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DESCRIPCION
Nuevas composiciones para el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones para el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica y trastornos
relacionados. Mas especificamente, la presente invencién se refiere a nuevas terapias combinatorias para el
tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica y trastornos relacionados.

Antecedentes de la invencion

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA), también conocida como enfermedad de Lou Gehrig, es la enfermedad de las
neuronas motoras adultas mas frecuente. Fue descrita por primera vez en 1869 por el neurdlogo francés Jean-
Martin Charcot. Esta enfermedad se caracteriza por la degeneracion y la muerte de las neuronas motoras, lo que
conduce a debilidad generalizada y atrofia muscular. El curso del trastorno es inexorablemente progresivo, muriendo
el 50% de los pacientes a los 3 afos del inicio. La ELA aparece como una enfermedad rara con una prevalencia de 4
a 6 por 100.000 cada afo y una incidencia de 1 a 2 por 100.000 cada afio.

La mayoria de los casos (90%) se clasifican como ELA esporadica (ELAE), y el 10% restante se hereda y se
denomina ELA familiar (ELAF), con un patron mendeliano de herencia. Desde el punto de vista clinico, los casos
familiares (ELAF) y esporadicos (ELAE) no se pueden distinguir entre si, aparte de la edad media de inicio de la
ELAE que es 10 afios mas tarde que para la ELAF (56 afos frente a 46 afios) [1]. Las causas de la mayoria de los
casos de ELA son desconocidas y el curso clinico es muy variable, lo que sugiere que multiples factores subyacen
en el mecanismo de la enfermedad. Pocos tratamientos estan disponibles.

El sello de esta enfermedad es la muerte selectiva de las neuronas motoras ubicadas en el tronco encefalico, la
corteza motora y la médula espinal, lo que lleva a la paralisis de los musculos voluntarios. La paralisis comienza
focalmente y se disemina en un patron que sugiere que la degeneracion se esta extendiendo entre los grupos
contiguos de las neuronas motoras. Normalmente, la mortalidad se produce cuando el control del diafragma se ve
alterado y se pierde la capacidad de respirar.

La ELA se caracteriza por manifestaciones progresivas de la disfuncion de las neuronas motoras inferiores y
superiores. Las neuronas motoras inferiores conectan el tronco encefalico y la médula espinal con las fibras
musculares. Su disfuncién conduce a atrofia muscular, calambres y fasciculaciones (contraccion muscular pequefia,
local, involuntaria). Las neuronas motoras superiores se originan en la region motora de la corteza cerebral o del
tronco encefalico y llevan la informacion motora hasta las neuronas motoras que son directamente responsables de
estimular el musculo diana. Su disfuncion conduce a espasticidad (contraccion muscular continua que interfiere con
la marcha, el movimiento y el habla) y reflejos patolégicos [2]. Las otras enfermedades relacionadas con las
neuronas motoras se distinguen generalmente por el tipo de células nerviosas alteradas, es decir, las neuronas
motoras superiores o inferiores: se conocen como esclerosis lateral primaria (ELP), atrofia muscular progresiva
(AMP), paralisis pseudobulbar y paralisis bulbar progresiva (PBP).

El diagndstico de la ELA se basa en los signos clinicos, establecidos por el neurélogo sobre la base de la historia, la
distribucion topografica de la pérdida neuronal y el hallazgo de algunos cambios citoldgicos caracteristicos. Sin
embargo, no hay una prueba diagndstica clara de la ELA disponible. Las caracteristicas clinicas se clasifican de
acuerdo con las regiones neuroldgicas afectadas que son la bulbar, cervical y lumbar.

Como ya se menciond, la degeneracion en la ELA afecta predominantemente al sistema motor. Sin embargo,
recientemente se han observado sintomas cognitivos y conductuales, asi como sensoriales [3, 4] y hay evidencia de
una superposicion entre la demencia frontotemporal (FTD) y la ELA tanto clinicamente como patolégicamente [17].

Algunas evidencias débiles sugieren que el inicio de la ELA puede ser desencadenado por factores ambientales
putativos [5 - 6].

Se han publicado varios genes mutados o regiones gendmicas que causan o predisponen a la ELA, asi como a la
ELA con demencia frontotemporal (FTD) [7 - 9]. Por ejemplo, alrededor del 20-25% de todos los casos de ELAF y
alrededor del 1% de los casos de ELAE surgen debido a las mutaciones en la superdxido dismutasa SODI [10].
Multiples presentaciones clinicas dentro de la misma familia se obtienen con la misma mutacién SODI que no
necesariamente causa un fenotipo homogéneo. No existe una clara correlaciéon entre la actividad enzimatica, la
progresion clinica y el fenotipo de la enfermedad. Sin embargo, el periodo de la enfermedad es similar, cualquiera
que sea la mutacion. Histéricamente, el descubrimiento de las mutaciones SODI llevd a la generaciéon de los
primeros modelos animales de ELA. Desarrollan una enfermedad de la motoneurona estrechamente parecida a la
ELA humana [11 - 12]. Entre otros genes implicados en el desarrollo de ELA o enfermedades relacionadas con las
neuronas motoras, puede ser mencionados la alsina, un factor de intercambio para Rab5A [13], senataxina,
potencialmente implicado en el procesamiento del ARN, la proteina VAPB que regula el transporte de vesiculas, la
principal proteina motora retrégrada axonal dinactina, los genes mitocondriales para citocromo c oxidasa e
isoleucina tRNA sintetasa [14 - 15], moduladores angiogénicos VEGF y angiogenina [16].
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La ELA es una enfermedad compleja con multiples causas y los mecanismos precisos involucrados en la
patogénesis de esta enfermedad ain no se han resuelto. Esto desafia el descubrimiento de terapias farmacologicas
eficaces. Los ensayos clinicos han demostrado que la supervivencia, pero no la funcion, es modestamente
prolongada por el riluzol en ELA [18]. Sin embargo, el riluzol es actualmente el Unico farmaco aprobado y el Unico
tratamiento conocido para la ELA. En cuanto a la gravedad de la enfermedad, se administra en consecuencia como
un compuesto modificador de la enfermedad a todos los pacientes que sufren de ELA.

Los documentos WO 2009/133128, WO 2009/133141, WO 2009/133142, WO 2011/054759, W0O2009/068668 y WO
2009/153291 describen tratamientos potenciales para varias enfermedades neurodegenerativas, entre las que se
incluyen la ELA.

Se han realizado los primeros intentos para establecer pautas para las terapias no farmacoldégicas. Sin embargo, las
normas siguen basandose en la opinion de expertos y difieren entre paises.

Por consiguiente, todavia existe una gran necesidad en la técnica de terapias novedosas y eficaces para tratar la
esclerosis lateral amiotrdéfica.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona nuevas composiciones y métodos para tratar la esclerosis lateral amiotréfica
(“ELA”) y los trastornos relacionados. La invencién proviene, entre otras cosas, de la identificacion de combinaciones
de farmacos que proporcionan un efecto terapéutico mejorado y un beneficio clinico para sujetos que tienen ELA.

También se proporciona una composicién para su uso en el tratamiento de ELA o un trastorno relacionado, que
comprende al menos dos farmacos seleccionados de acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y
torasemida, o una sal, profarmaco, derivado de cualquier pureza quimica, o formulacién de liberacion sostenida del
mismo.

También se proporciona un método para tratar ELA o un trastorno relacionado en un sujeto que lo necesite, que
comprende administrar al sujeto al menos dos farmacos seleccionados entre acamprosato, baclofeno, cinacalcet,
mexiletina, sulfisoxazol y torasemida o una sal, profarmaco, derivado de cualquier pureza quimica, o formulacion de
liberacion sostenida del mismo.

Ejemplos preferidos de combinaciones de farmacos para su uso en la invencion incluyen, por ejemplo, baclofeno y
acamprosato; torasemida y baclofeno; baclofeno y cinacalcet; torasemida y sulfisoxazol; mexiletina y cinacalcet; o
baclofeno y acamprosato y torasemida.

En una realizacion particular de la invencioén, la composicién comprende ademas riluzol, o una sal, o formulacién de
liberacion sostenida del mismo.

Las composiciones de la invencion pueden comprender ademas uno o varios vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables, y pueden administrarse repetidamente al sujeto. Las composiciones preferidas se
administran oralmente. Ademas, los farmacos pueden formularse o administrarse juntos, por separado o
secuencialmente.

La invencion es adecuada para tratar ELA en cualquier sujeto mamifero, particularmente en un sujeto humano, en
cualquier etapa de la enfermedad. La invencién puede usarse para retardar el desarrollo de la enfermedad, reducir,
retrasar o prevenir la paralisis, la degeneracion de las neuronas motoras y/o el dolor, y/o aumentar la supervivencia.

Leyenda a las figuras

Figura 1: Efecto de la terapia de combinacién con baclofeno y acamprosato frente a la toxicidad del glutamato en las
células corticales neuronales. La intoxicacion con glutamato se evita de forma significativa mediante la combinacion
de baclofeno (400 nM) y acamprosato (1,6 nM), mientras que, a esas concentraciones, el baclofeno y el
acamprosato por si solos no tienen un efecto significativo en la intoxicacion. *: P <0,001, significativamente diferente
de la intoxicacion por glutamato; (ANOVA + prueba de Dunnett Post-Hoc).

Figura 2: Efecto de la terapia de combinacion de baclofeno y acamprosato frente a la toxicidad del glutamato (GLU)
en el modelo de co-cultivo de células musculares nerviosas, sobre el numero (A), el area (B) y la longitud neuritica
(C) de las unidades motoras. Cualquiera que sea el punto final considerado, la intoxicacion con glutamato se evita
de forma significativa mediante la combinacién de baclofeno (BCL, 80 nM) y acamprosato (ACP, 0,32 nM), mientras
que, a esas concentraciones, el baclofeno y el acamprosato por si solos no tienen un efecto significativo en la
intoxicacion. *: P <0,05, significativamente diferente de la intoxicacion por glutamato; (ANOVA + prueba de Dunnett
Post-Hoc).

Figura 3: Efecto de la terapia de combinacion cinacalcet y mexiletina contra la toxicidad del glutamato en las células
corticales neuronales. La intoxicacion con glutamato se evita significativamente mediante la combinacion de
cinacalcet (64 pM) y mexiletina (25,6 pM), mientras que, a esas concentraciones, el cinacalcet y la mexiletina por si



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2635872 T3

solos no tienen un efecto significativo en la intoxicacion. *: P <0,001, significativamente diferente de la intoxicacion
por glutamato; (ANOVA + prueba de Dunnett Post-Hoc).

Figura 4: Efecto de la terapia de combinacién de sulfisoxazol y torasemida frente a la toxicidad del glutamato en las
células corticales neuronales. La intoxicacion con glutamato se evita significativamente mediante la combinacion de
sulfisoxazol (6,8 nM) y torasemida (400 nM), mientras que, a esas concentraciones, el sulfisoxazol y la torasemida
por si solos no tienen un efecto significativo en la intoxicacion. *: P <0,001, significativamente diferente de la
intoxicacion por glutamato; (ANOVA + prueba de Dunnett Post-Hoc).

Figura 5: La combinacion de baclofeno (BCL) y acamprosato (ACP) actia como potenciador del efecto protector de
riluzol (RIL) contra la toxicidad del glutamato, en el modelo de co-cultivo de células nerviosas-musculares, area (A), y
longitud de neuritas (B) de unidades motoras. Se observa un efecto potenciador significativamente mas fuerte
cuando se usan concentraciones tan bajas como ACP (0,14 nM) BCL (36 nM), cuando se compara con el efecto
obtenido para ACP (0,32 nM) BCL (80 nM).

Figura 6: El baclofeno (BCL) y el acamprosato (ACP) actuan sinérgicamente con el riluzol en la protecciéon de las
uniones neuromusculares contra la toxicidad del glutamato en el modelo de co-cultivo de las células nerviosas-
musculares. Una importante mejora de la proteccion se observa al medir el nimero, el area, asi como la longitud
neuritica de las unidades motoras. A) se observa una mejora de los puntos finales del 2 al 5% para la mezcla de
ACP (0,14 nM) BCL (36 nM); de 12 a 16% cuando se usa riluzol (0,04 uM) solo; mientras que la combinacién de los
3 farmacos da como resultado una mejora del 39 al 43%. B) se observa una mejora de los puntos finales del 2 al 5%
para la mezcla de ACP (0,14 nM) BCL (36 nM); de 70 a 88% cuando se utiliza riluzol 5 yM; mientras que la
combinacion de los 3 farmacos da como resultado una mejora de 131 a 165%. (*: p<0,001, significativamente
diferente de la intoxicaciéon con glutamato, ¢: p <0,001, significativamente diferente (ANOVA + prueba de Dunnett
Post-Hoc)).

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion proporciona nuevos enfoques terapéuticos para tratar la ELA o trastornos relacionados. Mas
particularmente, la presente invencion describe terapias combinatorias nuevas que permiten una correccion eficaz
de tales enfermedades y que pueden usarse en cualquier sujeto mamifero.

Dentro del contexto de esta invencion, el término "tratamiento" de un trastorno incluye la terapia, prevencion,
profilaxis, retraso o reduccion del dolor provocado por el trastorno. El término tratamiento incluye, en particular, el
control de la progresion de la enfermedad y los sintomas asociados. En relacion con la ELA, el término tratamiento
también designa un retraso o atraso en el inicio de la paralisis, una reduccion o prevencion de la degeneracion de
las neuronas motoras, una reduccion del dolor y/o un aumento de la supervivencia.

La expresién "trastornos relacionados con la ELA" se refiere a trastornos de las neuronas motoras tales como la
Esclerosis Lateral Primaria (ELP), Atrofia Muscular Progresiva (AMP), Paralisis Pseudobulbar y Paralisis Bulbar
Progresiva (PBP), asi como a Demencia Fronto Temporal (FTD).

La expresion "tratamiento o terapia de combinaciéon o combinatoria” designa un tratamiento en el que al menos dos o
mas farmacos se administran conjuntamente a un sujeto para provocar un efecto bioldgico. En una terapia
combinada de acuerdo con esta invencion, los al menos dos farmacos se pueden administrar juntos o por separado,
al mismo tiempo o secuencialmente. Ademas, los al menos dos farmacos pueden administrarse a través de
diferentes rutas y protocolos. Como resultado, aunque pueden formularse conjuntamente, los farmacos de una
combinacién también pueden formularse por separado.

Como se discutié anteriormente, la invencion describe composiciones de farmacos y métodos para tratar ELA o un
trastorno relacionado en un sujeto que lo necesite.

Mas particularmente, la invencién describe una composicidon para su uso en el tratamiento de la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) o un trastorno relacionado, que comprende al menos dos farmacos seleccionados del grupo que
consiste en acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida o sales o profarmacos o
derivados de cualquier pureza o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos.

Los inventores han encontrado sorprendentemente que estos compuestos, en combinacién o combinaciones,
muestran una actividad protectora frente a la toxicidad del glutamato, que es una de las causas de la muerte
neuronal, en un modelo in vitro para la ELA.

Mas particularmente, la invencion muestra que los farmacos de la invencién ejercen una actividad protectora
sorprendente sobre las neuronas motoras frente a la toxicidad del glutamato, que es una de las causas etiolégicas
de la degeneracion nerviosa en la ELA. Ademas, los inventores han observado que estos compuestos, a dosis
bajas, actlan sinérgicamente para proteger eficientemente las unidades motoras. Esta es una ventaja
particularmente importante, que evita cualquier efecto secundario potencial. Ademas, como se muestra en la parte
experimental, estas terapias de combinacion pueden retrasar la aparicién de la paralisis in vivo en modelos animales
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de ELA vy prolongar la duracion de la vida. Por lo tanto, estas terapias de combinacion representan una mejora
sustancial en el tratamiento de los sujetos con ELA.

Por consiguiente, la invencion describe una composicion para su uso en el tratamiento de la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) o un trastorno relacionado, que comprende al menos dos farmacos seleccionados entre
acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida, o sales o profarmacos o derivados de
cualquier pureza o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos.

La invencion también describe un método para tratar la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) o un trastorno
relacionado en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto al menos dos farmacos seleccionados
del grupo que consiste en acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida, o sales o
profarmacos o derivados de cualquier pureza o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos.

La invencion también describe un compuesto seleccionado entre acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina,
sulfisoxazol y torasemida, o sales o profarmacos o derivados de cualquier pureza o formulaciones de liberacion
sostenida de los mismos, en combinacion con al menos un segundo compuesto seleccionado entre acamprosato,
baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida, o sales o profarmacos o derivados de cualquier pureza o
formulaciones de liberacion sostenida de los mismos, para su uso en el tratamiento de la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) o un trastorno relacionado mediante la administraciéon combinada, separada o secuencial a un
sujeto que lo necesite.

Las combinaciones preferidas comprenden al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos, para la
administracion simultanea, secuencial o separada:

- baclofeno y cinacalcet,

- cinacalcet y acamprosato,

- baclofeno y acamprosato,

- baclofeno y acamprosato y torasemida,
- mexiletina y cinacalcet,

- torasemida y baclofeno, o

- torasemida y sulfisoxazol,

o sales o profarmacos o derivados de cualquier pureza o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos para
su uso en el tratamiento de la ELA o un trastorno relacionado. Las composiciones que comprenden dichas
combinaciones también se describen en la presente invencion.

El término “profarmaco”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cualquier derivado funcional (o
precursor) de un compuesto de la presente invencion que, cuando se administra a un sistema bioldgico, genera
dicho compuesto como resultado, por ejemplo, de reacciones quimicas espontaneas, reacciones quimicas
catalizadas por enzimas, y/o reacciones quimicas metabdlicas. Los profarmacos son usualmente inactivos o menos
activos que el farmaco resultante y pueden usarse, por ejemplo, para mejorar las propiedades fisicoquimicas del
farmaco, dirigir el farmaco a un tejido especifico, mejorar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas del
farmaco y/o para reducir los efectos secundarios indeseables. Algunos de los grupos funcionales comunes que son
susceptibles de producir profarmacos incluyen, pero no se limitan a, grupos carboxilicos, hidroxilo, amina,
fosfato/fosfonato y carbonilo. Los profarmacos tipicamente producidos a través de la modificacion de estos grupos
incluyen, pero no se limitan a ésteres, carbonatos, carbamatos, amidas y fosfatos. La orientacion técnica especifica
para la seleccién de profarmacos adecuados es del conocimiento comun general (19 - 23). Ademas, la preparacion
de profarmacos puede realizarse por métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica. Los
métodos que pueden usarse para sintetizar otros profarmacos se describen en numerosas revisiones sobre el tema
(20; 24 - 30). Por ejemplo, el arbaclofen placarbil aparece en la base de datos de ChemlD plus Advance (sitio web:
chem.sis.nim.nih.gov/chemidplus/) y el arbaclofen placarbil es un profarmaco bien conocido del baclofeno (31-32).
Ejemplos especificos de profarmacos de baclofeno se dan en Hanafi et al., 2011 (33), en particular los ésteres de
baclofeno y los carbamatos de ésteres de baclofeno, que son de particular interés para la seleccién del SNC. Por lo
tanto, tales profarmacos son particularmente adecuados para las composiciones de esta invencion. El arbaclofen
placarbil, como se ha mencionado anteriormente, es también un profarmaco bien conocido y por lo tanto puede
usarse en lugar del baclofeno en las composiciones de la invencion. Otros profarmacos de baclofeno se pueden
encontrar en las siguientes solicitudes de patente: WO02010102071, US2009197958, WO02009096985,
WO02009061934, WO2008086492, US2009216037, WO2005066122, US2011021571, WO2003077902,
W02010120370.

Los profarmacos utiles para el acamprosato, tales como los ésteres de neopentilsulfonilo del éster de acido pantoico,
los profarmacos de ésteres de neopentilsulfonilo o los profarmacos del éster de neopenilsulfonilo de carboxilato
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enmascarados de acamprosato se enumeran notablemente en los documentos W02009033069, W02009033061,
W02009033054, W0O2009052191, W0O2009033079, US 2009/0099253, US 2009/0069419, US 2009/0082464, US
2009/0082440 y US 2009/0076147.

El término “derivado” de un compuesto incluye cualquier molécula que esté funcionalmente y/o estructuralmente
relacionada con dicho compuesto, tal como un acido, una amida, un éster, un éter, una variante acetilada, una
variante hidroxilada o una variante (C1-C6) alquilada de tal compuesto. El término derivado también incluye un
compuesto estructuralmente relacionado que ha perdido uno o mas sustituyentes como se ha enumerado
anteriormente. Por ejemplo, la homotaurina es un derivado desacetilado de acamprosato. Los derivados preferidos
de un compuesto son moléculas que tienen un grado sustancial de similitud con dicho compuesto, segun se
determina por métodos conocidos. Compuestos similares junto con su indice de similitud con una molécula madre se
pueden encontrar en numerosas bases de datos tales como PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/) o
DrugBank (http://www.drugbank.ca/). En una realizacién mas preferida, los derivados deben tener un indice de
similitud de Tanimoto mayor que 0,4, preferiblemente mayor que 0,5, mas preferiblemente mayor que 0,6, incluso
mas preferiblemente mayor que 0,7 con un farmaco original. El indice de similitud de Tanimoto se utiliza
ampliamente para medir el grado de similitud estructural entre dos moléculas. El indice de similitud de Tanimoto
puede ser computado por software tal como el Detector de Subgrafia de Pequefia Molécula (34-35) disponible en
linea (http://www.ebi.ac.uk/thornton- srv/software/SMSD/). Los derivados preferidos deben estar tanto estructural
como funcionalmente relacionados con un compuesto original, es decir, también deben retener al menos parte de la
actividad del farmaco original, mas preferiblemente deben mostrar una actividad protectora frente a la toxicidad del
glutamato para las unidades motrices (como se ejemplifica en la parte experimental).

El término derivados también incluye metabolitos de un farmaco, por ejemplo, una molécula que resulta de la
modificacion (o modificaciones) bioquimicas o procesamiento de dicho farmaco después de la administracion a un
organismo, usualmente a través de sistemas enzimaticos especializados, y que muestra o retiene una actividad
biolégica del farmaco. Se han descrito metabolitos como responsables de gran parte de la accion terapéutica del
farmaco original. En una realizacion especifica, un "metabolito”, tal como se utiliza en la presente memoria
descriptiva, designa un farmaco modificado o procesado que retiene al menos parte de la actividad del farmaco
original, mas preferiblemente debe mostrar una actividad protectora frente a la toxicidad del glutamato para las
unidades motoras (como se ejemplifica en la parte experimental). Ejemplos de metabolitos incluyen formas
hidroxiladas de torasemida resultantes del metabolismo hepatico del farmaco (base de datos de bancos de farmacos
(36)).

El término “sal” se refiere a una sal de adicion de acido inorganico u organico farmacéuticamente aceptable y
relativamente no tdxica de un compuesto de la presente invencion. La formacion de sales farmacéuticas consiste en
emparejar una molécula de farmaco acida, basica o zwitteridnica con un contraion para crear una version salina del
farmaco. Se puede usar una amplia variedad de especies quimicas en la reaccién de neutralizacion. Por lo tanto, las
sales farmacéuticamente aceptables de la invencion incluyen aquellas obtenidas haciendo reaccionar el compuesto
principal, que funciona como una base, con un acido inorganico u organico para formar una sal, por ejemplo, sales
de acido acético, acido nitrico, acido tartrico, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido
metanosulfénico, acido alcanforsulfonico, acido oxalico, acido maleico, acido succinico o acido citrico. Las sales
farmacéuticamente aceptables de la invencion también incluyen aquellas en las que el compuesto principal funciona
como un acido y se hace reaccionar con una base apropiada para formar, por ejemplo, sales de sodio, potasio,
calcio, magnesio, amonio o colina. Aunque la mayoria de las sales de un principio activo dado son bioequivalentes,
algunas pueden tener, entre otros, propiedades incrementadas de solubilidad o biodisponibilidad. La seleccion de la
sal es ahora una operacién estandar comun en el proceso de desarrollo de farmacos tal como lo mostraron H. Stahl
y C.G Wermuth en su manual (37).

En una realizacion preferida, la designacion de un compuesto pretende designar el compuesto per se, asi como
cualquier sal, hidrato, isémero o racemato farmacéuticamente aceptable de los mismos.

La Tabla | siguiente proporciona el nimero CAS de los compuestos para uso en la invencion, asi como de sal(es),
derivados, metabolitos y/o profarmacos de los compuestos.

Tabla 1
Medicamento Numeros CAS Clase o indice de similitud
de Tanimoto
acamprosato y compuestos relacionados
acamprosato 77337-76-9; 77337 -73 -6 NA
homotaurina 3687 -18-1 0,73
propanosulfonato de etil dimetil | / 0,77
amonio
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Medicamento Numeros CAS Clase o indice de similitud
de Tanimoto
taurina 107-35-7 0,5

baclofeno y compuestos relacionados

baclofeno 1134-47-0; 66514 - 99 - 6; 69308-37-8; 70206 - 22 | N/A
- 3; 63701-56-4; 63701-55-3

acido 3-(p-clorofenil)-4- | / Metabolito
hidroxibutirico

arbaclofen placarbil 847353-30-4 Profarmaco

mexiletina y compuestos relacionados

mexiletina 31828-71-4; 5370-01-4

6-hidroximetilmexiletina 53566-98-6 Metabolito
4-hidroximexiletina 53566-99-7 Metabolito
3-hidroximexiletina (MHM) 129417-37-4 Metabolito
N-hidroximexiletina glucuronida | 151636-18-9 Metabolito

sulfisoxazol y compuestos relacionados

sulfisoxazol 127-69-5; 4299-60-9

N(4)-acetilsulfisoxazol 4206-74-0 Metabolito
sulfisoxazol acetilo 80-74-0 Profarmaco
sulfametoxazol 723-46-6 0,52

cinacalcet y compuestos relacionados

cinacalcet 226256-56-0; 364782-34-3

acido hidrocinnamico 501-52-0 Metabolito

torasemida y compuestos relacionados

torasemida 56211-40-6; 72810-59-4

hidroxitorasemida 99300-68-2; 99300-67-1 Metabolitos
carboxitorasemida Metabolito
tolbutamida 64-77-7 0,55

Mas preferiblemente, las composiciones farmacéuticas de la invencion comprenden 2, 3, 4 6 5 farmacos distintos,
incluso mas preferiblemente 2, 3 6 4 farmacos distintos para el tratamiento combinado de ELA o un trastorno
relacionado en un sujeto que lo necesite.

En una realizacion particular, la invencion describe una composicion en si que comprende baclofeno y cinacalcet, o
acamprosato y cinacalcet o sal(es) o profarmaco(s) o derivado(s) de cualquier pureza o formulaciones de liberacién
sostenida.

En otro ejemplo, la invencion describe una composicion que comprende acamprosato y cinaclacet o sal(es) o
profarmaco(s) o derivado(s) de cualquier pureza o formulaciones de liberacion sostenida para su uso en el
tratamiento de la ELA o un trastorno relacionado, en el que la dosificacion diaria de acamprosato es igual o inferior a
10 mg.

Ademas, en otro ejemplo particular, las composiciones y métodos de la presente descripcion utilizan ademas Riluzol,
o una sal, profarmaco, derivado de cualquier pureza, o formulacién de liberacién sostenida del mismo. Los
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resultados presentados sorprendentemente muestran que, cuando se usan en combinacion con riluzol (CAS n°
1744-22-5), las composiciones de la invencion pueden aumentar sustancialmente el beneficio clinico del tratamiento
a los pacientes.

Por consiguiente, un ejemplo particular es una composicion que comprende i) al menos un farmaco seleccionado
entre acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida, vy ii) riluzol, para un uso simultaneo,
separado o secuencial en el tratamiento de ELA o un trastorno relacionado.

Otro ejemplo es una composicion como la descrita anteriormente, que comprende i) al menos dos farmacos
seleccionados entre acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida, y ii) riluzol, para un
uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de ELA o un trastorno relacionado.

Un objeto preferido es una composicién que comprende al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos:
- riluzol, baclofeno y cinacalcet,

- riluzol, cinacalcet y acamprosato,

- riluzol, baclofeno y acamprosato,

- riluzol, baclofeno y acamprosato y torasemida,

- riluzol, mexiletina y cinacalcet,

- riluzol, torasemida y baclofeno, o

- riluzol, torasemida y sulfisoxazol,

o sales o profarmacos o derivados de cualquier pureza o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos, para
un uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de ELA o un trastorno relacionado.

Otras terapias adicionales que pueden usarse junto con una combinaciéon o combinaciones de farmacos de acuerdo
con la presente invencion, pueden comprender uno o mas farmacos que mejoran los sintomas de la enfermedad de
ELA, uno o mas farmacos que podrian ser utilizados para el tratamiento paliativo de la enfermedad de ELA o uno o
mas farmacos evaluados actualmente en el marco de ensayos clinicos para el tratamiento de la enfermedad de ELA.
Preferiblemente, dichos uno o mas farmacos se seleccionan entre AEOL 10150, arimoclomol, AVP-923, toxina
botulinica de tipo B (Myobloc), ceftriaxona, celastrol, celecoxib, glicésidos totales de cistanche, coenzima Q10,
copaxona, creatina, creatinina, dronabinol, eritropoyetina, escitalopram (Lexapro), acetato de glatiramer, factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), hormona del crecimiento (Somatropin), GSK1223249, indinavir,
factor de crecimiento de tipo insulina -1 (IGF-1), IGF-1 - AAV, KNS - 760704, leteprinim, leuprolida, levetiracetam,
MCI - 186, mecobalamina, minociclina, modafinil, inhibidor de Naaladasa, N-acetilcisteina, NBQX, nimesulida,
nimodipina, olanzapina, olesoxima (TRO 19622), ONO - 2506, oxepa, pioglitazona, dihidrocloruro monohidrato de
R(+) pramipexol, olesoxima, oxandrolona, quinidina, fenil butirato, SB-509, Scriptaid, sNN0029, somatropina,
talampanel, tamoxifeno, acido tauroursodesoxicélico, TCH346, testosterona, talidomida, trehalosa, tretinoina,
vitamina E, YAM 80 o de 17-beta-estradiol, 2-MPPA (acido 2-(3-mercaptopropil)pentanodioico), 3,4-diaminopiridina,
5-hidroxitriptéfano, 7-nitroindazol, acido alfa-lipoico, AM1241, amincfilina, angiogenina, anticuerpo SOD1 anti-
humano, acido nucleico peptidico antisentido dirigido contra p75 (NTR), AP7, apocinina, BAPTA-AM, BDNF,
BN82451, cannabinol, cardiotropina-1, anticuerpos CD4, CNTF, colivelin, cobre dietético, corticotropina,
ciclofosfamida, Delta(9)-tetrahidrocannabinol, DHEA, diazepam, zinc dietético, diltiazem, DMPO, DP-109, DP-460,
edaravona, EGCG, galato de epigalocatequina, etidronato, FeTCPP, fluvoxamina, acido folico, gabapentina,
galectina-1, GDNF, ginseng, GPI-1046, guanidina, HGF, humanina, IFN-alfa, interleucina-3, ivermectina, L-745.870,
L-carnitina, L-DOPA, SOD lecitinizada, lenalidomida, leupeptina, LIF, L-NAME, acetilsalicilato de lisina, melatonina,
mepivacaina, metanfetamina, metilcobalamina, MK-801, MnTBAP, modafinilo, morfina, Neu2000, NGF, acido
nordihidroguaiarético, nortriptilina, NT3, olmesartan, penicilamina, pentoxifilina, pimozida, catalasa modificada con
poliamina, pramipexol, prednisona, progesterona, prometazina, catalasa modificada con putrescina, piruvato,
rasagilina, RK35, Ro 28-2653, rofecoxib, RPR 119990, RX77368, SB203580, selegilina, semapimod, sertralina, SS-
31, SSR180575, siRNA estabilizado contra Cu,Zn-superéxido dismutasa (SOD1), tacrolimus, tamsulosin
hidrocloruro, TAT modificado Bcl-X (L), TGF-beta2, tianeptina, trientina, TRO19622, U-74389F, VEGF, vincristina,
WHI-P131, WIN55,212-2, WX-340, xaliproden, ZK 187638 y zZVAD-fmk.

Como se ha indicado anteriormente, las terapias preferidas de esta invencion contienen compuestos activos 2, 3, 4 o
incluso mas distintivos, que pueden estar opcionalmente asociados o combinados con otro(s) tratamiento(s). En una
terapia de combinacién de esta invencion, los compuestos o farmacos pueden formularse juntos o por separado, y
administrarse juntos, por separado o secuencialmente.

La invencién también describe un método para tratar la enfermedad de ELA o un trastorno relacionado,
comprendiendo el método administrar simultaneamente, por separado o secuencialmente a un sujeto que lo necesite
una combinacién de farmacos como se ha descrito anteriormente.
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Los farmacos o las composiciones de la invencién pueden administrarse repetidamente al sujeto.

Las composiciones de la invencion tipicamente comprenden uno o varios vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Un objeto adicional de esta invencién se refiere al uso de al menos dos farmacos seleccionados del grupo que
consiste en acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida para la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento de la ELA o un trastorno relacionado por administracién combinada, separada o
secuencial a un sujeto que lo necesite.

Un objeto adicional de esta invencion se refiere al uso de al menos una de las siguientes combinaciones de
farmacos:

- baclofeno y cinacalcet,

- cinacalcet y acamprosato,

- baclofeno y acamprosato,

- baclofeno y acamprosato y torasemida,
- mexiletina y cinacalcet,

- torasemida y baclofeno, o

- torasemida y sulfisoxazol,

para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la ELA o un trastorno relacionado mediante la
administracion combinada, separada o secuencial a un sujeto que lo necesite.

En una realizacion particular, la invencion se refiere también al uso de al menos un farmaco seleccionado del grupo
que consiste en acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida en una combinacién con el
riluzol para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de ELA o un trastorno relacionado mediante la
administracion combinada, separada o secuencial a un sujeto que lo necesite.

Otra realizacion se refiere al uso de al menos dos farmacos seleccionados del grupo que consiste en acamprosato,
baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida en una combinacién con el riluzol para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento de la ELA o un trastorno relacionado por la administracién combinada, separada
o secuencial a un sujeto que lo necesite.

En una realizacion mas particular, esta invencion se refiere al uso de al menos una de las siguientes combinaciones
de farmacos:

- baclofeno y cinacalcet,

- cinacalcet y acamprosato,

- baclofeno y acamprosato,

- baclofeno y acamprosato y torasemida,
- mexiletina y cinacalcet,

- torasemida y baclofeno, o

- torasemida y sulfisoxazol,

en una combinacién con riluzol, para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de la ELA o un trastorno
relacionado mediante la administracion combinada, separada o secuencial a un sujeto que lo necesite.

Un objeto adicional es un método para preparar una composicion farmacéutica, comprendiendo el método mezclar
los compuestos anteriores en un excipiente o vehiculo apropiado.

La terapia de acuerdo con la invencidon puede proporcionarse en el hogar, en el consultorio del médico, en una
clinica, en un departamento de hospitalizacién del hospital o en un hospital, para que el médico pueda observar los
efectos de la terapia de cerca y hacer los ajustes necesarios.

La duracion de la terapia depende de la etapa de la enfermedad, la edad y condicién del paciente, y cémo el
paciente responde al tratamiento.
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Ademas, una persona que tiene un riesgo mayor de desarrollar un trastorno neuropatico adicional (por ejemplo, una
persona que esta predispuesta genéticamente o tiene, por ejemplo, diabetes, o esta siendo tratada para un estado
oncoldgico, etc.) puede recibir tratamiento profilactico para aliviar o retrasar la eventual respuesta neuropatica.

La dosificacion, frecuencia y modo de administracion de cada farmaco se pueden controlar de forma independiente.
La terapia combinada puede administrarse en ciclos a intervalos que incluyen periodos de descanso para que el
cuerpo del paciente tenga la oportunidad de recuperarse de cualquier efecto secundario ain no previsto. Los
farmacos también pueden formularse juntos de manera que una administracion proporcione ambos farmacos.

Formulacion de Composiciones Farmacéuticas

La administracion de cada farmaco de la combinacién puede ser por cualquier medio adecuado que dé como
resultado una concentracion del farmaco que, combinado con el otro componente, sea capaz de mejorar la condicion
del paciente.

Aunque es posible administrar los ingredientes activos de la combinacién como producto quimico puro, es preferible
presentarlos como una composicion farmacéutica, a la que también se hace referencia en este contexto como
formulacion farmacéutica. Las composiciones posibles incluyen aquellas adecuadas para la administracion oral,
rectal, topica (incluyendo transdérmica, bucal y sublingual) o parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular,
intravenosa e intradérmica).

Mas comunmente, estas formulaciones farmacéuticas se prescriben al paciente en "paquetes de paciente" que
contienen un numero de unidades de dosificacion u otros medios para la administracién de dosis unitarias medidas
para su uso durante un periodo de tratamiento distinto en un solo envase, habitualmente un envase blister. Los
paquetes de paciente tienen una ventaja sobre las prescripciones tradicionales, en las que el farmacéutico divide el
suministro del paciente de un producto farmacéutico a partir de un suministro a granel, en el que el paciente siempre
tiene acceso al inserto del paquete incluido en el paquete del paciente, que normalmente falta en las recetas
tradicionales. Se ha demostrado que la inclusion de un prospecto del paquete mejora el cumplimiento farmacéutico
del paciente con las instrucciones del médico. Por lo tanto, la invenciéon incluye ademas una formulacion
farmacéutica, como se ha descrito anteriormente, en combinaciéon con el material de envasado adecuado para
dichas formulaciones. En tal paquete del paciente, el uso pretendido de una formulacion para el tratamiento
combinado puede deducirse mediante instrucciones, instalaciones, disposiciones, adaptaciones y/u otros medios
para ayudar a usar la formulacién mas adecuadamente para el tratamiento. Tales medidas hacen que un paquete de
paciente sea especificamente adecuado y adaptado para su uso para el tratamiento con la combinacion de la
presente invencion.

El farmaco puede estar contenido en cualquier cantidad apropiada en cualquier sustancia portadora adecuada, y
puede estar presente en una cantidad de 1 - 99% en peso del peso total de la composicion. La composicion puede
proporcionarse en una forma de dosificacion que sea adecuada para la via oral, parenteral (por ejemplo,
intravenosa, intramuscular), rectal, cutanea, nasal, vaginal, inhalante, para la piel (parche) u ocular. Por lo tanto, la
composicion puede estar en forma, por ejemplo, de comprimidos, capsulas, pildoras, polvos, granulados,
suspensiones, emulsiones, soluciones, geles que incluyen hidrogeles, pastas, ungiientos, cremas, emplastos,
empapados, dispositivos de liberacion osmoética, supositorios, enemas, inyectables, implantes, pulverizadores o
aerosoles.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de acuerdo con la practica farmacéutica convencional (véase,
por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 ed.), Ed. A. R. Gennaro, Lippincott Williams &
Wilkins, 2000 y Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J. Swarbrick y J. C. Boylan, 1988-1999, Marcel
Dekker, Nueva York).

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién pueden formularse para liberar el farmaco activo
sustancialmente inmediatamente después de la administracion o en cualquier periodo de tiempo o tiempo
predeterminado después de la administracion.

Las formulaciones de liberacion controlada incluyen (i) formulaciones que crean una concentracion sustancialmente
constante del farmaco dentro del cuerpo durante un periodo de tiempo prolongado; (ii) formulaciones que después
de un tiempo de retardo predeterminado crean una concentracién sustancialmente constante del farmaco dentro del
cuerpo durante un periodo de tiempo prolongado; (iii) formulaciones que sostienen la accién del farmaco durante un
periodo de tiempo predeterminado manteniendo un nivel de farmaco relativamente constante y eficaz en el cuerpo
con una minimizacion concomitante de los efectos secundarios indeseables asociados con las fluctuaciones en el
nivel de plasma de la sustancia farmacolégica activa; (iv) formulaciones que localizan la accion del farmaco, por
ejemplo, la colocacion espacial de una composicion de liberaciéon controlada adyacente al tejido u érgano enfermo o
en el mismo; y (v) formulaciones que dirigen la accion del farmaco utilizando portadores o derivados quimicos para
administrar el farmaco a un tipo de célula objetivo particular.

La administracion de farmacos en forma de una formulacién de liberacion controlada es especialmente preferida en
los casos en los que el farmaco en combinacion tiene (i) un indice terapéutico estrecho (es decir, la diferencia entre
la concentracion en plasma que conduce a efectos secundarios dafiinos o reacciones téxicas y la concentracion
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plasmatica que conduce a un efecto terapéutico es pequefia, en general, el indice terapéutico, Tl, se define como la
relacion de la dosis letal media (LD50) respecto a la mediana de la dosis efectiva (ED50)); (ii) una ventana de
absorcion estrecha en el tracto gastrointestinal; o (iii) una semivida biolégica muy corta, de modo que se requiere
una dosificacién frecuente durante un dia para mantener el nivel en plasma a un nivel terapéutico.

Cualquiera de una serie de estrategias puede ser perseguida con el fin de obtener una liberacion controlada en la
que la tasa de liberacién supera la tasa de metabolismo de la droga en cuestion. La liberacion controlada puede
obtenerse mediante la seleccidon apropiada de diversos parametros e ingredientes de formulacion, incluyendo, por
ejemplo, diversos tipos de composiciones de liberacion controlada y revestimientos. De este modo, el farmaco se
formula con excipientes apropiados en una composicién farmacéutica que, después de su administracion, libera el
farmaco de una manera controlada (comprimidos o composiciones de capsulas individuales o multiples, soluciones
oleosas, suspensiones, emulsiones, microcapsulas, microesferas, nanoparticulas, y liposomas).

Formas de dosificaciéon sélidas para uso oral

La via de administracion preferida para el cilostazol y para el riluzol es la via oral. Las formulaciones para uso oral
incluyen tabletas que contienen el ingrediente(s) activo(s) en una mezcla con excipientes no todxicos
farmacéuticamente aceptables. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, excipientes o cargas inertes (por
ejemplo, sacarosa, celulosa microcristalina, almidones incluyendo almidén de patata, carbonato de calcio, cloruro
sodico, fosfato calcico, sulfato calcico o fosfato sédico); agentes de granulacion y desintegracion (por ejemplo,
derivados de celulosa incluyendo celulosa microcristalina, almidones que incluyen almidén de patata, croscarmelosa
sodica, alginatos o acido alginico); agentes aglutinantes (por ejemplo, acacia, acido alginico, alginato de sodio,
gelatina, almidén, almidon pregelatinizado, celulosa microcristalina, carboximetilcelulosa sdédica, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, polivinilpirrolidona o polietilenglicol); y agentes lubricantes, deslizantes y
antiadhesivos (por ejemplo, acido estearico, silices o talco). Otros excipientes farmacéuticamente aceptables pueden
ser colorantes, agentes aromatizantes, plastificantes, humectantes, agentes tamponantes y similares.

Los comprimidos pueden estar sin revestimiento o pueden recubrirse por técnicas conocidas, opcionalmente para
retrasar la desintegracion y absorcion en el tracto gastrointestinal y, de este modo, proporcionar una accion
sostenida durante un periodo mas largo. El revestimiento puede estar adaptado para liberar la sustancia
farmacéutica activa en un patron predeterminado (por ejemplo, para conseguir una formulacion de liberacion
controlada) o puede adaptarse para no liberar la sustancia farmacolégica activa hasta después del paso del
estomago (revestimiento entérico). El revestimiento puede ser un revestimiento de azucar, un revestimiento de
pelicula (por ejemplo, a base de hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa, metil hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, carboximetilcelulosa, copolimeros de acrilato, polietilenglicoles y/o polivinilpirrolidona), o un
revestimiento entérico (por ejemplo, un copolimero a base de acido metacrilico, acetato ftalato de celulosa, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, succinato de acetato de hidroxipropilmetilcelulosa, ftalato de acetato de polivinilo, goma
laca y/o etilcelulosa). Se puede emplear un material de retardo de tiempo tal como, por ejemplo, monoestearato de
glicerilo o diestearato de glicerilo.

Las composiciones de comprimidos sdlidos pueden incluir un revestimiento adaptado para proteger la composicion
de cambios quimicos no deseados (por ejemplo, la degradacion quimica antes de la liberacion de la sustancia
farmacoldgica activa). El revestimiento puede aplicarse sobre la forma de dosificacion sélida de una manera similar a
la descrita en Encyclopedia of Pharmaceutical Technology.

Los farmacos se pueden mezclar juntos en el comprimido, o pueden dividirse. Por ejemplo, un primer farmaco esta
contenido en el interior del comprimido, y un segundo farmaco esta en el exterior, de manera que una porcion
sustancial del segundo farmaco se libera antes de la liberacion del primer farmaco.

Las formulaciones para uso oral también pueden presentarse como comprimidos masticables o como capsulas de
gelatina dura en las que el ingrediente activo se mezcla con un excipiente solido inerte (por ejemplo, almidén de
patata, celulosa microcristalina, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin) o como capsulas de gelatina blandas
en las que el ingrediente activo se mezcla con agua o un medio oleoso, por ejemplo, parafina liquida o aceite de
oliva. Los polvos y granulados se pueden preparar usando los ingredientes mencionados anteriormente en
comprimidos y capsulas de una manera convencional.

Las composiciones de liberacion controlada para su uso oral pueden, por ejemplo, ser construidas para liberar el
farmaco activo controlando la disolucién y/o la difusion de la sustancia farmacoldgica activa.

La disolucién o liberacion controlada por difusién puede conseguirse mediante un revestimiento apropiado de una
formulaciéon de comprimidos, capsulas, granulos o granulados de farmacos, o incorporando el farmaco en una matriz
apropiada. Un revestimiento de liberacion controlada puede incluir una o mas de las sustancias de revestimiento
mencionadas anteriormente y/o, por ejemplo, goma laca, cera de abejas, glicol, cera de ricino, cera de carnauba,
alcohol estearilico, monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo, palmitoestearato de glicerol, etilcelulosa,
resinas acrilicas, dl-acido polilactico, butirato de acetato de celulosa, cloruro de polivinilo, acetato de polivinilo, vinil
pirrolidona, polietileno, polimetacrilato, metacrilato de metilo, 2-hidroximetacrilato, hidrogeles de metacrilato, 1,3-
butilenglicol, metacrilato de etilenglicol y/o polietilenglicoles. En una formulaciéon de matriz de liberacion controlada,
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el material de matriz también puede incluir, por ejemplo, metilcelulosa hidratada, cera de carnauba y alcohol
estearilico, carbopol 934, silicona, triestearato de glicerilo, acrilato de metilo-metacrilato de metilo, cloruro de
polivinilo, polietileno y/o fluorocarbono halogenado.

Una composicién de liberacion controlada que contiene uno o mas de los farmacos de las combinaciones
reivindicadas también puede estar en forma de un comprimido o capsula flotante (es decir, un comprimido o capsula
que, tras la administracion oral, flota sobre el contenido gastrico durante cierto tiempo periodo de tiempo). Se puede
preparar una formulacién en comprimido flotante del farmaco o farmacos mediante la granulacién de una mezcla del
farmaco o farmacos con excipientes y un 20 - 75% p/p de hidrocoloides, tales como hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa o hidroxipropilmetilcelulosa. Los granulos obtenidos se pueden comprimir a continuacion en
comprimidos. En contacto con el jugo gastrico, el comprimido forma una barrera de gel sustancialmente
impermeable al agua alrededor de su superficie. Esta barrera de gel toma parte en el mantenimiento de una
densidad de menos de uno, permitiendo de este modo que el comprimido permanezca flotante en el jugo gastrico.

Liquidos para la administracién oral

Los polvos, polvos dispersables o granulos adecuados para la preparacion de una suspension acuosa por adicion de
agua son formas de dosificacion convenientes para la administracion oral. La formulacién como suspension
proporciona el ingrediente activo en una mezcla con un agente dispersante o humectante, un agente de suspension
y uno o mas conservantes. Agentes de suspension adecuados son, por ejemplo, carboximetilcelulosa sodica,
metilcelulosa, alginato sodico y similares.

Composiciones parenterales

Aunque se prefiere menos, la composicién farmacéutica también puede administrarse parenteralmente mediante
inyeccion, infusion o implantacién (intravenosa, intramuscular, subcutanea o similar) en formas de dosificacion,
formulaciones o mediante dispositivos de liberacion adecuados o implantes que contengan vehiculos y adyuvantes
convencionales no téxicos farmacéuticamente aceptables. La formulacion y preparacion de tales composiciones son
bien conocidas por los expertos en la técnica de la formulacién farmacéutica.

Las composiciones para uso parenteral pueden proporcionarse en formas de dosificacion unitarias (por ejemplo, en
ampollas de dosis Unica), o en viales que contienen varias dosis y en las que se puede afadir un conservante
adecuado (véase mas adelante). La composicion puede estar en forma de una solucion, una suspension, una
emulsion, un dispositivo de infusiéon o un dispositivo de administraciéon para su implantaciéon o puede presentarse
como un polvo seco a reconstituir con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Aparte de los farmacos
activos, la composicion puede incluir vehiculos y/o excipientes adecuados parenteralmente aceptables. El(los)
farmaco(s) activo(s) se pueden incorporar en microesferas, microcapsulas, nanoparticulas, liposomas o similares
para su liberacion controlada. La composicion puede incluir agentes de suspension, solubilizacion, estabilizacion,
ajuste del pH y/o agentes dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion pueden estar en la forma adecuada para la inyeccion
estéril. Para preparar dicha composicion, el farmaco o los farmacos activos adecuados se disuelven o suspenden en
un vehiculo liquido parenteralmente aceptable. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear
se encuentran agua, agua ajustada a un pH adecuado por adicién de una cantidad apropiada de acido clorhidrico,
hidroxido de sodio o un tampén adecuado, 1,3-butanodiol, soluciéon de Ringer y solucion isotonica de cloruro de
sodio. La formulacion acuosa puede contener también uno o mas conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoato de
metilo, etilo o n-propilo). En los casos en que uno de los farmacos es s6lo escasamente o ligeramente soluble en
agua, se puede afiadir un agente potenciador de la disolucién o solubilizante, o el disolvente puede incluir 10 - 60%
p/p de propilenglicol o similar.

Las composiciones parenterales de liberacidon controlada pueden estar en forma de suspensiones acuosas,
microesferas, microcapsulas, microesferas magnéticas, soluciones de aceite, suspensiones oleosas o emulsiones.
Alternativamente, el(los) farmaco(s) activo(s) se pueden incorporar en vehiculos biocompatibles, liposomas,
nanoparticulas, implantes o dispositivos de infusion. Los materiales para usar en la preparacion de microesferas y/o
microcapsulas son, por ejemplo, polimeros biodegradables/bioerosionables tales como poligalactina,
poli(cianoacrilato de isobutilo), poli(2-hidroxietil-L-glutamina). Los vehiculos biocompatibles que pueden usarse
cuando se formula una formulacidn parenteral de liberaciéon controlada son carbohidratos (por ejemplo, dextranos),
proteinas (por ejemplo, albumina), lipoproteinas o anticuerpos. Los materiales para uso en implantes pueden ser no
biodegradables (por ejemplo, polidimetilsiloxano) o biodegradables (por ejemplo, poli(caprolactona), poli(acido
glicodlico) o poli(ortoésteres)).

Rutas alternativas

Aunque menos preferidas y menos convenientes, pueden contemplarse otras vias de administracion, y por lo tanto
otra formulacién. A este respecto, para la aplicacion rectal, las formas de dosificacion adecuadas para una
composicion incluyen supositorios (tipo emulsién o suspensién) y capsulas de gelatina rectal (soluciones o
suspensiones). En una formulaciéon de supositorio tipica, el(los) farmaco(s) activo(s) se combinan con una base de
supositorio farmacéuticamente aceptable apropiada tal como manteca de cacao, acidos grasos esterificados,
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gelatina glicerinada y diversas bases solubles en agua o dispersables como polietilenglicoles. Pueden incorporarse
diversos aditivos, potenciadores o tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas también pueden administrarse tépicamente sobre la piel para su absorcion
percutanea en formas de dosificacion o formulaciones que contienen vehiculos y excipientes farmacéuticamente
aceptables no toxicos convencionales que incluyen microesferas y liposomas. Las formulaciones incluyen cremas,
unglentos, lociones, linimentos, geles, hidrogeles, soluciones, suspensiones, varillas, aerosoles, pastas, yesos y
otros tipos de sistemas de administracion transdérmica de farmacos. Los vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables pueden incluir agentes emulsionantes, antioxidantes, agentes tamponantes, conservantes, humectantes,
potenciadores de penetracion, agentes quelantes, agentes formadores de gel, bases para ungiientos, perfumes y
agentes protectores de la piel.

Los agentes emulsionantes pueden ser gomas naturales (por ejemplo, goma arabiga o goma tragacanto).

Los conservantes, humectantes, potenciadores de penetracion pueden ser parabenos, tales como p-hidroxibenzoato
de metilo o propilo, y cloruro de benzalconio, glicerina, propilenglicol, urea, etc.

Las composiciones farmacéuticas descritas anteriormente para la administracién tépica sobre la piel también pueden
usarse en relaciéon con la administracion tépica sobre o cerca de la parte del cuerpo que se va a tratar. Las
composiciones pueden adaptarse para su aplicacion directa o para su aplicacion por medio de dispositivos
especiales de suministro de farmacos tales como apésitos o alternativamente yesos, almohadillas, esponjas, tiras u
otras formas de materiales flexibles adecuados.

Dosis y duracién del tratamiento

Se apreciara que los farmacos de la combinaciéon pueden administrarse concomitantemente, ya sea en la misma o
en una formulacion farmacéutica diferente o secuencialmente. Si hay administracion secuencial, el retraso en la
administracion de uno de los ingredientes activos no debe ser tal que pierda el beneficio del efecto eficaz de la
combinacioén de los ingredientes activos. Un requisito minimo para una combinacién segun esta descripcion es que
la combinacion debe estar destinada al uso combinado con el beneficio del efecto eficaz de la combinacion de los
ingredientes activos. El uso pretendido de una combinaciéon puede deducirse por los equipos, disposiciones,
adaptaciones y/u otros medios que ayuden a usar la combinacién segun la invencion.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de cilostazol es una cantidad adecuada para prevenir o reducir el riesgo de
desarrollar la enfermedad de ELA y detener o retardar la progresion de la enfermedad de ELA una vez que se ha
manifestado clinicamente.

Ejemplos preferidos de dosificaciones de acuerdo con la invencién son:

- mexiletina: de aproximadamente 6 a 120 mg por dia, preferiblemente menos de 60 mg por dia, mas
preferiblemente menos de 30 mg por dia, incluso mas preferiblemente menos de 15 mg por dia, siendo
tales dosificaciones particularmente adecuadas para la administracion oral,

- torasemida: de aproximadamente 0,05 a 4 mg por dia, preferiblemente menos de 2 mg al dia, mas
preferiblemente menos de 1 mg al dia, incluso mas preferiblemente menos de 0,5 mg al dia, siendo tales
dosificaciones particularmente adecuadas para la administracion oral,

- acamprosato: entre 1 y 1.000 mg por dia, preferiblemente menos de 400 mg por dia, mas preferiblemente
menos de 200 mg por dia, incluso mas preferiblemente menos de 50 mg por dia, o incluso menos de 10 mg
por dia, siendo dichas dosificaciones particularmente adecuadas para la administracion oral,

- baclofeno: entre 0,01 y 150 mg por dia, preferiblemente menos de 100 mg por dia, mas preferiblemente
menos de 50 mg por dia, incluso mas preferiblemente menos de 30 mg por dia, siendo tales dosificaciones
particularmente adecuadas para la administracion oral,

- cinacalcet: de aproximadamente 0,3 a 150 mg por dia, mas preferiblemente menos de 100 mg por dia,
incluso mas preferiblemente menos de 36 mg por dia, siendo tales dosificaciones particularmente
adecuadas para la administracion oral,

- sulfisoxazol: de aproximadamente 20 a 800 mg por dia, siendo tales dosificaciones particularmente
adecuadas para la administracioén oral,

- riluzol: de aproximadamente 0,01 a 100 mg por dia, preferiblemente menos de 75 mg por dia, mas
preferiblemente menos de 50 mg por dia, incluso mas preferiblemente menos de 25 mg por dia, siendo
tales dosificaciones particularmente adecuadas para la administracion oral.

Se entendera que la cantidad del farmaco realmente administrado sera determinada por un médico, a la luz de las
circunstancias relevantes incluyendo la condicidon o condiciones a tratar, la composicion exacta a administrar, la
edad, el peso y la respuesta del paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y la via de
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administracion elegida. Adicionalmente, la informacion farmacogendmica (el efecto del genotipo sobre el perfil
farmacocinético, farmacodinamico o el perfil de eficacia de una terapéutica) sobre un paciente en particular puede
afectar a la dosis utilizada. Por lo tanto, los intervalos de dosificacion anteriores estan destinados a proporcionar una
orientacion general y soporte para las ensefianzas de la presente memoria, pero no pretenden limitar el alcance de
la invencion.

Aunque los farmacos activos de la presente invencion se pueden administrar en dosis divididas, por ejemplo dos o
tres veces al dia, se prefiere una Unica dosis diaria de cada farmaco en la combinacién, siendo la mas preferida una
Unica dosis diaria de todos los farmacos en una composicion farmacéutica Unica (forma de dosificacion unitaria). La
expresion "forma de dosificacion unitaria" se refiere a unidades fisicamente discretas (tales como capsulas,
comprimidos o cilindros de jeringa cargados) adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos,
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo o materiales calculados para producir el
efecto terapéutico deseado, en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido.

La administracion puede ser de una a varias veces al dia durante varios dias a varios afios, e incluso puede ser para
toda la vida del paciente. En la mayoria de los casos se indicara la administracion cronica o por lo menos
periddicamente repetida a largo plazo.

En una realizacion mas preferida, las combinaciones de la invencién se usan en una combinacién con riluzol, en
donde todos los farmacos se administran oralmente. En dicho protocolo, el riluzol se administra preferiblemente de
forma repetida, por ejemplo, diariamente, mas preferiblemente a una dosis diaria de 0,01 - 100 mg por dia, incluso
mas preferiblemente a una dosificacion diaria de 0,1 - 100 mg por dia, lo mas preferiblemente entre 0,1 - 50 mg por
dia, y los otros farmacos en las dosis indicadas anteriormente.

Los farmacos pueden administrarse simultaneamente, es decir, aproximadamente al mismo tiempo, aunque no
necesariamente exactamente al mismo tiempo, o a través de la misma formulacién. En particular, el riluzol puede
formularse por separado de los otros farmacos y todos se ingeren aproximadamente al mismo periodo del dia, para
asegurarse que estan presentes y pueden actuar en combinaciéon en el cuerpo. También es posible definir un
protocolo terapéutico en el que se administre riluzol en alternancia con la combinacién que comprende al menos dos
farmacos seleccionados de acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida (por ejemplo,
riluzol un dia, al dia siguiente dicha combinacion, y asi). Debe observarse que varios protocolos pueden ser
ajustados o definidos por el médico, asegurando que la terapia de combinacién de la invencidon es mas eficaz en
cada paciente.

Los siguientes ejemplos se dan a titulo ilustrativo y no limitativo.
EJEMPLOS
Efecto protector de combinaciones de drogas en modelos de ELA.

Las terapias de combinacion de acuerdo con la presente invencidn se ensayan in vitro, en células corticales de rata,
en un modelo de co-cultivo musculo-nervio, e in vivo, en un modelo de ratén de ELA. Los protocolos y resultados se
presentan en esta seccion.

Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices del Instituto Nacional de
Salud (NIH) para el cuidado y uso de animales de laboratorio, y aprobado por la Junta Nacional de Experimentacion
Animal.

1. Efecto protector contra la toxicidad del glutamato en cultivos primarios de células neuronales.

La toxicidad del glutamato esta implicada en la patogénesis de la ELA. En este conjunto de experimentos, los
compuestos candidatos se han ensayado en cuanto a su capacidad para prevenir o reducir los efectos téxicos del
glutamato en las células neuronales. Los farmacos primero se prueban individualmente, seguidos por los ensayos de
su accion combinatoria.

Preparacion celular neuronal

La eficacia de las combinaciones de los farmacos de la invencién se evalué primero en células neuronales corticales
primarias.

Las neuronas corticales de rata se cultivaron como se describe en Singer et al. (38). Brevemente, ratas hembra
embarazadas de 15 dias de gestacion fueron sacrificadas por dislocacion cervical (Ratas Wistar) y los fetos fueron
retirados del utero. La corteza se retir6 y se colocé en medio frio de Leibovitz (L15) que contenia 2% de penicilina
10.000 U/ml y estreptomicina 10 mg/ml y 1% de albumina de suero bovino (BSA). Los cortices se disociaron por
tripsina durante 20 minutos a 37°C (0,05%). La reaccién se detuvo mediante la adicion de medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) que contenia DNasel grado Il y 10% de suero fetal de ternera (FCS). Las células
se disociaron entonces mecanicamente por 3 pasos en serie a través de una pipeta de 10 ml y se centrifugaron a
515 x g durante 10 minutos a + 4°C. El sobrenadante se descartd y el sedimento de células se resuspendio en un
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medio de cultivo definido que consistia en Neurobasal suplementado con B27 (2%), L-glutamina (0,2 mM), 2% de
solucion PS y 10 ng/ml de BDNF. Las células viables se contaron en un citémetro de Neubauer usando la prueba de
exclusiéon de azul de tripano. Las células se sembraron a una densidad de 30.000 células/pocillo en placas de 96
pocillos (los pocillos se pre-recubrieron con poli-L-lisina (10 pg/ml)) y se cultivaron a + 37°C en una atmdsfera de aire
humidificado (95%)/CO2 (5%).

Ensayos de toxicidad del glutamato

El efecto neuroprotector de los compuestos se evalué mediante la cuantificacion de la red de neuritas (inmunoticcion
de neurofilamentos (NF)) que revela especificamente las neuronas glutamatérgicas.

Después de 12 dias de cultivo neuronal, los farmacos de las combinaciones candidatas se resolvieron en medio de
cultivo (+ 0,1% de DMSOQO). Las combinaciones candidatas se preincubaron entonces con las neuronas durante 1
hora antes de la lesiéon por glutamato. Una hora después de la incubacion, se afiadié glutamato durante 20 min, a
una concentracion final de 40 um, en presencia de combinaciones candidatas, con el fin de evitar diluciones de
farmaco adicionales. Al final de la incubacion, el medio se cambié con el medio con la combinacién candidata pero
sin glutamato. El cultivo se fij6 24 horas después de la lesién con glutamato. MK801 (maleato de
dizocilpinehidrégeno, 77086-22-7 - 20 uM) se utilizé6 como un control positivo.

Después de la permeabilizacién con saponina (Sigma), las células se bloquearon durante 2 horas con PBS que
contenia suero de cabra al 10%, después se incubaron las células con anticuerpo primario monoclonal de ratén
contra anticuerpo Neurofilament (NF, Sigma). Este anticuerpo se reveld con IgG anti-raton de cabra Alexa Fluor 488.

Los nucleos de las células se marcaron mediante un marcador fluorescente (Hoechst solucion, SIGMA), y red de
neurita cuantificada. Se utilizaron seis pozos por condicién para evaluar la supervivencia neuronal en 3 cultivos
diferentes.

Resultados

Todas las combinaciones de farmacos probadas dan un efecto protector frente a la toxicidad del glutamato para las
células neuronales corticales. Los resultados se muestran en la Tabla 2 a continuacion.

Como se ejemplifica en las figuras 1, 3 y 4, las combinaciones de la invencion protegen fuertemente a las neuronas
de la toxicidad del glutamato bajo las condiciones experimentales descritas anteriormente. Es de notar que se
observa una proteccion eficaz usando concentraciones de farmaco en las que los farmacos usados solos no tienen
un efecto protector significativo o tienen uno menor.

De hecho, como se ejemplifica en la figura 3, la combinacién de mexiletina - cinacalcet protege eficazmente las
células neuronales de la toxicidad del glutamato, mientras que no se proporciona proteccion por los farmacos
individuales. La combinacion de baclofeno - acamprosato (figura 1) da un efecto protector contra la toxicidad del
glutamato para las células neuronales corticales. La combinacién de baclofeno y acamprosato induce una mejora de
mas del 200% en comparacion con el acamprosato solo y mas del 47% en comparacién con el baclofeno usado
solo.

Tabla 2
Combinacién de farmacos Efecto neuroprotector frente a la toxicidad del glutamato
baclofeno y torasemida +
baclofeno-acamprosato-torasemida +
mexiletina y cinacalcet +
sulfisoxazol y torasemida +
baclofeno y acamprosato +
acamprosato y cinacalcet +
baclofeno y cinacalcet +

2. Efecto protector frente a la toxicidad del glutamato en cultivos primarios de co-cultivo de musculo-nervio

Cocultivos primarios de células nerviosas y musculares
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El musculo humano se prepara de acuerdo con un método previamente descrito a partir de porciones de biopsia de
un sujeto sano (39). Las células musculares se establecen a partir de células disociadas (20.000 células por pocillo),
se recubren en placas revestidas con gelatina al 0,1% en placas de 48 pocillos y se cultivan en un medio proliferante
que consiste en una mezcla de 75% de medio MEM con 25% de medio M199 suplementado con Glutamina 2 mM,
insulina bovina 10 pg/ml, factor de crecimiento epidérmico recombinante humano 10 ng/ml, factor de crecimiento de
fibroblastos recombinante humano basico 2 ng/ml, suero de ternera fetal 10% (FCS) y penicilina al 2% 10.000 U/ml y
estreptomicina (10 mg/ml).

Inmediatamente después de la fusidon de células satelitales, se colocan en la monocapa muscular (un explante por
pocillo, en el area central) cortes transversales enteros de médulas espinales de embriones de ratas Wistar de 13
dias de edad con 4 ganglios de raiz dorsal (DRG). Los DRG son necesarios para lograr una buena relacion de
innervaciones. Los cultivos innervados se mantienen en un medio mixto (75% de MEM con 25% de M199),
suplementado con glutamina 2 mM, FCS al 5%, insulina bovina 5 pg/ml y 2% de penicilina 10.000 U/ml y
estreptomicina (10 mg/ml).

Después de 24h de co-cultivo, se observan neuritas que crecen fuera de los explantes de la médula espinal. Hacen
contactos con los miotubos e inducen las primeras contracciones después de unos 8 dias. Rapidamente después de
esto, las fibras musculares innervadas localizadas en la proximidad de los explantes de la médula espinal se
contraen virtualmente continuamente. Las fibras innervadas son morfolégicamente y espacialmente distintas de las
no inervadas y se pueden distinguir facilmente de ellas.

Lesion por glutamato

El dia 27, los co-cultivos se incuban con compuestos candidatos, combinacion de los mismos o riluzol una hora
antes de la intoxicacién con glutamato (60 pM) durante 20 min. A continuacion, se lavan los co-cultivos y se afiaden
los compuestos candidatos, la combinacion de los mismos y/o el riluzol durante 48 horas adicionales. Después de
este tiempo de incubacion, los cocultivos no fijados se incuban con a-bungarotoxina acoplada con Alexa 488 a una
concentracion de 500 nmol/l durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, los cocultivos se fijan por
PFA durante 20 min a temperatura ambiente. Después de la permeabilizacion con 0,1% de saponina, los cocultivos
se incuban con un anticuerpo monoclonal anti-neurofilamento de ratén (NF, dilucién 1/400).

Estos anticuerpos se detectan con IgG anti-ratén de cabra Alexa Fluor 568 (Molecular Probes, dilucion 1/400), los
nucleos de las neuronas se marcan con un marcador fluorescente (solucién Hoechst, 1 ug/ml en la misma solucion).

Los puntos finales son (1) la longitud total de la neurita, (2) el nimero de unidades motoras, (3) el area total de la
unidad motora, que son indicativos de la supervivencia y funcionalidad de la neurona motora.

Para cada condicién, se toman 2 x 10 imagenes por pocillo usando InCell AnalyzerTM 1000 (GE Healthcare) con
una ampliacién de 20x. Todas las imagenes se toman en las mismas condiciones.

Lesion por glutamato con pre-tratamiento de riluzol

El dia 23 (es decir, 4 dias de pretratamiento), los co-cultivos se incuban con riluzol. Después de 4 dias (es decir, el
dia 27), las combinaciones de farmacos se afiaden una hora antes de la adicion de glutamato y luego se afiade
glutamato (60 pM) durante 20 min. Los cocultivos se tratan a continuacion para el analisis de inmunofluorescencia
como se ha indicado anteriormente.

Resultados

Se observa una proteccion significativa para los tres puntos finales cuando los farmacos se usan en combinacion, en
concentraciones donde, cuando se usan solos, no se observa ningun efecto. Las combinaciones de farmacos
probados se enumeran en la Tabla 3 y se ejemplifican en la Figura 2. Este efecto sinérgico inesperado permite el
uso de farmacos a dosis tan bajas que se deben superar los efectos secundarios potenciales.

Tabla 3
Combinacién de farmacos Efecto protector frente a la intoxicacion por glutamato en los co-cultivos
musculares y nerviosos

baclofeno y cinacalcet +

cinacalcet y acamprosato +

baclofeno-torasemida +

baclofeno-acamprosato- +

torasemida
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Combinacién de farmacos Efecto protector frente a la intoxicacion por glutamato en los co-cultivos
musculares y nerviosos

mexiletina y cinacalcet +
sulfisoxazol y torasemida +
baclofeno y acamprosato +

Las combinaciones de farmacos de la invencion mejoran el efecto protector del riluzol frente a la toxicidad del
glutamato, en el modelo in vitro, para los tres puntos extremos (Tabla 4).

Tabla 4

Combinacién de farmacos Mejora del efecto protector del riluzol frente a la intoxicacion con glutamato en
los co-cultivos de musculo/nervio

baclofen-cinacalcet-riluzol +
cinacalcet - acamprosato - riluzol +
baclofen-torasemida-riluzol +
baclofeno-acamprosato- +
torasemida-riluzol

mexiletina-cinacalcet-riluzol +
sulfisoxazol-torasemida-riluzol +
baclofeno-acamprosato-riluzol +

Los inventores han descubierto que las combinaciones de la invencién potencian el efecto protector de riluzol en el
modelo de co-cultivo musculo/nervio. De hecho, la adicién de baclofeno-acamprosato a las células intoxicadas con
glutamato tratado con riluzol da como resultado una mejora de la proteccion proporcionada a las células. Ademas,
como se muestra en la figura 5, los inventores han sido capaces de identificar concentraciones de farmaco en las
que este efecto potenciador es particularmente importante (acamprosato 0,14 nM y baclofeno 36 nM).

Como se ilustra en la figura 6, las combinaciones de farmacos de la invencién actuan sinérgicamente con riluzol para
proteger las uniones neuromusculares frente a la toxicidad del glutamato. Debe tenerse en cuenta que, usado a una
dosis escasamente eficiente (36 nM y 0,14 nM de bacofleno y acamprosato, respectivamente), la adicion de mezcla
de baclofeno-acamprosato en el medio de cultivo de células tratadas con riluzol da como resultado casi la
duplicacion (o incluso mas) del efecto protector de riluzol contra las lesiones por glutamato.

De este modo, las composiciones de la invencion son también particularmente eficaces como terapia adyuvante
para otros tratamientos de ELA (mas particularmente, riluzol) o tratamientos candidatos de ELA.

3. Las terapias combinadas son eficientes en el modelo ELA de ratén

Se han elegido ratones heptégenos transgénicos B6SJL-Tg (SODI-G93A)IGur/ratones J y ratones WT (cepa 1012,
JAX) para imitar la ELA en este conjunto de experimentos. Los ratones enfermos expresan el transgén SOD1-G93A,
disefiado con un gen humano SOD1 mutante (una sola sustitucion de aminoacido de glicina a alanina en el codén
93) impulsado por su promotor SOD1 humano enddgeno.

Los animales se alojan a una temperatura estandar (22°C + 1°C) y en un ambiente controlado por la luz (encendidas
de 7 am a 8 pm) con acceso ad libitum a alimentos y agua. A partir de la edad de 100 dias, todos los ratones G93A
SOD1 reciben alimento en polvo humedo (dieta estandar de laboratorio mezclada con agua para formar una pasta) y
gel nutricional colocado en la jaula. Ademas, los chorros de agua estan equipados con extensiones para permitir a
los ratones acceder facilmente desde el nivel del piso.

Administracion de farmacos

Los ratones fueron dosificados con el tratamiento de farmaco candidato diluido en el vehiculo a partir del dia 60
después del nacimiento hasta que los ratones alcanzaron los 150 dias de edad. Las disoluciones diluidas de
farmacos candidatos se preparan con agua a temperatura ambiente justo antes del comienzo de la administracion.
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Tanto el riluzol como las combinaciones de farmacos se administran per os. La ciclodextrina se utiliza como vehiculo
a la concentracion final del 5%, diluida en agua a temperatura ambiente a partir de la solucion madre (ciclodextrina al
20%). El tratamiento con combinaciones de farmacos (10 mi/kg) y vehiculo comienza a la edad de 60 dias y contintia
hasta que los ratones alcanzan los 150 dias de edad. Las combinaciones de farmacos se administraron p.o. BID
entre 8-11 amy 4-7 pm.

Configuracion experimental de ratones

Al establecer grupos para el estudio (es decir, elemento de ensayo o de control tratados), los ratones transgénicos
se distribuyen al azar en grupos de manera que camadas completas de ratones no terminan en un solo grupo de
ensayo, evitando asi los efectos de camada en los resultados globales. Ademas, los grupos estan igualmente
equilibrados en la relacién machos/hembras.

Los ratones hembra se alojan en grupos de 5 ratones maximos y los machos son alojados individualmente. Se deja
que los ratones se aclimaten a la sala experimental durante al menos una hora antes del comienzo de cualquier
experimento. Los ratones son transportados de la sala de la colonia a los cuartos experimentales en sus jaulas
habituales.

Peso corporal

La pérdida de peso ha demostrado correlacionarse bien con el desarrollo de la enfermedad y se califica facilmente
conjuntamente con las etapas de la enfermedad. Los ratones seran pesados una vez a la semana el mismo dia de
cada semana (lunes) a la edad de 60-91 dias y tres veces a la semana (de lunes a miércoles) después de que
lleguen a la edad de 91 dias (13 semanas).

Puntuacion clinica

El elemento original (40) que describe la generacion de los ratones SOD1-G93A informa de un inicio temprano de la
enfermedad (~100 dias) y una disminucion rapida con los ratones afectados llegando a la etapa final en promedio en
40 dias (supervivencia tipica 130-150 dias). Por lo tanto, los ratones se examinan cuidadosamente usando la
puntuacion clinica como se describe a continuacién una vez por semana (lunes) hasta la edad de 91 dias y tres
veces a la semana (de lunes a miércoles) después de que lleguen a la edad de 91 dias.

Los signos clinicos mas tempranos son temblores y sacudidas de sus extremidades cuando los ratones son
suspendidos brevemente en el aire por sus colas. El sistema de puntuacioén clinica esta en una escala de 1 a 5; con
1 como punto final para la eutanasia y 5 como saludable con pocos o ningun signo de aparicion de la enfermedad.
Los animales se punttan levantandolos suavemente por la base de sus colas y observandolos segun los temblores,
rigidez y su capacidad para extender sus extremidades.

Sistema de puntuacion: 5 = saludable

* 4-5 = mayormente sanos, temblores menores, muy activos, extension de todos los miembros
* 4 = temblores menores visibles, extension de todos los miembros, muy activos

» 3-4 = temblores, con alguna rigidez menor, muy activos

* 3 = temblores, rigidez de los miembros, tal vez alguna paralisis menor, activos

* 2-3 = temblores, paralisis parcial, rigidez, la extension de los miembros es forzada, activos

* 2 = paralisis, algo activos

» 1-2 = paralisis de las extremidades posteriores, sin extension de las extremidades posteriores, se puede realizar la
eutanasia dependiendo de la actividad del animal y su capacidad de enderezarse a los 30 segundos.

1 = punto final, animal incapaz de enderezarse.
El inicio de la enfermedad se registra cuando la puntuacion llega a una etapa de la enfermedad de 4.
Pruebas conductuales

Todas las pruebas de comportamiento se detienen a la edad de 20 semanas cuando aproximadamente el 70% de
los ratones TG del grupo vehiculo se pierden. Después de esta edad los ratones restantes son demasiado fragiles
para la prueba motora y solo se someten a la medicién del peso corporal, la etapa de la enfermedad y la puntuacion
de supervivencia.

Prueba de campo abierto
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Se realizan mediciones de pruebas de campo abierto antes de comenzar la dosificacion (linea de base) y alrededor
del dia 90 (132 semana de edad) y el dia 110 (16@ semana de edad). Los ratones nacidos a los 2-4 dias se agrupan
para pruebas en campo abierto. Las camaras de actividad (Med Associates Inc, St Albans, VT, 27 x 27 x 20,3 cm)
estan equipadas con haces IR. Los ratones se colocan en el centro de la camara y su comportamiento se registra
durante 10 min. Se registran la distancia movida, el nimero de levantamientos verticales y la velocidad promedio.

Rotarod

La prueba de Rotarod se realiza antes de comenzar la dosificacion (linea de base) y alrededor del dia 90 (132
semana de edad) y dia 110 (162 semana de edad): Los ratones nacidos a los 2-4 dias se agrupan para las pruebas
de campo abierto. Una sesion de un dia incluye un ensayo de entrenamiento de 5 min a 4 RPM en el aparato rotarod
(AccuScan Instruments, Columbus, EE.UU.). Una hora mas tarde, los animales se ensayan durante 3 ensayos de
aceleracion consecutivos de 6 minutos con la velocidad cambiando de 0 a 40 RPM durante 360 segundos y un
intervalo entre ensayos de al menos 30 minutos. Se registra la latencia a caer de la varilla. Los ratones que
permanecen en la varilla durante mas de 360 segundos se retiran y su tiempo se anota como 360 segundos.

Resultados
Las terapias de combinacién son eficientes en el modelo de ELA in vivo.

Se observa una mejora de la enfermedad para los animales enfermos tratados con las combinaciones de farmacos
de la invencion. En particular, las combinaciones de farmacos de la invencién mejoran eficazmente la puntuacion
clinica de estos animales durante las diferentes etapas de la enfermedad (Tabla 5) y también los resultados en las
pruebas de comportamiento anteriores (Tabla 6).

Tabla 5
Combinacién de farmacos Mejora de la puntuacién clinica global
baclofeno y cinacalcet +
cinacalcet y acamprosato +
baclofeno-torasemida +
baclofen-acamprosato-torasemida +
mexiletina y cinacalcet +
sulfisoxazol y torasemida +
baclofeno y acamprosato +
Tabla 6
Combinacién de farmacos Pruebas conductuales
Mejora de los resultados
prueba de rotarod | prueba de campo abierto
baclofeno y cinacalcet + +
cinacalcet y acamprosato + +
baclofeno-torasemida + +
baclofeno-acamprosato-torasemida + +
mexiletina y cinacalcet + +
sulfisoxazol y torasemida + +
baclofeno y acamprosato + +
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Las composiciones de la invencién son también eficientes para mejorar la puntuacion clinica y el curso de la
enfermedad en animales tratados con riluzol (Tabla 7).

Tabla 7
Combinacién de farmacos Mejora de la puntuacion clinica global en animales tratados con riluzol
baclofeno y cinacalcet +
cinacalcet y acamprosato +
baclofeno-torasemida +
baclofen-acamprosato-torasemida +
mexiletina y cinacalcet +
sulfisoxazol y torasemida +
baclofeno y acamprosato +
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para su uso en el tratamiento de la Esclerosis Lateral Amiotrofica (“ELA”) o un trastorno
relacionado seleccionado de Esclerosis Lateral Primaria (ELP), Atrofia Muscular Progresiva (AMP), Paralisis
Pseudobulbar y Paralisis Bulbar Progresiva (PBP) y Demencia Fronto Temporal (DFT), que comprende (i)
acamprosato, o una sal del mismo, o una formulacién de liberaciéon sostenida del mismo, y (ii) baclofeno, o una sal
del mismo, o una formulaciéon de liberacion sostenida del mismo.

2. La composicién para uso de la reivindicacion 1, que ademas comprende torasemida o una sal del mismo, o una
formulacion de liberacion sostenida del mismo.

3. La composicién para uso de la reivindicacion 1 6 2, que comprende ademas riluzol, o una sal del mismo, o una
formulacion de liberacion sostenida del mismo.

4. La composicion para uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

5. La composicién para uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que los compuestos se
formulan o administran juntos, por separado o secuencialmente.

6. La composicion para uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha composicion se
administra repetidamente al sujeto.

7. La composicién para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en la que el riluzol se administra en una
dosificacion de 0,01 a 100 mg por dia, preferiblemente de 0,1 a 50 mg por dia.

8. La composicion para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el acamprosato se administra
en una dosificacion de menos de 50 mg por dia, mas preferiblemente menos de 10 mg por dia.

9. La composicion para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que el baclofeno se administra en
una dosis de menos de 30 mg por dia.

10. La composiciéon para uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha composicién se
administra oralmente.

11. La composicién para uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha composicién se
administra oralmente y repetidamente cada dos dias, alternativamente con riluzol.

12. La composiciéon para uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que los compuestos se
formulan juntos.

13. Acamprosato, o una sal del mismo, o una formulaciéon de liberaciéon sostenida del mismo, para uso en
combinacion con baclofeno, o una sal del mismo, o una formulacién de liberacion sostenida de los mismos, en un
método de tratamiento de ELA o un trastorno relacionado seleccionado de Esclerosis Lateral Primaria (ELP), Atrofia
Muscular Progresiva (AMP), Paralisis Pseudobulbar y Paralisis Bulbar Progresiva (PBP) y Demencia Fronto
Temporal (DFT).

14. Acamprosato, o una sal del mismo, o una formulaciéon de liberaciéon sostenida del mismo, para uso en
combinacién con baclofeno o una sal del mismo, o una formulacion de liberacion sostenida del mismo, y riluzol, o
una sal del mismo, o una formulacion de liberacion sostenida del mismo, en un método de tratamiento de la ELA o
un trastorno relacionado seleccionado de Esclerosis Lateral Primaria (ELP), Atrofia Muscular Progresiva (AMP),
Paralisis Pseudobulbar y Paralisis Bulbar Progresiva (PBP) y Demencia Fronto Temporal (DFT).
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