superior a un 11 % e inferior a un 20 % y a veces superior a un 12 % e inferior a un 17 %.

Segun algunas realizaciones, el porcentaje de acido oleico unido a la PS en la preparacion con respecto al contenido
total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a un 1 % e inferior a un 15 %, a veces superior a
un 2 % e inferior a un 13 %, a veces superior a un 4 % e inferior a un 11 % y a veces superior a un 5 % e inferior a un
8 %.

Segun algunas realizaciones, el porcentaje de acido linoleico unido a la PS en la preparacién con respecto al contenido
total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a un 0,1 % e inferior a un 6 %, a veces superior a
un 0,5 % e inferior a un 4 %, a veces superior a un 1 % e inferior a un 3 %, a veces superiora 1 e inferioraun 2y a
veces superior a un 1,5 % e inferior a un 2 %.

La presente invencién también proporciona una preparacion segun una cualquiera de las realizaciones anteriores que
comprende ademas una fosfatidilcolina (PC). A veces, la preparacion tiene un porcentaje en peso de PC inferior a un
10 % con respecto a la preparacion. A veces, el porcentaje en peso de PC con respecto a la preparacion es superior
a un 0,01 % e inferior a un 8 %, a veces superior a un 0,01 % e inferior a un 6 %, a veces superior a un 0,01 % e
inferior a un 3,2 %, a veces superior a un 0,05 % e inferior a un 3,2 %, a veces superior a un 0,1 % e inferior a un 4 %
y a veces superior a un 1 % e inferior a un 3,5 %.

Segun una realizaciéon especifica, la preparacion de la invencién comprende una fosfatidilserina (PS), un acido
fosfatidico, un &cido lisofosfatidico, una fosfatidilcolina (PC) y al menos un &cido graso unido a la PS, donde: un
porcentaje en peso de PS con respecto a la preparacion es superior a un 40 %; un porcentaje en peso de PS con
respecto a los fosfolipidos totales en la preparacién es superior a un 50 %; un porcentaje en peso de PC con respecto
a la preparacion es superior a un 0,01 % e inferior a un 3,2 %; una relaciéon en peso de la PS a la suma del acido
fosfatidico y del acido lisofosfatidico en la preparacién es superior a 2,5:1 e inferior a 4:1; un porcentaje de EPA unido
ala PS en la preparacion con respecto al contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior
a un 27 % e inferior a un 34 %; un porcentaje de acido palmitico unido a la PS en la preparacién con respecto al
contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a un 21 % e inferior a un 26 %; un
porcentaje de DHA unido a la PS en la preparacién con respecto al contenido total de acidos grasos unidos a la PS
en la preparacion es superior a un 12 % e inferior a un 17 %; un porcentaje de acido oleico unido a la PS en la
preparacion con respecto al contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superioraun 5 % e
inferior a un 8 %; y un porcentaje de acido linoleico unido a la PS en la preparacion con respecto al contenido total de
acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a un 1 % e inferior a un 2 %.

La presente invencién proporciona una composicién nutricional, farmacéutica o nutracéutica, o un alimento funcional

o médico que comprende una preparacion de la invencién. En una realizacién, una composicion farmacéutica de la
invencién comprende ademas al menos un agente farmacéuticamente activo.
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Segun uno de sus aspectos, la presente invencién proporciona una preparacion o una composicion segun la invencion
para su uso en un método para tratar un trastorno o deficiencia de la comunicacion que comprende administrar a un
sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de las preparaciones o composiciones de
fosfolipidos segun la invencion. Mas preferiblemente, la cantidad terapéuticamente eficaz se proporciona como una
dosis diaria. Opcionalmente, el método se refiere a tratar y/o prevenir el trastorno del espectro autista (TEA), autismo
o sindrome de Asperger. A veces, el método se refiere a tratar y/o prevenir el autismo con retraso del lenguaje, bajo
rendimiento intelectual, patrones de comunicaciéon no expresivos/no emocionales, 0 una combinacion de los mismos;
o el autismo sin retraso en el lenguaje y con Cl normal/alto, y/o con patrones de comunicacion expresivos/emocionales.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Tal como se usa en el presente documento, tratar el trastorno o deficiencia de la comunicacion se refiere a mejorar
las capacidades de comunicacién de un paciente con el trastorno o deficiencia de la comunicacion, reducir la gravedad
o la frecuencia de los sintomas asociados con el trastorno o deficiencia de la comunicacion, curar el trastorno o
deficiencia de la comunicacion, mejorar la calidad de vida de un paciente con el trastorno o deficiencia de la
comunicacion, reducir la gravedad de las comorbilidades que acompafian al trastorno o deficiencia de la comunicacion,
0 una combinacién de los mismos.

Segun otra realizacion de la invencién, las preparaciones de fosfolipidos pueden administrarse a sujetos con
enfermedades neurologicas, preferiblemente, con enfermedades de desarrollo neurolégico, mas preferiblemente, con
enfermedades que no estan relacionadas con el deterioro cognitivo asociado a la edad o la neurodegeneracién. Segun
otra realizacién de la invencion, las preparaciones de fosfolipidos se administran a sujetos de al menos un mes, a
veces, al menos tres afios, a veces, al menos seis afios y a veces al menos 13 afios de edad. Opcionalmente, la
preparacion y/o el procedimiento segun al menos algunas realizaciones de la invencién se refieren a mejorar la
comunicacién en adultos.

El uso de las composiciones reivindicadas se refiere también a reducir la frecuencia de los sintomas relacionados con
el autismo, reducir la gravedad de los sintomas relacionados con el autismo, mejorar los sintomas no deseados
asociados con el autismo, tratar el autismo o una combinacion de los mismos mediante el uso de la preparacion de la
invencion. Preferiblemente, el uso de las composiciones reivindicadas se refiere a mejorar la comunicacion en las
deficiencias en la comunicacion presentadas en el autismo. A veces, el uso de las composiciones reivindicadas se
refiere a reducir la frecuencia de los sintomas relacionados con el autismo, reducir la gravedad de los sintomas
relacionados con el autismo, mejorar los sintomas no deseados asociados con el autismo, tratar el autismo o una
combinacién de los mismos mediante el uso de la preparacion de la invencidn en pacientes autistas que sufren retraso
del lenguaje, bajo rendimiento intelectual, patrones de comunicacion no expresivos/no emocionales, o una
combinacion de los mismos; o en pacientes autistas sin retraso del lenguaje, con Cl normal/alto y/o con patrones de
comunicacion expresivos/emocionales.

A veces, el uso de las composiciones reivindicadas se refiere a mejorar la comunicacion en las deficiencias en la
comunicacién presentadas en pacientes autistas que padecen retraso del lenguaje, bajo rendimiento intelectual,
patrones de comunicacién no expresivos/no emocionales, o una combinacién de los mismos; o en pacientes autistas
sin retraso del lenguaje, con Cl normal/alto y/o con patrones de comunicacion expresivos/emocionales.

En otra realizacion de la presente invencion, la preparaciéon se proporciona como una composicion farmacéutica en
una mezcla con agentes auxiliares farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, otros agentes terapéuticos. Los
agentes auxiliares deben ser “aceptables” en el sentido de que sean compatibles con los otros ingredientes de la
composicion y no perjudiciales para sus receptores.

Segun otra realizacién, las composiciones farmacéuticas o nutracéuticas estan en forma galénica de administracion
seleccionada segun la via de administracion.

Segun ofra realizacién, la presente invencion se puede administrar en forma de capsulas, comprimidos, pildoras,
gomas, aceites liquidos, polvos, granulados, ceras, pastas, emulsiones acuosas y cualquier otra forma que permita su
uso en las aplicaciones objetivo.

Segun otra realizacion, una dosis diaria de la preparacion de la invencién como se describe en el presente documento
proporciona opcionalmente de 75 a 600 mg de PS al sujeto, a veces, de 75 a 450 mg de PS, a veces, de 75 a 300 mg
de PS, a veces, de 75 a 225y, a veces, de 75-150 mg de PS. La dosis diaria puede dividirse opcionalmente en una
pluralidad de dosis cada dia o, alternativamente, puede administrarse opcionalmente como un bolo unico cada dia.
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Segun otra realizacion, una dosis diaria de la preparacién de la invencién como se describe en el presente documento
proporciona opcionalmente de 20 a 172 mg de EPA al sujeto, a veces, de 21,5 a 129 mg de EPA, a veces, de 21,5 a
86 mg de EPA 'y, a veces, de 21,5 a 43 mg de EPA. La dosis diaria puede dividirse opcionalmente en una pluralidad
de dosis cada dia o, alternativamente, puede administrarse opcionalmente como un bolo Unico cada dia.

Segun otra realizacion, una dosis diaria de la preparacion de la invencién como se describe en el presente documento
proporciona opcionalmente de 8 a 68 mg de DHA al sujeto, a veces, de 8 a 51 mg de DHA, a veces, de 8 a 34 mg de
DHA vy, a veces, de 8,5 a 17 mg de DHA. La dosis diaria puede dividirse opcionalmente en una pluralidad de dosis
cada dia o, alternativamente, puede administrarse opcionalmente como un bolo uUnico cada dia. La dosis diaria segun
al menos algunas realizaciones de la presente invencién, cuando se administra en forma de capsulas, comprimidos,
jarabes, gomas, aerosol, jeringuilla, gotero, inhalacion por tubo (para polvos), administracion de frascos comprimidos,
administracion intranasal atomizada (jeringuilla o dispositivos de pulverizacion accionados por bomba) y otros sistemas
de administracion conocidos, comprende opcionalmente una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho unidades de
administracion por dia.

Cabe sefalar que la preparacion de la invencion también puede comprender otros fosfolipidos, como fosfatidilcolina
(PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (Pl) y fosfatidilglicerol (PG), a los que estan unidos covalentemente
(enlazados) los acilos de los acidos grasos en cualquiera o ambas posiciones sn-1 o sn-2 del resto de glicerol del
fosfolipido. El perfil de conjugacion de los acidos grasos de cualquiera de los lipidos polares sefialados anteriormente
puede ser igual, o diferente, al perfil de conjugacion de los acidos grasos de PS, como se describe en el presente
documento.

El término “comunicaciéon” se define como cualquier forma de dar, recibir o intercambiar ideas, informacion, sefiales o
mensajes, lo que permite a los individuos o grupos persuadir, buscar informacion, dar informacion o expresar
emociones. Esta amplia definicién incluye, entre otras cosas, interaccion social con el lenguaje corporal, contacto
visual y habilidades para hablar y escribir.

Las expresiones “deficiencias en la comunicacion” o “dificultades de comunicacion” o “trastornos de comunicacion” se
usan de manera intercambiable en el presente documento. Las expresiones “deficiencias en la comunicacion” o
“dificultades de comunicacién” o “trastornos de comunicacion” se refieren a trastornos que afectan a la capacidad de
alguien de recibir, enviar, procesar y comprender conceptos o sistemas de simbolos verbales, no verbales y graficos.
Las deficiencias en la comunicaciéon pueden impedir o disminuir parcial o totalmente la comunicacién. Los ejemplos
no limitativos para los tipos de deficiencias en la comunicacién son problemas relacionados con el habla, el lenguaje,
el procesamiento auditivo o la comunicacion social pragmatica.

Los ejemplos no limitativos de los trastornos que pueden presentar deficiencias en la comunicacion incluyen: trastornos
neurologicos (por ejemplo, epilepsia, afasia y lesidon o trauma cerebral); trastornos emocionales o psiquiatricos (por
ejemplo, trastorno de ansiedad generalizada, agorafobia, trastorno de ansiedad social, fobias, trastorno de panico,
trastorno de estrés postraumatico y mutismo selectivo); trastornos de personalidad (por ejemplo, esquizofrenia y
trastorno obsesivo-compulsivo); trastornos del desarrollo neurolégico (por ejemplo, trastorno del espectro autista
(TEA), autismo, sindrome de Asperger, trastorno generalizado del desarrollo, trastorno desintegrativo infantil, sindrome
de Rett y retraso mental); y trastornos del habla.

La expresién “mejorar la comunicacion” se describe como reducir la frecuencia de los sintomas relacionados con las
deficiencias en la comunicacién, reducir la gravedad de los sintomas relacionados con la deficiencia en la
comunicacion, mejorar los sintomas no deseados asociados con la deficiencia en la comunicacion, reducir la gravedad
de una enfermedad o trastorno, curar una enfermedad o trastorno, prevenir que una enfermedad o trastorno ocurra
por completo (por ejemplo, en un individuo genética y/o fenotipicamente propenso a la enfermedad), o una
combinacion de cualquiera de los anteriores. Por ejemplo, en un sujeto que padece una deficiencia en la comunicacion,
se espera una mejora mediante el uso de la preparacion lipidica de la invencion.

Los ejemplos no limitativos de aspectos de la comunicacion evaluados para mejora, desarrollo o aumento incluyen:
comunicacion verbal, no verbal y social. Por ejemplo, estos aspectos pueden incluir: vocabulario, pronunciacion,
vocalizacion, fluidez en el habla, nivel de lectura, habilidades auditivas, comprensién, capacidad para seguir
conversaciones, capacidad para turnarse para hablar, habilidades de conversacién, capacidad de atencion, contacto
visual, expresiones faciales, gestos con las manos, movimientos corporales, interaccion social y juego social.

La presente invencion proporciona también una composicién nutricional, farmacéutica o nutracéutica, o un alimento
funcional o médico que comprende cualquiera de las preparaciones de la invencion mencionadas anteriormente.
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Una composicion nutricional como se describe en el presente documento puede ser cualquier composicion nutricional
que incluye, entre otras: sustituto de la grasa de la leche humana, formula infantil, férmula para adultos, productos
lacteos, leche en polvo, helado, galletas, productos de soja, panaderia, pasteleria, pasteles, pan, salsa, sopa, comida
instantanea, comida preparada, comida congelada, condimento, confiteria, aceite, grasa, margarina, pasta para untar,
relleno, cereal, producto instantaneo, bebida, batido, comida infantil, comida para nifios pequefios, barra, aperitivo,
dulces y producto de chocolate.

La expresion “formula infantil’, como se usa en el presente documento, abarca féormulas infantiles (para recién nacidos
hasta bebés de 6 meses de edad), férmulas de seguimiento (para bebés de 6 a 12 meses de edad) y formulas de
crecimiento (para nifios de 1 a 3 afios de edad).

Una alimento funcional como se describe en el presente documento puede ser cualquier alimento funcional que
incluye, entre otros: producto lacteo, helado, galletas, productos de soja, panaderia, pasteleria, pasteles, pan, salsa,
sopa, comida instantanea, comida preparada, comida congelada, condimento, confiteria, aceite, grasa, margarina,
pasta para untar, relleno, cereal, producto instantaneo, bebida, batido, comida infantil, comida para nifios pequefios,
barra, aperitivo, dulces y producto de chocolate.

Una composicion nutracéutica como se usa en el presente documento puede ser cualquier nutracéutico, que puede
ser cualquier sustancia que pueda considerarse un alimento o parte de un alimento y que proporcione beneficios
médicos o para la salud, incluidas la prevencion y el tratamiento de enfermedades o trastornos. Dichas composiciones
nutracéuticas incluyen, entre otros: un aditivo alimenticio, un suplemento alimenticio, mezclas de fosfolipidos, PS o PC
de otras fuentes, un suplemento dietético, alimentos modificados genéticamente (tales como, por ejemplo, vegetales)
productos herbales y alimentos procesados (tales como cereales, sopas y bebidas), alimentos funcionales
estimulantes, productos nutricionales clinicos, alimentos médicos y farmalimentos. Los suplementos dietéticos pueden
suministrarse en forma de capsulas blandas de gel, comprimidos, jarabes, gomas, dulces y otros sistemas conocidos
de administracion de suplementos dietéticos.

Un alimento médico, como se usa en el presente documento, esta especialmente formulado y destinado para el control
dietético de una enfermedad/trastorno que tiene necesidades nutricionales distintivas que no se pueden satisfacer solo
con una dieta normal.

Las vias de administracion adecuadas para las composiciones de la presente invencion son administracion oral, nasal,
intranasal, inhalatoria, bucal, sublingual, administracién por medio de sonda de alimentacion, administracién topica,
transdérmica o parenteral (incluidas subcutanea, intramuscular, intravenosa e intradérmica). En una realizacion, los
compuestos se administran por via oral.

Las composiciones alimenticias farmacéuticas, nutracéuticas o médicas pueden estar en cualquiera de las muchas
formas galénicas de administracion usadas comunmente en la técnica. Las composiciones alimenticias farmacéuticas,
nutracéuticas o médicas adecuadas para administracion oral se pueden presentar como unidades de dosificacion
separadas (como pildoras, comprimidos, microesferas, grageas, capsulas o capsulas blandas), como un polvo o
granulado, o como una solucion, suspension, jarabe o elixir.

La presente invencion proporciona también composiciones farmacéuticas donde una preparacion segun la invencion
se mezcla con agentes auxiliares (farmacéuticamente) aceptables y, opcionalmente, con otros agentes terapéuticos.
Los agentes auxiliares deben ser “aceptables” en el sentido de que sean compatibles con los otros ingredientes de la
composicion y no perjudiciales para sus receptores.

En una realizacién de la presente invencidn, una composicion farmacéutica de la presente invenciéon comprende
ademas al menos un agente farmacéuticamente activo adicional.

Para administracion parenteral, las composiciones adecuadas incluyen inyeccion estéril acuosa y no acuosa. Las
composiciones se pueden presentar en recipientes de dosis unitaria o de dosis multiple, por ejemplo, viales y ampollas
selladas, y se pueden almacenar en una condicién de liofilizacion (liofilizadas) que unicamente requiera la adicion del
vehiculo liquido estéril, por ejemplo, agua, antes de su uso. Para administracion transdérmica, por ejemplo, se pueden
contemplar geles, parches o pulverizadores.

Las composiciones se pueden presentar en recipientes de dosis unitaria o de dosis multiple, por ejemplo, viales y

ampollas selladas, y se pueden almacenar en una condicién de liofilizacion (liofilizadas) que Unicamente requiera la
adicion del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, agua, antes de su uso.
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Las composiciones adecuadas para administracién oral pueden presentarse como unidades de dosificacion
separadas, tales como pildoras, comprimidos, microesferas, grageas, capsulas, polvos, granulados, soluciones,
suspensiones o elixires.

La dosis exacta y el régimen de administracion de la composicion dependeran necesariamente del efecto terapéutico
que se va a lograr y pueden variar con la férmula particular, la via de administracién y la edad y el estado del sujeto al
que se le administrara la composicion.

Las composiciones farmacéuticas y nutracéuticas de la presente invencién se pueden preparar por cualquier método
conocido en la técnica de la farmacia. Los métodos de este tipo incluyen la etapa de asociar los ingredientes con
cualquier agente auxiliar. El (los) agente(s) auxiliar(es), también llamado(s) ingrediente(s) accesorio(s), incluye(n) los
convencionales en la técnica, tales como vehiculos, rellenos, aglutinantes, diluyentes, desecantes, desintegrantes,
lubricantes, colorantes, agentes aromatizantes, antioxidantes y agentes humectantes.

Las composiciones farmacéuticas y nutracéuticas de la invencion pueden comprender ademas fibras comestibles,
aromas, ingredientes de sabor e ingredientes que controlan las propiedades fisicas y organolépticas.

Los términos “glicerofosfolipido” y “fosfolipidos” se usan en el presente documento de manera intercambiable y debe
entenderse que abarcan un lipido de la férmula general:

Ry——O0——CHj sn-1

Ro——O——CH sn-2 0

HoC——O0——P——0X
o

Donde X representa un resto seleccionado de serina, colina, etanolamina, inositol, glicerol e hidrégeno, y R1y R2, que
pueden ser idénticos o diferentes, representan independientemente hidrogeno o un grupo acilo, donde el grupo acilo
se selecciona de entre grupos acilo saturados, monosaturados o poliinsaturados (PUFA). Las posiciones sn-1y sn-2,
como se usan en el presente documento y como se indican en la férmula anterior, se refieren a los atomos de carbono
respectivos en la cadena principal de glicerol donde R1y Rz son hidrégeno o grupos acilo sustituidos en la posicion
correspondiente.

La expresion “acido lisofosfatidico” se usa en el presente documento cuando X representa hidrégeno y uno de R1 o
R2 es hidrégeno también.

Como se describe en el presente documento, los términos “sustituido”, “conjugado” y “unido” se usan de manera
intercambiable y debe entenderse que abarcan un acilo de acido graso unido covalentemente a la cadena principal de
glicerofosfolipido de un fosfolipido de la invencién. Como se sefialé anteriormente, el acido graso se puede unir a las
posiciones sn-1 y/o sn-2.

Como se usa en el presente documento, la expresion “acido graso” debe entenderse que abarca un acido carboxilico
con una cola (cadena) alifatica no ramificada larga, que es saturada o insaturada, que tiene un enlace insaturado
(acidos grasos monoinsaturados) o dos o mas enlaces insaturados (acidos grasos poliinsaturados). Cuando se refiere
a un “acilo de acido graso” debe entenderse que abarca un radical -C(= O)-R donde R es una cola alifatica no
ramificada larga, que esta saturada o insaturada, que tiene un enlace insaturado (acidos grasos monoinsaturados) o
dos o mas enlaces insaturados (acidos grasos poliinsaturados).

Como se usa en el presente documento, los términos w-X, Omega-X, nX (X denota un nimero), se usan de manera
intercambiable y debe entenderse que denotan el atomo de carbono mas alejado del grupo carboxilo de un acido
graso.

Los ejemplos no limitativos de acidos grasos saturados incluyen: acido butirico (acido butanoico, C4:0), acido caproico
(acido hexanoico, C6:0), acido caprilico (acido octanoico, C8:0), acido caprico (acido decanoico, C10:0), acido laurico
(acido dodecanoico, C12:0), acido miristico (acido tetradecanoico, C14:0), acido palmitico (a4cido hexadecanoico,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2745226 T3

C16:0), acido estearico (acido octadecanoico, C18:0), acido araquidico (acido eicosanoico, C20:0), acido behénico
(acido docosanoico C22:0).

Los ejemplos no limitativos de acidos grasos insaturados incluyen: acido miristoleico (C14:1, w-5), acido palmitoleico
(C16:1, w-7), acido oleico (C18:1, w-9), acido linoleico (C18:2,w-6), 4cido linolénico (C18:3) [Acido alfa-linolénico
(C18:3,w-3), acido gamma-linolénico (C18:3, w-6)], acido eicosenoico (C20: 1,w-9), acido araquidoénico (C20:4,w-6),
acido eicosapentaenoico (C20:5, w-3), acido erucico (C22:1, w-9), acido docosapentanoico (C22:5,-3) y acido
docosahexaenoico (C22:6, w-3), acido nervénico (C24:1, w-9).

La expresion un “[acido graso] conjugado con fosfolipido” debe entenderse que abarca un fosfolipido donde un acilo
de acido graso esta conjugado en la posicién sn-1 y/o posicién sn-2 de la cadena principal del fosfolipido (a través del
atomo de oxigeno del glicerol). En una realizacion, un acido graso conjugado en la posicion sn-1, y en la posicién sn-
2 no esta sustituido (por ejemplo, tiene un atomo de hidrégeno en el oxigeno del glicerol) o esta sustituido con un
grupo acilo seleccionado de entre acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, que pueden ser
iguales o diferentes de la sustitucion en la posicion sn-1. En otra realizacién, un acido graso conjugado en la posicion
sn-2, y en la posicién sn-1 no esta sustituido (por ejemplo, tiene un atomo de hidrogeno en el oxigeno del glicerol) o
esta sustituido con un grupo acilo seleccionado de entre acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados,
que pueden ser iguales o diferentes de la sustitucion en la posicién sn-2.

El término fosfatidilserina también se refiere a menudo en la bibliografia como glicerofosfolipido de serina,
fosfatidilserina y PS.

El término fosfatidilcolina también se refiere a menudo en la bibliografia como glicerofosfolipido de colina,
fosfatidilcolina y PS.

Una preparacioén de la invencion también se puede administrar junto con otros compuestos, que incluyen, entre otros,
acido félico, vitaminas, minerales, aminoacidos, nucleétidos, antioxidantes, etc.

Se apreciara que una composicién (ya sea farmacéutica, nutracéutica, nutricional, médica, etc.) o un producto (por
ejemplo, un alimento funcional) de la invencién se puede combinar con otros métodos de tratamiento conocidos en la
técnica. Por lo tanto, el tratamiento de la deficiencia en la comunicacion (por ejemplo, autismo) utilizando una
composicion o producto de la invencién puede combinarse opcionalmente con terapias convencionales para la
deficiencia en la comunicacion, tales como, entre otros: estimulantes, antiestimulantes, metilfenidato,
dextroanfetamina, clonidina, guanfacina, risperidona, haloperidol, olanzapina, tioridazina, fluoxetina, sertralina, litio,
lorazepam carbamazepina, acido valproico.

Divulgado y descrito, debe entenderse que esta invencion no se limita a los ejemplos particulares, etapas de
procedimiento y materiales descritos en el presente documento, ya que dichas etapas de procedimiento y materiales
pueden variar de alguna manera. También debe entenderse que la terminologia usada en el presente documento se
usa solo con la finalidad de describir formas de realizacidn particulares y no pretende ser limitante, ya que el alcance
de la presente invencion solo se vera limitado por las reivindicaciones adjuntas y equivalentes de las mismas.

Debe tenerse en cuenta que, tal como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas

singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen referentes plurales a menos que el contenido indique claramente lo contrario.

A lo largo de esta memoria descriptiva y de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo exija de otro
modo, la palabra “comprende”, y variaciones tales como “comprenden” y “que comprende”, se entendera que implican
la inclusiéon de un nimero entero o etapa o grupo de enteros o etapas, pero no la exclusién de cualquier otro nimero
entero o grupo de nimeros enteros o etapas.

Una preparacion como se describe en el presente documento puede prepararse opcionalmente mediante métodos de
biologia enzimatica, quimica o molecular. En resumen, una mezcla de fosfolipidos puede enriquecerse con los acidos
grasos requeridos (por ejemplo, EPA, &cido palmitico, DHA, &cido oleico, acido linoleico) mediante procesos
enzimaticos, por ejemplo, enriquecimiento de un fosfolipido natural con acidos grasos especificos mediante
transesterificacion/esterificacion enzimatica. Otra via para adquirir la preparacion es obtener una fuente de fosfolipidos
que sea naturalmente rica en los acidos grasos requeridos, como la lecitina de origen marino (por ejemplo, krill,
pescado, algas y calamar) o fosfolipidos de huevos. Normalmente, para obtener la relaciéon solicitada entre los
diferentes fosfolipidos en la mezcla, se requiere la transformacién del grupo de la cabeza del fosfolipido a serina
(utilizando enzimas PLD) para obtener PS. Los métodos de este tipo se han descrito en la publicacién internacional
WO 2005/038037. Alternativamente, la mezcla de fosfolipidos, segun al menos algunas realizaciones de la presente
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invencion, puede prepararse mediante los métodos de OGM (organismos genéticamente modificados)/biotecnologia,
por ejemplo, proporcionando organismos productores de fosfolipidos con los acidos grasos requeridos para obtener
los diferentes conjugados de fosfolipidos.

Segun otra realizacion de la presente invencion, la preparacion se prepara preferiblemente a partir de una fuente
natural, sintética o semisintética o cualquier combinacion de las mismas. En una realizacion de la presente invencion,
la fuente natural deriva de cualquier fuente vegetal (como, por ejemplo, soja y algas), de animales no mamiferos
(como, por ejemplo, krill, pescado (como, por ejemplo, arenque y bacaladilla), o de microorganismos (como, por
ejemplo, bacterias) o cualquier combinacién de los mismos. En otra realizacién adicional, la produccion de la
preparacion de lipidos implica una catalisis enzimatica.

Cuantificacion de fosfolipidos mediante espectroscopia 31P-RMN utilizando el procedimiento estandar
interno

Fin: Este procedimiento se utiliza para determinar el contenido de fosfolipidos en peso en la preparacion.

Instrumentos: Bruker Avance Il 600 MHz con cambiador de muestras automatico y cabezal de sonda cQNP. Bruker
Avance 300 MHz con cambiador de muestras automatico y cabezal de sonda BBI. Para la cuantificacion de fosfolipidos
en la preparacioén de la invencién (en forma de polvo), aproximadamente 300 mg de la sustancia de prueba y 20 mg
de TPP (trifenilfosfato) estdndar interno se disuelven en 1,5 ml de CDCI3, 3 ml de metanol y 3 ml de solucion acuosa
de Cs-EDTA (0,2 m, pH 7,5). Después de 15 minutos de agitacién, la capa organica se separa por medio de
centrifugacion y se mide con 31P-RMN. Las sefales integradas de la sustancia de prueba y del estandar interno TPP
(trifenilfosfato) se utilizan para el calculo. La relacidn de integrales corresponde a la relaciéon molar de las sustancias
comparadas. Para el software de calculo se utiliza Microsoft Excel 14.0.

Calculo:

Ecuacién 1 We, [mg] * 0

gl * Cg [%]

MOLg [mMol] = =
. PM,, [g/Mol] * 100
Ecuacién 2 TR
Ip * Hg, * MOL Mol
MOL> [mMol] = P El = HI? [mMol]

|

Ecuacion 3 . PM. [g/Mol] * MOL, [mMol] * 100
%, €N peso= P [ma]
:
Declaracién de variables:
sustancia de prueba estandar interno

Peso molecular PMp (Segun la tabla de PM presentada a continuacion) PMEe|
peso inicial [mg] Pp Pei
contenido [% en peso] % en pesop Ce
Mol [mMol] MOLp MOLeg
integral Ip el
numero de atomos de P | Hp Hei
Fosfolipido PMe (g/mol)
Fosfatidilcolina (PC) 812,0
Lisofosfatidilcolina (LPC) 534,5
Fosfatidilinositol (PI) 907,0
Lisofosfatidilinositol (LPI) 629,5
Fosfatidilserina (PS) 833,0
Lisofosfatidilserina (LPS) 555,5
Fosfatidiletanolamina (PE) 770,0
Lisofosfatidiletanolamina (LPE) 492,5
Acido fosfatidico (PA) 746,0
Acido lisofosfatidico (LPA) 468,5
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(continuacion)

Acil fosfatidiletanolamina (APE) 1032,0
Otro 812,0

Determinacién del porcentaje de acidos grasos en los fosfolipidos

Fin: Este procedimiento se utiliza para determinar el porcentaje de un acido graso unido a la PS en la preparacion con
respecto al contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion.

Materiales: acido acético glacial RA, Metanol abs. RA, cloroformo RA, acetona RA, hexano RA, tolueno RA, diisopropil
éter RA, butilhidroxitolueno, Sigma n.° de lote W218405 o equivalente, sulfato de sodio anhidro, Sigma, n.° de lote
31481 o equivalente, metoxido de sodio al 25 % (p/p) en metanol, Sigma n.° de catalogo 15625-6 o equivalente,
primulina, Sigma n.° de catalogo 206865 o equivalente, estandar de referencia de CG, Nuchek n.° de lote 566B,
estandar de referencia de fosfatidilcolina, Sigma Aldrich n.° de lote catalogo P3556 o equivalente, referencia estandar
de fosfatidilserina, Sigma Aldrich n.° de lote catalogo P5660 o equivalente, placas de CCF 20X10, gel de silice 60 F254
capa MERCK 1.05715 o equivalente.

Aparato: Agitador orbital con control de temperatura, balanza analitica, pipeta 0,2-1 ml e intervalo de 1-5 ml, pipeta
volumétrica 10 ml clase A, tanque de CCF, adecuado para placas de 20x10 de CCF, capilares desechables de 5 pl de
volumen, sistemas de CG adecuados para usar con columna capilar, equipado con horno capaz de mantener la
temperatura con una precision de +0,1 °C, detector FID, unidad de inyeccion de modo con divisién con controlador de
temperatura, columna capilar de CG, fase G16 USP, longitud 30 m, DI 0,25 mm, pelicula de 0.25 pm o similar.

Reactivos y preparacion de soluciones:

Solucién de metodxido de sodio: Pesar con precision 54 g de metdxido de sodio al 25 % en un matraz aforado de 500
ml. Diluir a volumen con metanol abs. Almacenar en un lugar oscuro, en un recipiente de vidrio bien cerrado. La
solucion es estable durante hasta 3 meses.

Solucion de cloroformo:metanol 95:5: Mezclar 95 volumenes de cloroformo con 5 volumenes de metanol. Almacenar
en un lugar oscuro, en un recipiente de vidrio bien cerrado. La solucion es estable durante hasta un afio.

Solucion reveladora: Mezclar agua, metanol, acido acético, acetona y cloroformo en una relacion de volumen de
5:10:15:20:50, respectivamente. Almacenar en un lugar oscuro, en un recipiente de vidrio bien cerrado. La solucién es
estable durante hasta un afio.

Solucion de primulina: Peso 10 mg en un matraz aforado de 100 ml. Ahadir 60 ml de acetona y 40 ml de agua. Mezclar
bien. AlImacenar en un lugar oscuro, en un recipiente de vidrio bien cerrado. La solucion es estable durante hasta un
afo.

Solucion antioxidante 1 mg/ml: Se pesaron 25+2 mg de butilhidroxitolueno en un matraz aforado de 25 ml. Agregar
tolueno hasta la marca, mezclar bien (esta solucién se puede mantener durante 3 meses a temperatura ambiente).

Solucién antioxidante 0,05 mg/ml: Pipetear 10 ml de la solucién anterior en un matraz aforado de 200 ml, agregar
tolueno hasta la marca y mezclar bien. Aimacenar a 50 °C durante hasta 3 meses. (Esta solucion puede conservarse
durante 3 meses a temperatura ambiente).

Solucién estandar de mezcla PS/PC: Agregar aproximadamente 20 mg del estandar de referencia de fosfatidilserina
en un matraz aforado de 2 ml, agregar aproximadamente 20 mg del estandar de referencia de fosfatidilcolina. Agregar
una pequena cantidad de solucién de cloroformo:metanol suficiente para disolver los estandares de referencia. Una
vez disuelto, llenar hasta el volumen con la misma solucién de cloroformo:metanol. Almacenar en un recipiente bien
cerrado a -20 °C. Estable durante hasta 3 meses.

Solucion de aptitud del sistema: Vacar una ampolla que contenga 100 mg del estandar de referencia de CG 566B en
un matraz aforado de 50 ml, agregar 0,05 mg/ml de solucion antioxidante hasta la marca. Mezclar bien. Almacenar en
un recipiente bien cerrado a -20 °C. Estable durante hasta 3 meses.

Procedimiento:

Preparacion de la solucién de muestra: Colocar de forma precisa 500 mg de la muestra en un vial de 20 ml con un
tapon esmerillado. Afadir 10 ml de solucién de cloroformo: metanol y agitar vigorosamente durante 2-3 minutos.
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Purificacién de los fosfolipidos: Realizar la prueba por duplicado. Realizar la determinacién en blanco revelando una
placa sin carga (no se aplica ninguna muestra a la placa). Muestrear silice de un area correspondiente al area de la
muestra seguido de metilacion como se describi6 anteriormente. Aplicar una banda delgada y uniforme de 120 ul de
solucion de muestra en la placa de CCF, 1 cm por encima del fondo de la placa, dejando un margen de 3 cm en cada
lado. En uno de los margenes, aplicar una solucion estandar de mezcla PS/PC de aproximadamente 5 pl,
puntualmente por medio de un capilar desechable. Agregar 45 ml de diisopropil éter a la camara de CCF de vidrio de
20X10 mm. Saturar la camara durante 15-20 minutos. Revelar la placa de CCF hasta aproximadamente 90 mm de la
marca. Secar la placa en una campana extractora al aire a temperatura ambiente durante aproximadamente 10
minutos. Repetir las dos etapas anteriores una vez mas usando la misma camara. Agregar 45 ml de solucion
reveladora a la camara de CCF de vidrio de 20X10 mm. Saturar la camara durante 15-20 minutos. Revelar la placa de
CCF hasta aproximadamente 80 mm de la marca. Secar la placa en una campana extractora en una corriente de aire
a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 minutos. Pulverizar la placa de CCF uniformemente con
solucion de primulina y secar en una corriente de aire a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 minutos.
Colocar la placa en la lampara UV a 365 nm para observar las bandas. Identificar las bandas correspondientes usando
los puntos del estandar de referencia de la mezcla PS y lavar las bandas en un vial de vidrio de 20 ml con tapon
esmerillado.

Metilacién: A los viales de 20 ml que contienen silice lavado, agregar 2 ml de tolueno. Luego, agregar 4 ml de solucion
de metdxido de sodio. Agitar durante 15 minutos a 50 °C. Luego, agregar 200 pl de acido acético y 4 ml de agua
purificada, agitar vigorosamente durante 1 minuto. Afiadir 2 ml de hexano y agitar vigorosamente durante 30 segundos.
Transferir solo la capa organica superior a un frasco de 20 ml. De nuevo, agregar 2 ml de hexano y agitar
vigorosamente durante 30 segundos. Transferir solo la capa organica superior al mismo frasco de 20 ml. Combinar
las fases organicas y secar sobre 0,5 gramos de sulfato de sodio. Filtrar a través de un filiro de 0,2 micras. Evaporar
el hexano en una corriente de nitrégeno, hasta alcanzar un volumen de aproximadamente 0,5 ml. Analizar la muestra
mediante cromatografia de gases.

Configuracion de la cromatografia de gases:

Columna Columna capilar, fase G16 USP, longitud 30 m, DI 0,25 mm, pelicula de 0
25 pym o similar
Gas vehiculo Helio
Tiempo de equilibrio | 2 min
Temperatura Temp. Tiempo | Primera tasa temp. | Temp. Tiempo de
inicial inicial Final mantenimiento
170 °C 2 min 1 °C/min 210 °C 2 min
Segunda tasa | Temp. Tiempo de
temp. Final mantenimiento
30 °C/min 240 °C 11 min
Inyector temp. 250 °C
Presion 21 psi
Relacion de division | 25:1
Flujo de helio 1,5 m/min (flujo constante)
Flujo total 41,4 ml/min
Temperatura 270 °C
detector
Flujo de hidrégeno 40 ml/min
Flujo de aire 400 ml/min
Volumen de | 1l
inyeccion
Nota: El flujo de gas y la rampa de temperatura se pueden ajustar para cumplir con los criterios de
aceptacion de aptitud del sistema.

Orden de inyeccion de la cromatografia: Primero inyectar hexano y asegurarse de que no haya respuesta en el tiempo
de retencion relevante. A continuacién, inyectar la solucion de aptitud del sistema. Los criterios de aceptacién son los
siguientes: la resolucion (R) entre los picos debido al oleato de metilo (C18:1n9) y el cis-vaccinato de metilo (C:181n11)
21,3.
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22-1hy

L7(AL+A2)
donde, t1 y t2 son los tiempos de retencion de los dos componentes y A1y A2 son los

anchos correspondientes a media altura de los picos.

resoluciéon K =

A continuacion, inyectar la muestra de la placa de CCF en blanco (CCF en blanco). Si se observan picos en el
cromatograma en blanco de CCF (excepto el pico de disolvente), se deben sacar del cromatograma de la muestra.
Por ultimo, inyectar las muestras.

Célculo: Calcular el porcentaje de area de un componente de acido graso en la muestra mediante la férmula: % de FA
= AreaFA/AreaTot, donde AreaFA es el area de respuesta pico obtenida para un éster de metilo del acido graso
individual y AreaTot es la suma de las areas pico de todos los picos, correspondientes a los ésteres de metilo de los
acidos grasos. Registrar los resultados indicando dos digitos después del punto decimal. La desviacién estandar
relativa entre las repeticiones no debe exceder del 5 %.

El siguiente ejemplo es representativo de las técnicas empleadas por los autores de la invencion para llevar a cabo
los aspectos de la presente invencidn. Debe apreciarse que estas técnicas son ejemplos de realizaciones preferidas
para la practica de la invencion.

Ejemplo: El efecto de la preparacion de la invencién en pacientes autistas

Preparacién de la composicién de fosfolipidos: Las preparaciones de lipidos se prepararon de la siguiente manera:
lecitina marina producida por un procedimiento de extraccién a partir de biomasa derivada de krill se disolvié en
disolventes organicos y se dejo reaccionar con una solucién acuosa que contenia L-serina, CaCl2, fosfolipasa D (PLD)
y tampon de acetato. Después de la reaccion de transfosfatidilacion, la mezcla resultante que contenia PS, PC, PA'y
LPA se purificé mediante la eliminacion de la fase acuosa, la evaporacién de los disolventes organicos y otras etapas
de purificacién. El polvo resultante contenia principalmente EPA, acido palmitico, DHA, acido oleico y acido linoleico
unidos a los diferentes fosfolipidos.

Tabla 1- lista de ingredientes en una capsula (167 mg por capsula) gue contiene la preparacion de fosfolipidos

Parametro Especificacion

Fosfatidilserina como minimo 75
mg/cépsula

Fosfatidilcolina como minimo  0,0165
mg/cépsula

Acido fosfatidico como minimo 13
mg/cépsula

Acido lisofosfatidico como minimo 2 mg/cipsula

Fosfolipidos totales como minimo 130
mg/capsula

DHA total como minimo 8,5
mg/cépsula

EPA total como minimo 21,5
mg/cépsula

Acido palmitico total como minimo 16,5
mg/cépsula

Acido oleico total como minimo 3,5
mg/cépsula

Acido linoleico total como minimo 1 mg/cipsula

Porcentaje en peso de fosfatidilserina (PS) con respecto a la | 40-48 %

preparacion

Porcentaje en peso de PS con respecto a los fosfolipidos totales en la | 51-60 %

preparacion

Porcentaje en peso de fosfatidilcolina (PC) con respecto a la preparaciéon | 0,01-3,2 %

Relacion en peso de la PS a la suma de acido fosfatidico y de acido | 2.5:1 - 4:1

lisofosfatidico

Porcentaje de EPA unido a la PS con respecto al contenido total de | 27-34 %
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(continuacion)

acidos grasos unidos a la PS
Porcentaje de acido palmitico unido a la PS con respecto al contenido | 21-26 %
total de acidos grasos unidos a la PS
Porcentaje de DHA unido a la PS con respecto al contenido total de | 12-17 %
acidos grasos unidos a la PS
Porcentaje de acido oleico unido a la PS con respecto al contenido total | 5-8 %
de acidos grasos unidos a la PS
Porcentaje de &cido linoleico unido a la PS con respecto al contenido | 1-2 %
total de acidos grasos unidos a la PS

Disefio del estudio: El efecto de la composicién de fosfolipidos en pacientes autistas se evalué en 19 nifios (3 hembras
y 16 varones), de 2 a 17 afios de edad, que fueron diagnosticados con autismo. Todos los pacientes del estudio
recibieron una dosis diaria de 1 a 4 capsulas de la composicién de fosfolipidos durante al menos 3 meses, con o sin
medicacidn concomitante para el tratamiento del autismo.

El efecto en los sintomas autistas se evalu6 a través de revisiones de registros de salud electronicos y se describe en
la Tabla 2. De los pacientes del estudio, 6 se clasificaron como autistas sin retraso del lenguaje y con patrones de
comunicacion expresivos/emocionales (subclase 1). 13 se clasificaron como que sufrian retrasos en el desarrollo del
lenguaje y patrones de comunicacién no expresivos/no emocionales (subclase 2). Todos los participantes recibieron
la preparacion de fosfolipidos. La dosificacion y la duracion de la administracion se describen en la Tabla 2.

Resultados: En general, como se demuestra en la Tabla 2, 10 de los 19 pacientes evaluados en el estudio demostraron
una mejora en los sintomas autistas durante el periodo del estudio (por ejemplo, paciente N.° 4: “Mejora general”,
paciente N.° 12: “habla mejorada”). Curiosamente, todas las mejoras se observaron en el grupo de pacientes que
sufrian retraso del lenguaje y tenian patrones de comunicaciéon no expresivos/no emocionales (subclase 2). En este
grupo, 10 pacientes (N.° 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13) demostraron una mejora en los sintomas autistas durante el
periodo del estudio. En el grupo sin retraso del lenguaje y con patrones de comunicacidon expresivos/emocionales
(subclase 1; 6 pacientes), no se detectaron mejoras significativas (n.° 14, 15, 16, 17, 18, 19).

De los pacientes que mejoraron, 6 pacientes (N.° 2, 5, 8, 9, 10, 12) demostraron una mejora en sus capacidades de
comunicacion: el paciente N.° 2 progresé en el habla, el paciente N.° 5 hablé mas, el paciente N.° 8 siguié bien la
conversacion, el paciente N.° 9 mejoro su juego social, el paciente N.° 10 se volvié mas conversador y el paciente N.°
12 mejoro su habla.

Tabla 2: El efecto de |la preparacién de la mezcla de fosfolipidos en los sintomas autistas

N.° N.° de serie en | Duracion  del | Cantidad de | Edad y | El efecto de preparacion | Subclase

de la base de | tratamiento capsulas al | género | en el control de los | de

serie | datos (meses) dia sintomas autistas autismo

1 26 4.5 2 16V Sin mejora 2

2 34 6 2 2V Mejora de las | 2
habilidades

comunicativas: Progreso
en el habla. Mas

interactivo
3 96 11 2 14V Mejora general 2
4 172 8 2 17V Mejora general 2
5 261 2 2 3H Mejora de las | 2
habilidades
comunicativas: Habla
mas
6 266 3 2 9V Sin mejora 2
7 305 3 2 10V Sin mejora 2
8 367 3 2 13V Mejora de las | 2
habilidades

comunicativas: Sigue
bien las conversaciones,
mas claridad de
pensamiento
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(continuacién)

9 377 4 2 6V Mejora de las | 2
habilidades
comunicativas: Mejora el
juego social

10 414 3 2 13H Mejora en las | 2
habilidades de

comunicacion: no en
bucle, mas conversador

11 484 1,5 2 11H Mejora general 2
12 512 3,5 1 6V Mejora de las | 2
habilidades
comunicativas: Habla
mejorada
13 646 3 2 S\ Mejora general 2
14 168 6 2 11V Sin mejora 1
15 171 5 2 6V Sin mejora 1
16 253 5 2.4.2F 8V Sin mejora 1
17 530 5 2 17V Sin mejora 1
18 581 19 2 16V Sin mejora 1
19 655 13 2 10V Sin mejora 1

Abreviaturas: V-Varon; H-Hembra Subclase 1- Autismo sin retraso del lenguaje y con patrones de
comunicacion expresivos/emocionales. Subclase 2- Autismo con retraso en el desarrollo del lenguaje y
patrones de comunicacion no expresivos/no emocionales. *2.4.2. Comenz6 a partir de 2 capsulas al dia,
aumentod a 4 y luego se redujo a 2.
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REIVINDICACIONES
1. Una preparacién que comprende:

una fosfatidilserina (PS),

un acido fosfatidico,

un acido lisofosfatidico, y

al menos un acido graso unido a la PS, donde:

un porcentaje en peso de la PS con respecto a la preparacion es superior a un 40 %;

un porcentaje en peso de PS con respecto a los fosfolipidos totales en la preparacion es superior a un 40 %; y un
porcentaje del al menos un acido graso unido a la PS con respecto al contenido total de &cidos grasos unidos a la
PS en la preparacion es tal que el porcentaje de acido eicosapentaenoico (EPA) es superior o igual al porcentaje de
acido palmitico, el porcentaje de acido palmitico es superior al porcentaje de acido docosahexanoico (DHA), el
porcentaje de DHA es superior al porcentaje de acido oleico y el porcentaje de acido oleico es superior al porcentaje
de acido linoleico.

2. La preparacioén de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el porcentaje en peso de PS con
respecto a los fosfolipidos totales en la preparacién es superior a un 50 %.

3. La preparacion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el porcentaje de EPA unido a la
PS en la preparacion con respecto al contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a
un 18 % e inferior a un 45 %, opcionalmente, superior a un 27 % e inferior a un 34 %.

4. La preparacion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el porcentaje de acido palmitico
unido a la PS en la preparacion con respecto al contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es
superior a un 14 % e inferior a un 42 %, opcionalmente, superior a un 21 % e inferior a un 26 %.

5. La preparacion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el porcentaje de DHA unido a la
PS en la preparacion con respecto al contenido total de 4cidos grasos unidos a la PS en la preparacion es superior a
un 6 % e inferior a un 25 %, opcionalmente, superior a un 12 % e inferior a un 17 %.

6. La preparacion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el porcentaje de acido oleico
unido a la PS en la preparacion con respecto al contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es
superior a un 1 % e inferior a un 15 %, opcionalmente, superior a un 5 % e inferior a un 8 %.

7. La preparacién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el porcentaje de acido linoleico
unido a la PS en la preparacion con respecto al contenido total de acidos grasos unidos a la PS en la preparacion es
superior a un 0,1 % e inferior a un 6,0 %, opcionalmente, superior a un 1 % e inferior a un 2 %.

8. La preparacion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una
fosfatidilcolina (PC).

9. La preparacion de la reivindicacion 8, donde un porcentaje en peso de la PC con respecto a la
preparacion es inferior a un 10,0 %, opcionalmente, superior a un 0,01 e inferior a un 3,2 %.

10. La preparacion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde una relacion en peso de la PS a
la suma de acido fosfatidico y de acido lisofosfatidico en la preparacion es superior a 1:1 e inferior a 10:1,
opcionalmente, superior a 2.5:1 e inferior a 4:1.

11. Una composicién que comprende la preparacion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
la composicién es una composicion nutricional, nutracéutica, alimento funcional o alimento medicinal.

12. Una composicion farmacéutica que comprende la preparacion de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.
13. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 12, que comprende ademas al menos un agente

farmacéuticamente activo.

14. La preparacion de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o la composicién de las reivindicaciones 11,
12 0 13 para su uso en el tratamiento de una deficiencia en la comunicacién asociada con el trastorno del espectro
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autista (TEA), autismo o sindrome de Asperger.
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