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DESCRIPCION
Nitrosynapsin para uso en el tratamiento trastorno del espectro autista
ANTECEDENTES

En el cerebro, la transcripcion del factor potenciador de miocitos 2 (MEF2) es fundamental para la diferenciacion
neuronal, la formacion sinaptica y la supervivencia neuronal. Se ha demostrado que la inactivacién condicional
de Mef2c en las células progenitoras neuronales que expresan nestina produjo ratones con propiedades de red
electrofisioldgicas deterioradas y déficits conductuales que recuerdan al sindrome de Rett, un trastorno
neuroldgico relacionado con el TEA. Las regiones de microdeleciones del cromosoma 5q14.3915 causan
fenotipos de déficit neurologico en nifios identificados como haploinsuficiencia de MEF2C. Estos pacientes
presentan signos y sintomas que incluyen TEA, discapacidad intelectual y del desarrollo (IDD), mala conducta
reciproca, falta de habla, conducta estereotipada y repetitiva, y epilepsia. Los trastornos causados por
haploinsuficiencia de MEF2C se han denominado colectivamente sindrome de haploinsuficiencia de MEF2C
(MCHS). Ademas, se han identificado multiples genes diana de MEF2 como genes relacionados con el autismo
en genealogias humanas con ascendencia compartida.

La técnica anterior relacionada con el tratamiento de los trastornos del espectro autista (TEA) se centra en la
memantina, pero no se menciona nada sobre el tratamiento con NitroSynapsin (documento WO 2006/034465;
Erickson et al., A retrospective study of memantine in children and teenagers with pervasive developmental
disorder, Psychopharmacology, vol. 191, n.° 1, 3 de octubre de 2006, pags. 141-147; Chez et al., Memantine
experience in children and adolescents with autistic spectrum, Annals of Neurology, vol. 56, supl. 8, 31 de agosto
de 2004, pagina S109; y documento US 2014/088083). El tratamiento del TEA se analiza en el contexto de una
gran cantidad de compuestos/clases de compuestos (documento US 2015/359759).

La NitroSynapsin tiene efectos protectores contra concentraciones destructivas de NMDA in vitro, y se ha
demostrado que es neuroprotector en la recuperacion de un accidente cerebrovascular in vivo (en ratones) pero
sin asociacién con trastornos del espectro autista, autismo, sindrome de Rett o esclerosis tuberosa (documento
EP 1852113). Se han descrito métodos para la detecciéon de antagonistas de NMDAR pero sin asociacién con
métodos de tratamiento ni enfermedades especificas (documento US 2011/171291).

SUMARIO

La invencién se expone en el conjunto adjunto de reivindicaciones, referidas a un inhibidor del receptor de
glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR) para uso en el tratamiento de un trastorno del espectro autista
(TEA), en el que el inhibidor de NMDAR es NitroSynapsin de Formula |, o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma:

NH,

R1

R2
Férmula |
en la que cada R" es -CH2CHs; y R? es -ONO2.

En algunos casos, el trastorno del espectro autista (TEA) es esclerosis tuberosa. En algunos casos, el trastorno
del espectro autista (TEA) es autismo. En algunos casos, el trastorno del espectro autista (TEA) es sindrome de
Rett. En algunos casos, el sujeto es un nifio. En algunos casos, el sujeto es MEF2C haploinsuficiente, y tiene
sindrome de haploinsuficiencia de MEF2C (MCHS). En algunos casos, la seleccidon del sujeto para el tratamiento
se basa en un nivel de expresion de al menos un gen seleccionado de MEF2C, SLC32A1, SLC17A6, SYP, y
GADG65. En algunos casos, el nivel de expresion es el de una célula del sujeto. En algunos casos, el nivel de
expresion es el de una célula del cerebro del sujeto. En algunos casos, el nivel de expresion es el de una célula
circulante del sujeto. En algunos casos, el nivel de expresidon es un nivel de expresion de ARNm. En algunos
casos, €l nivel de expresién es un nivel de expresidon de proteina. En algunos casos, el sujeto tiene
haploinsuficiencia de MEF2C. En algunos casos, el gen es SLC32A17, y el nivel de expresién se reduce
significativamente con respecto al del sujeto promedio que comprende dos copias del gen MEF2C. En algunos
casos, el gen es SLC17A6, y el nivel de expresién aumenta significativamente con respecto al del sujeto
promedio que comprende dos copias del gen MEF2C. En algunos casos, el gen es SYP, y el nivel de expresion
se reduce significativamente con respecto al del sujeto promedio que comprende dos copias del gen MEF2C. En
algunos casos, el gen es GADB65, y el nivel de expresién se reduce significativamente con respecto al del sujeto
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promedio que comprende dos copias del gen MEF2C.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra un diagrama resumen de haploinsuficiencia de Mef2c que conduce a un desequilibrio E/l y
fenotipos similares a MCHS que fueron rescatados por NitroSynapsin (también conocido como NitroMemantine
YQW-036 o NMI-6979).

La FIG. 2 muestra que los niveles de proteina MEF2C disminuyeron en los cerebros Mef2c-het. La
inmunotransferencia de lisados de tejido del prosencéfalo mostrd una disminucion de MEF2C en ratones Mef2c-
het en comparaciéon con los WT. Los niveles de proteina se normalizaron a p-actina (% de control). Las
transferencias representativas se ilustran en la parte inferior. Los valores son media + s.e.m., n = 5. **P < 0,01
mediante la prueba de Student.

La FIG. 3 muestra que los ratones Mef2c-het mostraron fenotipos similares a MCHS. La FIG. 3A muestra que los
ratones Mef2c-het mueren prematuramente. El numero de ratones Mef2c-het en comparacién con los ratones
WT fue casi igual a E18, pero ~45% de los WT en la edad adulta (~3 meses) (*P < 0,05 por Chi-cuadrado). Las
FIG. 3B y 3C muestran un deterioro del aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto de Bames de ratones
Mef2c-het durante el entrenamiento (FIG. 3B) y en pruebas de sondeo posteriores (FIG. 3C). Las FIGS. 3Dy 3E
muestran un aumento del agarre de las patas (FIG. 3D) y de la introduccion repetida de la cabeza (FIG. 3E) de
los ratones Mef2c-het en la exploracion del tablero con orificios. Los datos son media £ s.e.m.; n = 9-11 ratones
por genotipo en las FIGS. 3B, Cy E; n = 30 (WT) y 21 (het) en d; n.s. no significativo, *P < 0,05, **P < 0,01
mediante la prueba de la t de Student (FIGS. 3C-E) o ANOVA (FIG. 3B).

La FIG. 4 muestra la regulacion negativa de genes neurogénicos y sinapticos en ratones Mef2c-het mediante
analisis de micromatrices. La FIG. 4A muestra un grafico de volcan que muestra el perfil de expresién de ARN en
el hipocampo Mef2c-het y WT del dia posnatal (P)30 (rojo = arriba, azul = abajo, P < 0,05 indicado por la linea
verde). [NOTA: En la FIG. 4 y las FIGS. 5-19 posteriores que hacen referencia al color, las imagenes en color
aparecen en nuestra publicacion: Tu S, Lipton SANakanishi N, et al. NitroSynapsin therapy for the mouse MEF2C
haploinsufficiency model of human autism. Nature Commun 8, 1488 (2017)]. La FIG. 4B muestra el analisis de
enriquecimiento de la ruta de todos los genes con expresion significativamente alterada en Mef2c-het con
respecto a WT utilizando el filtrado de NextBio y Gene-Ontology (GO-term). La FIG. 4C muestra un grafico de
experimentos de gPCR que muestran los niveles de expresién de ARNm (con respecto a 18S) en ratones Mef2c-
het como porcentaje del control WT (% Ctrl; n = 4 por grupo). Los datos son media £ s.e.m.; *P < 0,05, **P < 0,01
mediante la prueba de la t de Student.

La FIG. 5 muestra que los ratones Mef2c-het exhibieron propiedades neuronales anormales. La FIG. 5A muestra
inmunohistoquimica que muestra células NeuN+ en el giro dentado (DG) de ratones WT y Mef2c-het. La FIG. 5B
presenta cuantificacidon que muestra recuentos disminuidos de células NeuN+ en hipocampo (hip) y corteza (Ctx)
en ratones Mef2c-het con respecto a WT. Las medidas hipocampales se obtuvieron en células granulares en la
capa molecular del DG, y la medida cortical en las capas IV y V del |6bulo frontal. La FIG. 5C y la FIG. 5D
muestran un nimero aumentado de células GFAP+ consistente con astrocitosis en ratones Mef2c-het. La FIG.
5E muestra un dibujo neurollcido de dendritas representativas visualizadas mediante tincion de Golgi en VI
(corteza visual primaria), M2ML (area mediolateral de la corteza visual secundaria) y LPtA (corteza de asociacién
parietal lateral) de la corteza visual de ratones WT y Mef2c-het. La FIG. 5F y la FIG. 5G muestran graficos de
resumen del analisis de Sholl que muestra la reduccién en el numero acumulado de intersecciones dendriticas
(FIG. 5F) y longitudes dendriticas (FIG. 5G) en neuronas Mef2c-het. Barra de escala: 50 um. Los datos son
media £ s.e.m.; n =4 por grupo. *P < 0,05, **P < 0,01 por prueba de la t de Student en las FIGS. 5A-D y ANOVA
enla FIG. 5F y FIG. 5G.

La FIG. 6 muestra que los ratones Mef2c-het exhibieron neurogénesis adulta anormal. FIG. 6A Imagenes
confocales que muestran doble tincién de PCNA (verde) y DCX (rojo) en la zona subgranular (SGZ) del DG en
ratones WT y Mef2c-het de 8 semanas de edad. La FIG. 6B y la FIG. 6C muestran que la cuantificacién de
células PCNA+ y DCX+ revelé una reduccion en el numero de células proliferantes (FIG. 6B) y neuronas en
desarrollo (FIG. 8C) en DG Mef2c-het. La FIG. 6D muestra doble tincion de BrdU (verde) y NeuN (rojo) 4
semanas después de la inyeccion de BrdU en ratones WT y Mef2c-het de 8 semanas de edad reveld neuronas
DG recién nacidas (flechas: BrdU+/NeuN+). La FIG. 6E muestra una reduccidn en células BrdU+/NeuN+ en DG
Mef2c-het; n = 4 ratones por genotipo en el panel A-E. La FIG. 6F muestra ejemplos de desarrollo morfolégico de
neuronas nacidas en ratones adultos Mef2c-het y WT. Las células en divisién en el giro dentado (DG) se
marcaron con mCherry a través de la transduccidon génica mediada por retrovirus. Los ratones se sacrificaron 4
semanas después. La FIG. 6G muestra la cuantificacién de la longitud dendritica total de neuronas de 4 semanas
de edad que reveld una longitud dendritica reducida en ratones Mef2c-het (n = 17) en comparacion con ratones
WT (n =12). La FIG. 6H muestra la cuantificacién que mostré un tamafio somal reducido en ratones Mef2c-het (n
=71) en comparacion con ratones WT (n = 28). La FIG. 61 muestra la cuantificacion del niUmero de neuritas que
mostréd un ndmero normal de neuritas primarias (nwr = 25, nuet = 55), pero numero reducido de neuritas
secundarias (nwr = 25, nnet = 55), terciarias (nwr = 25, nuet = 55), cuaternarias (nwr = 12, nhet = 17) ¥ quinarias
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(nwr = 12, npet = 17) de neuronas de 4 semanas de edad en Mef2c-het en comparacion con el cerebro WT.
Grosor de la seccion: 40 um. Barra de escala: 50 uym. Los valores son media = s.e.m., *P < 0,05; **P < 0,001
mediante la prueba de la t de Student.

La FIG. 7 muestra que los ratones Mef2c-het exhibieron propiedades sinapticas alteradas y desequilibrio
excitatoriofinhibitorio (E/l) en la neurotransmisién sinaptica. La FIG. 7A muestra inmunohistoquimica de
sinaptofisina (SYP), VGLUT1 y VGAT en hipocampo WT y Mef2c-het. Barras de escala: 500 um (panel superior),
50 uym (paneles medio e inferior). La FIG. 7B muestra una inmunorreactividad reducida de SYP en las regiones
del giro dentado (DG) y CA1 del hipocampo de Mef2c-het pero no en la corteza (Ctx) o el cuerpo estriado (str,
izquierda). Las medidas de DG se realizaron en la capa molecular, CA1 en la capa de células piramidales, Ctx en
las capas corticales frontales IV y VI, y str en el putamen a nivel del nucleo accumbens. Expresion reducida de
VGAT pero no de VGLUT1 en el hipocampo Mef2c-het (derecha). Los datos son media = s.e.m., h = 4 por grupo;
*P < 0,05, **P < 0,01 segun la prueba de la t de Student. Las FIGS. 7C y 7D muestran trazas representativas de
mIPSC (FIG. 7C) y corrientes postsinapticas excitatorias en miniatura (mEPSC) (FIG. 7D) a partir de registros de
cortes de neuronas DG de ratones WT y Mef2c-het. Las FIGS. 7E-H muestran graficos acumulativos de
corrientes postsinapticas inhibitorias en miniatura (mIPSC) y amplitud de mEPSC e intervalos entre eventos, n =
7-9 por genotipo; **P < 0,01 mediante la prueba de Kolmogorov-Smimov de dos muestras.

La FIG. 8 muestra que los ratones Mef2c-het expresaron niveles alterados de proteinas sinapticas en el
hipocampo. La FIG. 8A muestra inmunotransferencias de lisados de hipocampo enriquecidos con sinaptosomas
que mostraron una disminucién de sinaptofisina (SYP) y GAD65 pero no de VGLUT1 en ratones Mef2c-het.
Niveles de proteina normalizados a a-tubulina (% de control). Las inmunotransferencias representativas se
ilustran en la parte inferior. La FIG. 8B muestra la relacion de VGLUT1 a GADB65. La FIG. 8C muestra
inmunotransferencias de lisados de hipocampo enriquecidos con sinaptosomas que mostraron un aumento de
VGLUT2 normalizado a a-tubulina en ratones Mef2c-het. Las inmunotransferencias representativas se ilustran en
la parte inferior. Los datos son media + s.e.m., n = 4 por genotipo; *P < 0,05, **P < 0,01. La significancia
estadistica se determin6é mediante la prueba de la t de Student.

La FIG. 9 muestra ratones Mef2c-het que mostraron deterioro de la potenciacion a largo plazo (LTP) del
hipocampo y de la facilitaciéon de pulsos pareados (PPF) en los registros de cortes cerebrales. Las FIGS. 9A y 9B
muestran ratones Mef2c-het que mostraron deterioro de la LTP (FIG. 9A) y disminucién de la PPF (FIG. 9B). Los
trazos representativos se muestran debajo de los graficos. Los datos son media = s.e.m., n = 5-9 por genotipo.
La significancia estadistica se determind mediante ANOVA (FIG. 9A, *P < 0,01) o prueba de signos (FIG. 9B, *P
< 0,05).

La FIG. 10 muestra fenotipos similares a MCHS rescatados por NitroSynapsin en ratones Mef2c-het. La FIG. 10A
muestra la latencia para encontrar una plataforma oculta durante las sesiones de entrenamiento en el laberinto
acuatico de Morris. La FIG. 10B muestra los resultados de una prueba de sondeo; los ratones Mef2c-het tratados
con vehiculo (Het/V) no mostraron preferencia entre el cuadrante diana y el opuesto, lo que sugiere una memoria
deteriorada. El tratamiento con NitroSynapsin (N) rescato este efecto (Het/N). Patrones de nado representativos
mostrados en la parte inferior. La FIG. 10C y la FIG. 10D muestran una prueba de campo abierto; los ratones
Het/V exhibieron un tiempo en centro aumentado que fue rescatado por el tratamiento con N (FIG. 10C). Por el
contrario, los ratones Het/V mostraron una actividad total normal (FIG. 10D). La FIG. 10E muestra que los
ratones Het/V mostraron un aumento de las inmersiones de cabeza por orificio, lo que sugiere un
comportamiento repetitivo. Cada farmaco rescaté. Las FIGS. 10F-I muestran que el tratamiento con N rescaté la
capacidad social aberrante en ratones Mef2c-het. La FIG. 10E muestra trazas representativas del movimiento del
ratén en la prueba de habilidad social de tres camaras. Las FIGS. 10G-| muestran que los ratones Mef2c-het
(Het/V) presentan anomalias en la interaccion social medida por el tiempo que pasan en cada camara (FIG.
10G); y el numero de visitas (FIG. 10H) y la duracion de las visitas (FIG. 101) a las camaras E (vacia) o S1 (ratén
extrafio 1). El tratamiento con N mejoré este déficit (Het/N). M: Camara intermedia. Los datos son media + s.e.m.
n=7-9 por grupo. *P < 0,05, **P < 0,01 por ANOVA.

La FIG. 11 muestra que ni heterocigosidad Mef2c ni el tratamiento con NitroSynapsin alteraron la velocidad de
nado de los ratones en el laberinto acuatico de Morris. La velocidad de los ratones que escaparon hacia la
plataforma oculta durante |la fase de entrenamiento del laberinto acuatico de Morris se calculé como la distancia
dividida entre la latencia. A diferencia de la latencia hacia la plataforma (véase la FIG. 10), la velocidad de los
tres grupos de ratones (WT/V, Het/V y Het/N) no fue significativamente diferente. Los datos son media £ s.e.m., n
=7-9 por grupo.

La FIG. 12 muestra que la NitroSynapsin fue mas eficaz que la memantina para rescatar los déficits neurolégicos
de ratones Mef2c-het. La FIG. 12A presenta un grafico resumen que muestra que el niumero de visitas sociales
de ratones Mef2c-het tratados con NitroSynapsin (N) fue significativamente mayor que el de ratones tratados con
memantina (M) en la prueba de interaccion social de tres camaras. Las visitas sociales constituyen el nimero de
visitas a la camara con un ratén extrafio (S1) menos el numero de visitas a la camara vacia (E). Los datos son
media £ s.e.m., n = 7-9 por grupo; *P <0,05 mediante la prueba de la t de Student. La FIG. 12B presenta un
grafico resumen que muestra que el nimero de células NeuN+ hipocampales en ratones Mef2c-het tratados con

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3015758 T3

NitroSynapsin (N), pero no con memantina (M), fue significativamente mayor que en ratones tratados con
vehiculo (V). Los datos son la media + s.e.m., n =4-5 por grupo; **P < 0,01 por ANOVA.

La FIG. 13 muestra que el tratamiento con NitroSynapsin (N) no alterd el comportamiento social de los ratones
WT en el ensayo de tres camaras. Graficos de resumen que muestran el tiempo en tres camaras (FIG. 13A), el
numero de visitas (FIG. 13B) y la duracion de las visitas (FIG. 13C) de los ratones WT después de un tratamiento
de 3 meses con vehiculo (V) o NitroSynapsin (N). El tratamiento con NitroSynapsin no alteré significativamente el
comportamiento social de los ratones WT. Los datos son media + s.e.m., n = 10 para cada uno de los grupos
WTN y WT/N. E: Camara vacia; S1. Camara con ratén extrafio 1. *P < 0,05y **P < 0,01, comparado con E por
ANOVA o la prueba de la t.

La FIG. 14 muestra que los ratones Mef2¢c-het no exhibieron conductas motoras anormales, excepto el agarre de
las patas, que no fue rescatado por NitroSynapsin. Graficos de resumen que muestran las conductas motoras de
los ratones WT y Mef2c-het después de un tratamiento de 3 meses con vehiculo (V) o NitroSynapsin (N). Los
ratones Mef2c-het no exhibieron comportamientos significativamente alterados en la barra de equilibrio (FIG.
14A), varilla cilindrica (FIG. 14B), capacidad de traccion (FIG. 14C), prueba de suspension (FIG. 14D) o pruebas
de poste vertical (FIG. 14E). En estos experimentos, el tratamiento con NitroSynapsin no tuvo un efecto
significativo en los comportamientos de los ratones WT o Mef2c-het. La actividad anormal de agarre de las patas
observada en los ratones Mef2c-het no fue rescatada por el tratamiento con NitroSynapsin (FIG. 14F). Los datos
son media £ s.e.m., n =12, 5, 11 y 13 para los grupos WT/V, WT/N, Het/V y Het/N, respectivamente. *P < 0,05
en comparacion con WT/V por ANOVA.

La FIG. 15 muestra que la NitroSynapsin rescaté propiedades neuronales y sinapticas anormales en ratones
Mef2c-het. La FIG. 15A muestra imagenes inmunohistoquimicas de NeuN, VGLUT1, VGAT y VGLUT2 en la capa
molecular (ML) del giro dentado hipocampal (DG) de ratones WT y Mef2c-het tratados con vehiculo (V) o
NitroSynapsin (N). Barras de escala: 500 um (panel superior), 25 pm (paneles centrales), 40 um (panel inferior).
La FIG. 15B-F presenta graficos de resumen que muestran el rescate por NitroSynapsin de una cantidad
reducida de recuentos totales de células NeuN+ (FIG. 15B), inmunorreactividad reducida de VGAT (FIG. 15D) y
VGLUT2 (FIG. 15F), y una relacién aumentada de VGLUT1/NVGAT (e) o VGLUT2/VGAT (FIG. 15G) en el
hipocampo de ratones Mef2c-het. La FIG. 15H muestra que la LTP deteriorada en ratones Mef2¢c-het también fue
rescatada por NitroSynapsin. Los datos son media £ s.e.m., n = 4-5 por grupo en la FIG. 15A-G, y 7-9 en la FIG.
15H. *P < 0,05, **P < 0,01, por ANOVA.

La FIG. 16 muestra que los ratones Mef2c-het mostraron una mayor activacién de la caspasa-3 y apoptosis en el
hipocampo. La FIG. 16A muestra inmunohistoquimica de la caspasa-3 activada (Act Casp 3, paneles superiores)
y tincion TUNEL (paneles inferiores) en la region CA3 del hipocampo de ratones WT tratados con vehiculo
(WT/V) o NitroSynapsin (WT/N), y en ratones Mef2c-het tratados con vehiculo (Het/V) o NitroSynapsin (Het/N).
Barras de escala, 25 ym. La FIG. 16B y la FIG. 16C presentan histogramas que muestran que las neuronas
caspasa-3+ (FIG. 16B) y TUNEL+ (FIG. 16C) aumentaron significativamente en ratones Het/V en comparacién
con los ratones WT/V de control. Ademas, ambos fenotipos mejoraron en ratones Het/N. Los datos son media £
s.e.m., n = 4-5 por grupo; *P < 0,05, por ANOVA.

La FIG. 17 muestra que la NitroSynapsin normalizé el numero de astrocitos en el hipocampo Mef2c-het. La FIG.
17A-C presentan imagenes representativas que muestran un aumento de células GFAP+ con morfologia de
astrocitos en ratones Mef2c-het frente a WT (FIG. 17B frente a FIG. 17A). El numero de células GFAP+ se
restablecié a los niveles WT mediante el tratamiento cronico con NitroSynapsin (FIG. 17C). ML, capa molecular
del giro dentado (DG). Barra de escala, 25 ym (FIG. 17D) Cuantificacién de células GFAP+ en el hipocampo de
ratones WT y Mef2c-het tratados con vehiculo (V) o NitroSynapsin (N). Los datos son mediats.em.,, n=405
por grupo; **P < 0,01 en comparacién con WT/NV y **P < 0,05 en comparacién con Het/V por ANOVA.

La FIG. 18 muestra que los ratones Mef2c-het mostraron una reduccién en las sinapsis y células inhibidoras de
parvalbumina+ (PV+). La FIG. 18A presenta imagenes representativas que muestran la inmunorreactividad de
PV+ en el hipocampo de ratones WT tratados con vehiculo (WT/V) y en ratones Mef2c-het tratados con vehiculo
(Het/V) o NitroSynapsin (Het/N). Mayor aumento de neuronas PV+ (parte inferior izquierda de cada panel) o
sinapsis (parte inferior derecha de cada panel). Barra de escala, 25 uym. La FIG. 18B presenta un histograma que
muestra la reduccidon en las sinapsis inmunorreactivas de PV- en ratones Het/V en comparacién con ratones
WT/V. Esta reduccion mejoré significativamente después del tratamiento con NitroSynapsin. La FIG. 18C
presenta un histograma que muestra la reduccidn en el nimero de células inmunorreactivas de PV- en ratones
Het/V pero no en ratones Het/N en comparacién con ratones WT/V. Los datos son media + s.e.m., n = 4-5 por
grupo; *P < 0,05, **P < 0,01 por ANOVA.

La FIG. 19 muestra los déficits rescatados en la LTP en ratones Mef2c-het que fueron rescatados por el
tratamiento con NitroSynapsin. Trazas representativas de corrientes evocadas antes (izquierda) y después
(derecha) de la induccidon de la LTP hipocampal en cortes preparados a partir de ratones tratados con WT/V,
Het/V y Het/N. Las pendientes de fEPSP para cada grupo de animales se presentan en la FIG. 15H en el texto.
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La FIG. 20A muestra que la actividad del receptor extrasinaptico N-metil-D-aspartato (eNMDAR) desencadené la
seflalizacién que inactivé el complejo de esclerosis tuberosa 2 (TSC2) y que se atenud por el antagonista de
NMDAR nitromemantina (también conocida como NitroSynapsin, YQW-036, NMI-6979) en mayor grado que la
memantina. El esquema muestra que los antagonistas del receptor NMDA bloguearon la activacién de la
cascada de p38 MAPK. La nitromemantina YQW-036 (también conocida como NitroSynapsin) es un antagonista
mas eficaz que la memantina, y por lo tanto ejercié un efecto beneficioso aun mayor (de ahi el simbolo de
inhibidor mas grande). La FIG. 20B muestra signos de transferencia Western de que la estimulacion con
eNMDAR aumenté la fosforilacién/activacion de la cascada de p38 MAPK/IMAPKAPK2/TSC2/mTORC1/S6K1. El
bloqueo de los eNMDAR con el antagonista de eNMDAR memantina (10 uM) redujo esta sefializacion. Este
experimento se replico 4 veces con resultados similares, y se cuantificd en la Fig. 20 C. La FIG. 20C muestra la
cuantificacion de inmunotransferencias mediante la prueba de la t no pareada; media £ s.e.m., n =4, *P < 0,05
(Mem, memantina).

La FIG. 21 muestra los efectos del tratamiento con memantina (M) y NitroSynapsin (N, denominada
nitromemantina en la figura) sobre |a integridad sinaptica de ratones Tsc2* (het). La FIG. 21A muestra imagenes
histologicas representativas de cortes cerebrales de ratones WT y transgénicos Tsc2'- de tres meses de edad
tratados con vehiculo, M o N. La tincion para terminales sinapticas positivas para SY38 (sinpatofisina) (rojo) se
muestra en el hipocampo. La FIG. 21B muestra la cuantificacién de la inmunorreactividad de la sinaptofisina en
ratones WT y transgénicos TSC2+/- con tratamiento con vehiculo, M o N. La integridad sinaptica se midié como
el porcentaje de area ocupada por SY38 inmunorreactivo. El tratamiento de ratones Tsc2*- con N elevo la sefial
sinaptica a niveles WT vy fue significativamente mayor que para los tratados con vehiculo. Valores presentados
como % area + s.e.m., *P < 0,5 mediante la prueba de la t, n = 3 ratones por grupo de tratamiento.

La FIG. 22 muestra CA1-LTP anormal en ratones Tsc2* (het) y mejora con NitroSynapsin. La FIG. 22A muestra
LTP (potenciacién a largo plazo) registrada a partir de cortes de hipocampo mediante matriz multielectrodo
(MEA). La pendiente de fEPSP se representa graficamente cada 30 s, y representa la media £ s.e.m. para
Tsc2**y Tsc2* (n = 7 cortes de 7 ratones). La FIG. 22B muestra los efectos del tratamiento con control de
vehiculo frente a 1-2 uM de memantina o NitroSynapsin en ratones Tsc” (n = 13 cortes de 13 ratones, P < 0,001
para la mejora de la LTP por NitroSynapsin (pero no memantina) monitorizada 55-65 minutos después de la
induccién).

La FIG. 23 muestra los efectos beneficiosos del tratamiento con NitroSynapsin pero no con memantina sobre la
discriminacion de contexto en ratones Tsc2* (het) evaluados mediante la prueba de condicionamiento del miedo.
Tiempo de congelacion de ratones WT y transgénicos Tsc2*- de tres meses de edad tratados con vehiculo,
memantina o NitroSynapsin en ensayos de condicionamiento del miedo. Los cuatro grupos de ratones evaluados
(WT-vehiculo, Het-vehiculo, Het-memantina y Het-NitroSynapsin) mostraron congelacion en el "contexto de
entrenamiento” y el "contexto nuevo + sefial", lo que indica que sus respuestas de miedo condicionado no se
vieron afectadas por el genotipo o los farmacos. Ademas, los ratones WT mostraron discriminacion de contexto
entre el entrenamiento y los contextos nuevos (*P = 0,032). Por el contrario, los ratones Tsc2* tratados con
vehiculo o memantina mostraron déficits en este comportamiento, o que dio como resultado la falta de
discriminacion entre el entrenamiento y los contextos nuevos (n.s. = ninguna diferencia significativa). El
tratamiento con NitroSynapsin (pero no con memantina) mejord este fenotipo, normalizando la discriminacion del
contexto en ratones Tsc2*- (**P = 0,023). Los valores son media + s.e.m. (n = 7-12 ratones por grupo).

La FIG. 24 muestra un rendimiento mejorado en rotarod del modelo de ratén carente (KO) de MeCP2 del
sindrome de Rett mediante tratamiento con NitroSynapsin. Los ratones se colocaron en el cilindro estacionario, y
después el cilindro se aceleré lentamente a 10 revoluciones/min. Se registré el tiempo total a 10 rpm antes de
una caida del cilindro. V = tratamiento con vehiculo (n = 12 para WT y n = 7 para ratones KO de MeCP2;, M =
tratamiento con memantina (n = 16 para WT y n = 13 para MeCP2 KO; N = tratamiento con NitroSynapsin (n = 5
para WT y n = 14 para MeCP2 KO). Los valores son +s.e.m.; *P < 0,05. El tratamiento con N pero no con M
ejercid un rendimiento motor significativamente mejorado en esta prueba de rotarod.

DESCRIPCION DETALLADA

En el cerebro, el factor de transcripcién, factor potenciador de miocitos 2 (MEF2), es fundamental para la
diferenciacién neuronal, la formacidn sinaptica y la supervivencia neuronal. Se ha demostrado que la inactivacion
condicional de Mef2c en las células progenitoras neuronales que expresan nestina produjo ratones con
propiedades de red electrofisioldgicas deterioradas y déficits conductuales que recuerdan al sindrome de Rett, un
trastorno neuroldgico relacionado con el trastorno del espectro autista (TEA). Las regiones de microdeleciones
del cromosoma 5q14.3q15 causan fenotipos de déficit neuroldgico en nifios identificados como haploinsuficiencia
de MEF2C. Estos pacientes presentan signos y sintomas que incluyen TEA, discapacidad intelectual y del
desarrollo (IDD), mala conducta reciproca, falta de habla, conducta estereotipada y repetitiva, y epilepsia. Los
trastornos causados por la haploinsuficiencia de MEF2C se han denominado colectivamente sindrome de
haploinsuficiencia de MEF2C (MCHS). Ademas, se han identificado multiples genes diana de MEF2 como genes
relacionados con el autismo en linajes humanos con ascendencia compartida. Por lo tanto, el método terapéutico
reivindicado para el MCHS también resulta Util para tratar eficazmente otras formas de TEA/IDD y epilepsia.
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Se necesitan terapias mejoradas para el tratamiento del TEA, la IDD, la epilepsia y las afecciones relacionadas.
En esta linea, recientemente se sintetizé una serie mejorada de medicamentos basados en una accién dual
similar a la de la memantina y una inhibicion basada en la oxidacion-reduccion (S-nitrosilacion)
predominantemente de los receptores NMDA extrasinapticos (eNMDAR). Inicialmente, estos compuestos se
denominaron "nitromemantinas ", pero recientemente el compuesto principal, YQW-036 (o NMI-6979), se
denomind NitroSynapsin debido a su capacidad para restaurar el nimero y la funciéon sinaptica frente a multiples
agresiones. El esquema 1 muestra las estructuras de la memantina y la nitromemantina (también conocida como
NitroSynapsin).

Esquema 1.
NH, NH;
Et
Me Me Et
.0
O,N
Memantina Nitromemantina

Como se muestra en los Ejemplos aqui, los déficits neuroconductuales, el desequilibrio excitatorio/inhibitorio (E/l)
y el dafio histolégico se mejoraron mediante el tratamiento con NitroSynapsin (también conocida como
NitroMemantina YQW-036/NMI-6979 - véase la Estructura 1) en ratones Mef2c*" (Mef2c-het). Se desarrollaron
ratones Mef2c-het como modelo para la forma humana de TEA con haploinsuficiencia de MEF2C. Los ratones
Mef2c-het mostraron anomalias neuronales y sinapticas, disminucién de la transmisién sinaptica inhibitoria y
aumento de la excitatoria en el hipocampo, potenciacién a largo plazo suprimida (LTP), y fenotipos conductuales
similares a MCHS. Antes del tratamiento con NitroSynapsin, estos ratones exhibieron neurogénesis disminuida,
apoptosis neuronal aumentada, una relacion alterada de neurotransmisién E/l, y un fenotipo de déficits
conductuales similares a los de los pacientes humanos con trastorno del espectro autista (TEA), discapacidad
intelectual y del desarrollo (IDD), y epilepsia. Es importante destacar que casi todos estos fenotipos se
rescataron o mitigaron con el tratamiento crénico con NitroSynapsin. Ademas, modelos de ratdon adicionales de
las enfermedades humanas del sindrome de Rett y la esclerosis tuberosa mostraron que NitroSynapsin fue
igualmente eficaz para corregir los fenotipos asociados con estas otras formas de TEA/IDD y epilepsia que estan
asociadas con el desequilibrio E/I. Independientemente del mecanismo, se ha demostrado que NitroSynapsin es
un tratamiento eficaz en multiples modelos de ratones con TEA/IDD y epilepsia, y por lo tanto deberia ser eficaz
para el tratamiento del TEA/IDD vy la epilepsia en seres humanos.

Fue sorprendente que NitroSynapsin tuviera eficacia para el sindrome de MCHS y otras formas de TEA/IDD y
sindromes de epilepsia debido a que otros antagonistas de NMDAR, como la memantina, habian fallado en
ensayos clinicos en seres humanos para este fin (Fung LK, Hardan AY. Developing medications targeting
glutamatergic disfunction in autism: Progress to date. CNS Drugs 29, 453-463 (2015); Tu S, Lipton SA. Nakanishi
N, et al. NitroSynapsin therapy for the mouse MEF2C haploinsufficiency modelo of human autism. Nature
Commun 8, 1488 (2017)). La NitroSynapsin funciona en este sentido porque manifiesta una eficacia superior y al
mismo tiempo tiene propiedades clinicamente toleradas de evitar el bloqueo de la transmision sinaptica y la
potenciacion a largo plazo (LTP).

La FIG. 1 muestra un diagrama resumen de haploinsuficiencia de Mef2c que conduce a un desequilibrio E/l y
fenotipos similares a MCHS que fueron rescatados por NitroSynapsin. La haploinsuficiencia de Mef2c conduce a
una disminucién de VGAT y un aumento de los niveles de proteina VGLUT2, lo que da como resultado un
desequilibrio E/l (sobreexcitabilidad) y disfuncién sinaptica. La haploinsuficiencia de Mef2c también causa
pérdida neuronal, en particular una reduccién del nimero de interneuronas inhibidoras de PV+. Es probable que
estas anomalias sinapticas y celulares sean la causa subyacente de los fenotipos conductuales similares a
MCHS observados en ratones Mef2c-het. Los fenotipos histolégicos y conductuales mejoran con el tratamiento
cronico con NitroSynapsin (NitroMem) en un grado significativamente mayor que el farmaco memantina (Mem)
aprobado por la FDA.

Afecciones neuroldgicas

Se proporciona aqui, como se define en las reivindicaciones, NitroSynapsin para uso en el tratamiento de un
trastorno del espectro autista (TEA) en un sujeto. Los métodos pueden comprender la administracion de un
compuesto descrito aqui al sujeto. Los métodos pueden comprender la administracién de una combinacion de
compuestos descritos aqui al sujeto. La afeccion neuroldgica puede estar asociada con un desequilibrio E/I,
como saben evaluar los expertos en la técnica. En resumen, E/l se puede evaluar mediante varios métodos, por
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ejemplo registro eléctrico de fijacion de parche para mostrar hiperexcitabilidad o déficits en la transmision
inhibitoria (Tu et al., 2017 ibid.). La evaluacién histoldgica de sinapsis excitatorias e inhibidoras como se describe
en Tu et al, 2017 (ibid.) también se puede utilizar en parte para evaluar el desequilibrio E/l. Las afecciones
neuroldgicas en seres humanos u otros animales que pueden tratarse segun los métodos descritos aqui pero no
reivindicados incluyen, pero no se limitan a, cualquier forma de autismo (TEA), sindrome de haploinsuficiencia de
MEF2C (MCHS), discapacidades intelectuales y del desarrollo (IDD), epilepsia, sindrome de Rett, y esclerosis
tuberosa.

Los métodos de tratamiento descritos aqui pero no reivindicados comprenden el tratamiento de una afeccion
neuroldgica de inicio juvenil. Una afeccién neurolégica de inicio juvenil es aquella en la que aparecen una 0 mas
anomalias neuroldgicas o conductuales durante la infancia. En algunos casos, se considera infancia entre las
edades de 0 y 18 afios. En algunos casos, el nifio tiene entre 0 y 12 afios. Los ejemplos no limitativos de
anomalias neurolégicas y conductuales incluyen apretar las manos, falta de contacto visual, crecimiento lento de
la cabeza, convulsiones, movimientos repetitivos, reduccién o pérdida del lenguaje, retorcimiento de manos,
aplausos, golpeteos, agarre y liberacién aleatorios, irregularidades en la respiracidén, reducciéon o pérdida de
interaccion social, reduccién o pérdida de interaccidn social de habilidades de comunicacion, marcha inestable,
apraxia, dificultades motoras, debilidad muscular, rigidez, espasticidad, retraso psicomotor, hipotonia
generalizada, contacto visual deficiente, estereotipias mano-boca, estrabismo, y dimorfismos faciales. Los
ejemplos no limitativos de afecciones neuroldgicas de inicio juvenil incluyen trastornos del espectro autista (TEA),
discapacidades intelectuales y del desarrollo (IDD), epilepsia, sindrome de haploinsuficiencia de MEF2C
(MCHS), y esclerosis tuberosa. En algunos casos, la IDD comprende afecciones que caen dentro del TEA,
incluido el autismo en si. Los trastornos del espectro autista incluyen, pero no se limitan a, autismo, sindrome de
Asperger, y sindrome de Rett. Otras afecciones que pueden considerarse afecciones neurolégicas de inicio
juvenil incluyen el trastorno por déficit de atencidn, el trastorno por déficit de atencion con hiperactividad, el
trastorno generalizado del desarrollo, y el trastorno obsesivo compulsivo. En algunos casos, la afeccién
neuroldgica de inicio juvenil se debe a una lesidn cerebral causada por una enfermedad/infeccion, traumatismo
craneal, o toxicidad.

En algunos casos, NitroSynapsin se utiliza en métodos para tratar a un sujeto con trastorno del espectro autista
(TEA). Los sujetos que se incluyen en el TEA incluyen sujetos diagnosticados con autismo, sindrome de
Asperger y trastorno generalizado del desarrollo no especificado de otra manera (PDD-NOS), y trastorno
desintegrativo infantil. Estos sujetos presentan dificultad con la comunicacion e interaccidon social. También
pueden presentar comportamientos repetitivos. El diagnéstico de TEA puede realizarse segun los criterios
publicados en el Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales mas actualizado y/o la
Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (ICD). Los
médicos pueden administrar evaluaciones como la Entrevista de diagndstico de autismo revisada y el Programa
de observacion de diagnostico de autismo. Otras afecciones, tales como la epilepsia, esclerosis tuberosa
(tumores no malignos), ansiedad, depresién, esquizofrenia, trastorno por déficit de atencion con hiperactividad
(TDAH), y el trastorno del procesamiento sensorial a menudo son comdrbidas con el TEA. Los métodos descritos
aqui pueden comprender la evaluacion de la gravedad del TEA o de una afeccidon comodrbida con el TEA. Los
métodos pueden comprender la evaluacion de la presencia y/o gravedad de uno o0 mas sintomas del TEA o de
una afecciéon comorbida con el TEA antes de administrar al sujeto un compuesto descrito aqui. Los métodos
pueden comprender la evaluacidon de la presencia y/o gravedad de uno o mas sintomas del TEA o de una
afeccion comérbida con el TEA después de administrar al sujeto un compuesto descrito aqui. Los métodos
descritos aqui pueden dar como resultado la reduccidn de la gravedad de uno 0 mas sintomas del TEA o de una
afeccion comadrbida con el TEA. En algunos casos, los métodos comprenden administrar un compuesto descrito
aqui a un sujeto con TEA y proporcionar una terapia conductual al sujeto, tal como terapia del habla y del
lenguaje y terapia ocupacional.

En algunos casos, NitroSynapsin se utiliza en métodos para tratar a un sujeto con sindrome de Rett. El sindrome
de Rett es un trastorno neuroldgico que se caracteriza por problemas con el lenguaje y la coordinacién, y
movimientos repetitivos. En algunos casos, los sujetos con sindrome de Rett tienen convulsiones, escoliosis y
problemas para dormir. Otros sintomas incluyen disminucidn del crecimiento de la cabeza (antes de los 4 afios),
reduccién o pérdida del control de las manos, reduccién o pérdida del lenguaje, retorcimiento de manos,
aplausos, golpeteos, agarre y liberacion aleatorios, irregularidades en la respiracion, reduccién o pérdida de la
interaccion social, reduccién o pérdida de la interaccion social de las habilidades de comunicacion, marcha
inestable, apraxia, dificultades motoras, debilidad muscular, rigidez, y espasticidad. Los métodos pueden
comprender la administracidon de uno o mas compuestos descritos aqui a un sujeto con sindrome de Rett en
combinacién con medicamentos utilizados para tratar el sindrome de Rett, incluidos, pero sin limitarse a,
somniferos, inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, antipsicoticos, y betabloqueantes, o una
combinacion de los mismos. Los métodos pueden comprender evaluar la presencia y/o la gravedad de los
sintomas del sujeto antes de administrar un compuesto descrito aqui al sujeto con sindrome de Rett. Los
métodos pueden comprender evaluar la presencia y/o la gravedad de los sintomas del sujeto después de
administrar un compuesto descrito aqui al sujeto con sindrome de Rett. Los métodos descritos aqui pueden dar
como resultado la reduccién de la gravedad de uno 0 mas de los sintomas del sujeto con sindrome de Rett. Los
métodos descritos aqui pueden dar como resultado el alivio de uno o mas de los sintomas del sujeto con
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sindrome de Rett.

En algunos casos, NitroSynapsin se utiliza en métodos para tratar a un sujeto con esclerosis tuberosa. La
esclerosis tuberosa (TSC) es un trastorno autosdmico dominante causado por mutaciones heterocigotas en el
gen TSC1 o TSC2. La TSC a menudo se asocia con déficits neuroldgicos, cognitivos y conductuales. Los
pacientes con TSC pueden expresar comorbilidad con ansiedad y trastornos del estado de animo. Los sintomas
neuroldgicos relacionados con la TSC pueden estar acompafiados de actividad glutamatérgica excesiva y
estructuras de la espina sinaptica alteradas. La esclerosis tuberosa es una afeccion que generalmente se
caracteriza por tumores benignos. Estos tumores pueden aparecer en 6érganos tales como el cerebro, el corazén,
los rifiones, el higado, los ojos, los pulmones y la piel. Los sintomas incluyen, pero no se limitan a, signos de
TEA, convulsiones, discapacidades cognitivas, anomalias conductuales (por ejemplo, agresién, trastorno por
déficit de atencion con hiperactividad, trastorno obsesivo compulsivo, autolesién), afecciones de la piel,
enfermedad pulmonar y enfermedad renal. Existen pocas opciones de tratamiento para esta afeccién, pero
everolimus se ha aprobado para el tratamiento de tumores en el cerebro y los rifiones. Los métodos pueden
comprender la administracion de uno 0 mas compuestos descritos aqui a un sujeto con esclerosis tuberosa en
combinacién con everolimus, intervencién neuroquirirgica, o una combinacién de los mismos. Los métodos
pueden comprender la evaluacidén de la presencia y/o gravedad de los sintomas del sujeto antes de administrar
un compuesto descrito aqui al sujeto con esclerosis tuberosa. Los métodos pueden comprender la evaluacion de
la presencia y/o gravedad de los sintomas del sujeto después de administrar un compuesto descrito aqui al
sujeto con esclerosis tuberosa. Los métodos descritos aqui pueden dar como resultado la reduccién de la
gravedad de uno o0 mas de los sintomas del sujeto con esclerosis tuberosa. Los métodos descritos aqui pueden
dar como resultado el alivio de uno 0 mas de los sintomas del sujeto con esclerosis tuberosa.

En algunos casos, NitroSynapsin se utiliza en métodos para tratar a un sujeto con haploinsuficiencia de MEF2C.
El sindrome de haploinsuficiencia de MEF2C (MCHS) es un trastorno del desarrollo neuroldgico asociado con
discapacidad intelectual, caracteristicas autistas, epilepsia y movimientos anormales. Los sintomas incluyen,
pero no se limitan a, retraso psicomotor, hipotonia generalizada, mal contacto visual, estereotipias mano-boca,
estrabismo y dimorfismos faciales menores. Algunos sintomas pueden deberse a una relacién excitatoria a
inhibitoria (relacién E/l) alterada de la actividad eléctrica normal en el cerebro. Los métodos descritos aqui
pueden comprender restaurar la relacién E/I hacia un intervalo normal (por ejemplo, el de una persona sin
haploinsuficiencia de MEF2C) y mejorar los signos de TEA. Los métodos pueden comprender evaluar la
presencia y/o gravedad de los sintomas del sujeto antes de administrar un compuesto descrito aqui al sujeto con
haploinsuficiencia de MEF2C. Los métodos pueden comprender la evaluacién de la presencia y/o gravedad de
los sintomas del sujeto después de administrar un compuesto descrito aqui al sujeto con haploinsuficiencia de
MEF2C. Los métodos descritos aqui pueden dar como resultado la reduccién de la gravedad de uno o mas de
los sintomas de haploinsuficiencia de MEF2C del sujeto. Los métodos descritos aqui pueden dar como resultado
el alivio de uno o més de los sintomas de haploinsuficiencia de MEF2C del sujeto.

En algunos casos, NitroSynapsin se utiliza en métodos para tratar a un sujeto, en los que el sujeto es un nifio. El
nifio puede tener menos de alrededor de 14 afios, menos de alrededor de 13 afios, menos de alrededor de 12
afios 0 menos de alrededor de 10 afios. En algunos casos, el sujeto tiene mas de 1 afio, mas de 2 afios, mas de
3 afios, mas de 4 afios 0 mas de 5 afios.

Dichos métodos descritos aqui, pero no reivindicados, pueden comprender la seleccidn de un sujeto para el
tratamiento. En algunos casos, el sujeto se selecciona en funcién de la expresién de un gen en el sujeto. En
algunos casos, el sujeto se selecciona en funcién de una secuencia de un gen en el sujeto. En algunos casos, el
sujeto se selecciona en funcion de una mutacién en un gen en el sujeto. La mutacion puede ser una mutacién
por delecién. La mutacién por delecion puede ser una haploinsuficiencia (por ejemplo, haploinsuficiencia de
MEF2C). La mutacién puede ser una mutacién por desplazamiento del marco de lectura. La mutacién puede ser
un polimorfismo de un solo nucledtido. En algunos casos, el sujeto se selecciona en funcion de la expresién del
sujeto de una proteina codificada por el gen. En algunos casos, el sujeto se selecciona en funcién de la actividad
de la proteina codificada por el gen. El gen puede ser MEF2C, que codifica el factor potenciador de miocitos 2C
(MEF2C). El gen puede ser SLC32A1, que codifica el transportador vesicular de acido y-aminobutirico (GABA)
(VGAT). El gen puede ser SLC17A6, que codifica el transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT2). El gen
puede ser SYP, que codifica la proteina sinaptofisina, también conocida como proteina p38 de la vesicula
sinaptica mayor. El gen puede ser GAD65, que codifica la descarboxilasa del &cido glutamico.

Estos métodos pueden comprender la obtencidn de un nivel de expresién de un gen descrito aqui. Los métodos
pueden comprender la obtencién de un nivel de expresidn de una proteina descrita aqui. Los métodos pueden
comprender la obtencién de informacién sobre la actividad de una proteina descrita aqui. Los métodos pueden
comprender el analisis de un nivel de expresién de un gen descrito aqui. Los métodos pueden comprender el
analisis de un nivel de expresidn de una proteina descrita aqui. Los métodos pueden comprender el analisis de
informacion sobre |la actividad de una proteina descrita aqui. Los métodos pueden comprender la cuantificacidn
de un nivel de expresién de un gen descrito aqui. Los métodos pueden comprender la cuantificacién de un nivel
de expresion de una proteina descrita aqui. Los métodos pueden comprender la cuantificacion de informacidn
sobre la actividad de una proteina descrita aqui. La cuantificacién y analisis de la expresion y la actividad de
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genes y proteinas, respectivamente, son bien conocidos en la técnica. Ejemplos no limitativos de cuantificacién y
analisis de la expresién génica son g-PCR, micromatrices, secuenciacién, y transferencia Northern. Los métodos
pueden comprender el analisis de la expresion especifica de alelos. Ejemplos no limitativos de cuantificacién y
andlisis de la expresién y actividad de proteinas son inmunohistoquimica, transferencia Western,
inmunoprecipitacién, citometria de flujo, inmunofluorescencia, y combinaciones de las mismas. Los métodos
pueden comprender la secuenciacion de un gen descrito aqui.

Los métodos pueden comprender la obtencién de un nivel de expresion de un gen descrito aqui, en los que el
nivel de expresion es el de una célula del sujeto. Los métodos pueden comprender la obtencion de una célula del
sujeto. Los métodos pueden comprender el aislamiento de una célula del sujeto. La célula puede ser una célula
cerebral. La célula puede ser una célula circulante. La célula puede ser una célula que circula en el liquido
cefalorraquideo. La célula puede ser una célula sanguinea. La célula puede ser una célula cutanea. La célula
puede ser una célula epitelial. La célula puede ser una célula madre pluripotente inducida humana derivada de
una biopsia de piel de un paciente y diferenciada en una neurona u otras células cerebrales (por ejemplo,
astrocitos, oligodencrocitos y microglia) y analizada en un sistema de cultivo bidimensional (2D) o en un
organoide cerebral 3D, una pequefia estructura similar a un cerebro producida in vitro y por lo tanto capaz de
modelar una "enfermedad en una placa".

La obtencién del nivel de expresion del gen puede comprender aislar un acido nucleico libre de células del sujeto.
El acido nucleico libre de células puede comprender ARN. El &cido nucleico libre de células puede comprender
ARN mensajero. El acido nucleico libre de células puede consistir esencialmente en ARN mensajero. El acido
nucleico libre de células puede comprender ADN. El ADN puede ser ADN metilado. La obtencion del nivel de
expresion del gen puede comprender aislar un acido nucleico libre de células del sujeto. El acido nucleico libre de
células puede ser acido nucleico libre de células circulante. Los métodos pueden comprender la obtencion de
una muestra del sujeto, en los que la muestra contiene el acido nucleico libre de células. Ejemplos no limitativos
de tales muestras son sangre completa, plasma, suero, orina, liquido cefalorraquideo, y saliva.

Los métodos descritos aqui, pero no reivindicados, pueden comprender cuantificar un nivel de expresion de
SLC32A1 en un sujeto, o una célula del mismo, o un fluido bioldgico del mismo. El sujeto puede tener una
haploinsuficiencia de MEF2C. El sujeto puede no tener una haploinsuficiencia de MEF2C. El sujeto puede tener
un nivel de expresion de SLC32A1 significativamente reducido con respecto al promedio de una pluralidad de
sujetos de control que tienen dos copias del gen MEF2C. El sujeto puede tener un nivel de expresion de
SLC32A1 significativamente reducido con respecto al promedio de una pluralidad de sujetos de control que no
presentan signos o sintomas de un trastorno neuroldgico. El sujeto puede tener un nivel de expresién de
SLC32A1 significativamente reducido con respecto al promedio de una pluralidad de sujetos de control que no
presentan signos o sintomas de un trastorno neuroldgico descrito aqui. Significativamente reducido puede ser al
menos aproximadamente 10% reducido, al menos aproximadamente 20% reducido, al menos aproximadamente
30% reducido, al menos aproximadamente 40% reducido, al menos aproximadamente 50% reducido, al menos
aproximadamente 75% reducido, o aproximadamente 100% reducido.

Los métodos descritos aqui, pero no reivindicados, pueden comprender la cuantificaciéon de un nivel de expresion
de SLC17A6 en un sujeto, o una célula del mismo, o un fluido biolégico del mismo. El sujeto puede tener una
haploinsuficiencia de MEF2C. El sujeto puede no tener una haploinsuficiencia de MEF2C. El sujeto puede tener
un aumento significativo del nivel de expresion de SLC717A6 con respecto al promedio de una pluralidad de
sujetos de control que tienen dos copias del gen MEF2C. El sujeto puede tener un nivel de expresion de
SLC17A6 significativamente aumentado con respecto al promedio de una pluralidad de sujetos de control que no
presentan signos ni sintomas de un trastorno neurolégico. El sujeto puede tener un nivel de expresién de
SLC17A6 significativamente aumentado con respecto al promedio de una pluralidad de sujetos de control que no
presentan signos ni sintomas de un trastorno neurolégico descrito aqui. Significativamente aumentado puede ser
al menos aproximadamente 10% aumentado, al menos aproximadamente 20% aumentado, al menos
aproximadamente 30% aumentado, al menos aproximadamente 40% aumentado, al menos aproximadamente
50% aumentado, al menos aproximadamente 75% aumentado, o aproximadamente 100% aumentado.

Los métodos descritos aqui, pero no reivindicados, pueden comprender la cuantificacién de un nivel de expresion
de sinaptofisina (SYP), una proteina presinaptica, en un sujeto, o una célula del mismo, o un fluido biolégico del
mismo. El sujeto puede tener una haploinsuficiencia de MEF2C. El sujeto puede no tener una haploinsuficiencia
de MEF2C. El sujeto puede tener un nivel de expresion de SYP significativamente reducido con respecto al
promedio de una pluralidad de sujetos de control que tienen dos copias del gen MEF2C. El sujeto puede tener un
nivel de expresion de SYP significativamente reducido con respecto al promedio de una pluralidad de sujetos de
control que no presentan signos ni sintomas de un trastorno neuroldgico. El sujeto puede tener un nivel de
expresion de SYP significativamente reducido con respecto al promedio de una pluralidad de sujetos de control
que no presentan signos ni sintomas de un trastorno neuroldgico descrito aqui. Significativamente reducido
puede ser al menos aproximadamente 10% reducido, al menos aproximadamente 20% reducido, al menos
aproximadamente 30% reducido, al menos aproximadamente 40% reducido, al menos aproximadamente 50%
reducido, al menos aproximadamente 75% reducido, o aproximadamente 100% reducido.
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Los métodos descritos aqui, pero no reivindicados, pueden comprender la cuantificacién de un nivel de expresion
de GAD65 en un sujeto, o una célula del mismo, o un fluido biolégico del mismo. El sujeto puede tener una
haploinsuficiencia de MEF2C. El sujeto puede no tener una haploinsuficiencia de MEF2C. El sujeto puede tener
un nivel de expresion de GADG65 significativamente reducido con respecto al promedio de una pluralidad de
sujetos de control que tienen dos copias del gen MEF2C. El sujeto puede tener un nivel de expresién de GAD65
significativamente reducido con respecto al promedio de una pluralidad de sujetos de control que no presentan
signos ni sintomas de un trastorno neurologico. El sujeto puede tener un nivel de expresion de GAD65
significativamente reducido con respecto al promedio de una pluralidad de sujetos de control que no presentan
signos ni sintomas de un trastorno neurolégico descrito aqui. Significativamente reducido puede ser al menos
aproximadamente 10% reducido, al menos aproximadamente 20% reducido, al menos aproximadamente 30%
reducido, al menos aproximadamente 40% reducido, al menos aproximadamente 50% reducido, al menos
aproximadamente 75% reducido, o aproximadamente 100% reducido.

Compuestos

Se describe aqui un inhibidor de NMDAR para uso en un método para tratar el trastorno del espectro autista
(TEA), el sindrome de Rett y/o la esclerosis tuberosa en un sujeto que lo necesita, en el que el inhibidor de
NMDAR es NitroSynapsin de Férmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma:

NH>

R‘I
R2
Férmula |
en la que cada R" es -CH2CHs; y R? es -ONO2.
Formulaciones

Los métodos, no reivindicados, pueden comprender administrar a un sujeto una dosis de aproximadamente 1 mg
a aproximadamente 25 mg de un compuesto segln la reivindicacién 1. Tales métodos pueden comprender
administrar a un sujeto una dosis de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 20 mg de un compuesto
descrito aqui. Los métodos pueden comprender administrar a un sujeto una dosis de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 5 mg de un compuesto descrito aqui. Los métodos pueden comprender administrar a un sujeto
una dosis de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 10 mg de un compuesto descrito aqui. Los métodos
pueden comprender administrar a un sujeto una dosis de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 15 mg de
un compuesto descrito aqui. Los métodos pueden comprender administrar a un sujeto una dosis de
aproximadamente 15 mg a aproximadamente 20 mg de un compuesto descrito aqui. Los métodos pueden
comprender administrar a un sujeto una dosis de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 mg de un
compuesto descrito aqui. Los métodos pueden comprender administrar a un sujeto una dosis de
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 20 mg de un compuesto descrito aqui. Una dosis de 1 a 5 mg de
compuesto por dia para un nifio (paciente pediatrico) puede ser suficiente. La dosis puede aumentarse
lentamente segun la tolerancia hasta aproximadamente 20 mg por dia en dosis divididas. La dosis puede
aumentarse lentamente durante una o mas semanas.

Los métodos, no reivindicados, pueden comprender la administracion de una dosis de un compuesto descrito
aqui una vez al dia. Los métodos pueden comprender la administracién de una dosis descrita aqui una vez al
dia. Los métodos pueden comprender la administracion de una dosis descrita aqui dos veces al dia. Los
métodos pueden comprender la administracion de una primera dosis en un primer momento durante un diay una
segunda dosis en un segundo momento durante el dia. La primera dosis y la segunda dosis pueden ser iguales.
La primera dosis y la segunda dosis pueden ser diferentes.

Los métodos descritos aqui, pero no reivindicados, pueden comprender aumentar una dosis diaria de un
compuesto descrito aqui a lo largo del tiempo. Por ejemplo, los métodos pueden comprender administrar al
menos un compuesto descrito aqui en una primera dosis durante una primera semana, y administrar el al menos
un compuesto en una segunda dosis durante una segunda semana, en los que la primera dosis y la segunda
dosis son diferentes. En algunos casos, la segunda dosis es mayor que la primera dosis. En algunos casos, la
segunda dosis es menor que la primera dosis.

Los métodos descritos aqui, pero no reivindicados, pueden comprender la administracién oral a un sujeto de al

menos un compuesto descrito aqui. EI compuesto puede formularse como un comprimido o una capsula. El
compuesto puede formularse como una disolucion liquida. La disolucién liquida puede tragarse. La disolucion
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liquida puede administrarse mediante un gotero o una pipeta. Como alternativa o adicionalmente, la
administracién puede comprender la inyeccién del compuesto (administracion parenteral), la aplicaciéon del
compuesto por via tdpica, la inhalacién del compuesto, la administracién del compuesto por via transnasal al
cerebro, o cualquier combinacion de las anteriores.

Los métodos descritos aqui, pero no reivindicados, pueden comprender la administracién de una composicion
farmacéutica que comprende al menos un compuesto descrito aqui. La composicién farmacéutica puede
comprender un diluyente, excipiente, vehiculo farmacéuticamente aceptable, o una combinacidén de los mismos.
La expresién "farmacéuticamente aceptable”, como se utiliza aqui, se refiere a un material que no anula la
actividad biolégica o las propiedades de los compuestos descritos aqui, y es relativamente no téxico (es decir, la
toxicidad del material supera significativamente el beneficio del material). En algunos casos, un material
farmacéuticamente aceptable puede administrarse a un individuo sin causar efectos biolégicos indeseables
significativos o interactuar significativamente de manera perjudicial con cualquiera de los componentes de la
composicidon en la que esta contenido.

Las composiciones farmacéuticas descritas aqui pueden formularse utilizando uno o mas vehiculos
fisiolégicamente aceptables, incluyendo excipientes y auxiliares que facilitan el procesamiento de los agentes
activos en preparaciones que se utilizan farmacéuticamente. La formulacidon adecuada depende de la via de
administracién elegida. Se puede encontrar un resumen de las composiciones farmacéuticas, por ejemplo, en
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, decimonovena edicién (Easton, Pensilvania: Mack
Publishing Company, 1995); Hoover, John E., Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.,
Easton, Pensilvania, 1975; Liberman, HA y Lachman, L., Eds., Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Decker,
Nueva York, NY, 1980; y Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, séptima edicion (Lippincott
Williams & Wilkins, 1999).

Las composiciones farmacéuticas descritas aqui pueden comprender uno o mas diluyentes, excipientes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir otros agentes
medicinales o farmacéuticos, vehiculos, adyuvantes, tales como agentes conservantes, estabilizadores,
humectantes o emulsionantes, promotores de la disolucién, sales para regular la presién osmodtica y/o
amortiguadores. Ademas, las composiciones farmacéuticas también contienen otras sustancias terapéuticamente
valiosas.

Las composiciones farmacéuticas descritas aqui pueden administrarse a un sujeto mediante cualquier via de
administracién adecuada, incluyendo, pero sin limitarse a, administracion parenteral (intravenosa, subcutanea,
intraperitoneal, intramuscular, intravascular, intratecal, intravitrea, infusion o local), tépica, oral o nasal.

Las formulaciones adecuadas para inyeccion intramuscular, subcutanea, peritumoral, o intravenosa pueden
incluir disoluciones, dispersiones, suspensiones 0 emulsiones acuosas 0 no acuosas estériles fisiolégicamente
aceptables, y polvos estériles para reconstitucion en disoluciones o dispersiones inyectables estériles. Ejemplos
de portadores, diluyentes, disolventes o vehiculos acuosos y no acuosos adecuados incluyen agua, etanol,
polioles (propilenglicol, polietilenglicol, glicerol, cremophor y similares), mezclas adecuadas de los mismos,
aceites vegetales (tal como aceite de oliva) y ésteres organicos inyectables tal como oleato de etilo. La fluidez
adecuada se mantiene, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como, mediante el mantenimiento
del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos. Las
formulaciones adecuadas para inyeccidn subcutanea también contienen aditivos opcionales tales como agentes
conservantes, humectantes, emulsionantes y dosificadores.

Para inyecciones intravenosas, un agente activo puede formularse opcionalmente en disoluciones acuosas,
preferiblemente en amortiguadores fisiolégicamente compatibles tal como disolucién de Hank, disolucién de
Ringer o un amortiguador salino fisioldgico.

Las inyecciones parenterales implican opcionalmente una inyeccion en bolo o una infusién continua. Las
formulaciones para inyeccion se presentan opcionalmente en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo en
ampollas 0 en envases multidosis, con un conservante afiadido. La composicién farmacéutica descrita aqui
puede estar en una forma adecuada para inyeccion parenteral tales como suspensiones, disoluciones o
emulsiones estériles en vehiculos aceitosos 0 acuosos, y contener agentes de formulacién tales como agentes
de suspensién, estabilizacion yfo dispersion. Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral
incluyen disoluciones acuosas de un agente activo en forma soluble en agua. Ademas, las suspensiones se
preparan opcionalmente como suspensiones oleosas para inyeccion adecuadas.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1 Los ratones Mef2c-het manifiestan comportamientos similares a los de MCHS y una
viabilidad reducida

La expresién de la proteina MEF2C fue significativamente menor (P < 0,01) en ratones Mef2c-het que en sus
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compafieros de camada de tipo salvaje (WT) (FIG. 2), y se observé un numero significativo de muertes
tempranas en los ratones Mef2c-het (FIG. 3A). Se contd el numero de animales viables de los cruces entre los
padres WT y Mef2c-het. Mientras que el numero de crias WT y Mef2c-het fueron aproximadamente iguales en el
dia embrionario (E)18 (28 frente a 23, respectivamente), la relacion de ratones supervivientes Mef2c-het frente a
WT fue 44% y 40% en el dia postnatal (P)21 y 90, respectivamente. La diferencia entre la supervivencia en E18 y
en la edad adulta fue significativa (P < 0,05 por Chi-cuadrado). Ademas de la viabilidad reducida, los ratones
Mef2c-het que sobrevivieron hasta los 3 meses de edad mostraron una disminucion (~14%) en el peso corporal
en comparacion con sus contrapartes WT (31,9 £ 1,0 g para WT frente a 27,4 £ 0,8 g para Mef2c-het: P < 0,001
por prueba de la t de Student).

Para determinar si los ratones Mef2c-het adultos muestran fenotipos similares a MCHS, se realizaron pruebas de
comportamiento en ratones Mef2c-het machos y sus compafieros de camada WT (>3 meses de edad). De
manera similar a los pacientes humanos que muestran deterioro cognitivo, los ratones Mef2c-het tuvieron un
rendimiento deficiente en el laberinto de Bames, una prueba que mide el aprendizaje espacial y la funcion de la
memoria. Los ratones Mef2c-het tardaron significativamente méas tiempo en encontrar el tinel de escape durante
las sesiones de entrenamiento (FIG. 3B). En pruebas de sondeo posteriores, los ratones WT, pero no los ratones
Mef2c-het, mostraron una preferencia por el cuadrante diana en comparacion con el cuadrante opuesto (FIG.
3C), lo que sugiere una memoria espacial deteriorada en los ratones Mef2c-het. Los ratones Mef2c-het
manifestaron estereotipias, incluyendo un comportamiento anormal de agarre de las patas (FIG. 3D) y una
introduccion repetida de la cabeza en la prueba de exploracién del tablero con orificios (FIG. 2E). En conjunto,
estos resultados sugieren que los ratones Mef2c-het muestran una amplia gama de fenotipos similares al MCHS
que modelan el MCHS.

EJEMPLO 2 Los genes que regulan la neurogénesis y la funcién sinaptica estan regulados negativamente
en ratones Mef2c-het

Para identificar las rutas moleculares subyacentes a la patogénesis del MCHS, se analizdé mediante
micromatrices la expresion génica de ratones Mef2c-het frente a compafieros de camada WT. Se identificé un
total de 783 genes cuyos niveles de expresion se alteraron significativamente en el hipocampo, incluidos 394
regulados a la baja 'y 389 regulados al alza en ratones Mef2c-het (FIG. 4A, encima de la linea verde). Con estos
datos, utilizando el analisis de la ruta NextBio, se identificaron los principales biogrupos neuronales que estaban
regulados negativamente por haploinsuficiencia de Mef2c en ratones, incluidos biogrupos para la neurogénesis,
la diferenciaciéon neuronal y la funcién sinaptica (FIG. 4B). Al mismo tiempo, el biogrupo para la regulacion de la
muerte celular neuronal estaba aumentado (FIG. 4B). Los resultados de la micromatriz se confirmaron mediante
gPCR utilizando ARN extraidos de ratones de 3 meses de edad (FIG. 4C). En consonancia con el analisis de
NextBio, el nivel de ARNm del transportador vesicular de acido y-aminobutirico (GABA) VGAT (codificado por
Slc32a1), que representa un marcador presinaptico inhibidor, disminuyé significativamente en ratones Mef2c-het.
También se examind el nivel de ARNm de los transportadores de glutamato vesicular 1/2 (VGLUT1/2), que
representan marcadores sinapticos excitatorios, y se encontré que el nivel de VGLUT2, pero no de VGLUTA1,
aumento significativamente en ratones Mef2c-het, lo que indica una disfuncidén de la neurotransmision excitatoria
e inhibitoria en estos ratones.

EJEMPLO 3. Reduccién neuronal y transmisién sinaptica excitatoria / inhibitoria (E /l) alterada en ratones
Mef2c-het

En experimentos histolégicos que utilizan el disector éptico como un método de conteo estereoldgico imparcial, el
numero total de células NeuN+ (es decir, neuronas) disminuyd significativamente en ratones Mef2c-het en
comparacién con WT en el hipocampo (69,5 = 1,6% del valor de control WT, P < 0,01 mediante la prueba de la t
de Student) y la corteza frontal (79,8 £ 5,1% del control WT, P < 0,05) (FIG. 5A, FIG. 5B). A diferencia de las
células NeuN+, el numero de células de proteina acida fibrilar glial (GFAP)x aumentd significativamente en
ratones Mef2c-het en comparacién con los WT tanto en el hipocampo (123,0 £ 6,8% del control WT, P < 0,01)
como en la corteza frontal (135,16 = 11,70% del control WT, P < 0,05) (FIG. 5C, FIG. 5D).

Se realizé tincién de Golgi en cerebros Mef2c-het y WT para determinar los patrones de ramificacién dendritica
de las células piramidales en la capa V del cerebrocortex utilizando el software Neurolucida en imagenes de
montaje 3D (FIG. 5E). Los analisis de Sholl indicaron que la complejidad dendritica de las neuronas Mef2c-het se
redujo significativamente, como lo demuestra la disminucion de las interacciones dendriticas (FIG. 5F) y la
disminucién de las longitudes dendriticas totales (FIG. 5G).

Para explicar aun méas la disminucién en el ndimero neuronal, ademas de la reduccién conocida en la
neurogénesis embrionaria mediada por |la deficiencia de MEF2C, la neurogénesis adulta se caracterizé en la
zona subgranular (SGZ) del giro dentado (DG) de ratones Mef2c-het de 2-3 meses de edad, y se observd una
disminucion tanto en el numero de células proliferantes (PCNA+, FIG. 6A, FIG. 6B) como en el de neuronas en
desarrollo (DCX+, FIG. 6A, FIG. 6C). El numero de células NeuN+ marcadas con BrdU también se redujo en el
DG (FIG. 6D, FIG. 6E). Estos resultados sugieren que la neurogénesis adulta reducida en ratones Mef2c-het
contribuye a la reduccién de neuronas. Ademas, el desarrollo y la complejidad de las neuronas recién formadas,
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visualizadas a través de la transduccién génica mediada por retrovirus de mCherry, también disminuyeron en el
DG Mef2c-het, como lo indica la disminucién del tamafio somal y la longitud dendritica (FIG. 6F-I). Por lo tanto, la
haploinsuficiencia de Mef2c da como resultado una disminucién del numero neuronal, neurogénesis adulta
deteriorada, y una disminucion de la complejidad dendritica en ratones.

Se examino subsiguientemente las sinapsis de los ratones Mef2c-het. En consonancia con el analisis de
micromatrices que predecia una alteracidon en las proteinas sinapticas, la inmunohistoquimica confocal
cuantitativa mostré que la expresién de sinaptofisina (SYP), un marcador presinaptico, disminuyo
significativamente en el hipocampo de los ratones Mef2c-het (FIG. 7A, FIG. 7B). Para definir mejor el déficit
sinaptico, se examinaron los niveles de expresidn de la proteina sinaptica excitatoria predominante VGLUT1 y la
proteina sinaptica inhibidora VGAT mediante inmunohistoquimica confocal cuantitativa en el hipocampo (FIG.
7A). La expresion de VGAT, pero no de VGLUTA1, disminuyd significativamente en ratones Mef2c-het (FIG. 7B).
Ademas, se realizaron experimentos de inmunotransferencia en lisados enriquecidos con sinaptosomas del
hipocampo, y se encontré que los niveles de SYP y GADB65 (otro marcador neuronal inhibidor), pero no de
VGLUTA1, estaban regulados a la baja en ratones Mef2c-het (FIG. 8A). La relacién de VGLUT1 (neuronas
excitadoras) a GADG65 (neuronas inhibidoras) aumenté significativamente en ratones Mef2c-het (FIG. 8B), un
signo de desequilibrio E/l. Ademas, a diferencia de VGLUT1 y en linea con los hallazgos del ARNm, la proteina
VGLUT2, que normalmente se expresa sélo en niveles muy bajos en el hipocampo adulto, se regulo
positivamente de manera significativa en Mef2c-het frente a WT (FIG. 8C). En conjunto, estos hallazgos indican
una expresion aberrante de proteinas sinapticas excitatorias e inhibidoras en el hipocampo Mef2c-het.

Para determinar si estas alteraciones en la expresion del marcador E/| estaban acompafiadas de anomalias en la
transmision sinaptica funcional, se registraron corrientes postsinapticas excitatorias e inhibitorias en miniatura
espontaneas (MEPSCs/mIPSCs) de cortes de hipocampo de ratones Mef2c-het y WT. A partir de la teoria de la
liberacion cuantica, un cambio en la frecuencia en miniatura refleja un cambio en la liberacion de
neurotransmisores presinapticos 0 en el numero de sinapsis, mientras que se piensa que un cambio en la
amplitud en miniatura representa un cambio en la funcion postsinaptica, por ejemplo el numero de receptores
postsinapticos. Los ratones Mef2c-het mostraron una frecuencia de mIPSC reducida (manifestada como un
intervalo entre eventos aumentado en la FIG. 7C, FIG. 7G), en consonancia con |la reduccion general en VGAT
presinaptica, dendritas y sinapsis. También se observd una amplitud reducida de mIPSC (FIG. 7C, FIG. 7E),
posiblemente reflejando el hecho de que se sabe que los niveles de MEF2 se correlacionan con la expresion de
subunidades especificas del receptor GABA. Curiosamente, estos ratones también mostraron un aumento en la
frecuencia de mEPSC (manifestado como un intervalo entre eventos disminuido, FIG. 7D, FIG. 7F), similar a un
informe previo de aumento de la frecuencia de mEPSC en ratones carentes de Mef2c especificos del cerebro.
Este resultado también fue consistente con el hallazgo de aumento de la expresion de VGLUT2 presinaptica en
el hipocampo Mef2c-het. La ligera reduccién en la amplitud de mEPSC (FIG. 7D, FIG. 7H) se relaciona con el
hecho de que MEF2 transcripcionalmente regula positivamente normalmente la expresion del receptor de
glutamato. Se esperaria que el cambio general en mIPSC y mEPSC diera como resultado una relacion E/fl
elevada en ratones Mef2c-het. De hecho, como se determiné por el cociente de los valores medios de mEPSC a
mIPSC, los ratones Mef2c-het manifestaron un aumento del 116,2% en la relacién de frecuencia E/l y un
aumento del 25,7% en la relacidon de amplitud E/l en comparacion con los ratones WT, lo que confirma la
existencia de un desequilibrio funcional E/I.

Para determinar si estos defectos neuronales y sinapticos tienen un efecto perjudicial sobre la plasticidad
sinaptica y los circuitos neuronales, se registré la LTP del hipocampo. Los ratones Mef2c-het mostraron una LTP
reducida en la region CA1 del hipocampo (FIG. 9A). La facilitacion de pulsos emparejados (PPF) representa una
mejora a corto plazo de la funcidon presinaptica en respuesta al segundo de dos estimulos emparejados causados
por Ca?* residual en la terminal presinaptica después de la primera estimulacion. Por ejemplo, una PPF reducida
se asocia con una mayor probabilidad de liberacidon de neurotransmisores. Se observé una disminucién
estadistica de la PPF en Mef2c-het con respecto a los ratones WT (FIG. 9B), en consonancia con el pequefio
aumento observado en la frecuencia de mEPSC (FIG. 7D, FIG. 7F). En conjunto, estos resultados muestran que
los ratones Mef2c-het manifiestan un nuimero reducido de neuronas, acompafiado de déficits sinapticos con
neurotransmisién sinaptica inhibitoria disminuida y neurotransmisién sinaptica excitatoria aumentada, lo que
conduce a un desequilibrio E/I.

EJEMPLO 4 La NitroSynapsin rescata comportamientos similares a las del autismo en ratones Mef2c-het

Se traté a ratones machos Mef2c-het 0 WT con NitroSynapsin o PBS durante 3 meses. Después, se realizaron
analisis conductuales, electrofisioldégicos e histolégicos para determinar los efectos de este farmaco. Es
importante destacar que el tratamiento con NitroSynapsin de ratones WT no mostrd efectos en el laberinto
acuatico de Morris, EPSC o LTP.

Se utilizaron pruebas neuroconductuales para determinar si el tratamiento de ratones Mef2c-het con
NitroSynapsin podria rescatar fenotipos conductuales autistas/similares a MCHS. Primero se realizd el laberinto
acuatico de Morris para probar el efecto sobre el aprendizaje espacial y la memoria (FIG. 10A, FIG. 10B).
Durante las sesiones de entrenamiento de plataforma oculta, los ratones Mef2c-het (Het/V) tratados con vehiculo
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mostraron un aprendizaje espacial deteriorado en los primeros dos dias al tardar mas en encontrar la plataforma
oculta que los ratones WT (WT/V) tratados con vehiculo (FIG. 10A). Sin embargo, los ratones Mef2c-het tratados
con NitroSynapsin (Het/N) mostraron un rendimiento mejorado con respecto al vehiculo durante estas pruebas.
Esta mejora no se pudo atribuir a un aumento en la velocidad de natacion per se, ni la heterocigosidad de Mef2c
ni el tratamiento con NitroSynapsin afectaron la velocidad de natacion (FIG. 11). Veinticuatro horas después de
que todos los grupos de ratones alcanzaran los criterios (20 segundos para encontrar la plataforma oculta), se
realizaron pruebas de sondeo para examinar la retencién de la memoria. Como se muestra en la FIG. 10B, los
ratones WT/V mostraron una retencion de la memoria normal al pasar un tiempo significativamente mas largo en
el cuadrante diana, en el que se encontraba previamente la plataforma oculta. Por el contrario, los ratones Het/V
mostraron una memoria deteriorada al no mostrar una preferencia por el cuadrante diana con respecto al
cuadrante opuesto. Curiosamente, los ratones Het/N pasaron significativamente mas tiempo en el cuadrante
diana que en el cuadrante opuesto, una sefial de que el tratamiento con NitroSynapsin normalizé la funcién de la
memoria (FIG. 10A, FIG. 10B). A continuacién, se realizé una prueba de campo abierto, una prueba de 30
minutos para evaluar la actividad locomotora general. Los ratones Het/VV mostraron una actividad central
mejorada (FIG. 10C), pero no una actividad total (FIG. 10D). Este comportamiento anormal se rescaté mediante
un tratamiento crénico con NitroSynapsin. El farmaco también corrigié el comportamiento repetitivo anormal de
aumento de la introduccion de la cabeza de los ratones Mef2c-het en la prueba de exploracion del tablero con
orificios (FIG. 10E). Ademas, se realizd una prueba de comportamiento de interaccién social. Los ratones WT/V
pasaron significativamente mas tiempo en una camara con un ratén extrafio 1 (S1) que en una camara con una
jaula similar pero vacia (FIG. 10E). Sin embargo, los ratones Het/V no mostraron preferencia por el tiempo
pasado en ninguna de las camaras (FIG. 10F, FIG. 10G), un signo de capacidad social deteriorada. Ademas, los
ratones Het/V visitaron significativamente menos S1 y durante tiempos mas cortos por visita que los ratones
WT/V (FIG. 10H, FIG. 101). El tratamiento con NitroSynapsin mejord este comportamiento social anormal. Es
importante destacar que los experimentos de viabilidad iniciales, en los que se tratd a ratones Mef2¢ het con una
dosis equimolecular en una comparacién directa entre memantina y nitrosinaxina, demostraron la superioridad de
NitroSynapsin en estos paradigmas de comportamiento (FIG. 12A). Ademas, el tratamiento con NitroSynapsin no
alteré significativamente el comportamiento social de los ratones WT (FIG. 13).

En conjunto, estos resultados muestran que el tratamiento cronico de ratones Mef2c-het con NitroSynapsin
mejord significativamente los déficits cognitivos, el comportamiento repetitivo, las interacciones sociales
deterioradas y posiblemente la ansiedad alterada. Cabe destacar que los ratones Mef2c-het no mostraron
conductas motoras aberrantes, excepto el agarre de las patas (FIG. 14A-E). Sin embargo, el tratamiento con
NitroSynapsin no mejor6 el fenotipo de agarre de las patas (FIG. 14F).

EJEMPLO 5 Efectos beneficiosos de NitroSynapsin sobre la pérdida de células neuronales, marcadores
E/l alterados y LTP deteriorada en ratones Mef2c-het

Se realizé inmunohistoquimica para determinar los efectos del tratamiento farmacolégico sobre la pérdida
neuronal y la expresion alterada de VGAT o VGLUT2 en el hipocampo de ratones Mef2c-het (FIG. 15A-G).
Especificamente, monitorizado por estereologia utilizando el método de disector optico, el numero total de
células NeuN+ en el hipocampo de ratones Het/N fue significativamente mayor que en ratones Het/V (FIG. 15B),
consistente con la eficacia de NitroSynapsin en los experimentos de comportamiento previos. Ademas, en los
experimentos de viabilidad iniciales, se observd un efecto significativamente mayor de NitroSynapsin sobre
memantina en los recuentos de células NeuN+ (FIG. 12B).

La reduccion de células NeuN+ en ratones Mef2c-het podria explicarse al menos en parte por la pérdida de
células apoptdticas debido a que el numero de neuronas que se tiflen para la caspasa-3 activa y para el
etiquetado de extremos de mella de dUTP de la desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL) en la region CA3
del hipocampo aumenté significativamente en ratones Mef2c-het en comparacion con WT (P < 0,012, FIG. 16).
Ademas, mientras que el numero de células positivas para caspasa 3 activada y positivas para TUNEL aumentd
en Het/V, se redujo a la normalidad en ratones Het/N (FIG. 16). Este resultado fue consistente con la nocién de
que las neuronas apoptéticas observadas en ratones Mef2c-het fueron rescatadas significativamente por
NitroSynapsin. Ademas, el tratamiento con NitroSynapsin también normalizé el nimero de células GFAP+ con
morfologia astrocitica en ratones Mef2c-het (FIG. 17).

El efecto de la NitroSynapsin sobre la expresién alterada de los marcadores E/l en ratones Mef2c-het se
determiné mediante inmunohistoquimica confocal cuantitativa. Mientras que el nivel de inmunorreactividad de
VGLUT1 no se alterd con el tratamiento con NitroSynapsin, los niveles de VGAT y VGLUTZ, asi como la relacién
de VGLUT1NVGAT o VGLUT2/VGAT, se normalizaron con el tratamiento con NitroSynapsin en ratones Mef2c-het
(FIG. 15C-G). El numero de interneuronas de cesta que expresan parvalbumina (PV) y de sinapsis PV-positivas
se redujo significativamente en ratones Mef2c-het (FIG. 18), mientras que la NitroSynapsin aumenté
significativamente las sinapsis PV+ (% de area) (FIG. 18). Estos resultados sugieren que la NitroSynapsin
restablece el equilibrio E/l en ratones Mef2c-het. Finalmente, el tratamiento crénico con NitroSynapsin también
rescato significativamente la LTP hipocampal deteriorada en los ratones Mef2c-het (FIG. 15H, FIG. 19).

Como se resume en la FIG. 1, los ratones Mef2c-het mostraron déficits de comportamiento similares a MCHS, y
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de este modo representaron un modelo para estudiar la patofisiologia de la enfermedad. Los ratones Mef2c-het
mostraron una viabilidad reducida, cuya causa se desconoce actualmente. Los ratones Mef2c-het que
sobrevivieron hasta la edad adulta exhiben una cantidad reducida de neuronas y deterioro sinaptico,
especificamente un desequilibrio E/l causado por una neurotransmisién inhibitoria reducida y una
neurotransmision excitatoria aumentada. Sorprendentemente, el tratamiento de ratones Mef2c-het con el nuevo y
mejorado antagonista de NMDAR NitroSynapsin no sélo corrigié el desequilibrio E/I, sino que también mejord los
déficits de comportamiento autistico/similares a MCHS, proporcionando asi una validacion de la diana y un
posible tratamiento de la enfermedad.

Los resultados proporcionados aqui mostraron que VGAT se redujo significativamente en el hipocampo de
ratones Mef2c-het. De acuerdo con este hallazgo, la transmisién sinaptica inhibitoria funcional se redujo, como se
demostrd en los registros de mIPSC espontaneas. Ademas, VGLUT2 se reguld positivamente de manera
aberrante, en consonancia con un aumento de la neurotransmision excitatoria, como se documentd por el
aumento de la frecuencia de mEPSC. En consecuencia, la neurotransmision inhibitoria y excitatoria disfuncional
contribuye al desequilibrio E/l en el hipocampo de ratones Mef2c-het. Sorprendentemente, NitroSynapsin mejoro
significativamente los tres parametros en ratones Mef2c-het, con aumentos en los marcadores sinapticos, LTP y
numero neuronal. Lo mas importante es que NitroSynapsin mejoré significativamente los comportamientos
autistas/similares a MCHS en ratones Mef2c-het.

EJEMPLO 6 Efectos beneficiosos de NitroSynapsin en el modelo de ratén TSC+/- de esclerosis tuberosa

El complejo de esclerosis tuberosa (TSC) es un trastorno autosémico dominante que se manifiesta por
discapacidad intelectual, epilepsia/déficits electrofisiolégicos, y anomalias neuroconductuales, y que a menudo
produce caracteristicas del trastorno del espectro autista (TEA). El trastorno es causado por mutaciones
heterocigotas que inactivan uno de dos genes, Tsc? o Tsc2. Las proteinas TSC forman el complejo TSC1/2, que
inhibe Rheb, una GTPasa que activa el complejo 1 de la diana de rapamicina en mamiferos (mTORC1).
MTORC1 estimula la traduccion del ARNm y el crecimiento celular; la activacién excesiva de esta via debido al
complejo TSC1/2 inactivo puede conducir a caracteristicas patolégicas de TSC, tal como sefializaciéon anormal
en las sinapsis y composicién aberrante de subunidades de receptores AMPA en una variedad de tipos
neuronales. Una via etiolégica importante implica la sobreestimulacién de mTOR. La hiperactivacién de mTOR
en TSC da como resultado la inhibicion de la macroautofagia, con la consiguiente pérdida de espinas sinapticas y
anomalias conductuales; la inhibicion de mTOR con rapamicina puede rescatar estos fenotipos.

En este ejemplo, se encontré que los antagonistas que bloguean preferentemente la actividad tonica en los
eNMDAR, en particular el farmaco mas nuevo NitroSynapsin, proporcionan una mejora biologica y
estadisticamente significativa en los fenotipos de ratones Tsc2*- (het). En estos estudios, se utilizé un modelo de
raton Tsc2* de esclerosis tuberosa. Acompafiando esta mejora se produjo la correccion de la actividad en la ruta
P38 MAPK-TSC-Rheb-mTORC1-S6K1 (FIG. 20). Los déficits en la potenciacion a largo plazo (LTP) del
hipocampo, la pérdida histolégica de sinapsis y el condicionamiento del miedo conductual en ratones Tsc2*"
mejoraron después del tratamiento con NitroSynapsin. En conjunto, estos resultados sugieren que la mejora del
desequilibrio excitatoriofinhibitorio (E/), al limitar la actividad excesiva de eNMDAR, puede representar un nuevo
enfoque de tratamiento parala TSC.

La NitroSynapsin revierte los déficits en la plasticidad hipocampal a largo plazo en ratones heterocigotos Tsc2

Se examino la potenciacidn a largo plazo (PLP), una forma de plasticidad sinaptica provocada en respuesta a la
entrada excitatoria y que se cree que representa un correlato eléctrico del aprendizaje y la memoria en el
hipocampo. Se utilizaron grabaciones de campo en la region CA1 de cortes de hipocampo para investigar los
efectos de la mutacion Tsc2 en esta forma de plasticidad sinaptica. Para este fin, se prepararon cortes de
hipocampo agudos de ratones de un mes de edad y se realizaron grabaciones de campo en una camara de
matriz de microelectrodos (MEA) perfundida con liquido cefalorraquideo artificial (ACSF). Se registraron fEPSP
(potenciales postsinapticos excitatorios de campo) en la regién CA1 después de evocar LTP mediante la
estimulacidén de las colaterales de Schaffer (cuatro repeticiones de pulsos de 100 Hz durante un segundo cada
una). Se analizé la pendiente inicial de fEPSP para evaluar la LTP. Sin embargo, con un protocolo de induccion
mas fuerte como el utilizado aqui, observamos una disminucion de la LTP, monitorizada 60 minutos después de
la induccién. Sorprendentemente, encontramos que un tratamiento de 4 horas con 1-2 uM del antagonista
eNMDAR mas eficaz NitroSynapsin, pero no memantina, mejoré la LTP en Ratones Tsc2+'- en comparacién con
el tratamiento de control con vehiculo (P < 0,001 a 55-65 min). Como se muestra en las FIGS. 21-23, la
NitroSynapsin (también conocida como nitromemantina) protegio las sinapsis, la potenciacion a largo plazo (LTP)
y el comportamiento neurolégico en el modelo het del complejo de esclerosis tuberosa (TSC) de TDA/TDI en un
grado significativamente mejor que la memantina.

El tratamiento con NitroSynapsin en ratones heterocigotos Tsc2 reduce la pérdida sinaptica

Para determinar los efectos de los antagonistas de eNMDAR en la histologia cerebral de ratones Tsc2*, se
utilizé inmunohistoquimica confocal cuantitativa para analizar cortes coronales cerebrales de ratones de tipo
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salvaje (WT) y Tsc2* de 3 meses de edad que se habian tratado durante dos dias y medio con vehiculo,
memantina o NitroSynapsin. Los ratones Tsc2+/- con el fondo C57B1/6J recibieron por via intraperitoneal
vehiculo o una dosis de carga de 92 ymol/kg de memantina o NitroSynapsin, seguido de 4,6 mol/kg de farmaco
dos veces al dia durante dos dias y medio, con la Ultima dosis 3 horas antes de la sesion de entrenamiento
conductual (para un total de cinco inyecciones de farmaco). Este régimen de dosificacion produce una
concentracion efectiva de farmaco en los NMDAR en el cerebro de 1-10 uM.

Se cree que una caracteristica clave del TSC es la pérdida de sinapsis. Es importante destacar que los ratones
Tsc2* ftratados con NitroSynapsin (NitroMemantina) manifestaron significativamente mas tincion para el
marcador presinaptico sinaptofisina (SY38) en el hipocampo que sus compafieros de camada heterocigotos no
tratados, mientras que el efecto de la memantina no fue estadisticamente significativo (véanse FIGS. 21Ay 21B).

El analisis de marcadores adicionales incluyo la proteina é&cida fibrilar glial (GFAP, un marcador astrocitico en
estas condiciones), NeuN (un marcador de nucleos neuronales y cuerpos celulares), y la proteina 2 asociada a
microtubulos (MAP2, que marca las espinas dendriticas neuronales). Las imagenes inmunohistoquimicas
confocales del hipocampo no revelaron diferencias en la expresion entre NeuN, MAP2 o GFAP en ratones WT
frente a Tsc2*. En conjunto, estos resultados histologicos indican que no hubo una pérdida significativa de
neuronas/neuropilo ni un aumento de la astrocitosis reactiva en esta etapa de la enfermedad en el hipocampo, en
contraposicién a la pérdida de sinapsis.

La NitroSynapsin mejora los fenotipos neuroconductuales en ratones heterocigotos Tsc2

Se realizaron pruebas de condicionamiento del miedo en ratones Tsc2**y Tsc2” de tres meses de edad para
explorar los efectos de los antagonistas de eNMDAR sobre la ansiedad y los déficits de aprendizaje y memoria
en ratones Tsc2*. Se administré vehiculo, memantina o NitroSynapsin durante dos dias y medio, y la ultima
dosis del farmaco se administré 3 horas antes de la primera sesidon de entrenamiento. En la prueba de
condicionamiento del miedo (véase la FIG. 23), los ratones de la misma camada WT mostraron una cantidad
significativamente mayor de tiempo de congelacién en el contexto de entrenamiento en comparacién con el
contexto nuevo (P = 0,032), lo que indica que estos animales podian discriminar entre las dos condiciones. La
FIG. 23 muestra los efectos del tratamiento con memantina o NitroSynapsin en la discriminacion del contexto en
ratones Tsc2+/- evaluados mediante la prueba de condicionamiento del miedo. Tiempo de congelacién de
ratones transgénicos WT y Tsc2* de tres meses de edad tratados con vehiculo, memantina o NitroSynapsin en
ensayos de condicionamiento del miedo. Los cuatro grupos de ratones evaluados (WT-vehiculo, Het-vehiculo,
Het-memantina y Het-NitroSynapsin) mostraron congelacion en el "contexto de entrenamiento” y el "contexto
nuevo + sefial”", lo que indica que sus respuestas de miedo condicionado no se vieron afectadas por el genotipo o
los farmacos. Ademas, los ratones WT mostraron discriminacién de contexto entre el entrenamiento y los
contextos nuevos (*P = 0,032). Por el contrario, los ratones Tsc* tratados con vehiculo 0 memantina mostraron
déficits en este comportamiento, lo que dio como resultado la falta de discriminacion entre el entrenamiento y los
contextos nuevos (n.s. = sin diferencia significativa). El tratamiento con NitroSynapsin mejordé este fenotipo,
normalizando la discriminacién del contexto en ratones Tsc2* (**P = 0,023). Los valores son media + s.e.m. (n =
7-12 ratones por grupo). Abreviaturas: Contexto de entrenamiento = entorno de entrenamiento en el que los
ratones fueron entrenados previamente con una descarga precedida por una sefial sonora. Contexto nuevo =
suelo y paredes nuevos en la camara de prueba. Contexto nuevo + sefial = contexto nuevo con sefial sonora.

Por el contrario, los ratones Tsc2* (het) eran deficientes en esta forma de discriminacion del contexto.
Sorprendentemente, mientras que la memantina no logré mitigar este déficit, la NitroSynapsin mejoré la
capacidad de discriminacion del contexto en ratones Tsc2* hasta niveles WT normales (P = 0,023). Como
control, los cuatro grupos de ratones evaluados (WT-vehiculo, Het-vehiculo, Het-memantina y Het-NitroSynapsin)
mostraron congelamiento ante la sefial condicionada en el nuevo contexto, lo que indica que las respuestas de
miedo independientes del hipocampo no se vieron afectadas por el genotipo o los farmacos.

En resumen, la aplicacién a corto plazo (4 horas) del nuevo farmaco mejorado NitroSynapsin, pero no de
memantina, fue capaz de revertir los déficits en la plasticidad sinaptica, como se monitorizé aproximadamente
una hora después de la induccion de LTP en el hipocampo CA1. Es importante destacar que un tratamiento de
dos dias y medio con NitroSynapsin revirtid la pérdida sinaptica observada en el hipocampo de ratones Tsc2",
como se monitorizé mediante tincidon de sinaptofisina. Tan solo un tratamiento de dos dias y medio con
NitroSynapsin, pero no con memantina, normalizé la discriminacion del contexto en los ratones Tsc2*-. La
NitroSynapsin ofrecié un beneficio significativo sobre la memantina en una lectura electrofisiolégica de la
plasticidad sinaptica, en el analisis neurohistoldgico de las sinapsis, y en las evaluaciones neuroconductuales de
la ansiedad y la memoria. Estos resultados sugieren que NitroSynapsin deberia probarse como un posible
tratamiento terapéutico para los aspectos neurolégicos de TSC en un esfuerzo por mejorar la calidad de vida.

EJEMPLO 7 Efectos beneficiosos de NitroSynapsin en el modelo de ratén nulo para MeCP2 del sindrome
de Rett

Como se muestra en la FIG. 24, la NitroSynapsin mejoré el comportamiento motor (en la prueba rotarod, que es
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bien conocida por un experto en la técnica) en el modelo de ratén carente (KO) de MeCP2 del sindrome de Rett,
otro tipo de TEA/IDD.

La presente solicitud demuestra que los ratones Mef2c-het son un modelo util para MCHS humano; el
desequilibrio E/l puede desempefiar un papel en la patogénesis de MCHS. La restauracién de la plasticidad
sinaptica y la prevencion de la pérdida neuronal con un antagonista de NMDAR apropiado rescaté o mejoro los
fenotipos autistas/similares a MCHS en ratones Mef2c-het. Los resultados que se presentan aqui describen el
tratamiento de MCHS humano y otras formas de TEA, IDD y epilepsia (por ejemplo, esclerosis tuberosa y
sindrome de Rett, como se muestra aqui) mediante la administracién de NitroSynapsin (también conocida como
nitromemantina YQW-036 o NMI-6979, véase la Estructura 1).

EJEMPLO 8. Métodos

Los ejemplos 1-7 emplearon los siguientes métodos como se describen. Un experto en la técnica entiende que
las siguientes descripciones son a modo de ejemplo y que podrian realizarse variaciones intrascendentes
mientras se obtienen los mismos resultados o resultados similares en los Ejemplos 1-7.

Ratones, tratamientos farmacolégicos, y pruebas de comportamiento

Se crearon ratones carentes de Mef2c heterocigotos (Mef2c-het) cruzando ratones portadores del alelo
convencional con exén 2 eliminado de Mef2c (Mef2c??) con sus comparieros de camada WT. Todos los
procedimientos para mantener y utilizar estos ratones fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales (IACUC) en el Instituto de Descubrimiento Médico Sanford Burnham Prebys. En este estudio,
solo se utilizaron ratones machos para los ensayos de comportamiento, para asegurar la uniformidad (con o sin
tratamiento farmacolégico). Se administré un tratamiento crénico con memantina, NitroSynapsin (ambos a 4,6
pmol/kg de peso corporal) o vehiculo (PBS) mediante inyeccién i.p., dos veces al dia durante al menos 3 meses,
comenzando a las ~2,5 semanas de edad. Esta edad se eligid porque los ratones aun son jovenes, y por lo tanto
el tratamiento podria comenzar en seres humanos en una etapa equivalente. Esta dosis y duracion del
tratamiento farmacoldgico se eligio basandose en estudios previos en los que NitroSynapsin mostro efectos
protectores significativos sobre las neuronas y las sinapsis.

Los ratones se distribuyeron aleatoriamente en grupos de memantina, NitroSynapsin o vehiculo antes de ser
genotipados. Los trabajadores de laboratorio que realizaron las inyecciones intraperitoneales y las pruebas de
comportamiento desconocian los genotipos. Después de las pruebas de comportamiento, los ratones se
utilizaron para inmunohistoquimica o electrofisiologia, como se describe a continuacidén, y se estudiaron de
manera enmascarada.

Actividad locomotora

La actividad locomotora se midid en jaulas de policarbonato (42 x 22 x 20 cm) colocadas en estructuras (25,5 x
47 cm) montadas con dos niveles de haces de fotocélulas a 2 y 7 cm por encima del fondo de la jaula (San Diego
Instruments, San Diego, CA). Estos dos conjuntos de haces permitieron registrar tanto el comportamiento
horizontal (locomocién) como el vertical (levantamiento). Se aplicd una fina capa de material de cama al fondo de
la jaula. Los ratones se sometieron a pruebas durante 30 o 120 minutos, segun la prueba exacta.

Agarre de las patas

Para la prueba de agarre de las patas, se tomé a los ratones por el tercio distal de sus colas, y se observaron
durante 10 segundos. Se calificaron de manera enmascarada con respecto al genotipo en funcién del agarre de
las patas delanteras y/o traseras: O - sin agarre de patas, 1 - agarre ocasional de las patas delanteras, y 3 -
agarre constante de las patas delanteras y agarre ocasional de las patas traseras.

Laberinto de Barnes

El laberinto de Barnes consistia en un disco de plexiglas opaco de 75 cm de diametro, elevado 58 cm por encima
del suelo mediante un tripode. Se ubicaron veinte orificios de 5 cm de diametro a 5 cm del perimetro, y se coloco
una caja de escape de plexiglas negra (19 x 8 x 7 cm) debajo de uno de los orificios. Se ubicaron sefiales
espaciales distintivas por todo el laberinto y se mantuvieron constantes durante todo el estudio. El primer dia de
pruebas se realizd una sesién de entrenamiento que consistié en colocar al ratén en la caja de escape y dejarlo
alli durante 1 minuto. Un minuto después se inicio la primera sesién. Al comienzo de cada sesion, el ratdén se
colocé en el centro del laberinto en una camara de salida cilindrica negra de 10 cm de alto. Después de 10 s, se
retiré la camara de salida, se encendié un timbre (80 dB) y una luz (400 lux) y se dejé al ratdn libre para explorar
el laberinto. La sesiodn finalizé cuando el ratén entrd en el tunel de escape o después de que transcurrieran 3 min.
Cuando el ratdn entr6 en el tunel de escape, se apagé el timbre y se dejé al ratén en la oscuridad durante un
minuto. Cuando un ratén no entrd en el tlunel por si solo, se le colocd suavemente en la caja de escape durante 1
minuto. El tunel siempre se encontraba debajo del mismo orificio (estable dentro del entorno espacial), que se
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determiné aleatoriamente para cada raton. Los ratones fueron probados una vez al dia durante 12 dias para la
parte de adquisicién del estudio. Cabe sefialar que, en general, los ratones suelen preferir el laberinto de Barnes
al laberinto acuatico de Morris porque es menos estresante. Sin embargo, dado que se probd a los roedores con
NitroSynapsin para otras indicaciones utilizando el laberinto acuatico de Morris, también se utilizé aqui para
realizar pruebas de deteccién de farmacos a fin de poder realizar comparaciones.

Laberinto acuéatico de Morris

Evaluamos el aprendizaje y la memoria de referencia espacial utilizando una versién del laberinto acuatico
convencional de Morris. Los ratones fueron entrenados para nadar hasta una plataforma de 14 cm de diametroy
sumergida 1,5 cm debajo de la superficie del agua. La plataforma era invisible para los ratones mientras
nadaban. Si un ratén no lograba encontrar la plataforma en 60 s, era guiado manualmente hasta la plataforma y
se le permitia permanecer alli durante 10 s. Se les dieron a los ratones 4 ensayos al dia durante tantos dias
como fuera necesario para alcanzar el criterio (latencia de escape media de <20 s). La retencion del
entrenamiento espacial se evalud 24 h después del ultimo ensayo de entrenamiento. Ambos ensayos de sondeo
consistieron en nadar libremente durante 60 s en la piscina sin la plataforma. Se utilizé el sistema de seguimiento
de video ANY-maze (Stoelting Co.) para grabar en video todos los ensayos para el analisis automatizado.

Interaccién social de tres camaras

Esta prueba fue desarrollada originalmente por el grupo Crawley para un modelo animal de autismo. Los
individuos autistas muestran una interaccion social reciproca aberrante, que incluye niveles bajos de
acercamiento social y modos inusuales de interaccion. Se utilizé un aparato de interaccion social que consistia
en una caja rectangular de plexiglas de tres camaras, cada una de las cuales media 20 cm (largo) x 40,5 cm
(ancho) x 22 cm (alto). Las paredes que dividian la camara eran transparentes con pequefias aberturas
semicirculares (radio de 3,5 cm), que permitian el acceso a cada camara. La camara del centro estaba vacia, y
las dos camaras exteriores contenian pequefias jaulas de alambre redondo (Galaxy Cup, Spectrum Diversified
Designs, Inc., Streetsboro, OH). Los ratones se acostumbraron a todo el aparato durante 5 minutos. Para evaluar
la interaccion social, los ratones se devolvieron a la camara del centro, esta vez con un ratén extrafio (C57BL/6J
del mismo sexo atado a la jaula de alambre). Se registraron durante 5 minutos el tiempo que los participantes
permanecieron en la camara con el ratén extrafio y el tiempo que permanecieron en la camara vacia que
contenia la jaula de alambre, asi como el numero de entradas a cada camara. Los ratones experimentales se
probaron una vez, y los ratones desconocidos C57BL/6J se utilizaron durante hasta 6 pruebas.

Exploracién del tablero con orificios

El aparato consistié en una jaula de plexiglas (32 x 32 x 30 cm) con 16 orificios en un formato de 4 x 4 (cada uno
de 3 cm de diametro) espaciados de manera uniforme sobre un suelo elevado. La actividad exploratoria, que
incluia el numero de introducciones de la cabeza y el tiempo empleado en realizarlas, se midié durante 5
minutos.

Preparacién de cortes de hipocampo y electrofisiologia

Se anestesiaron ratones de uno a seis meses con una sobredosis de isoflurano y se decapitaron. Se disecciono
rapidamente el cerebro, y se recogieron cortes de hipocampo (350 ym de grosor) en un amortiguador de
diseccién helado que contenia lo siguiente (en mM): 212 sacarosa, 3 KCI, 5 MgClo, 0,5 CaClo, 1 NaH2PO4, 26
NaHCOs, y 10 glucosa (pH 7,4). La regidon CA3 se corté para evitar la actividad epileptiforme. Los cortes se
colocaron a 30 °C en liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) que contenia lo siguiente (en mM). 124 NaCl, 5
KCI, 26 NaHCOs, 1,25 NaH2PO4, 2 CaClz, 1 MgClz, y 10 glucosa (pH 7,4). El LCRA y el amortiguador de
diseccion se burbujearon con 95% de O2/5% de CO2.. Antes de los registros, los cortes se colocaron en una
camara de registro de inmersién, se mantuvieron a 30 °C y se perfundieron con LCRA durante >1 h.

Para los registros de campo extracelular, se utilizaron electrodos de volframio bipolares concéntricos para activar
las fibras colaterales/comisurales de Schaffer (SC) en la regién CA1 del hipocampo. Se colocaron
microelectrodos de vidrio extracelulares llenos de LCRA (resistencia ~1-3 MQ) en el estratum radiatum, para
medir los potenciales postsinapticos excitatorios de campo (fEPSP). Para los registros de referencia, se
estimularon cortes a 0,033 Hz durante 20 min a intensidades de estimulacion del 30-40% de las utilizadas para
obtener la mayor amplitud de fEPSP medida. La potenciacion a largo plazo (LTP) se indujo aplicando
estimulacidon de alta frecuencia (HFS) que consiste en tres pulsos de 100 Hz (duracién: 1 s, intervalo: 20 s). La
facilitacion de pulsos pareados (PPF) se probo aplicando dos pulsos con intervalos entre estimulos (ISI) que
oscilaron de 20 a 200 ms. Para los experimentos se utilizé un amplificador Multiclamp 700B (Molecular Devices).
Los datos se muestrearon a 5 kHz, y se analizaron utilizando el programa Clampfit 10 (Molecular Devices).

La actividad sinaptica se registrdé a partir de neuronas granulares del giro dentado (DG) utilizando la técnica de

fijaciéon de voltaje de célula completa. Los datos se adquirieron utilizando un amplificador Multi Clamp 700B y el
software Clampex 10.2 (Molecular Devices). Los registros se muestrearon a 200 ps, y se filtraron a 2 kHz. Se
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utilizé LCRA como disolucion de bafio externo, con 50 uM de picrotoxina y 1 UM de tetrodotoxina (TTX) para
aislar corrientes postsinapticas excitatorias en miniatura espontdneas (mEPSCs), o 10 uyM de 6-ciano-7-
nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), 50 uM de (2R)-amino-5-fosfonopentanoato (AP5) y 1 uM de TTX para aislar
corrientes postsinapticas inhibitorias en miniatura espontaneas (mlIPSCs). Se dejé que todas las disoluciones se
equilibraran durante al menos 20 minutos antes de iniciar el registro. La disolucién interna de la pipeta para los
experimentos de fijacién de voltaje contenia lo siguiente (en mM): 120 K-gluconato, 15 KC1, 1 MgClz, 5 HEPES,
5 EGTA, 2 Mg-ATP, pH 7,4 (300 mOsm). Las mEPSC y mIPSC normalmente se registraron durante al menos 3-
5 minutos, y se analizaron utilizando el Mini Analysis Program versién 6.0.3 (Synaptosoft).

Inmunohistoquimica y recuento celular estereolégico no sesgado

Los ratones se perfundieron con amortiguador PBS, y después con paraformaldehido al 2% en PBS (PFA).
Después de la perfusion, los cerebros se extrajeron y se colocaron en PFA al 2% durante la noche para su
posterior fijacion, y después se sumergieron en sacarosa al 30% en PBS antes de la congelacién. Se cortaron
secciones criostaticas con un grosor de 15 um. Las secciones se sumergieron en disolucion desenmascaradora
de antigenos (Vector) y se calentaron en microondas durante 30 s, seguido de una permeabilizacion con Triton
X-100 al 0,25% en PBS durante 15 min. Los anticuerpos primarios se incubaron durante 16 h a 4 °C, y los
anticuerpos secundarios conjugados con fluorescencia durante 2 h a 25 °C. Numerosas células no tefiidas en
cada campo sirvieron como control interno para la especificidad de la tincion. Los anticuerpos primarios
incluyeron: NeuN (ratéon, EMD Millipore), caspasa-3 activada (conejo, Cell Signaling), VGLUT1 (cobaya, SYSY),
VGLUT2 (conejo, SYSY), VGAT (ratén, SYSY), sinaptofisina (ratén, Sigma), GFAP (ratdn, Sigma), PCNA (ratén,
Santa Cruz), DCX (cabra, Santa Cruz). Se realizé un ensayo TUNEL para evaluar la apoptosis utilizando el kit de
deteccion de muerte celular in situ de Roche segun las instrucciones del proveedor. Se contd el numero de
células positivas o el porcentaje de area ocupada por NeuN, caspasa-3 activada, TUNEL, GFAP, PCNA o DCX
en regiones cerebrales especificas utilizando un disector éptico, o se estimé mediante inmunohistoquimica
confocal cuantitativa o densidad dptica, como se describié anteriormente.

Preparacién de lisados cerebrales y transferencia Western

El tejido cerebral se homogeneizd en 10 volumenes de amortiguador de sacarosa frio (0,32 M de sacarosa, 25
mM Hepes, pH 7,4). Después de una breve centrifugacién a 3000 g durante 5 min a 4 °C, el sobrenadante se
recogié y se centrifugd a 10.000 g durante 12 min a 4 °C. Los % exteriores del pelete se recogié y se resuspendié
utilizando el mismo amortiguador de sacarosa mediante un pipeteo suave, mientras que se evité el centro oscuro
que contenia mitocondrias. Después de una segunda centrifugacién a 10.000 g durante 12 min a 4 °C, el pelete
sin centro oscuro se recogio en HBS frio (25 mM Hepes, pH 7,4, 150 mM NaCl) como lisado cerebral enriquecido
con sinaptosomas, y se utilizd para experimentos de transferencia Western. Los anticuerpos primarios para
inmunotransferencia incluyeron: VGLUT1 (cobaya, SYSY), VGLUTZ2 (conejo, SYSY), GADE5 (conejo, Millipore),
sinaptofisina (ratén, Millipore), MEF2C (conejo, Proteintech), a-tubulina (ratén, Sigma), p-actina (ratén, Sigma),
seguido de anticuerpos secundarios apropiados®. Tenga en cuenta que se utilizo GADB5 en lugar de VGAT para
inmunotransferencia debido a que el primer anticuerpo demostrdé ser superior para las transferencias Western.
Las inmunosefales se capturaron en una pelicula de rayos X Kodak, y se cuantificaron utilizando Image J
version 1.45s.

Tincién de Golgi y anélisis de Sholl

Se realizd una impregnacién estandar de Golgi-Cox con cerebros WT y Mef2c-het utilizando el kit FD Rapid
GolgiStain (FD NeuroTechnologies, Inc.), segun las instrucciones del fabricante. Después de fotografiar a 40x un
montaje 3D de una célula completa mediante microscopia de deconvoluciéon, y reconstruirla con el software
SlideBook 5.0 (Intelligent Imaging Innovations), se utilizé el software de rastreo de neuronas Neurolucida (MBF
Bioscience) para delinear el perfil celular completo, y se realizé un analisis de Sholl, como se describe en detalle
en otra parte. Se analizaron las intersecciones dendriticas acumulativas y las longitudes dendriticas.

Neurogénesis adulta

Para estudiar la neurogénesis adulta, se inyecté BrdU (50 mg/kg de peso corporal) a ratones de 8 semanas de
edad por via intraperitoneal dos veces al dia durante 5 dias consecutivos, y se perfundieron con PFA al 4% 4
semanas después de la ultima inyeccién. Después, los cerebros se diseccionaron y se fijaron durante la noche
en PFA al 4%, se enjuagaron, se crioprotegieron, y se congelaron en nitrégeno liquido. Se cortaron criosecciones
(30 0 40 um de grosor) en un criostato. Se utilizaron procedimientos de inmunotincidén estandar para anticuerpos
primarios con anticuerpos secundarios conjugados apropiados. Para la inmunotincion con BrdU, las secciones se
trataron previamente en HCI 2N durante 30 min. Las células positivas para PCNA, DCX, BrdU, NeuN o mCherry
se analizaron en secciones seriadas a través del DG hipocampal de ratones Mef2c-het y WT. Las células
positivas se contaron con un objetivo de 63x utilizando el software SlideBook. El niUmero total de células se contd
utilizando una técnica de disector dptico. Las fotografias se tomaron con el mismo tiempo de exposicién y los
mismos parametros de contraste/luminosidad. La intensidad media de un marcador en particular se determind
utilizando el software Imaged y se normalizé a la intensidad media de las neuronas granulares de DG. Se analizd
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un minimo de 6 fotografias que contenian al menos 40 células para cada marcador.
Pruebas de comportamiento motor

El equilibrio se midié por la latencia para caerse de la varilla horizontal elevada (40 cm) (50 cm de largo) en
cuatro ensayos de 20 s. Se utilizd una varilla de madera plana (9 mm de ancho) en los ensayos 1-2, y una varilla
cilindrica de aluminio (1 cm de diametro) en los ensayos 3-4. En cada ensayo, los animales se colocaron en una
zona central marcada (10 cm) en la varilla elevada. Se dio una puntuacion de 0 si el animal cayé dentro de los 20
s, 1 si permanecié dentro de la zona central durante 20 s, 2 si salié de la zona central, y 3 si llegé a uno de los
extremos de la barra. La capacidad de traccién se midid en tres ensayos de 5 s como la capacidad del animal
para levantar las extremidades traseras mientras permanecia suspendido por las patas delanteras agarradas
alrededor de una barra horizontal elevada (2 mm de diametro). Se dio una puntuacién de O si el animal no
levanto ninguna extremidad, 1 si levantd una extremidad, y 2 si levanté las dos extremidades. La fuerza muscular
se determiné mediante un ensayo de 60 s en el que los ratones se colocaron en el medio de la barra horizontal
en posicion invertida y se midié la latencia hasta caer. Para la prueba del poste vertical, los ratones se colocaron
con la cabeza apuntando hacia arriba sobre un poste de madera vertical cubierto con cinta de tela (1 cm de
diametro; altura: 75 cm en el ensayo 1, 55 cm en los ensayos 2-3). Se registré la latencia para girar hacia abajo y
el tiempo total para descender al suelo a lo largo de 3 ensayos. Si el ratdn no giraba hacia abajo, se caia o0 se
resbalaba, se registraba un valor de fallo de 60 s.

Analisis de redes genéticas mediante micromatrices y NextBio

El ARN total se extrajo de tejidos congelados preparados a partir de los hipocampos de ratones WT y Mef2¢c-het
en el dia posnatal 30, utilizando el kit Qiagen miRNA. Las concentraciones de ARN se determinaron utilizando un
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific), y la calidad del ARN se evalud utilizando un Agilent
Bioanalyzer. Todas las muestras de ARN incluidas en el analisis de expresién tenian un numero de integridad del
ARN (RIN) >8. Se utilizé el chip de expresién MouseRef-8 v2 (lllumina) para la micromatriz de expresion génica.
El analisis de datos de la micromatriz se realizé utilizando el software R y los paquetes Bioconductor. Los datos
de expresion sin procesar se transformaron en 10g2, y se normalizaron mediante normalizacion de cuantiles. Los
criterios de control de calidad de los datos incluyeron una alta correlacion entre matrices (coeficientes de
correlacion de Pearson > 0,85) y deteccion de matrices de valores atipicos en funcion de la correlacion media
entre matrices y la agrupacion jerarquica.

Para el analisis de enriquecimiento de la ruta, todos los genes cuya expresion se alteré estadisticamente (P <
0,05) en ratones Mef2c-het con respecto a los ratones WT se agruparon para los términos GO utilizando la
aplicacion de enriquecimiento de la ruta de NextBio (lllumina, Inc.). El conjunto de genes de fondo utilizado fue el
genoma humano completo. NextBio asigné las puntuaciones de intervalo segun el método descrito
anteriormente. Los genes agrupados en términos GO relacionados con el desarrollo neuronal se priorizaron para
la validacion de los cambios en la expresion génica.

Anélisis estadistico

Los datos se dan como media £ s.e.m. Las pruebas estadisticas en cada experimento se enumeran aqui, en las
leyendas de las figuras o en el texto. Todos los datos se analizaron utilizando el programa Prism 6 (GraphPad
Software, Inc.). Para los datos con una distribucién normal, la significancia estadistica se determind mediante la
prueba de la t de Student para comparaciones por pares. Se utilizé un ANOVA con analisis post-hoc de Tukey,
Dunnett o Newman-Keuls para comparaciones multiples. Para los datos categéricos, se empled una prueba de
Chi-cuadrado o una prueba exacta de Fisher en una tabla de contingencia de 2x2. Para los datos que no se
ajustaban a una distribucion normal, se utilizaron pruebas no paramétricas. P < 0,05 se considero
estadisticamente significativo.
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REIVINDICACIONES
1. Un inhibidor del receptor de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR) para uso en el tratamiento de un

trastorno del espectro autista (TEA) en un sujeto que lo necesita, en el que el inhibidor de NMDAR es
NitroSynapsin:

NH,

R1
R2
en la que cada R' es -CH>CHs3; y R? es -ONO2, 0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

2. El inhibidor para un uso segun la reivindicacién 1, en el que el trastorno del espectro autista (TEA) es autismo.

3. El inhibidor para un uso segun la reivindicacién 1, en el que el trastorno del espectro autista (TEA) es el
sindrome de Rett.

4. El inhibidor para un uso segun la reivindicacién 1, en el que el sujeto tiene esclerosis tuberosa.
5. El inhibidor para un uso segun la reivindicacion 1, en el que el sujeto es un nifio.

6. El inhibidor para un uso segun la reivindicacion 1, en el que el sujeto es haploinsuficiente en MEF2C y tiene
sindrome de haploinsuficiencia de MEF2C (MCHS).

7. El inhibidor para un uso segun la reivindicacion 1, que comprende seleccionar el sujeto para el tratamiento
basandose en un nivel de expresién de al menos un gen seleccionado de MEF2C, SLC32A1, SLC17A6, SYP, y
GADBS5.

8. El inhibidor para un uso segun la reivindicacion 5, en el que el nivel de expresidn es el de una célula del sujeto.

9. El inhibidor para un uso segun la reivindicacion 5, en el que el nivel de expresion es el de una célula en el
cerebro del sujeto.

10. El inhibidor para un uso segun la reivindicacion 5, en el que el nivel de expresién es el de una célula
circulante del sujeto.

11. El inhibidor para un uso segun la reivindicacién 5, en el que el nivel de expresion es un nivel de expresién de
ARNmM.

12. El inhibidor para un uso segun la reivindicacién 5, en el que el nivel de expresion es un nivel de expresién de
proteina.

13. El inhibidor para un uso segun la reivindicacién 5, en el que el sujeto tiene una haploinsuficiencia de MEF2C.

14. El inhibidor para un uso segun la reivindicacion 13, en el que el gen es SLC32A1 y el nivel de expresién se
reduce significativamente con respecto al del sujeto promedio que comprende dos copias del gen MEF2C; o0 en
el que el gen es SLC17AB y el nivel de expresion se incrementa significativamente con respecto al del sujeto
promedio que comprende dos copias del gen MEF2C; o en el que el gen es SYP y el nivel de expresién se
reduce significativamente con respecto al del sujeto promedio que comprende dos copias del gen MEF2C; o en
el que el gen es GADBS5 vy el nivel de expresion se reduce significativamente con respecto al del sujeto promedio
que comprende dos copias del gen MEF2C.
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