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DESCRIPCION
Inhibidores de NKCC para el tratamiento del autismo
Campo de la invencion:

La invencion se refiere a un compuesto que inhibe la importacion de cloro en las neuronas o un compuesto que mejora
la salida de cloro de las neuronas para uso en el tratamiento del autismo.

Antecedentes de la invencion:

Los trastornos del sindrome autistico infantil (ASD) incluyen una amplia gama de anormalidades que incluyen una
incapacidad genuina para organizar relaciones afectivas, anomalias de comportamiento en interacciones sociales
reciprocas, comunicacion verbal y no verbal, un interés limitado en el entorno natural asociado con movimientos
estereotipados y juegos repetitivos (Kanner, 1943; Levy and Hyman, 1993; Levy and Hyman, 2005; Adrien et al., 2001;
Blanc et al., 2005; Bourreau et al., 2009). La investigacion hasta la fecha indica que una predisposicion genética puede
jugar un papel en la enfermedad, pero uno o mas factores ambientales deben estar en su lugar para que los sintomas
ocurran, incluyendo contaminantes ambientales y posiblemente exposiciones maternas durante la gestacion (Persico
and Bourgeron, 2006; Bourgeron, 2009; Patterson, 2002). Se sugiere que los riesgos genéticos y ambientales alteraran
los programas de desarrollo que conducen a malformaciones corticales y/o subcorticales y la formacion de conjuntos
neuronales mal colocados/mal conectados. Los primeros sintomas ocurren antes de los 3 afios con un probablemente
con un origen precoz. Algunos estudios han sugerido el uso de algunos compuestos para el tratamiento del autismo. En
particular, Bradstreet et al. (Medical hypotheses 2006 68(5):979-987) describe el uso de espironolactona, un diurético
ahorrador de potasio.

Actualmente no existe un tratamiento bioldgico/farmacéutico eficaz para los ASD.

La maduracién del cerebro se asocia con una expresion secuencial de desarrollo de canales conducidos por sinapsis de
receptores, activados por voltaje, y patrones cerebrales (Spitzer et al., 1994; Ben Ari et al., 2007). Los cambios en el
desarrollo de las acciones del transmisor inhibidor GABA no son mas que un ejemplo de estos cambios. Las neuronas
inmaduras tienen una mayor concentracion intracelular de cloro (CI), que los adultos, lo que conduce a acciones
excitatorias paradodjicas de GABA (Ben Ari, 2002; Ben Ari et al., 2007). Esto se debe a una expresion temprana del
cotransportador de NKCC1 que importa cloro y una operacion tardia de KCC2 que exporta cloro forma neuronas (Kahle
and Staley, 2008; Rivera et al., 1999; Dzhala et al., 2005; Delpire et al., 1999; Delpire, 2000; Li et al., 2002). Ademas, la
regulacion de (CI), es dinamica y alterada incluso por breves episodios de actividad mejorada (Balena and Woodin,
2008; Fiumelli et al., 2005; Fiumelli and Woodin, 2007; Woodin et al., 2003) y mas persistentemente por una variedad de
insultos, lesiones, convulsiones y trastornos neuroldgicos (Khalilov et al., 2003; Khalilov et al., 2005; Cohen et al., 2002;
Huberfeld et al., 2006; Huberfeld et al., 2007). En consecuencia, los agentes diuréticos que reducen (CI"), constituyen
agentes antiepilépticos y neuroprotectores novedosos (Dzhala et al., 2005; Nardou et al., 2009; Kahle et al., 2008;
Payne et al., 2003). En consonancia con esto, actualmente se estan realizando ensayos clinicos con ese objetivo en
epilepsias infantiles. De acuerdo con lo anterior, las solicitudes de patente revelan el uso de un agente diurético para
tratar el dolor neuropatico y los trastornos neuropsiquiatricos, incluyendo los trastornos epilépticos y de ansiedad
(US2006/089350; W0O2010/085352).

La bumetanida (Bum) (Cohen, 1981; Feit, 1981) es un diurético clasico que antagoniza selectivamente el
cotransportador de NKCC1 - reduciendo asi (CI'), (Delpire et al., 1999; Delpire and Mount, 2002). Bum ha sido
ampliamente utilizado en adultos desde 1975 y en nifios desde 1986 y su farmacocinética en adultos y nifios y sus
efectos secundarios son bien conocidos (Lopez-Samblas et al., 1997; Sullivan et al., 1996; Witte et al., 1986; Marshall et
al., 1998). Bum se usa en casos agudos (edema después de un traumatismo craneal) y afecciones a largo plazo,
incluyendo displasia broncopulmonar, sindromes nefriticos o congestiones cardiacas (O’Donnell et al., 2004; Mackie et
al., 1986; Sullivan et al., 1996) y recientemente se ha informado de que reduce la gravedad de las convulsiones en un
informe de un caso (Kahle et al., 2009). El uso de Bum es seguro siempre que se acompafie de una continua vigilancia
clinica y biolégica, especialmente en nifios.

Los inventores han investigado ahora en 5 bebés autistas los efectos de bum con vigilancia clinica y biolégica en curso.
Fueron seleccionados sin a priori de un gran grupo de nifios con trastornos del espectro autista (ASD) colocados en
instituciones o en el hogar para proporcionar una variedad de casos. Se administré diurético (1 mg/24h, 0.5 mg dos
veces al dia) y el tratamiento continué durante 3 meses, una duraciéon minima considerada suficiente para evaluar los
efectos sobre el sindrome del autismo infantil (IAS). Presentamos una mejora significativa de las manifestaciones del
IAS en los 5 nifios. Estas observaciones requieren una amplia gama de seleccion del uso de Bum en el IAS y, mas
generalmente, en el autismo.

Resumen de la invencion:

Los inventores han hecho la hipétesis de que un antagonista del cotransportador de NKCC que inhibe la importacién de
cloro en las neuronas y reduce asi las concentraciones intracelulares puede ser util para el tratamiento del autismo.
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De este modo, la invencion se refiere a un compuesto que inhibe la importacion de cloro en neuronas y un compuesto
que mejora la salida de cloro de las neuronas para su uso en el tratamiento del autismo.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento del autismo que
comprende un compuesto segun la invencion y un portador farmacéuticamente aceptable.

Un objeto de la presente invencién es un compuesto que disminuye la concentracion intracelular de cloro dentro de las
neuronas para uso en el tratamiento del autismo, en el que dicho compuesto inhibe el cotransportador de Na-K-ClI
(NKCC).

En una realizacién de la invencion, dicho compuesto es un inhibidor de NKCC1.
En otra realizacion de la invencién, dicho compuesto es un diurético.

En otra realizacion de la invencion, dicho compuesto es bumetanida o un analogo de la misma seleccionado de:
bumetanida aldehido, bumetanida dibencilamida, bumetanida dietilamida, éster morfolinoetilico de bumetanida, éster de
3-(dimetilaminopropil) bumetanida, éster de N,N-dietilglicolamida bumetanida, éster de dimetilglicolamida bumetanida,
éster de pivaxetil bumetanida, éster de metoxi(polietilenooxi),.1-etil bumetanida, sal de benciltrimetilamonio bumetanida,
y sal de cetiltrimetilamonio bumetanida.

Otro objeto de la presente invencién es una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento del autismo que
comprende dicho compuesto y un portador farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada de la invencion:
Definiciones
A lo largo de la memoria descriptiva, se emplean varios términos y se definen en los parrafos siguientes.

Como se usa en este documento, el término "autismo" indica una familia de trastornos del desarrollo neural que se
caracteriza por alteraciéon de la interacciéon y comunicacion social, comportamiento restringido y repetitivo acompafiado
de otros déficits. Todos estos signos comienzan antes de que el nifio tenga tres afios. El autismo afecta el
procesamiento de informacion en el cerebro al alterar como las células nerviosas y sus sinapsis se conectan y se
organizan; no se entiende bien como ocurre esto. Los otros dos trastornos del espectro autista (ASD) son el sindrome
de Asperger, que carece de retrasos en el desarrollo cognitivo y el lenguaje, autismo atipico, diagnosticado cuando no
se cumplen los criterios completos para los otros dos trastornos y PDD-NOS cuando el trastorno generalizado del
desarrollo no se especifica.

Como se usa en este documento, NKCC para "cotransportador de Na-K-Cl" indica una proteina que ayuda al transporte
activo de sodio, potasio y cloro dentro y fuera de las células. Hay varias variedades, o isoformas, de esta proteina de
transporte de membrana, notablemente NKCC1 y NKCC2. NKCC1 esta ampliamente distribuido en todo el cuerpo, pero
también en el cerebro y en particular en el desarrollo del cerebro animal y humano. Actia para aumentar el cloro
intracelular en las neuronas y por lo tanto para hacer GABA mas excitatorio. Extensas investigaciones indican que el
bloqueo de NKCC1 reduce el cloro intracelular con lo que aumentan las acciones inhibitorias de GABA. Los estudios in
vivo e in vitro han indicado ahora que el bloqueo genético y/o farmacolégico de NKCC1 reduce la actividad de red
temprana.

Como se usa en este documento, el término KCC para "cotransportador de cloruro de potasio” indica un cotransportador
de cloro. Hay varias variedades, o isoformas, notablemente KCC2. KCC2 se encuentra en muchos o6rganos,
especialmente en el cerebro actua para eliminar el cloro intracelular y, por tanto, para aumentar las acciones inhibitorias
de GABA. Los bloqueadores de KCC2 transforman GABA en excitativos y facilitan la generacion de convulsiones y la
invalidacion genética de KCC2 es letal en ratones. KCC2 también se expresa relativamente tarde en el desarrollo en
paralelo con el cambio de las acciones de GABA de excitador a inhibitorio. También, una amplia gama de insultos y
convulsiones eliminan KCC2 funcional, lo que conduce a acciones excitatorias persistentes de GABA y otras
convulsiones.

Como se usa en este documento, el término "diurético” indica cualquier farmaco que eleve la velocidad de miccion y, por
lo tanto, proporciona un medio de diuresis forzada. Hay varias categorias de diuréticos. Todos los diuréticos aumentan
la excrecion de agua de los cuerpos, aunque cada clase lo hace de una manera distinta.

Como se usa en este documento, el término "diuréticos de bucle" indica diuréticos que actian sobre el bucle
ascendente de Henle en el rindn.

Como se usa en este documento, el término "tratar" o "tratamiento”, indica invertir, aliviar, inhibir el progreso o prevenir
el trastorno o afeccion a la que se aplica dicho término, o revertir, aliviar, inhibir el progreso o prevenir uno o mas
sintomas del trastorno o afeccion a la que se aplica dicho término.

Antagonista y sus usos
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Un primer objeto de la invencion se refiere a un compuesto que inhibe la importacion de cloro en neuronas o un
compuesto que mejora la salida de cloro de las neuronas para uso en el tratamiento del autismo.

En una realizacion preferida, el compuesto segun la invencion inhibe el cotransportador de NKCC o activa el
cotransportador de KCC.

En otra realizacion preferida, el compuesto segun la invenciéon es un antagonista del cotransportador de NKCC o un
agonista del cotransportador de KCC.

En una realizacion, dicho antagonista de NKCC o agonista de KCC puede ser un antagonista de bajo peso molecular,
por ejemplo, una molécula organica pequefa (natural o no).

El término "molécula organica pequefa" se refiere a una molécula (natural o no) de un tamafo comparable a las
moléculas organicas generalmente usadas en productos farmacéuticos. El término excluye macromoléculas bioldgicas
(por ejemplo, proteinas, acidos nucleicos, etc.). Las moléculas organicas pequeias preferidas tienen un intervalo de
tamafios de hasta aproximadamente 5000 Da, mas preferiblemente hasta 2000 Da, y lo mas preferiblemente hasta
aproximadamente 1000 Da.

En otra realizacion, el antagonista de NKCC o agonista de KCC de la invencion puede consistir en un anticuerpo que
inhibe NKCC o active KCC o un fragmento de anticuerpo que inhibe NKCC o activa KCC.

Los anticuerpos dirigidos contra NKCC o KCC pueden ser elevados de acuerdo con métodos conocidos administrando
el antigeno o epitopo apropiado a un animal huésped seleccionado, por ejemplo, de cerdos, vacas, caballos, conejos,
cabras, ovejas y ratones, entre otros. Se pueden usar diversos adyuvantes conocidos en la técnica para mejorar la
produccién de anticuerpos. Aunque los anticuerpos Utiles en la practica de la invenciéon pueden ser policlonales, se
prefieren los anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales contra NKCC o KCC se pueden preparar y aislar
usando cualquier técnica que proporcione la produccién de moléculas de anticuerpo por lineas celulares continuas en
cultivo. Las técnicas para la produccion y el aislamiento incluyen, pero no se limitan a, la técnica del hibridoma descrita
originalmente por Kohler and Milstein (1975); la técnica de hibridoma de células B humanas (Cote et al., 1983); y la
técnica EBV-hibridoma (Cole et al., 1985). Alternativamente, las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de
cadena sencilla (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos 4,946,778) se pueden adaptar para producir
anticuerpos anti-NKCC o anti-KCC de cadena sencilla. Los antagonistas de NKCC o agonistas de KCC utiles en la
practica de la presente invencion también incluyen fragmentos de anticuerpo anti-NKCC o fragmento de anticuerpo anti-
KCC que incluye, pero no se limita a fragmentos F(ab’),, que se pueden generar por digestion con pepsina de una
molécula de anticuerpo intacta, y fragmentos Fab, que se pueden generar reduciendo los puentes disulfuro de los
fragmentos F(ab’),. Alternativamente, se pueden construir bibliotecas de expresion de Fab y/o scFv para permitir la
identificacion rapida de fragmentos que tienen la especificidad deseada para NKCC o KCC.

También se pueden preparar anticuerpos anti-NKCC humanizados o anticuerpos anti-KCC y fragmentos de anticuerpos
de los mismos de acuerdo con técnicas conocidas. Los "anticuerpos humanizados" son formas de anticuerpos
quiméricos no humanos (por ejemplo, roedores) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no
humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las
que los residuos de una region hipervariable (CDR) del receptor se reemplazan por residuos de una region hipervariable
de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratdn, rata, conejo o primate no humano que tiene la
especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la region de marco (FR) de la
inmunoglobulina humana se reemplazan por residuos no humanos correspondientes. Ademas de esto, los anticuerpos
humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante.
Estas modificaciones se hacen para refinar ain mas el rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos al menos uno y, por lo general, dos dominios variables, en los que
todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todos
o sustancialmente todas las FR son los de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
opcionalmente también comprendera al menos una porcidon de una region constante de inmunoglobulina (Fc), por lo
general de una inmunoglobulina humana. Los métodos para preparar anticuerpos humanizados se describen, por
ejemplo, por Winter (la Patente de los Estados Unidos 5,225,539) y Boss (Celltech, la Patente de los Estados Unidos
4,816,397).

En adn otra realizacion, los antagonistas de NKCC o agonistas de KCC se pueden seleccionar de aptameros. Los
aptameros son una clase de molécula que representa una alternativa a los anticuerpos en términos de reconocimiento
molecular. Los aptameros son secuencias de oligonucledtidos u oligopéptidos con la capacidad de reconocer
virtualmente cualquier clase de moléculas diana con alta afinidad y especificidad. Tales ligandos se pueden aislar a
través de evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX) de una biblioteca de secuencia
aleatoria, como se describe en Tuerk C. and Gold L., 1990. La biblioteca de secuencias aleatorias se puede obtener
mediante sintesis quimica combinatoria de ADN. En esta biblioteca, cada miembro es un oligémero lineal,
eventualmente modificado quimicamente, de una secuencia Unica. Las posibles modificaciones, usos y ventajas de esta
clase de moléculas se han revisado en Jayasena S.D., 1999. Los aptameros de péptidos consisten en una region
variable de anticuerpo conformacionalmente restringida mostrada por una proteina de plataforma, tal como Thioredoxin
A de E. coli que se seleccionan de bibliotecas combinatorias por dos métodos hibridos (Colas et al., 1996).
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Los ARN inhibidores pequefios (ARNip) también pueden funcionar como inhibidores de la expresion de genes
cotransportadores de NKCC para su uso en la presente invencion. La expresion del gen cotransportador de NKCC se
puede reducir poniendo en contacto un sujeto o célula con un ARN de doble cadena pequefio (ARNdc), o un vector o
construccion que provoca la produccion de un ARN de doble cadena pequefio, de tal manera que la expresion del gen
cotransportador de NKCC sea especificamente (esto es, interferencia de ARN o ARNi). Los métodos para seleccionar
un vector que codifica ARNdc o ARNdc apropiado son bien conocidos en la técnica para genes cuya secuencia es
conocida (por ejemplo, véase Tuschl, T. et al. (1999); Elbashir, S. M. et al. (2001); Hannon, GJ. (2002); McManus, MT.
et al. (2002); Brummelkamp, TR. et al. (2002); las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6,573,099 y 6,506,559; y las
Publicaciones de las Patentes Internacionales Nos. WO 01/36646, WO 99/32619, y WO 01/68836).

Las ribozimas también pueden funcionar como inhibidores de la expresion del gen cotransportador de NKCC para su
uso en la presente invencién. Las ribozimas son moléculas de ARN enzimaticas capaces de catalizar la escision
especifica del ARN. EI mecanismo de la accién de la ribozima implica la hibridacién especifica de la secuencia de la
molécula de ribozima con el ARN diana complementario, seguido de escisidn endonucleolitica. Las moléculas de
ribozima con motivo de horquilla o de cabeza de martillo disefiadas que catalizan especifica y eficientemente la escision
endonucleolitica de las secuencias de ARNm del cotransportador de NKCC, son por tanto Utiles dentro del alcance de la
presente invencion. Los sitios de escision especificos de ribozimas dentro de cualquier blanco de ARN potencial se
identifican inicialmente explorando la molécula diana para sitios de escision de ribozimas, que por lo general incluyen las
siguientes secuencias, GUA, GUU y GUC. Una vez identificados, se pueden evaluar secuencias cortas de ARN de entre
aproximadamente 15 y 20 ribonucleétidos correspondientes a la region del gen diana que contiene el sitio de escision
para las caracteristicas estructurales pronosticadas, tales como estructura secundaria, que pueden hacer que la
secuencia oligonucleotidica sea inadecuada. La idoneidad de los objetivos candidatos también se puede evaluar
probando su accesibilidad a la hibridacion con oligonucleétidos complementarios, utilizando, por ejemplo, ensayos de
proteccién con ribonucleasa.

Tanto los oligonucledtidos antisentido como los ribozimas utiles como inhibidores de la expresion del gen
cotransportador de NKCC se pueden preparar por métodos conocidos. Estos incluyen técnicas para sintesis quimica
tales como, por ejemplo, mediante sintesis quimica de fosforamadita en fase solida. Alternativamente, se pueden
generar moléculas de ARN antisentido por transcripcion in vitro o in vivo de secuencias de ADN que codifican la
molécula de ARN. Tales secuencias de ADN se pueden incorporar en una amplia variedad de vectores que incorporan
promotores de ARN polimerasa apropiados tales como los promotores de polimerasa T7 o SP6. Se pueden introducir
diversas modificaciones en los oligonucleétidos de la invencion como un medio para aumentar la estabilidad intracelular
y la semivida. Las posibles modificaciones incluyen, pero no se limitan a, la adicién de secuencias flanqueantes de
ribonucleétidos o desoxirribonucledétidos a los extremos 5' y/o 3' de la molécula o el uso de enlaces fosforotioato o 2'-O-
metilo en lugar de fosfodiesterasa dentro del esqueleto oligonucledtido.

Los oligonucleotidos antisentido ARNip y ribozimas de la invencién se pueden administrar in vivo solo o en asociacion
con un vector. En su sentido mas amplio, un "vector" es cualquier vehiculo capaz de facilitar la transferencia del ARNip
del oligonucledtido antisentido o acido nucleico de ribozima a las células y preferiblemente células que expresan el
cotransportador de NKCC. Preferiblemente, el vector transporta el acido nucleico a células con degradacion reducida en
relacion con el grado de degradacion que daria lugar a la ausencia del vector. En general, los vectores utiles en la
invencion incluyen, pero no se limitan a, plasmidos, fagémidos, virus, otros vehiculos derivados de fuentes viricas o
bacterianas que han sido manipulados mediante la inserciéon o incorporacion de las secuencias de ARNip o ribozima del
oligonucledtido antisentido. Los vectores virales son un tipo preferido de vector e incluyen, pero no se limitan a
secuencias de acidos nucleicos de los siguientes virus: retrovirus, tales como virus de leucemia murina de moloney,
virus de sarcoma murino de harvey, virus de tumor mamario murino, y virus de sarcoma de rouse; adenovirus, virus
adenoasociado; virus de tipo SV40; virus de polioma; virus de Epstein-Barr; virus del papiloma; virus herpes; virus
vaccinia; virus de la poliomielitis; y virus de ARN tal como un retrovirus. Se pueden emplear facilmente otros vectores no
nombrados, pero conocidos en la técnica.

En la realizacion preferida, el compuesto que inhibe el cotransportador de NKCC es un diurético.
En otra realizacion preferida, el diurético es un diurético de bucle.

En una realizacion preferida, el compuesto segun la invencion es un antagonista de NKCC1.

En otra realizacion preferida, el compuesto segun la invencién es bumetanida.

En una realizacion preferida, el compuesto segun la invencion se selecciona entre furosemida, acido etacrinico,
torsemida, azosemida, muzolimina, piretanida, tripamida y similares; tiazida y diuréticos similares a tiazida, tales como
bendroflumetiazida, benzotiazida, clorotiazida, hidroclorotiazida, hidroflumetiazida, metilclotiazida, politiazida,
triclorometiazida, clortalidona, indapamida, metolazona y quinetazona; y analogos y derivados funcionales de tales
compuestos.

En una realizacion preferida, un analogo segun la invencion puede tener una férmula como se describe en la solicitud de
patente WO2006110187.
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En una realizacion preferida, el analogo puede ser bumetanida aldehido, bumetanida dibencilamida, bumetanida
dietilamida, éster morfolinoetilico de bumetanida, éster de 3-(dimetilaminopropil) bumetanida, éster de N,N-
dietilglicolamida bumetanida, éster de dimetilglicolamida bumetanida, éster de pivaxetii bumetanida, éster de
metoxi(polietilenooxi),.1-etil bumetanida, sal de benciltrimetilamonio bumetanida, y sal de cetiltrimetilamonio bumetanida.

En otra realizacion preferida, el analogo puede ser furosemida aldehido, éster etilico de furosemida, éster cianometilico
de furosemida, éster bencilico de furosemida, éster morfolinoetilico de furosemida, éster de 3-(dimetilaminopropil)
furosemida, N,N-dietilglicolamida éster de furosemida, dibencilamida de furosemida, sal de benciltrimetilamonio de
furosemida, sal de cetiltrimetilamonio furosemida, éster de N,N-dimetilglicolamida furosemida, metoxi(polietilenooxi)n-1-
etil éster de furosemida, éster de pivaxetil furosemida y éster de propaxetil furosemida.

En ofra realizacion preferida, el analogo puede ser piretanida aldehido, éster metilico de piretanida, éster cianometilico
de piretanida, éster bencilico de piretanida, éster morfolinoetilico de piretanida, éster de 3-(dimetilaminopropil)
piretanida, éster de N,N-dietilglicolamida piretanida, dietilamida de piretanida, dibencilamida de piretanida, sal de
bencilltrimetilamonio piretanida, sal de cetiltrimetilamonio piretanida, éster de N,N-dimetilglicolamida piretanida, éster de
metoxi(polietilenooxi),.1-etil piretanida, éster de pivaxetil piretanida y/o éster de propaxetil piretanida.

En otra realizacion preferida, el analogo puede ser azosemidas sustituidas con tetrazolilo (tales como azosemidas
sustituidas con metoximetil tetrazolilo, azosemidas sustituidas con metiltiometil tetrazolilo y azosemidas sustituidas con
N-mPEG350-tetrazolilo), sal de benciltrimetilamonio de azosemida y/o sal de cetiltrimetilamonio de azosemida.

En otra realizacion preferida, el analogo puede ser sales de amonio cuaternario de torsemida sustituida con piridina o
las correspondientes sales internas (zwitteriones). Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, sales de torsemida de
metoximetilpiridinio, sales de torsemida de metiltiometilpiridinio y sales de torsemida de N-mPEG350-piridinio.

En una realizacion preferida, el compuesto segun la invencion es un agonista de KCC2.

En una realizacion preferida, el compuesto segun la invencion es un compuesto que inhibe el nivel de la proteina NKCC
en la superficie celular o mejora el nivel de la proteina KCC en la superficie celular.

En otra realizacion preferida, la célula es una neurona.

Otro objeto de la invencion se refiere a un método para tratar el autismo que comprende administrar a un sujeto que lo
necesite con un compuesto que inhibe la importacién de cloro en neuronas o un compuesto que mejora la salida de
cloro a partir de las neuronas.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para tratar el autismo que comprende administrar a un sujeto que lo
necesite un antagonista de NKCC como se ha descrito anteriormente.

Los compuestos de la invencion se pueden administrar en forma de una composicién farmacéutica, como se define a
continuacion.

Preferiblemente, dicho compuesto que inhibe la importacién de cloro en las neuronas o que mejora la salida de cloro de
las neuronas, preferiblemente dicho antagonista de NKCC o dicho agonista de KCC, se administra en una cantidad
terapéuticamente eficaz.

Por una "cantidad terapéuticamente eficaz" se entiende una cantidad suficiente de compuesto para tratar y/o prevenir
enfermedades como se ha descrito anteriormente.

Se entendera que el uso diario total de los compuestos y composiciones de la presente invencion sera decidido por el
médico tratante dentro del alcance de un juicio médico acertado. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico
para cualquier paciente particular dependera de una variedad de factores incluyendo el trastorno que se esta tratando y
la gravedad del trastorno; actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica empleada, la edad,
el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de administracion, la ruta de administracion y
la velocidad de excrecién del compuesto especifico empleado; la duracion del tratamiento; farmacos usados en
combinacion o coincidentes con el polipéptido especifico empleado; y factores similares bien conocidos en las artes
médicas. Por ejemplo, esta bien dentro de la habilidad de la técnica para iniciar dosis del compuesto a niveles inferiores
a los requeridos para conseguir el efecto terapéutico deseado y para aumentar gradualmente la dosificacion hasta que
se consiga el efecto deseado. Por ejemplo, esta dentro de la técnica de iniciar dosis del compuesto a niveles inferiores a
los requeridos para conseguir el efecto terapéutico deseado y para aumentar gradualmente la dosificacion hasta que se
consiga el efecto deseado. Sin embargo, la dosificacion diaria de los productos se puede variar en una amplia gama de
0.01 a 1,000 mg por adulto por dia. Preferiblemente, las composiciones contienen 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0,
15.0, 25.0, 50.0, 100, 250 y 500 mg del ingrediente activo para el ajuste sintomatico de la dosificacion al paciente que se
va a tratar. Un medicamento contiene por lo general de aproximadamente 0.01 mg a aproximadamente 500 mg del
ingrediente activo, preferiblemente de 1 mg a aproximadamente 100 mg del ingrediente activo. Normalmente se
suministra una cantidad eficaz del farmaco a un nivel de dosificacion de 0.0002 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de
peso corporal al dia, especialmente de aproximadamente 0.001 mg/kg a 7 mg/kg de peso corporal al dia.
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Los compuestos segun la invencién se pueden usar para la preparacion de una composicion farmacéutica para uso en
el tratamiento del autismo.

Por consiguiente, la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una dosis
eficaz de un compuesto que inhibe el cotransportador de NKCC; preferiblemente un antagonista de NKCC o que activa
el cotransportador de KCC, segun la invencion.

Cualquier agente terapéutico de la invencién se puede combinar con excipientes farmacéuticamente aceptables, y
opcionalmente matrices de liberacién sostenida, tales como polimeros biodegradables, para formar composiciones
terapéuticas.

"Farmacéuticamente" o "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccidon adversa, alérgica u ofra reaccidon inapropiada cuando se administra a un mamifero,
especialmente un humano, segun sea apropiado. Un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable se refiere a un
material de relleno, diluyente, material encapsulante, o agente auxiliar de formulacién, no téxico, sélido, semisdlido o
liquido, de cualquier tipo.

La forma de las composiciones farmacéuticas, la ruta de administracion, la dosificacion y el régimen dependen
naturalmente de la afeccidn que se va a tratar, de la gravedad de la enfermedad, de la edad, peso y sexo del paciente,
etc.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden formular para una administracion tépica, oral, intranasal,
parenteral, intraocular, intravenosa, intramuscular o subcutanea y similares.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para una
formulacion capaz de ser inyectada. Estas pueden ser en particular soluciones salinas isotonicas, estériles (fosfato
monosodico o disddico, cloro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares o mezclas de tales sales), o
composiciones secas, especialmente liofilizadas que después de la adicion, dependiendo del caso, de agua esterilizada
o solucion salina fisioldgica, permiten la constitucion de soluciones inyectables.

Las dosis utilizadas para la administracion se pueden adaptar en funcion de diversos parametros y, en particular, en
funcién del modo de administracion utilizado, de la patologia relevante, o alternativamente de la duracién deseada del
tratamiento.

Ademas, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, comprimidos u otros sdlidos para
administracion oral; capsulas de liberacion en el tiempo; y se puede utilizar cualquier otra forma actualmente. La
composicion farmacéutica segun la invencion puede contener también otros compuestos, que pueden ser
bioldgicamente activos o inactivos. Por ejemplo, uno o mas agentes de tratamiento de la presente invencion pueden
combinarse con otro agente, en una combinacion de tratamiento, y administrarse de acuerdo con un régimen de
tratamiento de la presente invencion. Tales combinaciones se pueden administrar como composiciones separadas,
combinadas para suministrarse en un sistema de suministro complementario, o formuladas en una composicion
combinada, tal como una mezcla o un compuesto de fusién. Adicionalmente, la combinacién de tratamiento mencionada
anteriormente puede incluir un potenciador de la permeabilidad de BBB y/o un agente hiperosmatico.

Alternativamente, los compuestos de la invencién que inhiben el cotransportador de NKCC o activan el cotransportador
de KCC pueden identificarse adicionalmente mediante métodos de seleccién como se describe a continuacion.

Métodos de seleccion

Otro objeto de la invencion se refiere a un método para seleccionar un compuesto que inhibe el cotransportador de
NKCC o activa el cotransportador de KCC.

En particular, la invencion proporciona un método para seleccionar un antagonista de NKCC o un agonista de KCC para
el tratamiento del autismo.

Por ejemplo, el método de seleccion puede medir la unién de un compuesto candidato a NKCC o KCC o a células o
membranas que llevan NKCC o KCC o una proteina de fusién del mismo por medio de un marcador asociado directa o
indirectamente con el compuesto candidato. Alternativamente, un método de seleccién puede implicar la medicién o,
cualitativa o cuantitativamente, la deteccion de la competencia de unién de un compuesto candidato al receptor con un
competidor marcado (por ejemplo, un antagonista).

Ademas, los métodos de seleccion pueden probar si el compuesto candidato da como resultado una sefial generada por
un antagonista de NKCC o un agonista de KCC, utilizando sistemas de seleccion apropiados para las células que llevan
el receptor.

En una realizacion particular, el método de seleccion de la invenciéon comprende la etapa que consiste en:

a) proporcionar neuronas que expresan NKCC o KCC en su superficie;
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b) incubar dichas células con un compuesto candidato;
c) determinar si dicho compuesto candidato se une e inhibe NKCC o se une y activa KCC; y
d) seleccionar el compuesto candidato que se une e inhibe NKCC o se une y activa KCC.

En una realizacion, el cotransportador de NKCC o el cotransportador de KCC usado en el método de seleccion pueden
ser sus ortélogos y derivados como se define en la presente invencion.

En general, tales métodos de seleccion implican proporcionar células apropiadas que expresan NKCC o KCC, sus
ortélogos y derivados de los mismos en su superficie. En particular, se puede emplear un acido nucleico que codifica
NKCC o KCC para transfectar células para expresar asi el receptor de la invencion. Dicha transfeccion se puede realizar
por métodos bien conocidos en la técnica.

En una realizacion particular, las células se seleccionan del grupo que consiste en células gliales, células neuronales,
neuronas, lineas celulares transfectadas para investigaciones o células renales de cualquier especie (ratén, humanos

).

El método de seleccion de la invencion se puede emplear para determinar un antagonista o agonista poniendo en
contacto dichas células con compuestos que se van a seleccionar y determinar si dicho compuesto inhibe o activa el
cotransportador.

La determinacion de la inhibicion de NKCC se puede evaluar determinando la viabilidad celular. Se considera que un
compuesto disminuye la viabilidad celular si es negativo en uno cualquiera de los métodos descritos a continuacion
como ejemplos de actividad de rescate celular.

De acuerdo con una realizacién de la invencion, el compuesto candidato se puede seleccionar de una biblioteca de
compuestos previamente sintetizados, o una biblioteca de compuestos para los cuales la estructura se determina en una
base de datos, o de una biblioteca de compuestos que han sido sintetizados de compuestos nuevos o naturales.

El compuesto candidato se puede seleccionar del grupo de (a) proteinas o péptidos, (b) acidos nucleicos y (c)
compuestos organicos o quimicos (naturales o no). llustrativamente, se pueden obtener bibliotecas de acidos nucleicos
candidatos preseleccionados realizando el método SELEX tal como se describe en los documentos US 5,475,096 y US
5,270,163. Ademas, ilustrativamente, el compuesto candidato se puede seleccionar del grupo de anticuerpos dirigidos
contra NKCC o KCC.

Tal método se puede usar para seleccionar antagonistas de NKCC o agonistas de KCC segun la invencion.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes tablas y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben ser interpretados en modo alguno como limitativos del alcance de la presente invencion.

Tabla 1

Resumen de los pacientes incluidos en el estudio. 4 nifias y un nifio entre 3 afios y 8 meses a 11 afios y 5 meses con
signos autistas clasicos (F84.0 de la ICD 10).

Edad Sexo diagndstico ADI1 ADI2 ADI3 ADI4

1 8 afios 11 meses M F84.00 18 (10) 13 (8) 5(3) 5(1)

2 3 afios 8 meses F F84.00 20 (10) 8 (7) 4 (3) 5(1)

3 8 afios 7 meses M F84.00 21 (10) 8 (7) 5(3) 4 (1)

4 11 afios 5 meses M F84.00 24 (10) 14 (7) 4 (3) 5(1)

5 10 afios 1 meses M F84.00 17 (10) 20 (8) 4 (3) 3(1)
Tabla 2

Resultados resumidos de los efectos de la bumetanida en los cinco pacientes (C = controles antes del tratamiento, Bum
= 3 meses después de la bumetanida).

1
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CARS total 38,5 28 40,5 36 38 30 53,5 49 32 28
CARS nb itemsupa 3 7 1 7 4 9 4 14 11 3 1
ABC total 84 57 79 49 89 62 93 79 46 36
ABC1 20 17 9 3 20 12 15 15 18 17
ABC2 9 1 19 11 12 5 26 19 10 7
ABC3 12 6 10 6 13 3 15 12 3 1
ABC4 39 28 41 29 32 33 37 33 15 11
ABC5 4 5 0 0 12 9 0 0 0 0
CGI1 5 5 7 7 5 5 7 7 4 4
CGI2 3 3 3 3 3
CGI3 3.00 3.00 2.00 2.00 3.00
RDEG total 49 28 60 48 39 37 75 69 49 40
Desregulacion de RDEG 30 20 37 34 29 31 50 45 32 25
Lentitud de RDEG 12 5 14 8 6 5 15 14 10 9
RRB total 51 32 69 26 63 31 46 40 46 38
RRB F1 21 15 21 13 12 6 16 14 11 9
RRB F2 1 1 12 0 20 7 2 2 8 9
RRB F3 17 6 18 9 19 9 18 16 5 5
RRB F4 10 8 14 4 9 8 8 6 18 12
Ejemplo:

Material y Métodos

Los inventores han investigado en 5 lactantes autistas los efectos de bum con la vigilancia clinica y bioldgica en curso.
Fueron seleccionados sin a priori de un gran grupo de nifios con IAS colocados en instituciones o en el hogar para
proporcionar una variedad de casos. El diurético se administré (1mg/24h, 0.5mg dos veces al dia) y el tratamiento
continud durante 3 meses, una duracién minima considerada suficiente para una evaluacién de los efectos sobre el IAS.
Se reporta una mejora de las manifestaciones de IAS en los 5 nifios. Estas observaciones requieren una amplia gama
de seleccion del uso de Bum en IAS.

Los nifios fueron diagnosticados por un psiquiatra clinico experimentado usando criterios estrictos de ICD-10 (OMS,
1993) para el trastorno autista. Estos nifios no tenian antecedentes de enfermedad neurolégica (EEG normal). Las
pruebas genéticas realizadas sistematicamente fueron negativas, indicando que no habia mutacion identificable
(cariotipo y X fragil). Se recogié la ADI-R (Le Couteur et al., 1989; Lord et al., 1994) para todos los participantes para
confirmar los diagndsticos. Un examen clinico y bioldgico demostr6 que ninguno de los lactantes tenia una
contraindicacién para bum (incluyendo ionograma sanguineo, transaminasas, fosfatasas alcalinas, uremia, creatinemia,
aclaramiento de creatinina, yGT, glicemia notablemente). Debido a que la hipopotasemia puede inducir una arritmia por
rafaga de ondas, se realiz6 un ECG para asegurar que ninguno de los pacientes tenia un alargamiento del intervalo QT
debido a que tienen una mayor propension a generar arritmia. Se realizé una vigilancia clinica semanal durante el
primer, segundo y tercer mes después del inicio del tratamiento, incluyendo sodio y potasio en sangre una semanay 2
meses después del inicio del tratamiento. Ninguno de los lactantes tenia trastornos neuroldgicos asociados y ninguno
estaba bajo otro tratamiento desde al menos tres meses.

Para determinar la posible eficacia del indice terapéutico, se basé en 5 determinaciones de comportamiento clasico de
la gravedad de IAS incluyendo:

i) La escala de evaluacion del autismo infantil (CARS) es una escala de calificacion de 15 items que se utiliza como
instrumento de seleccion y para evaluar los cambios en los sintomas del autismo con el tiempo. Estos items
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comprenden una amplia gama de sintomas de autismo y se clasifican en una escala de 1 a 4, con 1 indicando un
comportamiento normal y 4 denotando comportamiento severamente anormal y/o inapropiado. La puntuacion total se
determina sumando los 15 items. El nimero de items con una escala igual o superior a 3 es una indicacioén fuerte de la
gravedad del sindrome, mientras que una disminucion en la puntuacion total después del tratamiento y/o en el nimero
de items igual o superior a 3, indica mejoria en la gravedad de las caracteristicas autistas (Rogers et al., 1993). Este
instrumento fue desarrollado para ayudar al proceso de diagndstico, pero también es sensible a los cambios en el
desarrollo de los sintomas autistas (Schopler et al., 1980, Mesibov et al., 1989) y se puede usar para determinar
alteraciones producidas por un tratamiento (Di Lalla and Rogers 1994 también véase la version francesa de B. Rogé
1989). La notacién se obtuvo durante una sesién cuando los nifios fueron colocados en un juego y anima la discusion
con los padres sobre el comportamiento del nifio durante la ultima semana.

i) La ABC (lista de verificacion de comportamiento aberrante) es un cuestionario que el médico tratante llena durante
una discusion con los padres (Aman et al., 1985; Rojahn and Helsel 1991). Es ampliamente utilizada en ensayos
terapéuticos para evaluar el impacto de las moléculas en el comportamiento. ABC es un problema estandarizado de 58
items con una lista de verificacidon de comportamiento que permite la clasificacion de items en una escala de 4 puntos
de 0 (que no ocurre en absoluto) a 3 (grave). Las preguntas de la lista de verificacion comprenden 5 subescalas:
irritabilidad (ABC1), retraccion social (ABC2), estereotipia (ABC3), hiperactividad (ABC4) y discurso excesivo (ABC5).
ABC ha sido validado en gran escala en los Estados Unidos y se adapta a estudios de poblaciones infantiles. Una
version francesa se ha utilizado en el presente estudio (Bouvard et al., 2000).

i) Las impresiones clinicas globales (CGI) se utilizan ampliamente en la mayoria de los ensayos clinicos para examinar
la gravedad de la enfermedad. Se escala de 0 a 7, siendo 1 el valor normal y se considera una buena estimacion de la
situacion global del paciente. Se pide al clinico que haga una cita de la enfermedad en funcién de su experiencia con
otros pacientes incluidos en la investigacion. La segunda impresién proporciona una estimacion de la mejora global del
paciente y mejoramiento en comparacion con el inicio de la prueba. Hay 7 niveles; cero indica que no hay evolucion. La
tercera impresion es la mas Uutil, ya que se refiere al indice terapéutico y requiere una estimacion unica que indique tanto
los efectos terapéuticos como los secundarios. Esto se utiliza en la investigacion sobre la nueva generacion de agentes
psicéticos con pocos efectos secundarios (Guy 1976).

iv) RDEG la grilla de evaluacion del trastorno de regulacion es una escala de actividad francesa (96) que permite
detectar el nivel de desregulacion y la lentitud de respuesta de los lactantes (Adrien 1996; Adrien et al. 2001, Blanc et al.
2005). El cuestionario es llenado por los padres y se refiere al comportamiento de los nifios durante la ultima semana.

v) La escala de comportamiento repetitivo y restringido (RRB) (Bourreau et al 2009) es una lista de verificacion
estandarizada de 35 items que permite calificar el item en una escala de 5 puntos de 0 -el comportamiento nunca es
expresado por la persona- a 4 - el comportamiento es severamente expresado y caracteristico de la persona). El analisis
factorial produce cuatro factores clinicos significativos, es decir, los estereotipos sensoriomotores (F1), la reaccion al
cambio (F2), los comportamientos restringidos (F3) y la insuficiencia de modulacion (F4).

Resultados

En la tabla 1 se muestra un resumen de los pacientes. 3 nifios utilizaron un lenguaje funcional, mientras que el resto de
los nifios y nifias no lo hicieron. Las puntuaciones de ADI-R estan por encima del umbral que confirma el diagndstico
clinico. Los nifios 1, 3, 5 siguen una escuela tradicional acompafada por una persona auxiliar. Durante el afio, el nifio 1
y €l nifio 2 son seguidos por un psicélogo que usa el método ABA una vez por semana para el nifio 1y 3 veces por
semana para el nifio 2). El nifio 2 también tiene 2 sesiones semanales de ortofonia dependiendo del sistema de
comunicacion de intercambio de imagenes (PECS). El nifio 3 tiene un tratamiento ortofénico semanal y el nifio 5 no
tiene tratamiento. El nifio 4 es tratado en una institucién médica especializada en nifios con retraso mental. La prueba
de bum se hizo durante las vacaciones de verano, cuando la terapia conductual y la escuela fueron interrumpidas.

La tabla 2 muestra las puntuaciones de las diferentes escalas usadas y las obtenidas antes y después de tres meses de
tratamiento. Antes del tratamiento, 4 nifios (1, 2, 3, 4) tenian una puntuacion CARS superior a 36, indicando un IAS
severo. El nifio 5 mostré un grado medio de autismo. Los resultados muestran una mejora de las puntuaciones totales
de CARS, ABC, RDEG y RRB para todos los nifios tres meses después del tratamiento. CGI1 no se alterd
significativamente, pero esta prueba se refiere a la gravedad de la enfermedad que en esta etapa no revela cambios
significativos. También se observé un pequefio progreso global de CGI2 para los 5 nifios. Los pacientes 1, 2 y 5 tenian
un indice de 3 en CGI3 indicando una accidon moderada sin efectos secundarios. Los pacientes 3 y 4 tenian un indice de
2 indicando una accién minima sin efectos secundarios. El nimero de items iguales o por encima de 3 con CARS se
redujo por el tratamiento en los cinco nifios. La subpuntuacion de ABC5, no fue alterado por el tratamiento. En los cinco
nifios, ABC2, ABC3, ABC4, desregulacion de RDEG, lentitud de RDEG, RRBF4; RRB F1 se mejoraron a un grado
variable. En contraste, los resultados de ABC1, RRB F2, RRB F3 son heterogéneos.

Iniciando una semana después del tratamiento y una vez al mes, se realizd una vigilancia clinica que incluia
investigacion de deshidratacion, hipotension ortostatica, hipersensibilidad, calambres, astenia, diarrea, mialgia, artralgia,
nauseas, mareos. Los niveles de sodio y potasio se mantuvieron estables (pruebas realizadas una semana y 2 meses
después del inicio del tratamiento, no se encontrd ningun efecto adverso.
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Discusion

Los resultados actuales sugieren que la bumetanida mejora los aspectos de comportamiento del IAS sugiriendo que el
diurético tiene una accion global. Hasta donde sabemos, este es el primer informe que plantea la posibilidad de
alteraciones del cloro en el autismo.

Las conclusiones derivadas de estas observaciones se ven obstaculizadas por varias limitaciones, incluyendo la falta de
investigaciones aleatorias doble ciego y placebo, debido al nimero limitado de casos. Los efectos del placebo son mas
frecuentes en los nifios que en los adultos (Rheims et al., 2008), esto también se aplica al autismo (Sandler 2005).
Claramente, las investigaciones a gran escala son necesarias para confirmar o informar las observaciones. Se es
consciente de estas limitaciones para demostrar los efectos positivos de la bumetanida e involucrar sus acciones en
IAS. Sin embargo, las observaciones indican que la bumetanida no tiene efectos secundarios con una tolerancia general
al diurético. También, se nos animd a presentar estas observaciones por la dramatica mejoria del comportamiento
sugerida por los resultados y la insistencia de los padres de que sus hijos estan mas presentes y su deseo de seguir el
tratamiento hablando en favor de una accion significativa de bum. A pesar de la dificultad de traducir esta nocion
subjetiva, es interesante resaltar que el mismo término de presencia fue utilizado por todos los padres.

En la actualidad no es posible determinar si la bumetanida ejerce una accion preferencial sobre un aspecto de la
sintomatologia. Se espera que la falta de efectos de la bumetanida en ABC5 - discurso inapropiado y excesivo fuera de
contexto- sea probable porque no es probable que mejore en 3 meses de habla. En contraste, casi todas las
puntuaciones fueron mejoradas a grados variables, haciendo hincapié en la accién general de la bumetanida. La
alteracion del comportamiento cognitivo y emocional es una caracteristica basica del IAS (Kanner, 1943; Hill and Frith,
2003; Hill, 2004; Bieberich and Morgan, 2004) y el hecho de que la bumetanida permite una mejor regulacién cognitiva
tal vez esté correlacionada con la mejor presencia reportada por los padres. Los resultados de las subescalas de ABC
sugieren un progreso de los estados de vigilancia y las interacciones sociales, los movimientos estereotipicos y la
hiperactividad de nuevo en consonancia con la nocion de regulacion cognitiva. La farmacodinamica de la bumetanida ha
sido investigada en neonatos humanos (Sullivan et al., 1996; Lopez-Samblas et al., 1997) y un reciente informe sugiere
que la bumetanida reduce la severidad de la convulsién en un nifio epiléptico (Kahle et al., 2009). Una amplia gama de
investigaciones experimentales sugiere que la bumetanida reduce la severidad de las convulsiones (Kahle and Staley,
2008; Kahle et al., 2008; Nardou et al., 2009). Actualmente se esta investigando la bumetanida como un nuevo
tratamiento para las convulsiones neonatales (EU FP7 Nemo project).

Las observaciones son compatibles con la hipétesis de trabajo de que la bumetanida mejora la eficacia de los procesos
integradores neuronales reduciendo el cloro intracelular y reforzando las acciones inhibidoras de GABA. El marco
conceptual basico de estas investigaciones es que las neuronas que no respetan el programa de desarrollo mantener
las caracteristicas inmaduras, incluyendo posiblemente alta (Cl-), y otras propiedades eléctricas y de arquitectura (Ben-
Ari, 2008). Otras observaciones sugieren un vinculo entre las sefiales GABAérgicas y el autismo (Minshew, 1997;
Hussman, 2001; Schmitz et al., 2005). También, varias observaciones de imagenes cerebrales indican una pérdida
significativa de receptores de GABA/benzodiazepinas en el autismo, especialmente en el hipocampo, el cerebelo y
diversas estructuras limbicas (Garreau et al., 1993; Oblak et al., 2009; Guptill et al., 2007; Blatt, 2005).

En conclusion, una serie emergente de estudios sugiere que el cloro se acumula durante la maduracién del cerebro en
relacion con diversas malformaciones de desarrollo. Las observaciones actuales sugieren que un diurético convencional
que reduce esta acumulacion y actia para restablecer las acciones inhibitorias de GABA puede ejercer acciones
beneficiosas en el autismo que requieren estudios clinicos y experimentales mas detallados sobre los enlaces entre
GABA/(CI-)l e IAS.
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Reivindicaciones

1. Un compuesto que disminuye la concentracion intracelular de cloro dentro de las neuronas para uso en el tratamiento
del autismo, en el que dicho compuesto inhibe el cotransportador de Na-K-Cl (NKCC).

2. Un compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto es un inhibidor de NKCC1.
3. Un compuesto para uso segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el compuesto es un diurético.

4. Un compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el compuesto es bumetanida o
un analogo del mismo seleccionado de: bumetanida, bumetanida aldehido, bumetanida dibencilamida, bumetanida
dietilamida, éster morfolinoetilico de bumetanida, éster de 3-(dimetilaminopropil) bumetanida, éster de N,N-
dietilglicolamida bumetanida, éster de dimetilglicolamida bumetanida, éster de pivaxetii bumetanida, éster de
metoxi(polietilenooxi),.1-etil bumetanida, sal de benciltrimetilamonio bumetanida, y sal de cetiltrimetilamonio bumetanida.

5. Un compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el compuesto es bumetanida.

6. Una composiciéon farmacéutica para uso en el tratamiento del autismo que comprende un compuesto segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un portador farmacéuticamente aceptable.
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