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DESCRIPCION
Terapia para trastornos neuroldgicos basada en baclofeno y acamprosato
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a combinaciones adecuadas para el tratamiento de enfermedades y trastornos
neurolégicos. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a una nueva politerapia para trastornos
neurolégicos, basada en una combinacién de baclofeno y acamprosato.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el prototipo de demencia cortical caracterizado por un déficit de memoria junto
con disfasia (trastorno del lenguaje en el que existe una alteracién de la expresion y de la comprension del lenguaje),
dispraxia (incapacidad para coordinar y realizar determinados movimientos y gestos intencionales en ausencia de
deficiencias motoras o sensoriales) y agnosia (capacidad para reconocer objetos, personas, sonidos, formas, u
olores) atribuibles a la participacion de las areas de asociacion corticales. También pueden estar implicados
sintomas especiales tales como paraparesia espastica (debilidad que afecta a las extremidades inferiores) (1-4).

La incidencia de la enfermedad de Alzheimer aumenta drasticamente con la edad. La EA es en la actualidad la
causa mas frecuente de demencia. Desde el punto de vista clinico se caracteriza por un deterioro global de la
funcién cognitiva que progresa lentamente y que deja a los pacientes en fase terminal condenados a la cama,
incontinentes y dependientes de los cuidados de custodia. La muerte se produce, como promedio, 9 afios después
del diagnéstico (5).

La tasa de incidencia de la EA aumenta drasticamente con la edad. Las proyecciones demograficas de las Naciones
Unidas estiman que el nimero de personas mayores de 80 afios se acercara a 370 millones hacia el afio 2050. En la
actualidad se estima que un 50 % de las personas mayores de 85 afios de edad padecen la EA. Por lo tanto, mas de
100 millones de personas en todo el mundo padeceran demencia en 50 afios. El gran nimero de personas que
necesitan cuidados constantes y otros servicios repercutira gravemente sobre los recursos médicos, econdémicos y
humanos (6).

El deterioro de la memoria es la caracteristica temprana de la enfermedad e implica a la memoria episddica
(memoria para sucesos del dia a dia). La memoria semantica (memoria para el significado verbal y visual) esta
implicada posteriormente en la enfermedad. Por el contrario, se conservan durante mas tiempo la memoria de
trabajo (memoria a corto plazo que implica las estructuras y los procedimientos usados para almacenar y manipular
temporalmente la informacioén) y la memoria procedimental (memoria inconsciente que es la memoria a largo plazo
de competencias y procedimientos). A medida que progresa la enfermedad, aparecen otras caracteristicas de
deterioro del lenguaje, déficits de percepcion visual y espacial, agnosias y apraxias.

El cuadro clinico clasico de la enfermedad de Alzheimer es suficientemente caracteristico como para permitir la
identificacion en aproximadamente un 80 % de los casos (7). Sin embargo, existe heterogeneidad clinica y esto no
sbélo es importante para el tratamiento clinico, sino que proporciona la implicaciéon adicional de tratamientos
farmacologicos especificos para formas funcionalmente diferentes (8).

El distintivo patoldgico de la EA incluye placas amiloides que contienen B-amiloides (AB), ovillos neurofibrilares (NFT)
que contienen la proteina 71, y disfuncién y pérdida neuronal y sinaptica (9-11). Durante la Ultima década se han
propuesto dos hipotesis principales sobre la causa de la EA: la «hipotesis de la cascada de amiloides», que
establece que el proceso neurodegenerativo es una serie de sucesos desencadenados por el procesamiento
anomalo de la proteina precursora de amiloides (APP) (12), y la «hipdtesis de la degeneracion del citoesqueleto
neuronal» (13), que propone que los cambios del citoesqueleto son los sucesos desencadenantes. La teoria mas
ampliamente aceptada que explica la progresion de la EA sigue siendo la hipotesis de la cascada de amiloides (14-
16) y los investigadores de la EA se han centrado principalmente en la determinacion de los mecanismos que
subyacen a la toxicidad asociada con las proteinas AB. La permeabilidad y remodelacién microvasculares, la
angiogénesis aberrante, y la descomposicion de la barrera hematoencefalica se han identificado como sucesos
clave que contribuyen a la toxicidad de la APP en la cascada de amiloides (17). Por el contrario, la proteina T ha
recibido mucha menos atencién por parte de la industria farmacéutica que los amiloides debido a cuestiones tanto
de fundamento como practicas. Ademas, el cambio en la densidad sinaptica es la lesién patolégica que se
correlaciona con el deterioro cognitivo mejor que con los otros dos. Los estudios han revelado que la enfermedad
amiloide parece progresar de una manera especifica de neurotransmisor, en la que las terminaciones colinérgicas
aparecen como las mas vulnerables, seguidas de las terminaciones glutamatérgicas y finalmente de las
terminaciones GABAérgicas (11). El glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante del sistema nervioso
de los mamiferos. En las afecciones patoldgicas, su acumulaciéon anémala en la hendidura sinaptica lleva a la
hiperactivacion de los receptores de glutamato (18). La acumulacién anémala de glutamato en la hendidura sinaptica
lleva a la hiperactivacion de los receptores de glutamato cuyo resultado son procesos patolégicos y finalmente la
muerte de las células neuronales. Este proceso, denominado excitotoxicidad, se observa normalmente en los tejidos
neuronales durante los trastornos neurologicos agudos y crénicos.
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Cada vez es mas evidente que la excitotoxicidad esta implicada en la patogenia de muchos trastornos de diversa
causa, tales como: lesion de la médula espinal, apoplejia, lesion cerebral traumatica, hipoacusia, alcoholismo y
sindrome de abstinencia alcohdlica, neuropatia alcohdlica, o dolor neuropatico, asi como enfermedades
neurodegenerativas tales como esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica,
enfermedad de Parkinson, y enfermedad de Huntington (19-21). El desarrollo de tratamientos eficaces contra estas
enfermedades sigue siendo uno de los principales problemas de salud publica debido a su incidencia, asi como a la
falta de tratamientos curativos.

Se usan dos tipos de medicamentos para mejorar o retrasar los sintomas de la EA, que se basan en algunos
moduladores de la acetilcolinesterasa y bloqueadores de los receptores NMDA de glutamato (26-27).

Para contrarrestar la excitotoxicidad, se han analizado los antagonistas de NMDAR que se dirigen a distintos sitios
de este receptor. Los antagonistas acompetitivos de NMDAR se dirigen al poro del canal iénico, reduciendo de este
modo la entrada de calcio en las neuronas postsinapticas. Algunos de ellos han llegado a autorizarse. Como
ejemplo, la memantina esta autorizada actualmente para la enfermedad de Alzheimer moderada o grave. Se ha
analizado desde el punto de vista clinico en otras indicaciones que incluyen un componente de excitotoxicidad, tal
como dependencia del alcohol (fase Il), esclerosis lateral amiotréfica (fase 1), demencia asociada al parkinson (fase
), epilepsia, enfermedad de Huntington (fase V), esclerosis multiple (fase 1V), enfermedad de Parkinson (fase 1V) y
lesion cerebral traumatica (fase 1V). Esta molécula, sin embargo, proporciona poco beneficio en la mayoria de los
pacientes con enfermedad de Alzheimer, ya que solo tiene efectos sintomaticos modestos. Otra estrategia para
limitar la excitotoxicidad consiste en la inhibicion de la liberacion presinaptica de glutamato. El riluzol, autorizado
actualmente para la esclerosis lateral amiotréfica, mostrd resultados alentadores en los modelos de isquemia y de
lesion cerebral traumatica (22-25). En la actualidad se esta analizando en ensayos de fase Il con esclerosis multiple
temprana, con enfermedad de Parkinson (no muestra ningun resultado mejor que el placebo), asi como con lesion
de la médula espinal. En 1995, el farmaco alcanzé el estatus de farmaco huérfano para el tratamiento de la
esclerosis lateral amiotréfica y en 1996 para el tratamiento de la enfermedad de Huntington. Para el tratamiento de la
depresion, en el documento US2010076075 también se ha sugerido el uso de antagonistas del receptor de tipo
NMDA tales como memantina, felbamato, acamprosato y MRZ 2/579.

Hama et al. (50), refiere el uso de baclofeno (un agonista del receptor GABA) combinado con ketamina (un
antagonista del receptor NMDA) para abordar el dolor neuropatico por lesién de la médula espinal. Lyden et al. (51),
estudia el efecto neuroprotector de la asociacion de muscimol (un agonista de GABA-A) con MK801 (un antagonista
de NMDA) en el aprendizaje y en el volumen de los compartimentos cerebrales después de una isquemia cerebral.
Costa et al. (52) indica que la asociacion de baclofeno y muscimol in vitro permite el restablecimiento parcial de la
pérdida de potencial de campo inducida por una isquemia. Zhou et al. (53) estudia el efecto neuroprotector de la
asociacion de baclofeno y muscimol después de una isquemia cerebral.

Las patentes internacionales W02009133128, W02009133141, W02009133142 y W02011054759 describen
combinaciones de farmacos para ser usadas en el tratamiento de la EA. A pesar de la investigacion activa en esta
area, todavia existe la necesidad de tratamientos eficaces alternativos o mejorados para los trastornos neurolégicos,
y, en particular, los trastornos neuroldgicos que estan relacionados con la toxicidad por glutamato y/o B-amiloides. La
presente invencion da a conocer nuevos tratamientos contra dichas enfermedades neuroldgicas del sistema
nervioso central (SNC) y del sistema nervioso periférico (SNP).

Compendio de la invencion

Es un objetivo de la presente invencién dar a conocer nuevas composiciones terapéuticas adecuadas para tratar los
trastornos neuroldgicos. Mas en particular, la invencion se refiere a composiciones adecuadas para tratar trastornos
neurolégicos relacionados con la toxicidad por glutamato y/o 3-amiloide, basado en una politerapia con baclofeno y
acamprosato.

La invencion se origina, entre otros motivos, por el descubrimiento inesperado, por parte de los inventores, de que la
politerapia con baclofeno y acamprosato proporciona un beneficio considerable e inesperado a los pacientes con la
enfermedad de Alzheimer. Ademas, los inventores han descubierto sorprendentemente que esta politerapia
proporciona una proteccion considerable e inesperada de las células neuronales frente a las diversas lesiones
encontradas en los trastornos neuroldgicos, que incluyen la toxicidad por glutamato. De este modo, esta politerapia
con baclofeno y acamprosato constituye un tratamiento eficaz para los pacientes que padecen trastornos
neurolégicos, que estan predispuestos a padecerlos, o se sospecha que los padecen.

El objeto de la presente invencién se refiere a una composicion segun se define en las reivindicaciones. Mas
especificamente, la invencién se refiere a composiciones que comprenden baclofeno o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable, y acamprosato o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable. En la presente
memoria se describen composiciones que comprenden una combinacion de baclofeno y acamprosato, para usar en
el tratamiento de un trastorno neurolégico, en particular EA y trastornos relacionados, Esclerosis Mdltiple (EM),
Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA), enfermedad de Parkinson (EP), neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o
neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica, enfermedad de Huntington (EH) y lesion
de la médula espinal.
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La composicion de la invencion puede contener baclofeno y acamprosato como unicos ingredientes activos. Otra
posibilidad es que las composiciones puedan comprender otro u otros ingredientes activos adicionales. A este
respecto, otro objeto de la presente invencion se refiere a una composicion que comprende una combinacion de
baclofeno, acamprosato, y al menos un tercer compuesto seleccionado entre sulfisoxazol, metimazol, prilocaina,
difilina, quinacrina, carbenoxolona, acido aminocaproico, cabergolina, dietilcarbamazina, cinacalcet, cinarizina,
eplerenona, fenoldopam, leflunomida, levosimendan, sulodexida, terbinafina, zonisamida, etomidato, fenformina,
trimetazidina, mexiletina, ifenprodilo, moxifloxacina, bromocriptina o torasemida, para ser usada en el tratamiento de
trastornos neuroldgicos en un sujeto que lo necesita.

Como se describira adicionalmente en la presente solicitud, los compuestos en una politerapia de la invencién se
pueden administrar al sujeto simultaneamente, por separado, secuencialmente y/o repetidamente.

La invencién también se refiere a cualquier composicion farmacéutica per se que comprenda una combinacion de al
menos dos compuestos como se ha definido anteriormente.

Las composiciones de la invencion comprenden tipicamente ademas uno o varios excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Ademas, los compuestos de la presente invencién también estan descritos en forma
de sal. También estan descritos en forma de formulaciones de liberacién prolongada.

En una realizacion preferida, el compuesto se usa como tal o en forma de una sal del mismo. Una sal
particularmente preferida para uso en la presente invencion es el acamprosato de calcio.

En esta memoria también se describe un procedimiento para preparar una composiciéon farmacéutica, en donde el
procedimiento comprende mezclar baclofeno y acamprosato en un excipiente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

En esta memoria también se describe un procedimiento para tratar un trastorno neurolégico en un sujeto mamifero
que la necesita, preferiblemente un ser humano que la necesita, en donde el procedimiento comprende la
administracion a dicho sujeto de una cantidad eficaz de una combinacién de la invencion.

En esta memoria también se describe un procedimiento para tratar la enfermedad de Alzheimer o un trastorno
relacionado en un sujeto mamifero que la necesita, preferiblemente un ser humano que la necesita, en donde el
procedimiento comprende la administracion a dicho sujeto de una cantidad eficaz de una combinacion de la
invencion.

En esta memoria también se describe un procedimiento para tratar un trastorno neurolégico en un sujeto mamifero
que la necesita, preferiblemente un ser humano que la necesita, en donde el procedimiento comprende la
administracion simultanea, por separado o secuencial de una cantidad eficaz de baclofeno y acamprosato a dicho
sujeto.

En esta memoria también se describe un procedimiento para tratar la enfermedad de Alzheimer o un trastorno
relacionado en un sujeto mamifero que la necesita, preferiblemente un ser humano que la necesita, en donde el
procedimiento comprende la administracién simultanea, por separado o secuencial de una cantidad eficaz de
baclofeno y acamprosato a dicho sujeto.

En esta memoria se describe el tratamiento de un trastorno neuroldégico en cualquier sujeto mamifero,
preferiblemente en algun ser humano, en cualquier etapa de la enfermedad. Tal como se describira en los ejemplos,
las composiciones de la invencién son capaces de mejorar la afeccion patolégica de dichos sujetos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Validacion del modelo experimental de toxicidad por -amiloide humana en las células endoteliales usado
para la identificacion sistematica de farmacos. Una hora de tratamiento previo con el VEGF a 10 nM protegio
significativamente la red capilar ante esta lesién por amiloides (+70 % de la red capilar en comparacion con la
intoxicacion por amiloides).

Figura 2: Efecto de la politerapia con baclofeno (BCL) y acamprosato (ACP) sobre la longitud total de la red capilar
en cultivos de HBMEC intoxicadas con B-amiloides. El péptido amiloide humano (AB142 a 2,5 uM) produce una
intoxicacion significativa, superior a un 40 %, en comparacion con las células tratadas con el vehiculo. Esta
intoxicacion se evita significativamente con la politerapia con acamprosato y baclofeno (A) mientras que, a esas
concentraciones, el acamprosato (B) y el baclofeno (C) en monoterapia no tienen ningun efecto significativo sobre la
intoxicacion. ¢: p < 0,05, significativamente diferente de la intoxicacién por AB14z; *: p < 0,05, significativamente
diferente del vehiculo; «ns»: sin efecto significativo (ANOVA + prueba de Dunnett post hoc).

Figura 3: Efecto de la politerapia con baclofeno (BCL) y terbinafina (TBN) sobre la longitud total de la red capilar en
los cultivos de HBMEC intoxicadas con f-amiloides. El péptido amiloide humano (AB142 a 2,5 uM) produce una
intoxicacion significativa, superior a un 40 %, en comparacion con las células tratadas con el vehiculo. Esta
intoxicacion se evita significativamente con la politerapia con terbinafina y baclofeno. *: p < 0,05: significativamente
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diferente del control (sin intoxicacion).

Figura 4: Validacion del modelo experimental de la toxicidad por B-amiloides humanos sobre las células neuronales
usado para la identificacion sistematica de farmacos. Una hora de tratamiento previo con estradiol (150 nM) o BDNF
(50 ng/ml) protegi¢ significativamente las neuronas ante esta lesion por amiloides (—94 %), lo que se considera como
un control positivo para la neuroproteccion. *: p < 0,05: significativamente diferente del control (sin intoxicacién); ¢: p
< 0,05, significativamente diferente de la intoxicacion por AB142.

Figura 5: Efecto de la politerapia con acamprosato (ACP) y baclofeno (BCL) sobre la liberacién de LDH en la
toxicidad de AB142 humano en las células corticales primarias de rata. El péptido amiloide humano (AB142 a 10 uM)
produce una intoxicacion significativa en comparacion con las neuronas tratadas con el vehiculo. Esta intoxicacion
se evita significativamente con la politerapia con acamprosato y baclofeno (A) mientras que, a esas concentraciones,
el acamprosato (B) y el baclofeno (C) en monoterapia no tienen ninglin efecto significativo sobre la intoxicacién. &: p
< 0,05, significativamente diferente ante la intoxicacion por ABi42; *: p < 0,05, significativamente diferente de
vehiculo; «ns»: sin efecto significativo (ANOVA + prueba de Dunnett post hoc).

Figura 6: Efecto de la politerapia con cinacalcet (CNC) y sulfisoxazol (SFX) sobre la liberacion de LHD en la
toxicidad por AB142 humano en las células corticales primarias de rata. El péptido amiloide humano (AB142a 10 uM)
produce una intoxicacion significativa en comparacion con las neuronas tratadas con el vehiculo. Esta intoxicacion
se evita significativamente con la politerapia con cinacalcet y sulfisoxazol. *: p < 0,05, significativamente diferente del
vehiculo.

Figura 7: Efecto de la politerapia con acamprosato (ACP) y baclofeno (BCL) sobre la longitud total de la red de
neuritas en las neuronas corticales intoxicadas con B-amiloides. El péptido amiloide humano (AB142 a 2,5 uM)
produce una intoxicacion significativa, superior a un 15 %, en comparacion con las células tratadas con vehiculo.
Esta intoxicacion se evita significativamente con la politerapia con acamprosato y baclofeno mientras que, a esas
concentraciones, el acamprosato y el baclofeno en monoterapia no tienen efecto significativo sobre la intoxicacion.
®: p < 0,05, significativamente diferente de la intoxicacién por AB142; *: p < 0,05, significativamente diferente del
vehiculo (ANOVA + prueba de Dunnett post hoc).

Figura 8: Efecto de la politerapia con acamprosato y baclofeno sobre el comportamiento, segun se define mediante
la prueba del laberinto en Y. El péptido amiloide produce una disminucién significativa de la cognicién segin se mide
mediante el porcentaje de alternancia (un 53,8 % frente a un 73,5 %). Este efecto perjudicial se evita
significativamente (un 48,2 % de proteccién) mediante la combinacion de acamprosato (0,2 (mg/kg)/dia) y baclofeno
(3 (mg/kg)/dia). €¢: p < 0,05, significativamente diferente de la intoxicacion por ABzs.ss; *: p < 0,05, significativamente
diferente del vehiculo (ANOVA + prueba de Dunnett post hoc).

Figura 9: Efecto de la politerapia con acamprosato y baclofeno sobre la memoria segun se define mediante la
evitacion pasiva (tiempo de espera de escape). El péptido amiloide produce una disminucion significativa en los
rendimientos de memoria segun se mide mediante el tiempo de espera de escape en comparacion con el control.
Este efecto perjudicial se evita significativamente (proteccion completa) mediante la combinacion de acamprosato
(0,2 mg/kg) y baclofeno (3 mg/kg). ¢: p < 0,05, significativamente diferente de la intoxicacién por AB2s.35; *: p < 0,05,
significativamente diferente del vehiculo (ANOVA + prueba de Dunn).

Figura 10: Efecto de la politerapia con acamprosato y baclofeno sobre la memoria segun se defini6 mediante la
evitacion pasiva (tiempo de espera de cruce). El péptido amiloide produce una disminucion significativa de los
rendimientos de memoria segun se mide mediante el tiempo de espera de cruce, superior en un 44 %, en
comparacioén con el control. Este efecto perjudicial se evita significativamente (efecto de proteccion de un 78,8 %)
mediante la politerapia con acamprosato (0,2 mg/kg) y baclofeno (3 mg/kg) mientras que, a esas concentraciones, el
acamprosato y el baclofeno en monoterapia tienen un efecto inferior sobre la intoxicacion. ¢: p < 0,05,
significativamente diferente de la intoxicacion por ABasss; *: p < 0,05, significativamente diferente del vehiculo
(ANOVA + prueba de Dunn).

Figura 11: Efecto de la politerapia con acamprosato y baclofeno sobre la densidad de neuronas en el hipocampo. El
péptido amiloide produce una disminucién significativa de la densidad neuronal segun se mide mediante el nimero
de neuronas por milimetro en el hipocampo, superior a un 21 %, en comparacion con el control. Esta lesion neuronal
se evita significativamente (un 63,2 % de las neuronas dafiadas estan protegidas) mediante la combinacion de
acamprosato (0,2 mg/kg) y baclofeno (3 mg/kg). ¢: p < 0,05, significativamente diferente de la intoxicacién por AB2s.
35; 1 p < 0,05, significativamente diferente del vehiculo (ANOVA + prueba de Dunnett post hoc).

Figura 12: Efecto de la politerapia con acamprosato y baclofeno sobre la integridad de la barrera hematoencefalica.
El péptido amiloide afecta a la barrera hematoencefalica (BBB) al inducir un incremento significativo de su
permeabilidad, superior al 51 %, en comparacion con el control. Esos dafios en la barrera hematoencefalica se
evitan significativamente (restauracién del 66,6 % de la integridad) mediante la politerapia con acamprosato (0,2
mg/kg) y baclofeno (3 mg/kg). O: p < 0,05, significativamente diferente de la intoxicacion por ABzsas; *: p < 0,05,
significativamente diferente del vehiculo (ANOVA + prueba de Dunnett post hoc).
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Figura 13: Efecto de la politerapia con acamprosato y baclofeno sobre la densidad sinaptica segun se refleja
mediante la concentracién de sinaptofisina. El péptido amiloide afecta a la funcién de la sinapsis al inducir una
disminucién significativa de la concentracion de sinaptofisina en el cerebro, superior al 34 %, en comparacion con el
control. Los dafios de la densidad sinaptica se evitan significativamente (76 %) mediante la politerapia con
acamprosato (0,2 (mg/kg)/dia) y baclofeno (3 (mg/kg)/dia). : p < 0,05, significativamente diferente de la intoxicacién
por AB2s.35; *: p < 0,05, significativamente diferente del vehiculo (ANOVA + prueba de Dunnett post hoc).

Figura 14: Efecto protector de la politerapia con acamprosato y baclofeno sobre el estrés oxidativo en el hipocampo.
El péptido amiloide induce un aumento significativo del estrés oxidativo en el hipocampo segun se mide mediante la
peroxidacion lipidica, superior al 59 %, en comparacién con el control. Este estrés oxidativo se evita
significativamente (65,9 %) mediante la combinacién de acamprosato (0,2 (mg/kg)/dia) y baclofeno (3 (mg/kg)/dia).
¢: p < 0,05, significativamente diferente de la intoxicacion por ABgs.as; *: p < 0,05, significativamente diferente del
vehiculo (ANOVA + prueba de Dunnett post hoc).

Figura 15: Efecto de la politerapia con baclofeno y acamprosato contra la toxicidad por glutamato sobre las células
corticales neuronales. La intoxicacion por glutamato se evita significativamente mediante la politerapia con baclofeno
(400 nM) y acamprosato (1,6 nM) mientras que, a esas concentraciones, el baclofeno y el acamprosato en
monoterapia no tienen ningun efecto significativo sobre la intoxicacion. ¢: p < 0,001, significativamente diferente de
la intoxicacion por glutamato; (ANOVA + prueba de Dunnett post hoc).

Figura 16: Efecto de la politerapia con donepezilo, acamprosato y baclofeno sobre las actuaciones de
comportamiento y cognitivas segun se define mediante la prueba del laberinto en Y. El péptido amiloide produce una
disminucion significativa de la cognicion segun se mide mediante el porcentaje de alternancia (un 51,5 % frente a un
71,8 %). Este efecto perjudicial se evita significativamente (un 98 % de protecciéon) mediante la politerapia con
donepezilo (0,25 (mg/kg)/dia), acamprosato (32 (mg/kg)/dia) y baclofeno (480 (ug/kg)/dia), mientras que a esas
concentraciones, los farmacos en monoterapia no tienen efecto significativo. ¢: p < 0,01, significativamente diferente
de la intoxicacion por ABa2s.3s; *: p < 0,01, significativamente diferente del vehiculo (ANOVA + prueba de Dunnett post
hoc).

Figura 17: Comparacion del efecto protector del tratamiento previo con acamprosato y su derivado homotaurina en
los analisis de toxicidad por ABi42 humano con células corticales primarias de rata. El AB142 produce una
intoxicacion significativa en comparacion con las neuronas tratadas con el vehiculo. La intoxicacion se evita de forma
igualmente significativa con homotaurina y acamprosato (99 %, 8 nM). ¢: p < 0,0001: significativamente diferente de
la intoxicacion por AB1.2.

Figura 18: Efecto de la politerapia con acamprosato y baclofeno sobre el desarrollo de la encefalomielitis
autoinmunitaria experimental progresiva cronica (EAE, por su nombre en inglés) segun se define por la puntuacion
clinica. La inmunizacion induce una disminucion significativa de las caracteristicas fisicas segun se mide mediante la
puntuacion clinica. Este efecto perjudicial se evita significativamente (p < 0,01) mediante la politerapia con
acamprosato (2 (mg/kg)/dia) y baclofeno (30 (mg/kg)/dia).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion da a conocer nuevas composiciones adecuadas para tratar trastornos neurolégicos. La
invencion describe nuevas combinaciones de farmacos que permiten una correccién eficaz de dichas enfermedades
y se pueden usar en cualquier sujeto mamifero.

La invencion es adecuada para tratar cualesquiera trastornos neurolégicos, sean del sistema central o periférico, en
particular trastornos en los que estan implicados lesiones a nervios o neuronas, excitotoxicidad por B-amiloides, por
degradacion de la BBB, o por glutamato. Ejemplos especificos de tales trastornos incluyen enfermedades
neurodegenerativas, neuropatias, lesion de la médula espinal y abuso de sustancias como alcoholismo.

Trastornos neurodegenerativos hacen referencia a enfermedades, tales como la enfermedad de Alzheimer y los
trastornos relacionados, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), esclerosis multiple (EM), enfermedad de Parkinson
(EP), enfermedad de Huntington (EH), que incluyen una pérdida progresiva del funcionamiento de las neuronas y su
muerte.

Las neuropatias hacen referencia a afecciones en las que estan dafiados los nervios del sistema nervioso periférico;
esto incluye dafos del sistema nervioso periférico provocados por factores genéticos, por enfermedad inflamatoria, o
por sustancias quimicas que incluyen farmacos (vincristina, oxaliplatino, alcohol etilico). El tratamiento de las
neuropatias también incluye el tratamiento del dolor neuropatico.

La invencion es particularmente adecuada para tratar la EA y los trastornos relacionados. En el contexto de esta
invencion, la terminologia «trastorno relacionado» incluye demencia senil de tipo EA (SDAT), demencia con cuerpos
de Lewy, demencia vascular, deterioro cognitivo leve (MCI) y alteracién de memoria asociada a la edad (AAMI).

Tal como se usa en la presente memoria, «tratamiento» incluye la terapia, prevencion, profilaxis, retraso o reduccion
de los sintomas provocados por, o de las causas de, las enfermedades o trastornos mencionados anteriormente. La
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terminologia tratamiento incluye en particular el control de la progresion de la enfermedad y de los sintomas
asociados. La terminologia tratamiento incluye en particular una proteccion frente a la toxicidad ocasionada por -
amiloides, o una reduccion o retraso de dicha toxicidad, y/o una proteccion frente a la excitotoxicidad por glutamato,
o una reduccion o retraso de dicha toxicidad, en los sujetos tratados. La terminologia tratamiento también designa
una mejoria de los sintomas cognitivos o una proteccion de las células neuronales.

Dentro del contexto de esta invencion, la denominacion de un farmaco o compuesto especifico hacen referencia a
que incluye no solamente la molécula nombrada especificamente, sino también cualquier sal, de los mismos.

La terminologia «tratamiento/terapia combinatoria/de combinacion o politerapia» designa un tratamiento en el que al
menos se coadministran baclofeno y acamprosato a un sujeto para provocar un efecto biolégico. En una politerapia
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 baclofeno y acamprosato se pueden administrar a través de
diferentes vias y protocolos. Como resultado, aunque los farmacos de una politerapia se pueden formular
conjuntamente, también se pueden formular por separado.

La terminologia «profarmaco», tal como se usa en la presente memoria, hacen referencia a cualquier derivado
funcional (o precursores) de un compuesto de la presente invencion, que, cuando se administra a un sistema
biolégico, genera dicho compuesto como resultado de, por ejemplo, reacciéon o reacciones quimicas espontaneas,
reaccion o reacciones quimicas catalizadas enzimaticamente, y/o reaccién o reacciones quimicas metabdlicas. Los
profarmacos normalmente son inactivos o0 menos activos que el farmaco resultante y se pueden usar, por ejemplo,
para mejorar las propiedades fisicoquimicas del farmaco, para dirigir el farmaco a un tejido especifico, para mejorar
las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas del farmaco y/o para reducir los efectos secundarios
indeseados. Algunos de los grupos funcionales frecuentes que son susceptibles de disefio de profarmaco incluyen,
pero no se limitan a, grupos carboxilico, hidroxilo, amina, fosfato/fosfonato y carbonilo. Los profarmacos tipicamente
producidos mediante la modificacion de estos grupos incluyen, pero no se limitan a, ésteres, carbonatos,
carbamatos, amidas y fosfatos. La orientacion técnica especifica para la selecciéon de profarmacos adecuados es de
conocimiento comun general (29-33). Ademas, la preparacién de profarmacos se puede realizar mediante los
procedimientos convencionales conocidos por los expertos en la técnica. Los procedimientos que se pueden usar
para sintetizar otros profarmacos se describen en numerosas revisiones sobre el tema (30; 34-40). Por ejemplo, el
arbaclofeno placarbilo aparece en la base de datos de ChemID plus Advance (pagina web:
chem.sis.nim.nih.gov/chemidplus/) y el arbaclofeno placarbilo es un profarmaco bien conocido del baclofeno (41-42).

La terminologia «derivado» de un compuesto incluye cualquier molécula que esta funcional y/o estructuralmente
relacionada con dicho compuesto, tal como un acido, amida, éster, éter, variante acetilada, variante hidroxilada, o
una variante alquilada (C1.Ce¢) de tal compuesto. La terminologia «derivado» también incluye compuestos
relacionados estructuralmente que han perdido uno o mas sustituyentes segun se ha indicado anteriormente. Por
ejemplo, la homotaurina es un derivado desacetilado del acamprosato. Los derivados preferidos de un compuesto
son moléculas que tienen un grado sustancial de similitud con dicho compuesto, tal como se determina mediante los
procedimientos conocidos. Los compuestos similares, junto con sus indices de similitud con una molécula
precursora, se pueden encontrar en numerosas bases de datos tales como PubChem
(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/search/) o DrugBank (http://www.drugbank.ca/). En una realizacion mas preferida,
los derivados deberian tener un indice de similitud de Tanimoto mayor de 0,4, preferiblemente mayor de 0,5, mas
preferiblemente mayor de 0,6, incluso mas preferiblemente mayor de 0,7, con un farmaco precursor. El indice de
similitud de Tanimoto se usa ampliamente para medir el grado de similitud estructural entre dos moléculas. El indice
de similitud de Tanimoto se puede calcular mediante software tal como el Detector Subgrafo de Moléculas Pequefias
(43-44), disponible en linea (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/SMSD/). Los derivados preferibles deberian
estar relacionados tanto estructural como funcionalmente con un compuesto precursor, es decir, que también
deberian retener al menos parte de la actividad del farmaco precursor, mas preferiblemente deberian tener una
actividad protectora frente a la toxicidad por AB 1o por glutamato.

La terminologia «derivados» también incluye metabolitos de un farmaco, por ejemplo, una molécula que es resultado
de la modificacion o modificaciones (bioquimicas) o procesamiento de dicho farmaco después de la administracion a
un organismo, normalmente a través de sistemas enzimaticos especializados, y que muestra o retiene una actividad
biologica del farmaco. Se han descrito metabolitos que son responsables de gran parte de la accion terapéutica del
farmaco precursor. En una realizacion especifica, un «metabolito» tal como se usa en la presente memoria designa
un farmaco modificado o procesado que retiene al menos parte de la actividad del farmaco precursor,
preferiblemente que tiene una actividad protectora frente a la toxicidad por AB o a la toxicidad por glutamato.

La terminologia «sal» se refiere a una sal por adicién de acido inorganico u organico, farmacéuticamente aceptable y
relativamente no téxica, de un compuesto de la presente invencién. La formacién de la sal farmacéutica consiste en
el emparejamiento de una molécula de farmaco acido, basico o zwitteriénico con un contraién para crear una version
salina del farmaco. En la reaccién de neutralizacién se pueden usar una amplia variedad de especies quimicas. Las
sales farmacéuticamente aceptables de la invencién incluyen, por lo tanto, las obtenidas al hacer reaccionar el
compuesto principal, que actia como una base, con un acido inorganico u organico para formar una sal, por
ejemplo, sales del acido acético, acido nitrico, acido tartarico, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido
metanosulfénico, acido alcanforsulfénico, acido oxalico, acido maleico, acido succinico o acido citrico. Las sales
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farmacéuticamente aceptables de la invencion también incluyen aquéllas en las que las principales funciones del
compuesto son 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 mayor parte de las sales de un principio activo dado
son bioequivalentes, algunas pueden tener, entre otras, propiedades de aumento de solubilidad o de
biodisponibilidad. La selecciéon de sales es ahora una operacidon convencional comin en el procedimiento de
desarrollo de farmacos tal como ensefaron H. Stahl y C.G Wermuth en su manual (45).

En una realizacion preferida, al designar un compuesto se pretende designar el compuesto per se tal como se ha
designado especificamente, asi como cualquier sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion particular, se emplea una formulacién del compuesto de liberacién prolongada.

Segun se explica anteriormente, la invencion se refiere a combinaciones de farmacos particulares que tienen un
efecto fuerte inesperado sobre varios procesos biolégicos implicados en los trastornos neurolégicos. Por lo tanto,
estas combinaciones de farmacos representan nuevas estrategias para tratar los trastornos neuroldgicos, tales como
la enfermedad de Alzheimer y los trastornos relacionados, Esclerosis Multiple, Esclerosis Lateral Amiotréfica,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o neuropatia
alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica, y lesion de la médula espinal. Mas especificamente,
la invencion describe composiciones, que comprenden el baclofeno en combinacién con acamprosato, que
proporcionan un efecto significativo in vivo sobre los trastornos neuroldgicos.

De hecho, la invencion muestra, en la parte experimental, que las politerapias que comprenden baclofeno y
acamprosato pueden mejorar de manera importante la afeccién de los pacientes que sufren trastornos neuroldgicos.
En particular, los inventores han descubierto sorprendentemente que las politerapias con baclofeno y acamprosato
tienen un efecto fuerte e inesperado sobre la longitud de la red capilar o sobre la liberacion de LDH en las células
nerviosas intoxicadas con B-amiloides, y representan nuevas estrategias terapéuticas contra la EA. Ademas, los
ejemplos muestran que, en una politerapia de la invencion, el baclofeno puede ser eficaz a una dosis de 80 nM o
inferior, y que el acamprosato puede ser eficaz a una dosis de 1 nM o inferior. Estos resultados son notables y
particularmente ventajosos ya que, en dosis tan bajas, se evita cualquier posible efecto secundario.

Ademas, estas combinaciones protegen con eficacia a las células neuronales de diversas afecciones tales como la
toxicidad por glutamato, el estrés oxidativo, y evita la permeabilizacién de la BBB o la apoptosis inducida de las
células neuronales que estan implicadas en varios trastornos neurolégicos.

Por lo tanto, la presente invencion propone una nueva terapia para los trastornos neuroldgicos, basada en
composiciones de baclofeno y acamprosato. Mas en particular, la presente invencion propone por lo tanto, una
nueva terapia para la enfermedad de Alzheimer y los trastornos relacionados, Esclerosis Mdltiple, Esclerosis Lateral
Amiotréfica, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o
neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica, y lesiéon de la médula espinal, basandose
en politerapias con baclofeno y acamprosato.

En este sentido, en una realizacion particular, la invencion se refiere a una composicién que comprende baclofeno y
acamprosato. También se describe en esta memoria una composicion que comprende baclofeno y acamprosato
para su uso en el tratamiento de la EA, trastornos relacionados con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por
ejemplo dolor neuropatico o neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica, y lesion de la
médula espinal. También se describe en esta memoria el uso de baclofeno y acamprosato para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de EA, trastornos relacionados con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por
ejemplo dolor neuropatico o neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica, y lesion de la
médula espinal.

Los numeros CAS ilustrativos para el baclofeno y el acamprosato se dan a conocer en la tabla 1 que viene a
continuacién. La tabla 1 también indica, de una manera no limitativa, sales comunes, racematos, profarmacos,
metabolitos o derivados de estos compuestos.

Tabla 1
Farmaco Nimeros CAS Clase o indice_ de similitud de
Tanimoto
Acamprosato y compuestos relacionados
Acamprosato 77337-76-9 ; 77337-73-6 ND
Homotaurina 3687-18-1 0,73
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Farmaco Numeros CAS Clase o |ndice_ de similitud de
Tanimoto
Sulfonato de etil dimetil amonio |/ 0,77
propano
Taurina 107-35-7 0,5
Baclofeno y compuestos relacionados
Baclofeno 1134-47-0; 66514-99-6; 69308-37- [ND
8; 70206-22-3; 63701-56-4;
63701-55-3
Acido 3-(p-clorofenil)-4- / Metabolito
hidroxibutirico
Arbaclofeno placarbilo 847353-30-4 Profarmaco

En Hanafi et al., 2011 (41) se proporcionan ejemplos especificos de profarmacos de baclofeno, en particular ésteres
de baclofeno y carbamatos de ésteres de baclofeno, que son de interés particular para el envio al SNC. El baclofeno
placarbilo, tal como se ha mencionado anteriormente, también es un profarmaco bien conocido y, por lo tanto, se
puede usar en lugar del baclofeno. Otros profarmacos de baclofeno se pueden encontrar en las siguientes
solicitudes de patente: patente internacional W0O2010102071, patente de los EE.UU. US2009197958, patente
internacional WO2009096985, patente internacional WO2009061934, patente internacional W02008086492, patente
de los EE.UU. US2009216037, patente internacional W02005066122, patente de los EE.UU. US2011021571,
patente internacional W02003077902, patente internacional W02010120370.

Los profarmacos utiles para el acamprosato tales como éster del acido pantoico, ésteres de neopentil sulfonilo,
profarmacos de ésteres de neopentil sulfonilo o profarmacos de acamprosato de éster de neopentil sulfonilo con
carboxilato enmascarado se indican especialmente en la patente internacional W02009033069, la patente
internacional WO2009033061, la patente internacional W0O2009033054, la patente internacional WO2009052191, la
patente internacional W02009033079, la patente de los EE.UU. US 2009/0099253, la patente de los EE.UU. US
2009/0069419, la patente de los EE.UU. US 2009/0082464, la patente de los EE.UU. US 2009/0082440, y la patente
de los EE.UU. US 2009/0076147.

El baclofeno y el acamprosato se pueden usar solos o se pueden combinar adicionalmente con otros compuestos.
En este sentido, en una realizaciéon en particular, las composiciones de la invencidon pueden comprender
adicionalmente al menos un compuesto seleccionado entre sulfisoxazol, metimazol, prilocaina, difilina, quinacrina,
carbenoxolona, acido aminocaproico, cabergolina, dietilcarbamazina, cinacalcet, cinarizina, eplerenona, fenoldopam,
leflunomida, levosimendan, sulodexida, terbinafina, zonisamida, etomidato, fenformina, trimetazidina, mexiletina,
ifenprodilo, moxifloxacina, bromocriptina o torasemida. Los nuimeros CAS ilustrativos para cada uno de estos
compuestos se dan a conocer en la tabla 2 que viene a continuacion:

Tabla 2
NOMBRE DEL FARMACO NUMERO CAS
Acido aminocaproico 60-32-2
Bromocriptina 25614-03-3
Cabergolina 81409-90-7
Carbenoxolona 5697-56-3
Cinacalcet 226256-56-0
Cinarizina 298-57-7
Dietilcarbamazina 90-89-1
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NOMBRE DEL FARMACO NUMERO CAS
Difilina 479-18-5
Eplerenona 107724-20-9
Etomidato 33125-97-2
Fenoldopam 67227-57-0
Ifenprodilo 23210-56-2 0 23210-58-4
Leflunomida 75706-12-6
Levosimendan 141505-33-1
Metimazol 60-56-0
Mexiletina 5370-01-4 0 31828-71-4
Moxifloxacina 354812-41-2
Fenformina 114-86-3
Prilocaina 721-50-6 0 14289-31-7 0 14289-32-8
Quinacrina 83-89-6
Sulfisoxazol 127-69-5
Sulodexida 57821-29-1
Terbinafina 91161-71-6
Torasemida 56211-40-6 o 72810-59-4

Trimetazidina 5011-34-7 0 13171-25-0

Zonisamida 68291-97-4

En esta memoria también se describe el uso de esta combinacién para tratar la EA o un trastorno relacionado en un
sujeto que la necesita. También se describe en esta memoria el uso de esta combinacion para tratar la EM, EP,
ELA, EH, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de
abstinencia alcohdlica, o lesion de la médula espinal, en us sujeto que lo necesite.

Tal como se describe en los ejemplos, las politerapias que usan al menos baclofeno y acamprosato tienen un fuerte
efecto inesperado sobre los procesos bioldgicos que conducen a lesiones neuronales. Ademas, estas politerapias
también mostraron in vivo una capacidad muy eficaz para corregir los sintomas de las enfermedades neuroldgicas.
Estas combinaciones representan por lo tanto nuevas estrategias para tratar trastornos neurolégicos, tales como
enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Parkinson, enfermedad
de Huntington, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de
abstinencia alcohdlica, y lesion de la médula espinal. Estas composiciones evitan de forma eficaz la toxicidad del
péptido B-amiloide (AB) o la excitotoxicidad por glutamato sobre las células neuronales. Ademas, in vivo, estas
composiciones conducen a una mejoria de varios sintomas cognitivos, asi como a una proteccion de las células
neuronales. Por lo tanto, representan procedimientos nuevos y potentes para tratar dichos trastornos.

El apartado experimental muestra, ademas, que las composiciones que se han mencionado anteriormente también
son eficaces i) en la proteccion, de forma sinérgica, de las células neuronales in vitro frente a la excitotoxicidad por
glutamato, y ii) en conferir beneficio clinico en modelos in vivo para las enfermedades relacionadas con la
excitotoxicidad por glutamato.

Las composiciones descritas en la presente invencién pueden comprender 2, 3, 4 o 5 farmacos distintos, mas
preferiblemente 2, 3 o 4 farmacos distintos para la politerapia de la enfermedad de Alzheimer (EA), de los trastornos
relacionados con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o neuropatia alcohdlica),
alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica o lesion de la médula espinal en un sujeto que lo necesite. En una
realizacion preferida, los farmacos de la invencién se usan en combinacién o combinaciones para la administracion
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combinada, por separado o secuencial, con el fin de proporcionar el efecto mas eficaz. En esta memoria también se
describen composiciones para ser usadas en el tratamiento de un trastorno neuroldgico, tal como la enfermedad de
Alzheimer (EA), trastornos relacionados con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o
neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica o lesion de la médula espinal, que
comprenden una de las siguientes combinaciones de farmacos, para la administracién combinada, por separado o
secuencial:

- baclofeno y acamprosato,

- baclofeno y acamprosato y dietilcarbamazina,
- baclofeno y acamprosato y cinacalcet,

- baclofeno y acamprosato y sulfisoxazol,

- baclofeno y acamprosato y torasemida,

- baclofeno y acamprosato e ifenprodilo,

- baclofeno y acamprosato y mexiletina,

- baclofeno y acamprosato y eplerenona,

- baclofeno y acamprosato y levosimendan,
- baclofeno y acamprosato y terbinafina, o
- baclofeno y acamprosato y leflunomida.

Tal como se describe en el apartado experimental, las politerapias de la invencién proporcionan en los seres
humanos un efecto terapéutico y bioldégico sustancial que mejora la enfermedad de Alzheimer o los trastornos
relacionados. Ellas inducen un fuerte efecto neuroprotector frente a la toxicidad por AB y dan resultados positivos en
actuaciones de comportamiento y en ensayos bioquimicos in vivo. Los resultados muestran que las composiciones
de la invencion i) corrigen de manera eficaz las vias moleculares desencadenadas, in vivo, por agregados de AB vy ii)
conducen a la mejoria de las deficiencias neurofisioldgicas observadas en los animales enfermos tal como la
supervivencia neuronal o la integridad de las sinapsis.

Ademas, los resultados presentados también muestran que las politerapias anteriores tienen un importante efecto
neuroprotector sinérgico frente a la excitotoxicidad por glutamato (figura 15), una via que esta implicada en diversas
enfermedades neuroldgicas tales como EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o
neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica, o lesidon de la médula espinal. Estos
tratamientos dan resultados positivos en los modelos in vivo o in vitro de estas enfermedades.

Ademas, los resultados in vivo también muestran que las composiciones de la invencion restauran de forma eficaz la
integridad de la barrera hematoencefalica y evitan, retrasan, o disminuyen el mecanismo que desencadena la
apoptosis, que se sabe que esta alterado en varias enfermedades neuroldgicas.

Ademas, la interaccion sinérgica particularmente elevada observada para estos dos farmacos permite el uso de
concentraciones de farmaco que no muestran ningin efecto cuando se usan en monoterapia. Ademas, tal como se
muestra en la seccion experimental, la politerapia con baclofeno y acamprosato potencia el beneficio terapéutico
para la enfermedad de Alzheimer en comparacién con otras politerapias. Estas composiciones evitan con eficacia
los efectos toxicos de la proteina o del péptido B-amiloide sobre las células humanas y en un modelo in vivo, y
representan nuevos y potentes procedimientos para el tratamiento de dicho trastorno. También se describe en esta
memoria una composicion como se ha definido mas arriba para tratar un trastorno neurolégico, tal como la
enfermedad de Alzheimer (EA), trastornos relacionados con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por ejemplo
neuropatia alcohdlica o dolor neuropatico), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica o lesion de la médula
espinal.

Tal como se ha indicado anteriormente, en una politerapia de la presente invencién, los compuestos o farmacos se
pueden formular juntos o por separado, y se administran juntos, por separado o secuencialmente.

En esta memoria también se describe el uso de una composicién tal como se ha definido anteriormente para la
fabricacion de un medicamento para tratar un trastorno neuroldgico tal como la enfermedad de Alzheimer (EA),
trastornos relacionados con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o neuropatia
alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica o lesion de la médula espinal. También se describe en
esta memoria un procedimiento para tratar un trastorno neurolégico tal como la enfermedad de Alzheimer (EA), los
trastornos relacionados con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o neuropatia
alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica o lesion de la médula espinal, que comprende la
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administracion, a un sujeto que la necesita, de una cantidad eficaz de una composicion segin se describe
anteriormente.

En esta memoria también se describe el tratamiento de un trastorno neurolégico tal como la enfermedad de
Alzheimer (EA), trastornos relacionados con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o
neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica o lesion de la médula espinal,
comprendiendo el procedimiento la administracion simultanea, por separado o secuencial, a un sujeto que la
necesita, de una cantidad eficaz de una composicién tal como se describe anteriormente.

La invencion también describe un procedimiento para tratar un trastorno neurolégico tal como la enfermedad de
Alzheimer (EA), trastornos relacionados con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias (por ejemplo dolor neuropatico o
neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica o lesién de la médula espinal, en un sujeto
que la necesita, que comprende la administracion simultanea, por separado o secuencial de una cantidad eficaz de
baclofeno y acamprosato al sujeto.

Las composiciones de la invencion comprenden tipicamente uno o varios vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables. Ademas, para su uso en la presente invencion, los farmacos o los compuestos normalmente se mezclan
con excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En este sentido, en esta memoria se describe un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica, en
donde el procedimiento comprende la mezcla de los compuestos anteriores en un excipiente o vehiculo apropiado.

Por ejemplo, se describe un procedimiento que comprende mezclar baclofeno y acamprosato en un excipiente o
vehiculo apropiado.

De acuerdo con realizaciones preferidas de la invencion, tal como se ha indicado anteriormente, los compuestos se
usan tal cual o en forma de una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Aunque es muy eficaz in vitro e in vivo, segun el sujeto o la afeccion especifica, la combinacién de la invencion se
puede usar adicionalmente en conjunto o en asociacidn o en combinaciéon con otros farmacos o tratamientos
beneficiosos para la afeccion neuroldgica tratada en los sujetos.

Otros tratamientos descritos conjuntamente con el farmaco o farmacos o con la combinacidon o combinaciones de
farmaco o farmacos de acuerdo con la presente invencién, pueden comprender uno o varios farmacos que mejoran
los sintomas de la enfermedad de Alzheimer, de un trastorno relacionado con la EA, EM, EP, ELA, EH, neuropatias
(por ejemplo dolor neuropatico o neuropatia alcohdlica), alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica, o lesion
de la médula espinal, o el farmaco o farmacos que se podrian usar para el tratamiento paliativo de estos trastornos.
Por ejemplo, los resultados muestran también que las politerapias que se han mencionado anteriormente tienen un
importante efecto sinérgico de neuroproteccion cuando se combinan con donepezilo (figura 16). De este modo, los
tratamientos ilustrativos que se pueden usar con las politerapias de la invencién son donepezilo (CAS: 120014-06-4),
gabapentina (CAS: 478296-72-9; 60142-96-3), rivastigmina (123441-03-2) o memantina (CAS: 19982-08-2).

En este sentido, en una realizacién en particular, el farmaco o farmacos o las composiciones de acuerdo con la
presente invencion se pueden combinar adicionalmente con extractos de Ginkgo biloba. Los extractos adecuados
incluyen, sin limitacién, extractos de Ginkgo biloba, extractos de Ginkgo biloba mejorados (por ejemplo enriquecidos
con ingredientes activos o con reduccion de contaminantes) o cualquier farmaco que contenga extractos de Ginkgo
biloba.

El tratamiento se puede administrar en casa, en la consulta del médico, en clinicas, en ambulatorios, o en un
hospital, de modo que el médico pueda observar los efectos del tratamiento de cerca y hacer los ajustes que sean
necesarios.

La duracion del tratamiento depende de la etapa de la enfermedad que se esta tratando, de la edad y la afeccion del
paciente, y de como responde el paciente al tratamiento. La dosificacion, frecuencia y modo de administracion de
cada componente de la politerapia se pueden controlar de forma independiente. Por ejemplo, un farmaco se puede
administrar por via oral, mientras que el segundo farmaco se puede administrar por via intramuscular. La politerapia
se puede administrar en ciclos de administracion y descanso que incluyen periodos de descanso para que el
organismo del paciente tenga la oportunidad de recuperarse de cualquier efecto secundario imprevisto hasta la
fecha. Los farmacos también se pueden formular juntos de tal manera que todos los farmacos se introducen con una
administracion.

La administracion de cada farmaco de la politerapia puede ser mediante cualquier medio adecuado que dé como
resultado una concentracion del farmaco que, combinado con el otro componente, sea capaz de mejorar la afeccion
del paciente o de tratar de manera eficaz la enfermedad o el trastorno.

Si bien es posible que los farmacos de la combinaciéon se administren como el producto quimico puro, es preferible
presentarlos como una composicién farmacéutica, a la que también se hace referencia en el presente contexto como
formulacion farmacéutica. Las composiciones posibles incluyen las adecuadas para administracion oral, rectal,
topica (que incluyen transdérmica, vestibular y sublingual), o parenteral (que incluyen subcutanea, intramuscular,
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intravenosa e intradérmica).

Es mas habitual que estas formulaciones farmacéuticas se prescriban al paciente en «envases para el paciente»
que contienen un numero de unidades de dosificacion u otros medios para la administracion de las dosis individuales
medidas para ser usadas durante un periodo de tratamiento distinto en un solo envase, normalmente en un envase
de tipo blister. Los envases para el paciente tienen una ventaja sobre las prescripciones tradicionales, en las que un
farmacéutico divide el suministro de un producto farmacéutico para un paciente a partir de un suministro a granel, en
los que el paciente siempre tiene acceso al prospecto contenido en el envase para el paciente, que normalmente
falta en las prescripciones tradicionales. La inclusion de un prospecto ha demostrado mejorar el cumplimiento del
paciente con las instrucciones del médico. Por lo tanto, la invencion incluye adicionalmente una formulacion
farmacéutica, segun se ha descrito anteriormente en la presente memoria, en combinacién con el material de
envasado adecuado para dichas formulaciones. En dicho envase para el paciente, el uso previsto de una
formulacion para politerapia se puede deducir de las instrucciones, instalaciones, provisiones, adaptaciones y/u otros
medios para ayudar al uso de la formulacion mas adecuada para el tratamiento. Dichas medidas hacen que un
envase para el paciente sea especificamente adecuado y esté adaptado para ser usado en el tratamiento con la
politerapia de la presente invencion.

El farmaco puede estar contenido, en cualquier cantidad apropiada, en cualquier sustancia de vehiculo adecuada. El
farmaco puede estar presente en una cantidad de hasta un 99 % en peso del peso total de la composicion. La
composicion se puede proporcionar en una forma farmacéutica que es adecuada para la via de administracion oral,
parenteral (por ejemplo, por via intravenosa, por via intramuscular), rectal, cutanea, nasal, vaginal, inhalada, cutanea
(parche), u ocular. Por lo tanto, la composicion puede estar en forma de, por ejemplo, comprimidos, capsulas,
pildoras, polvos, granulados, suspensiones, emulsiones, soluciones, geles que incluyen hidrogeles, pastas,
pomadas, cremas, emplastos, pociones, dispositivos para administracion osmoética, supositorios, enemas,
inyectables, implantes, pulverizaciones, o aerosoles.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular de acuerdo con la practica farmacéutica convencional (véase,
por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (20.2 ed.), ed. A. R. Gennaro, Lippincott Williams y
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 invencidon se pueden formular para liberar basicamente el
farmaco activo inmediatamente después de la administracion o en cualquier momento o periodo de tiempo
predeterminado después de la administracion.

Las formulaciones de liberacion controlada incluyen (i) formulaciones que crean una concentracion basicamente
constante del farmaco en el organismo durante un periodo de tiempo prolongado, (ii) formulaciones que después de
un lapso de tiempo predeterminado crean una concentracién basicamente constante del farmaco dentro del
organismo durante un periodo de tiempo prolongado, (iii) formulaciones que mantienen la accion del farmaco
durante un periodo de tiempo predeterminado al mantener un nivel de farmaco relativamente eficaz y constante en el
organismo con una minimizacion simultanea de los efectos secundarios indeseables asociados a las fluctuaciones
de la concentracion plasmatica de la sustancia farmacoldgica activa; (iv) formulaciones que localizan la accion del
farmaco, por ejemplo, mediante la colocacion espacial de una composicion de liberacidon controlada adyacente al
tejido u érgano enfermo, o en él, y (v) formulaciones que dirigen la accién del farmaco mediante el uso de vehiculos
o derivados quimicos para administrar el farmaco a un tipo de célula diana en particular.

La administracion de farmacos en la forma de una formulacién de liberaciéon controlada es especialmente preferible
en los casos en los que el farmaco tiene (i) un indice terapéutico estrecho (es decir, la diferencia entre la
concentracion en el plasma que conduce a efectos secundarios dafiinos o reacciones téxicas y la concentracion en
el plasma que conduce a un efecto terapéutico es pequefia; en general, el indice terapéutico, IT, se define como la
relacion de la dosis letal media (DL50) a la dosis eficaz media (DE50)), (ii) una ventana de absorcion estrecha en el
tubo digestivo, o (iii) una semivida biolégica muy corta de manera que se requiere una dosificacion frecuente durante
un dia con el fin de mantener la concentracion en el plasma a un nivel terapéutico.

Se puede seguir cualquiera de una serie de estrategias con el fin de obtener la liberacién controlada en la que la
velocidad de liberacion es mayor que la tasa de metabolismo del farmaco en cuestién. La liberacion controlada se
puede obtener mediante la seleccion apropiada de diversos parametros de formulacion e ingredientes, que incluyen,
por ejemplo, diversos tipos de composiciones y revestimientos de liberacion controlada. Por lo tanto, el farmaco se
formula con los excipientes apropiados en una composicién farmacéutica que, después de la administracion, libera
el farmaco de una manera controlada (composiciones de comprimidos o capsulas unitarias individuales o mdltiples,
soluciones oleosas, suspensiones, emulsiones, microcapsulas, microesferas, nanoparticulas, parches, y liposomas).

Formas sélidas de dosificacién para uso oral

Las formulaciones para uso oral incluyen comprimidos que contienen la composicion de la invencidon en una mezcla
con excipientes farmacéuticamente aceptables no téxicos. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes
inertes o rellenadores (por ejemplo, sacarosa, celulosa microcristalina, almidones que incluyen almidén de patata,
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carbonato de calcio, cloruro de sodio, fosfato de calcio, sulfato de calcio, o fosfato de sodio); agentes de granulacion
y disgregantes (por ejemplo, derivados de celulosa que incluyen la celulosa microcristalina, almidones que incluyen
el almidon de patata, croscarmelosa sddica, alginatos, o acido alginico); agentes aglutinantes (por ejemplo, goma
arabiga, acido alginico, alginato de sodio, gelatina, almidén, almidén pregelatinizado, celulosa microcristalina,
carboximetilcelulosa sédica, metilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa, 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 saborizantes, plastificantes,
humectantes, agentes de taponamiento, y similares.

Los comprimidos pueden estar sin revestir o se pueden revestir mediante técnicas conocidas, opcionalmente para
retrasar la disgregacion y la absorcion en el tubo digestivo para proporcionar asi una accién sostenida durante mas
tiempo. El revestimiento puede estar adaptado para liberar la sustancia farmacolégicamente activa con un patrén
predeterminado (por ejemplo, con el fin de lograr una formulacién de liberacién controlada) o puede estar adaptada
para que no libere la sustancia farmacolégicamente activa hasta después de pasar por el estdmago (revestimiento
entérico). El revestimiento puede ser un revestimiento de azucar, un revestimiento peliculado (por ejemplo, a base
de hidroxipropil metilcelulosa, metilcelulosa, metil hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, carboximetilcelulosa,
copolimeros de acrilato, polietilenglicoles y/o polivinilpirrolidona), o un revestimiento entérico (por ejemplo, a base de
copolimero de acido metacrilico, ftalato de acetato de celulosa, ftalato de hidroxipropil metilcelulosa, succinato de
acetato de hidroxipropil metilcelulosa, ftalato de acetato de polivinilo, goma laca, y/o etilcelulosa). Se puede usar un
material de retardo temporal tal como, por ejemplo, monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

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

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

Las formulaciones para uso oral también se pueden presentar en forma de comprimidos masticables, o como
capsulas duras de gelatina en las que el ingrediente activo se mezcla con un diluyente sdlido inerte (por ejemplo,
almidon de patata, celulosa microcristalina, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin), o como capsulas blandas
de gelatina 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 los granulados se pueden preparar con los ingredientes que se han mencionado
anteriormente en comprimidos y capsulas de una manera convencional.

Las composiciones de liberaciéon controlada para uso oral, por ejemplo, se pueden preparar para liberar el farmaco
activo mediante el control de la disolucion y/o la difusién de la sustancia farmacolégicamente activa.

La liberacion controlada por disolucion o por difusiéon se puede conseguir mediante el revestimiento apropiado de un
comprimido, capsula, microgranulo, o formulaciéon granulada de farmacos, o mediante la incorporacion del farmaco
en una matriz apropiada. Un revestimiento de liberacion controlada puede incluir una o mas de las sustancias de
revestimiento que se han mencionado anteriormente y/o, por ejemplo, goma laca, cera de abejas, glicocera, cera de
ricino, cera de carnauba, alcohol estearilico, monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo, palmitoestearato de
glicerol, etilcelulosa, resinas acrilicas, acido dl-polilactico, butirato de acetato de celulosa, cloruro de polivinilo,
acetato de polivinilo, vinilpirrolidona, polietileno, polimetacrilato, metacrilato de metilo, 2-hidroximetacrilato,
hidrogeles de metacrilato, 1,3-butilenglicol, metacrilato de etilenglicol, y/o polietilenglicoles. En una formulacion de
matriz de liberacion controlada, el material de la matriz también puede incluir, por ejemplo, metilcelulosa hidratada,
cera de carnauba vy alcohol estearilico, carbopol 934, silicona, triestearato de glicerilo, acrilato de metilo-metacrilato
de metilo, cloruro de polivinilo, polietileno y/o fluorocarburo halogenado.

Una composicion de liberacién controlada que contiene uno o mas de los farmacos de las combinaciones que se
reivindican también puede estar en forma de un comprimido o capsula flotante (es decir, un comprimido o capsula
que, después de la administracion oral, flota en la parte superior del contenido gastrico durante un determinado
periodo de tiempo). Una formulacion de comprimido flotante del farmaco o farmacos se puede preparar por
granulacion 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
continuacién en comprimidos. Al ponerse en contacto con el jugo gastrico, el comprimido forma una barrera de gel
basicamente impermeable al agua alrededor de su superficie. Esta barrera de gel forma parte del mantenimiento de
una densidad inferior a uno, permitiendo de ese modo que el comprimido permanezca flotando en el jugo gastrico.

Liquidos para administracion oral

Las formas de dosificacion ventajosas para la administracion oral son polvos, polvos dispersables, o granulos
adecuados para la preparacion de una suspension acuosa mediante la adicion de agua. La formulacién en forma de
una suspension proporciona el ingrediente activo en una mezcla con un agente dispersante o humectante, agente de
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suspension, y uno o mas conservantes. Los agentes de suspensién adecuados son, por ejemplo,
carboximetilcelulosa sédica, metilcelulosa, alginato sédico, y similares.

Composiciones parenterales

La composicion farmacéutica también se puede administrar por via parenteral mediante inyeccion, infusién o
implantacion (intravenosa, intramuscular, subcutanea, o similares) en formas de dosificacion, formulaciones, o
mediante dispositivos de administracion adecuados o implantes que contienen vehiculos y adyuvantes
farmacéuticamente aceptables convencionales, no toxicos. La formulacién y la preparacion de dichas composiciones
son bien conocidas por los expertos en la técnica de la formulacién farmacéutica.

Las composiciones para uso parenteral se pueden dar a conocer en formas de dosificacion individual (por ejemplo,
en ampollas de dosis individuales), o en viales que contienen varias dosis y en las que se puede afadir un
conservante adecuado (véase a continuacion). La composicion puede estar en forma de una solucion, una
suspension, una emulsion, un dispositivo de infusién, o un dispositivo de administracion para la implantacion o se
puede presentar en forma de un polvo seco para su reconstitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su
uso. Aparte del farmaco o farmacos activos, la composicion puede incluir vehiculos y/o excipientes adecuados
aceptables para la via parenteral. El farmaco o farmacos activos se pueden incorporar en microesferas,
microcapsulas, nanoparticulas, liposomas, o similares, para la liberacion controlada. La composicién puede incluir
agentes de suspension, solubilizantes, estabilizantes, agentes de ajuste del pH, y/o agentes dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion pueden estar en la forma adecuada para inyeccion
estéril. Para preparar dicha composicion, el farmaco o farmacos activos adecuados se disuelven o se suspenden en
un vehiculo liquido aceptable para la via parenteral. Entre los vehiculos y los disolventes aceptables que se pueden
usar estan el agua, agua ajustada a un pH adecuado mediante la adicién de una cantidad apropiada de acido
clorhidrico, hidréxido de sodio o un tampén adecuado, 1,3-butanodiol, solucion de Ringer, y solucién isotonica de
cloruro de sodio. La formulacién acuosa también puede contener uno o mas conservantes (por ejemplo, p-
hidroxibenzoato de metilo, de etilo o de n-propilo). En los casos en los que solo uno de los farmacos es
moderadamente o poco hidrosoluble, se puede afiadir un agente solubilizador o potenciador de la disolucion, o el
disolvente puede incluir un 10-60 % p/p de propilenglicol o similar.

Las composiciones parenterales de liberacién controlada pueden estar en forma de suspensiones acuosas,
microesferas, microcapsulas, microesferas magnéticas, soluciones oleosas, suspensiones oleosas, o emulsiones.
Como alternativa, el farmaco o farmacos activos se pueden incorporar en vehiculos biocompatibles, liposomas,
nanoparticulas, implantes, o dispositivos de infusion. Los materiales para uso 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 se pueden usar cuando
se formula una formulacién parenteral de liberacién controlada son glucidos (por ejemplo, dextranos), proteinas (por
ejemplo, albumina), lipoproteinas, o anticuerpos. Los materiales para uso en implantes pueden ser no
biodegradables (por ejemplo, polidimetil siloxano) o biodegradables (por ejemplo, poli(caprolactona), poli(acido
glicodlico) o poli(orto ésteres)).

Vias alternativas

Aunque es menos preferible y menos ventajoso, se pueden contemplar otras vias de administracion, y por lo tanto
otras formulaciones. En este sentido, para la aplicacién rectal, las formas de dosificacién adecuadas para una
composicion incluyen los supositorios (de tipo emulsidbn o suspensién), y las capsulas de gelatina rectales
(soluciones o suspensiones). En una formulacion tipica de supositorio, el farmaco o farmacos activos se combinan
con una base de supositorio apropiada farmacéuticamente aceptable tal como manteca de cacao, acidos grasos
esterificados, gelatina glicerinada, y diversas bases hidrosolubles o dispersables como polietilenglicoles. Se pueden
incorporar diversos aditivos, potenciadores, o tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas también se pueden administrar por via tépica sobre la piel para su absorcion
percutanea en formas de dosificacion o formulaciones que contienen vehiculos y excipientes convencionales
farmacéuticamente aceptables, no toxicos, que incluyen microesferas y liposomas. Las formulaciones incluyen
cremas, unguentos, lociones, linimentos, geles, hidrogeles, soluciones, suspensiones, barras, pulverizadores,
pastas, emplastos, y otros tipos de sistemas de administracion transdérmica de farmacos. Los vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables pueden incluir agentes emulsionantes, antioxidantes, agentes de
tamponamiento, conservantes, humectantes, potenciadores de penetracion, agentes quelantes, agentes formadores
de gel, bases de pomadas, perfumes, y agentes protectores de la piel.

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

Las composiciones farmacéuticas que se han descrito anteriormente para la administracién topica en la piel también
se pueden usar en conexion con la administracion topica en o cerca de la parte del organismo que se va a tratar. Las
composiciones se pueden adaptar para su aplicacion directa o para la aplicacion por medio de dispositivos de
administracion de farmacos especiales tales como apdsitos, o como alternativa emplastos, compresas, esponjas,
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tiras, u otras formas de material flexible adecuado.

Dosificaciones y duracién del tratamiento

Se observara que los farmacos de la politerapia se pueden administrar de forma simultanea, ya sea en la misma o
en diferentes formulaciones farmacéuticas o secuencialmente. Si hay administracion secuencial, el retraso en la
administracion del segundo (o adicional) ingrediente activo no deberia ser tal como para perder el beneficio del
efecto eficaz de la combinacion de los ingredientes activos. Un requisito minimo para una politerapia de acuerdo con
esta descripcion es que la politerapia deberia tener como objetivo el uso combinado con el beneficio del efecto
eficaz de la combinacion de los ingredientes activos. El uso previsto de una politerapia se puede inferir a partir de
instalaciones, suministros, adaptaciones y/u otros medios para ayudar con el uso de la combinacién de acuerdo con
la invencion.

Las cantidades terapéuticamente eficaces de los farmacos en una combinacion de la presente invencion incluyen,
por ejemplo, cantidades que son eficaces para reducir los sintomas de la enfermedad de Alzheimer, detener o
ralentizar la progresion de la enfermedad una vez que se ha manifestado clinicamente, o prevenir o reducir el riesgo
de desarrollar la enfermedad.

Aunque los farmacos activos de la presente invencion se pueden administrar en dosis divididas, por ejemplo dos o
tres veces al dia, es preferible una dosis diaria Unica de cada farmaco en la combinacién, siendo lo mas preferible
con una sola dosis diaria de todos los farmacos en una sola composiciéon farmacéutica (forma de dosificacion
individual).

La administracion puede ser de una a varias veces al dia durante varios dias a varios afios, y puede incluso ser
durante toda la vida del paciente. En la mayoria de los casos esta indicada la administracion crénica o al menos
repetida periédicamente a largo plazo.

La terminologia «forma de dosificacion unitaria» se refiere a unidades fisicamente independientes (tales como
capsulas, comprimidos, o cilindros de jeringas cargadas) adecuadas como dosificaciones unitarias para seres
humanos, en donde cada unidad contiene una cantidad predeterminada de material o materiales calculada para
producir el efecto terapéutico deseado, en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido.

La cantidad de cada farmaco en una composicién de dosificacion individual preferida depende de varios factores que
incluyen el procedimiento de administracion, la masa corporal y la edad del paciente, la etapa de la enfermedad, el
riesgo de posibles efectos secundarios en funcion del estado de salud general de la persona a tratar. Ademas, la
informacion farmacogendmica (el efecto del genotipo sobre el perfil farmacocinético, farmacodinamico o de eficacia
de un agente terapéutico) acerca de un paciente en particular puede afectar a la dosis usada.

Excepto cuando se responde a los casos especialmente muy afectados, en los que se pueden requerir dosis mas
altas, la dosificacion preferida de cada farmaco en la politerapia normalmente se encontrara dentro del intervalo de
dosis no superior a la dosificacién que normalmente se prescribe para el tratamiento de mantenimiento a largo plazo
o se ha demostrado que son seguras en los estudios clinicos de fase Ill.

Una ventaja notable de la invencion es que cada compuesto se puede usar a dosis bajas en una politerapia,
mientras que produce, en politerapia, un beneficio clinico considerable para el paciente. La politerapia puede ser
eficaz de hecho a dosis en las que los compuestos tienen en monoterapia un bajo efecto o ningun efecto. En
consecuencia, una ventaja particular de la invencion reside en la capacidad de usar dosis suboptimas de cada
compuesto, es decir, dosis que son mas bajas que las dosis terapéuticas que se prescriben normalmente,
preferiblemente 1/2 de las dosis terapéuticas, mas preferiblemente 1/3, 1/4, 1/5, o incluso mas preferiblemente 1/10
de las dosis terapéuticas. En los ejemplos particulares, se usan dosis de tan solo 1/20, 1/30, 1/50, 1/100, o incluso
inferiores, de las dosis terapéuticas.

A dichas dosificaciones subterapéuticas, los compuestos no presentarian ningun efecto secundario, mientras que la
combinacién o combinaciones de acuerdo con la invencidon son totalmente eficaces en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer.

Una dosificacion preferida corresponde a cantidades de un 1 % a un 50 % de las que se prescriben normalmente
para el tratamiento de mantenimiento a largo plazo.

La dosificacion mas preferida puede corresponder a cantidades de un 1 % a un 10 % de las que se prescriben
normalmente para el tratamiento de mantenimiento a largo plazo.

Los ejemplos especificos de dosificaciones de farmacos para uso en la invencion se proporcionan a continuacion:

- Acamprosato entre 1 y 1000 mg/dia, preferiblemente inferior a 400 mg al dia, mas preferiblemente inferior a 200
mg/dia, incluso mas preferiblemente inferior a 50 mg/dia, en donde dichas dosificaciones son particularmente
adecuadas para la administracién oral.

- Baclofeno entre 0,01 y 150 mg al dia, preferiblemente inferior a 100 mg al dia, mas preferiblemente inferior a 50
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mg/dia, incluso mas preferiblemente inferior a 25 mg/dia, en donde dichas dosificaciones son particularmente
adecuadas para la administracién oral.

- Acido aminocaproico por via oral de aproximadamente 0,1 g a 2,4 g al dia,
- Bromocriptina por via oral de aproximadamente 0,01 a 10 mg al dia,
- Dietilcarbamazina por via oral de aproximadamente 0,6 a 600 mg al dia,
- Cabergolina por via oral de aproximadamente 1 a 10 mg al dia,

- Cinacalcet por via oral de aproximadamente 0,3 a 36 mg al dia,

- Cinarizina por via oral de aproximadamente 0,6 a 23 mg al dia,

- Difilina por via oral de aproximadamente 9 a 320 mg al dia,

- Eplerenona por via oral de aproximadamente 0,25 a 10 mg al dia,

- Ifenprodilo por via oral de aproximadamente 0,4 a 6 mg al dia,

- Leflunomida por via oral de aproximadamente 0,1 a 10 mg al dia,

- Levosimendan por via oral de aproximadamente 0,04 a 0,8 mg al dia,
- Mexiletina por via oral de aproximadamente 6 a 120 mg al dia,

- Moxifloxacina por via oral de aproximadamente 4 a 40 mg al dia,

- Fenformina por via oral de aproximadamente 0,25 a 15 mg al dia,

- Quinacrina por via oral de aproximadamente 1 a 30 mg al dia,

- Sulfisoxazol por via oral de aproximadamente 20 a 800 mg al dia,

- Sulodexida por via oral de aproximadamente 0,05 a 40 mg al dia,

- Terbinafina por via oral de aproximadamente 2,5 a 25 mg al dia,

- Torasemida por via oral de aproximadamente 0,05 a 4 mg al dia,

- Trimetazidina por via oral de aproximadamente 0,4 a 6 mg al dia,

- Zonisamida por via oral de aproximadamente 0,5 a 50 mg al dia.

Cuando la composiciéon comprende, como principio activo, solamente baclofeno y acamprosato, estos dos
compuestos se pueden usar en diferentes proporciones, por ejemplo, a una proporcion en peso de
acamprosato/baclofeno comprendida entre 0,05 y 1000 (p/p), preferiblemente entre 0,05 y 100 (p/p), mas
preferiblemente entre 0,05 y 50 (p/p).

Se habra de entender que la cantidad del farmaco administrado en realidad sera determinada por un médico, a la luz
de las circunstancias relevantes, que incluyen la afeccién o afecciones a tratar, la composicion exacta a administrar,
la edad, el peso, y la respuesta de cada paciente, la gravedad de los sintomas del paciente, y la via de
administracion elegida. Por lo tanto, los intervalos de dosificacion anteriores estan destinados a proporcionar una
orientacion general y apoyo para las ensefianzas en la presente memoria, pero no se pretende que limiten el
alcance de la invencion.

Los siguientes ejemplos se dan a conocer con fines ilustrativos y no a modo de limitacion.
Ejemplos

El cuidado y la cria de animales, asi como las experimentaciones, se realizan de acuerdo con las directrices del
Comité de Investigacion y Cuestiones Eticas de la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (I.A.S.P.)
(1983).

A) TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LA TOXICIDAD POR Ap

En esta serie de experimentos, a las politerapias candidatas se les ha analizado su capacidad para prevenir o
reducir los efectos toxicos del ABi42 humano. El ABi42 es el péptido completo que constituye los agregados
encontrados en las biopsias de pacientes humanos que padecen la EA. El efecto se determina en diversos tipos de
células, para documentar adicionalmente la actividad de las combinaciones en modelos in vitro que ilustran
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diferentes caracteristicas fisioldgicas de la EA. Los estudios in vivo también se realizan en un modelo de ratén para
la EA que confirma este efecto protector mediante la evaluacion del efecto de las combinaciones sobre i) el
comportamiento cognitivo de los animales y ii) en los distintivos moleculares (induccion de la apoptosis, induccion de
estrés oxidativo, induccion de la via de inflamacion) de la EA.

I. LAS POLITERAPIAS DE BACLOFENO Y ACAMPROSATO EVITAN LA TOXICIDAD DEL AB1.42 HUMANO IN
VITRO

I.1. Efecto sobre la toxicidad del péptido AB1.42 humano sobre células HBME humanas

Se usaron cultivos de células endoteliales microvasculares de cerebro humano para estudiar la proteccion
proporcionada por el compuesto o los compuestos candidatos sobre la toxicidad por AB+.42.

Las células cerebrales endoteliales microvasculares de cerebro humano (HBMEC, ScienCell Ref: 1000, congeladas
en el pase 10) se descongelaron rapidamente en un bafio de agua a +37 °C. El sobrenadante se puso
inmediatamente en 9 ml de medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; Pan Biotech ref: P04-03600) que
contenia un 10 % de suero bovino fetal (FCS; GIBCO ref: 10270-106). La suspensioén celular se centrifugé a 180 x g
durante 10 min a +4 °C y los sedimentos se suspendieron en medio CSC sin suero (CSC sin suero, Cell System,
Ref: SF-4Z0-500-R, Lote 51407-4) con un 1,6 % de RocketFuel sin suero (Cell System, Ref: SF-4Z0-500-R, Lote
54102), un 2 % de penicilina a 10.000 U/ml y estreptomicina a 10 mg/ml (PS; Pan Biotech ref: P06-07100 lote
133080808) y se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos (sistema de
angiogénesis biocoat con capa de matrigel, BD, Ref 354150, lote A8662) en un volumen final de 100 pl. En el
soporte de matrigel, las células cerebrales endoteliales comenzaron espontaneamente el proceso de morfogénesis
de la red capilar (33).

Se realizaron tres cultivos independientes por afeccion, 6 pocillos por afeccion.
Tratamiento con los compuestos problema y con el amiloide B142 humano

Brevemente, se reconstituyd el péptido AB142 (Bachem, ref: H1368 lote 1010533) en medio de cultivo definido a 20
pM (solucién madre) y se agit6 lentamente a +37 °C durante 3 dias en la oscuridad. El medio de control se preparo
en las mismas condiciones.

Después de 3 dias, el péptido amiloide humano se us6 sobre las HBMEC a 2,5 uM diluido en medio de control
(tiempo o6ptimo de incubacion). El péptido AB142 se afiadié 2 horas después de la siembra de las HBMEC sobre
matrigel durante 18 horas de incubacion.

Una hora después de la siembra de las HBMEC sobre matrigel, los compuestos problema y el VEGF-165 se
disolvieron en el medio de cultivo (+ DMSO al 0,1 %) y a continuacion se incubé con HBMEC durante 1 hora antes
de la aplicacién del AB+42 (en un volumen final por pocillo de cultivo de 100 pl). Una hora después de la incubacion
de los compuestos problema o el VEGF (dos horas después de la siembra de células sobre matrigel), se afiadieron
100 wl del péptido AB142 a una concentracion final de 2,5 yuM diluido en medio de control en presencia de los
compuestos problema o del VEGF (en un volumen/pocillo total de 200 pl), para impedir que el farmaco se diluya
mas.

Organizacion de las placas de cultivo

Se sabe que el VEGF-165 es una isoforma proangiogénica del VEGF-A, y se us6 para todos los experimentos de
este estudio como compuesto de referencia. EI VEGF-165 es una de las isoformas del VEGF mas abundante
implicadas en la angiogénesis. El VEGF se usé como compuesto problema de referencia a 10 nM (figura 1).

Se valoraron las siguientes condiciones:

. Control negativo: solo medio + DMSO al 0,1 %
. Intoxicacion: amiloide B142 (2,5 uM) durante 18 h.
. Control positivo: VEGF-165 (10 nM) (1 compuesto de referencia/cultivo) 1 hora antes de la adicion de AB1-

42 (2,5 uM) durante un tiempo de incubacion de 18 h.

. Compuestos problema: Compuesto o compuestos problema 1 hora antes de la adicion del AB142 (2,5 uM)
durante un tiempo de incubacién de 18 h.

Cuantificacion de la red capilar

Se tomaron 2 fotografias por pocillo con lentes de 4x, usando el analizador InCell Analyzer™ 1000 (GE Healthcare)
en transmision de luz. Todas las imagenes se tomaron en las mismas condiciones. El analisis de las redes de la
angiogénesis se realizé con el software Developer (GE Healthcare). Se valoré la longitud total de la red capilar.
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Procesamiento de datos

Los datos se expresaron en porcentaje de las condiciones de control (sin intoxicacion, sin amiloides = 100 %) para
expresar la lesién por amiloides. Todos los valores se expresaron como media + SEM (error estandar de la media)
de los 3 cultivos (n = 6 pocillos por afeccion). Los analisis estadisticos se realizaron en las diferentes condiciones
(ANOVA UNILATERAL seguido por la prueba de Dunnett cuando se podia, version 5.0 del software Statview).

Resultados

La combinacién de baclofeno y acamprosato proporciona un efecto protector significativo frente a la toxicidad del
péptido AB142 humano en el modelo de HBMEC (se observa una reduccion de un 24 % de la lesion por el péptido
AB1-42), tal como se muestra en la figura 2. Los resultados muestran claramente que la intoxicacion por el péptido
amiloide humano (AB142 a 2,5 uM) se evita significativamente mediante la politerapia farmacoldgica, mientras que, a
esas concentraciones, los farmacos en monoterapia no tienen efecto significativo sobre la intoxicacion en las
condiciones experimentales que se han descrito anteriormente.

Por el contrario, la politerapia con baclofeno y terbinafina (que se presenta aqui sélo para fines de comparacion)
proporciona una proteccion mas débil (se observa una reduccion de un 15 % de la lesion por el péptido AB142) frente
al AB1.2 (figura 3).

Asi pues, aunque estas dos combinaciones permiten una proteccion frente al AB142, destaca con claridad la
politerapia con baclofeno y acamprosato. En efecto, estos farmacos a concentraciones que no tienen ningun efecto
en monoterapia permiten la proteccion significativa de las células HBME humanas frente al AB142 cuando se usan en
politerapia. Ademas, la politerapia con baclofeno y acamprosato es mas eficaz que la politerapia con baclofeno y
terbinafina. Dicho efecto del baclofeno y del acamprosato representa una mejora notable de un 60 % en
comparacion con, por ejemplo, el efecto de la politerapia con baclofeno y terbinafina.

Ademas, la concentracion de baclofeno usada en la politerapia con baclofeno y acamprosato es mucho menor que la
concentracion de baclofeno usada en la politerapia con baclofeno y terbinafina (reduccién de 25 veces).

1.2 Efecto sobre la toxicidad del péptido AB1..2 humano sobre las células de neuronas corticales primarias.

Cultivo de neuronas corticales primarias

Se cultivaron neuronas corticales de rata tal como se ha descrito en Singer et al. (47). Las ratas hembra recién
prefiadas de 15 dias de gestacion se sacrificaron por dislocacion cervical (ratas Wistar) y los fetos se retiraron del
utero. Se retird la corteza y se colocé en un medio de Leibovitz (L15) enfriado con hielo que contenia un 2 % de
penicilina a 10.000 U/ml y estreptomicina a 10 mg/ml, y un 1 % de seroalbumina bovina (BSA). Las cortezas se
disociaron por tripsinizacion durante 20 min a 37 °C (0,05 %). La reaccion se detuvo mediante la adicion de medio de
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que contenia DNasal de calidad Il y un 10 % de suero de ternera fetal
(FCS). Las células se disociaron mecanicamente entonces mediante 3 pases seguidos a través de una pipeta de 10
ml y se centrifugaron a 515 x g durante 10 min a +4 °C. Se descart6 el sobrenadante y el sedimento de células se
resuspendid en un medio de cultivo definido que consistia en Neurobasal complementado con B27 (2 %), L-
glutamina (0,2 mM), un 2 % de solucion de PS y 10 ng/ml de BDNF. Las células viables se contaron en un citdmetro
de Neubauer usando el ensayo de exclusion con azul tripano. Las células se sembraron a una densidad de 30.000
células/pocillo en placas de 96 pocillos (los pocillos se revistieron previamente con poli-L-lisina (10 ug/ml)) y se
cultivaron a +37 °C en un aire humidificado (95 %)/atmésfera de CO2 (5 %).

Se realizaran tres cultivos independientes por afeccion, 6 pocillos por afeccion.
Tratamiento con los compuestos problema y con el 142 amiloide humano

Brevemente, el péptido AB142 se reconstituyd en medio de cultivo definido a 40 uM (solucién madre) y se agito
lentamente a +37 °C durante 3 dias en la oscuridad. El medio de control se prepard en las mismas condiciones.

Después de 3 dias, se uso la solucion sobre neuronas corticales primarias como sigue a continuacion:

Después de 10 dias de cultivo de las neuronas, los compuestos problema se disolvieron en medio de cultivo (+
DMSO al 0,1 %) y a continuacion se preincubd con neuronas durante 1 hora antes de la aplicacion del AB1.42 (en un
volumen final de cultivo por pocillo de 100 wl). Una hora después de la incubacion con el compuesto o compuestos
problema, se afiadieron 100 ul del péptido AB+42 a una concentracion final de 10 puM diluido en presencia del
farmaco o farmacos, para evitar que el compuesto o compuestos problema se diluyan mas. Las neuronas corticales
se intoxicaron durante 24 horas. Se realizaron tres cultivos independientes por afeccién, 6 pocillos por afeccion.

Se usaron BDNF (50 ng/ml) y estradiol-p (150 nM) como control positivo y compuesto de referencia,
respectivamente. Se realizaran tres cultivos independientes por afeccién, 12 pocillos por afeccién.

Organizacion de las placas de cultivo
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El estradiol-f a 150 nM se usé como control positivo (figura 4).
El estradiol-f se disolvié en medio de cultivo y se preincubd durante 1 h antes de la aplicacion del amiloide B1-42.
Se valoraron las siguientes condiciones:

- PLACA DE CONTROL: 12 pocillos/afeccion

. Control negativo: medio solo + DMSO al 0,1 %
. Intoxicacion: amiloide B1.42 (10 uM) durante 24 h.
. Compuesto de referencia: Estradiol (150 nM) 1h.

- PLACA DE FARMACO: 6 pocillos/afeccién

. Control negativo: medio solo + DMSO al 0,1 %
. Intoxicacion: amiloide B1.42 (10 uM) durante 24 h.
. Compuesto o compuestos problema: compuesto o compuestos problema - 1 hora seguido de

amiloide B1-42 (10 uM) durante 24 h.
Ensayo de actividad lactato deshidrogenasa (LDH)

24 horas después de la intoxicacion, se retir6 el sobrenadante y se analizé con el kit de deteccion de citotoxicidad
(LDH, Roche Applied Science, ref: 11644793001, lote: 11800300). Este ensayo colorimétrico para la cuantificacion
de la toxicidad celular se basa en la medida de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) liberada desde el citosol
de las células tefiidas al sobrenadante.

Procesamiento de datos

Los datos se expresaron en porcentaje de las condiciones de control (sin intoxicacion, sin amiloides = 100 %) para
expresar la lesién por amiloides. Todos los valores se expresaron como media + SEM (error estandar de la media)
de los 3 cultivos (n = 6 pocillos por afeccion). Los analisis estadisticos se realizaron en las diferentes condiciones
(ANOVA UNILATERAL seguido por la prueba de Dunnett cuando se podia, versién 5.0 del software Statview).

Resultados

La politerapia con baclofeno y acamprosato induce un efecto protector significativo frente a la toxicidad del péptido
AB142 humano (mejora un 34 % supervivencia celular) en las células neuronales corticales primarias, tal como se
muestra en la figura 5. Los resultados muestran con claridad que la intoxicacion por el péptido amiloide humano
(AB142 a 10 uM) se evita significativamente mediante la politerapia, mientras que, a esas concentraciones, el
baclofeno o el acamprosato en monoterapia no tienen ningun efecto significativo sobre la intoxicacion.

Pero el contrario, aunque sea activa en este modelo, la politerapia con sulfisoxazol y cinacalcet proporciona menos
proteccion frente al AB142 (19 %, figura 6).

De este modo, mientras que esas dos politerapias permiten una proteccion frente al AB+142, destaca con claridad la
politerapia con baclofeno y acamprosato. En efecto, a concentraciones que no tienen efecto en monoterapia, los
farmacos producen una proteccion significativa de las células neuronales corticales primarias frente al AB142 cuando
se usan en politerapia. Ademas, la politerapia con baclofeno y acamprosato es mucho mas eficaz que la politerapia
con sulfisoxazol y cinacalcet. Dicho efecto del baclofeno y el acamprosato representa una mejora notable de un 60
% en comparacion con, por ejemplo, el efecto de la politerapia con sulfisoxazol y cinacalcet.

Tomados en conjunto, estos resultados muestran un efecto positivo notable e inesperado de las politerapias con
baclofeno y acamprosato en varios modelos in vitro de la enfermedad de Alzheimer. El efecto observado es muy
superior al provocado por otras politerapias con baclofeno (por ejemplo, baclofeno y terbinafina), u otras politerapias
activas (sulfisoxazol y cinacalcet).

Se ha realizado una comparacion de la actividad de proteccion del acamprosato y la homotaurina sobre las células
corticales (figura 17). Esos resultados muestran que el derivado de acamprosato denominado homotaurina permite
una proteccion eficaz frente al AB142. El baclofeno o el acamprosato se pueden sustituir de este modo por sus
derivados, siempre que esos derivados sean eficaces en el ensayo que se describe en la presente memoria.

1.3. Proteccion frente a la toxicidad del AB1.42 en un modelo de crecimiento de neuritas y de funcionalidad de
las sinapsis

Se cultivaron las neuronas corticales de rata tal como se describe en Singer et al. (35). Las ratas hembras recién
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prefiadas de 15 dias de gestacion se sacrificaron por dislocacion cervical (ratas Wistar) y los fetos se retiraron del
Utero. Se retird la corteza y se colocd en medio de Leibovitz (L15) enfriado con hielo que contenia un 2 % de
penicilina a 10.000 U/ml y estreptomicina a 10 mg/ml, y un 1 % de seroalbumina bovina (BSA). Las cortezas se
disociaron con tripsina durante 20 min a 37 °C (0,05 %). La reaccion se detuvo mediante la adiciéon de medio de
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que contenia DNasa1 de calidad Il y un 10 % de suero de ternera fetal
(FCS). A continuacion, las células se disociaron mecanicamente mediante 3 pases seguidos a través de una pipeta
de 10 ml y se centrifugaron a 515 x g durante 10 min a +4 °C. Se descarto el sobrenadante y el sedimento de células
se resuspendié en un medio de cultivo definido que consistia en neurobasal complementado con B27 (2 %), L-
glutamina (0,2 mM), un 2 % de solucion de PS y 10 ng/ml de BDNF. Las células viables se contaron en un citdmetro
de Neubauer usando el ensayo de exclusion con azul tripano. Las células se sembraron a una densidad de 30.000
células/pocillo en placas de 96 pocillos (los pocillos se revistieron previamente con poli-L-lisina (10 ug/ml)) y se
cultivaron a +37 °C en un aire humidificado (95 %)/atmésfera de CO2 (5 %).

Después de 10 dias de cultivo, las células se incuban con los farmacos. Transcurrida 1 hora, las células se intoxican
mediante 2,5 uM de B-amiloide (1-42; Bachem) en medio definido sin BDNF, pero junto con los farmacos. Las
neuronas corticales se intoxican durante 24 horas. El BDNF (10 ng/ml) se usa como control positivo (neuroprotector).
Se realizaron tres cultivos independientes por cada afeccién, 6 pocillos por afeccion.

Longitud de las neuritas y nimero de sinapsis

Después de 24 horas de intoxicacion, el sobrenadante se retira y las neuronas corticales se fijan mediante una
solucion fria de etanol (95 %) y acido acético (5 %) durante 5 min. Después de la permeabilizacion con un 0,1 % de
saponina, las células se bloquean durante 2 h con PBS que contiene suero fetal de ternera al 1 %. A continuacion,
las células se incuban con anticuerpo monoclonal contra la proteina 2 asociada a microtubulos (MAP-2; Sigma) o
contra la sinaptofisina (SYN, S5798, Sigma) junto con anticuerpos anti-PSD95 (P246, Sigma) con el fin de cuantificar
las sinapsis. Estos anticuerpos tifien especificamente los cuerpos celulares y las neuritas de neuronas de neuronas
(MAP2) o elementos pre- y post-sinapticos (SYN y PSD95, respectivamente).

Estos anticuerpos se revelan con IgG de cabra anti-ratdon conjugadas con Alexa Fluor 488 (Molecular Probe). Los
nucleos de las neuronas se marcaron con un marcador fluorescente (soluciéon de Hoechst, SIGMA).

Se toman 10 fotografias por pocillo con el analizador InCell Analyzer™ 1000 (GE Healthcare) con lentes de 20 x.
Todas las imagenes se toman en las mismas condiciones. El analisis de la red de neuritas se realiza con el software
Developer (GE Healthcare) para valorar la longitud total de la red de neuritas.

Resultados

La politerapia con baclofeno y acamprosato induce un efecto protector significativo frente a la toxicidad del péptido
AB142 humano (mejora un 80 % la red de neuritas) en las células de neuronas corticales primarias, tal como se
muestra en la figura 7. Los resultados muestran claramente que la intoxicacion por el péptido amiloide humano (AB1-
42 @ 2,5 uM) se evita significativamente con la politerapia, mientras que a esas concentraciones, el baclofeno o el
acamprosato en monoterapia no tienen ningun efecto significativo sobre la intoxicacion.

Ademas, la longitud total de la red de neuritas tratadas con esta politerapia no es mas significativamente diferente
que la de las células de control. Por lo tanto, esta politerapia permite una proteccion eficaz de las células de
neuronas corticales frente a la toxicidad del péptido ABi42 humano, pero también un crecimiento de neuritas
comparable al de una célula neuronal cortical sana.

Il. LAS POLITERAPIAS CON BACLOFENO Y ACAMPROSATO EVITAN LA TOXICIDAD DEL AB2s.3s HUMANO
IN VIVO

Animales

Durante todo el estudio se usan ratones Swiss macho. Los animales se alojan en jaulas de plastico, con libre acceso
a comida y agua en el laboratorio, excepto durante los experimentos de comportamiento, y se mantienen en un
entorno regulado, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (la luz se enciende a las 8:00). Los experimentos se realizan
en una habitacion experimental insonorizada y con regulaciéon de aire, a la que los ratones se han habituado al
menos 30 minutos antes de cada experimento.

Tratamiento de combinacion

El farmaco o farmacos se administran cada dia mediante sonda (por via oral). El péptido B2s.35 ¥ €l péptido B 125.35
desordenado (control) se disolvieron en agua bidestilada estéril, y se almacenaron a —20 °C hasta su uso. Los
péptidos B-amiloides se administran a continuacién por via intracerebroventricular (i.c.v.). Brevemente, cada ratén se
anestesia ligeramente con éter, y se les inserta unilateralmente una aguja con calibre de acero inoxidable 1 mm a la
derecha del punto de la linea media equidistante de cada ojo, a una distancia igual entre los ojos y los oidos y
perpendicular al plano del craneo. Los péptidos o el vehiculo se administran gradualmente en el plazo de
aproximadamente 3 s. Los ratones muestran un comportamiento normal al cabo de 1 min tras la inyeccion. El sitio
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de administracion se comprueba mediante la inyeccion de tinta china en experimentos preliminares. Ni la insercion
de la aguja ni la inyeccion del vehiculo tienen ninguna influencia significativa en la supervivencia, ni en las
respuestas de comportamiento ni en las funciones cognitivas.

Tratamiento con farmacos o farmacos

El dia —1, es decir, 24 h antes de la inyeccion del péptido ABzs-35, se administran combinaciones de farmaco o la
solucién de vehiculo, por via oral mediante sonda dos veces al dia (a las 8:00 y a las 18:00).

El dia 0 (a las 10:00), a los ratones se les inyecta por via i.c.v. el péptido AB2s.35 0 el péptido AB2s.35 desordenado
(control) en un volumen final de 3 pl (3 mM).

Entre el dia 0 y el dia 7 se le administran farmacos, politerapia de farmacos o la solucidon de vehiculo por via oral
mediante sonda una o dos veces al dia (a las 8:00 y a las 18:00). Un grupo de animales recibe donepezilo
(compuesto de referencia - 1 (mg/kg)/dia) por via oral mediante sonda en una inyeccién uUnica (a las 8:00). Los
farmacos se solubilizan en agua y se preparan en el momento justo antes de cada administraciéon mediante sonda.

El dia 7 se analizan todos los animales para determinar el rendimiento de alternancia espontanea en el ensayo de
laberinto en Y, un indice de la memoria espacial a corto plazo.

Los dias 7 y 8 se valora la memoria contextual a largo plazo de los animales mediante el procedimiento de evitacion
pasiva de tipo retirada.

El dia 8 se sacrifican los animales. Se les extrae el cerebro y se mantiene a —80 °C para analisis adicionales.
Las politerapias potencian las actuaciones de comportamiento y cognitiva de los animales intoxicados
Prueba de rendimiento de alternancia espontanea en el laberinto en Y

El dia 7 se analizaron todos los animales por el rendimiento de alternancia espontanea en el laberinto en Y, un
indice de la memoria espacial a corto plazo. El laberinto en Y esta hecho con cloruro de polivinilo de color gris. Cada
brazo tiene 40 cm de largo, 13 cm de alto, 3 cm de ancho en la parte inferior, 10 cm de ancho en la parte superior, y
convergen con el mismo angulo. Cada ratéon se coloca en el extremo de un brazo y se le permite el movimiento
libremente a través del laberinto durante una sesion de 8 min. Las series de entradas en los brazos, que incluyen los
posibles retornos al mismo brazo, se comprueban visualmente. Una alternancia se define como las entradas en los
tres brazos en ocasiones consecutivas. El nUmero de alternancias maximas es por lo tanto el niUmero total de
entradas en los brazos menos dos y el porcentaje de alternancia se calcula como (alternancias reales / alternancias
maximas) x 100. Los parametros incluyen el porcentaje de alternancia (indice de memoria) y el numero total de
entradas en los brazos (indice de exploracion). Se descartan los animales que muestran un comportamiento extremo
(porcentaje de alternancia < 25 % o > 85 % o un numero de entradas en los brazos < 10). Normalmente, esto
representa un 0-5 % de los animales. Esta prueba sirve por otro lado para analizar, a nivel del comportamiento, el
impacto y el efecto amnésico inducido en los ratones mediante la inyeccion de AB2s.3s.

Prueba de evitacion pasiva

El aparato es una caja con dos compartimentos (15 x 20 x 15 cm de altura) con uno iluminado con paredes de
cloruro de polivinilo de color blanco y el otro oscurecido con paredes de cloruro de polivinilo de color negro y un
suelo de rejilla. Una puerta de guillotina separa cada compartimiento. Una lampara de 60 W colocada a 40 cm por
encima del aparato ilumina el compartimento blanco durante el experimento. Mediante un generador aleatorio de
descargas (Instrumentos Lafayette, Lafayette, EE.UU.) se podrian distribuir por el suelo de rejilla descargas
eléctricas aleatorias en las patas (0,3 mA durante 3 s). La puerta de guillotina esta cerrada inicialmente durante la
sesion de entrenamiento. Cada ratén se coloca en el compartimento blanco. Después de 5 s, se levanta la puerta.
Cuando el ratén entra en el compartimiento oscuro y coloca todas las patas en el suelo de rejilla, se cierra la puerta y
se libera la descarga en las patas durante 3 s. Se anota el tiempo de espera de cruce, es decir, el tiempo de espera
necesario para entrar en el compartimiento oscurecido, y se anota el numero de vocalizaciones. La prueba de
retencion se realiza 24 h después del entrenamiento. Cada ratén se coloca de nuevo en el compartimento blanco.
Después de 5 s se levanta la puerta, y se registran hasta 300 s de tiempo de espera de cruce y de tiempo de espera
de escape, es decir, el tiempo necesario para regresar al compartimento blanco.

Se observan resultados positivos en las actuaciones de comportamiento y en los ensayos bioquimicos realizados 7
dias después de la inyeccion por via i.c.v. del péptido Bzs.3s.

La politerapia con baclofeno y acamprosato induce un efecto protector significativo sobre las actuaciones de
comportamiento y cognitiva de los animales intoxicados, tal como se muestra en las figuras 8, 9 y 10.

En la figura 8, con sélo un 53,8 % de alternancia, los ratones intoxicados exhiben una memoria espacial a corto
plazo fuertemente afectada en comparacion con el control. Con una mejora de mas de un 48 % de su porcentaje de
alternancia en comparacion con el control, se evita significativamente el deterioro en los ratones tratados con
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baclofeno y acamprosato.

Del mismo modo, las figuras 9 y 10 muestran que los animales intoxicados han empeorado las actuaciones
conductuales y cognitivas de acuerdo con su puntuacion en el tiempo de espera de escape y el tiempo de espera de
cruce, respectivamente. En ambas pruebas, la politerapia con baclofeno y acamprosato permite una correccion
significativa del deterioro. El tiempo de espera de escape de los ratones tratados con esta politerapia no es
significativamente mas diferente que la de los ratones de control (figura 9) y el tiempo de espera de cruce (figura 10)
se incrementa significativamente mediante las politerapias de la invencion con un mayor efecto de la politerapia en
comparacién con los farmacos en monoterapia.

El deterioro de la memoria es la caracteristica precoz de la enfermedad de Alzheimer y estos resultados muestran
claramente que el efecto toxico del péptido amiloide en las actuaciones conductuales y cognitivas (incluida la
memoria) se evitan significativamente mediante las combinaciones de la invencion.

Ademas, la figura 16 muestra que la dosis extremadamente baja de baclofeno (480 (ug/kg)/dia), acamprosato (32
(ng/kg)/dia) y donepezilo (0,25 (mg/kg)/dia) se puede combinar para permitir una proteccion completa de las
actuaciones conductual y cognitiva de los ratones tal como se mide mediante la prueba del laberinto en Y. Mientras
que el donepezilo, a esta concentracién, no tiene ningun efecto significativo (32 % de proteccion) sobre la memoria
espacial a corto plazo, su uso junto con la politerapia con baclofeno y acamprosato permite una protecciéon completa
(98 %) de las actuaciones cognitivas de los ratones intoxicados. Las politerapias de la invencion, por lo tanto, se
pueden combinar ademas con otros tratamientos con el fin de potenciar su accién.

Las politerapias mejoran la afectacion neurofisiologica de las enfermedades neurolégicas

Se analizan las politerapias en el modelo in vivo de intoxicacion por AB. Se valoran sus efectos sobre varios
parametros que se ven afectados en las enfermedades neuroldgicas:

- Nivel de expresion de las caspasas 3 y 9, considerado como un indicador de la apoptosis,

- Peroxidacion lipidica, considerada como un marcador para el nivel de estrés oxidativo,

- Ensayo de expresion de GFAP, considerado como un marcador del nivel de la inflamacién del cerebro,
- Integridad de la barrera hematoencefalica,

- Integridad de la sinapsis general (ELISA de sinaptofisina).

- Cuantificacion de neuronas viables en la CAI

Integridad de la barrera hematoencefalica

El disefio experimental sobre la intoxicacion animal por AB es el mismo que en la parte Ill.

El posible efecto protector de las politerapias sobre la integridad de la barrera hematoencefalica (BBB) se analiza en
los ratones a los que se inyect6 por via intracerebroventricular (i.c.v.) el péptido amiloide B2s-35 oligomérico (AB2s.35) O
el péptido AB2s.35 desordenado (Sc.AB) de control, 7 dias después de la inyeccion.

El dia 7 después de la inyeccién de AB2s.3s, los animales se analizaron para determinar la integridad de la BBB
mediante el uso del procedimiento de EB (azul de Evans). Se sabe que el tinte EB se une a la seroalbumina
después de la inyeccion periférica y se ha usado como trazador de la seroalbumina.

El tinte EB (2 % en solucion salina, 4 ml/kg) se inyecta por via intraperitoneal (i.p.) 3 h antes de la perfusién
transcardiaca. Los ratones se anestesian a continuacion por via i.p. con 200 pl de mezcla de ketamina a 80 mg/kg,
xilazina a 10 mg/kg, y entonces se abre el toérax. Los ratones se someten a perfusion transcardiaca con 250 ml de
solucion salina durante aproximadamente 15 min hasta que el liquido de la auricula derecha se vuelve incolora.
Después de la decapitacion, se retira el cerebro y se divide en tres regiones: corteza cerebral (izquierda + derecha),
hipocampo (izquierdo + derecho), diencéfalo. A continuacién, cada regiéon cerebral se pesa para medir
cuantitativamente la extravasacion de EB-albumina.

Las muestras se homogeneizan en solucién salina tamponada con fosfato y se mezclan por agitacion vorticial
después de la adicion de acido tricloroacético al 60 % para precipitar la proteina. Las muestras se enfrian a 4 °C, y
después se centrifugan 30 min a 10.000 g, a 4 °C. Al sobrenadante se le mide a 610 nm la absorbancia de EB con
un espectrofotémetro.

EB se cuantifica tanto como

= ng/mg de tejido cerebral mediante el uso de una curva patrén, obtenida con concentraciones conocidas de
EB-albumina.
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= ng/mg de proteina.
Integridad global de la sinapsis (ELISA de sinaptofisina)

Se ha elegido la sinaptofisina como marcador de la integridad de la sinapsis y se analiza con un kit comercial de
ELISA (USCN, Ref. E90425Mu). Las muestras se preparan a partir de tejidos hipocampicos y se homogeneizan en
un tampon de extraccion especifico tal como lo describe el fabricante y la bibliografia de referencia.

Los tejidos se enjuegan con PBS enfriado con hielo (0,02 mol/l, pH 7,0-7,2) para retirar completamente el exceso de
sangre y se pesan antes de la congelacion con nitrégeno y la conservacion a —80 °C. Los tejidos se cortan en trozos
pequefios y se homogeneizan en 1 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) enfriada en hielo frio con un
homogeneizador de vidrio. La suspension resultante se sonica con un disruptor celular ultrasénico o se somete a dos
ciclos de congelacion y descongelacion para romper adn mas las membranas celulares. A continuacion, los
homogeneizados se centrifugan durante 5 min a 5.000 g y el sobrenadante se analiza inmediatamente.

Todas las muestras se analizan por triplicado.

La cuantificacion de las proteinas se realiza con el kit de ensayo de proteinas con BCA (acido bicinconinico) de
Pierce (Pierce, n.° de ref. 23227) para evaluar el rendimiento de extraccion y permitir la normalizacion.

La concentracion de proteinas totales se calcula a continuacién a partir de las diluciones de la curva patrén y sirven
para normalizar los resultados del ELISA.

Cuantificaciéon de las neuronas viables en los CAl

El dia 8 se anestesia cada ratdn por via intraperitoneal con 200 ul de una mezcla de ketamina a 80 mg/kg y xilazina
a 10 mg/kg, y se perfunde por via transcardial con 100 ml de soluciéon salina seguido por 100 ml de
paraformaldehido al 4 %. Se retira cada cerebro y se mantiene durante 24 h después de la fijacion en solucion de
paraformaldehido al 4 % a 4 °C.

Después de la posfijacion, los cerebros se lavan en una solucién salina tamponada con fosfato (PBS), a
continuacién se retira el cerebelo y los prosencéfalos se colocan en una plataforma Vibratom (Leica VT1000S,
Leica, Wetzlar, Alemania) para el corte.

Los cerebros se cortan en secciones frontales (20 um de espesor) con un Vibratom (Leica VT1000S, Leica, Wetzlar,
Alemania). Las secciones en serie se colocan en placas de 24 pocillos con PBS. A continuacion, se seleccionan
para que incluyan la formacién del hipocampo y se colocan 9 secciones en la tira de vidrio recubierta con gelatina
(un portaobjetos por animal para el violeta de cresilo). Todos los portaobjetos se secan a temperatura ambiente
durante 48 h para evitar el despegado. Los portaobjetos se conservan a temperatura ambiente hasta que se produce
la tincion con violeta de cresilo.

Las secciones se tifien con el reactivo de violeta de cresilo al 0,2 % (Sigma-Aldrich), a continuacion se deshidratan
con etanol absoluto, se tratan con tolueno, y se montan con el medio de Mountex (BDH Laboratory Supplies, Poole,
Dorset, Reino Unido).

Después del montaje, los portaobjetos se mantienen a temperatura ambiente para el secado de 24 h. La exploracion
de la zona de CAl se realizé con un microscopio 6ptico (Dialux 22, Leitz), y digitalizacion de los cortes con una
camara CCD (Sony XC-77CE, Sony, Paris, Francia) con el software NIHImage ® v1.63 (NIH). La medida de CAl y el
numero de células piramidales se procesan con ImageJ ® (NIH). Los datos se expresan como la media de nueve
cortes de células piramidales de CAIl por milimetro para cada grupo (numero de CAI del hipocampo izquierdo y
derecho) (49).

Prueba de estrés oxidativo

Los ratones se sacrificaron por decapitacion y ambos hipocampos se retiraron con rapidez, se pesaron y se
mantuvieron en nitrégeno liquido hasta que se analizaron. Después de la descongelacion, los hipocampos se
homogeneizan en metanol frio (1/10 p/v), se centrifugan a 1.000 g durante 5 min y el sobrenadante se coloca en un
tubo Eppendorf. El volumen de reaccion de cada homogeneizado se afiade a FeSO; a 1 mM, H,SO4 a 0,25 M,
naranja de xilenol a 1 mM, y se incuba durante 30 min a temperatura ambiente. Después de leer la absorbancia a
580 nm (A580 1), se afadieron a la muestra 10 pl de hidroperéxido de cumeno (CHP) a 1 mM y se incub6 durante
30 min a temperatura ambiente para determinar el nivel maximo de oxidacién. La absorbancia se mide a 580 nm
(A580 2). El nivel de peroxidacion de lipidos se determina como equivalentes de CHP (CHPE, por su nombre en
inglés) de acuerdo con: CHPE = A580 1/A580 2 x [CHP] y se expresa en forma de equivalentes de CHP por peso de
tejido y como porcentaje de los datos del grupo de control.

Prueba de induccién de la via de las caspasas y prueba de expresion de GFAP

Los ratones se sacrifican por decapitacion y ambos hipocampos se retiran con rapidez, se enjuagan en PBS enfriado
en hielo (0,02 mol/l, pH 7,0-7,2) para retirar el exceso de sangre, se pesan cuidadosamente y se mantienen en
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nitrégeno liquido hasta que se analizan. Los tejidos se cortan en trozos pequefios y se homogeneizan en 1 ml de
PBS enfriado en hielo con un homogeneizador de vidrio. La suspension resultante se sonica con un disruptor celular
ultrasonico o se somete a dos ciclos de congelacion y descongelacion para romper aun mas las membranas
celulares. A continuacion, los homogeneizados se centrifugan a 5.000 g durante 5 min y el sobrenadante se analiza
inmediatamente.

Los experimentos se realizan con ensayos comerciales: Caspasa-3 (USCN - E90626Mu), Caspasa-9 (USCN -
E90627Mu), GFAP (USCN - E90068).

La cuantificacion de las proteinas se realiza con el kit de ensayo de proteinas con BCA (acido bicinconinico) de
Pierce (Pierce, n.° de ref. 23227) para evaluar el rendimiento de extraccion y permitir la normalizacion.

La politerapia con baclofeno y acamprosato induce un efecto protector significativo sobre las funciones
neurofisiolodgicas de los animales intoxicados tal como se muestra en las figuras 11, 12, 13 y 14. Con una proteccion
de mas de un 60 % en comparacion con los animales intoxicados sin tratar, la combinaciéon es eficaz para la
proteccion de las neuronas (figura 11) y la densidad sinaptica (figura 13).

Del mismo modo, la figura 12 muestra que la politerapia con baclofeno y acamprosato protege la integridad de la
BBB (76 %) en comparacion con los animales intoxicados sin tratar.

Por ultimo, esta politerapia es eficaz para reducir del estrés oxidativo global inducido por los AB en el cerebro de los
animales tratados en comparacion con los animales intoxicados sin tratar (figura 14).

Tal como se muestra en la parte A de los ejemplos, se han protegido varias funciones neuroldgicas con deficiencias
en numerosos trastornos neurolégicos, que incluyen trastornos neurodegenerativos tales como la enfermedad de
Alzheimer y los trastornos relacionados, y los sintomas se han retardado o reducido mediante la politerapia con
baclofeno y acamprosato.

B) PREVENCION DE LA TOXICIDAD POR GLUTAMATO EN LAS CELULAS NEURONALES

En este conjunto de experimentos adicionales, se ha analizado si los compuestos candidatos son capaces de
prevenir o reducir los efectos toxicos de la toxicidad por glutamato en las células neuronales. La toxicidad por
glutamato esta implicada en la patogénesis de enfermedades neurolégicas o trastornos tales como esclerosis
multiple, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, neuropatias, alcoholismo o sindrome de abstinencia alcohdlica, o lesion de la médula espinal. Los
farmacos se analizan primero de forma individual, y luego se analiza su accion en politerapia.

Procedimientos

La eficacia de las combinaciones de farmacos de la invencién se valora sobre células neuronales corticales
primarias. El protocolo que se usa en estos ensayos es el mismo que el que se ha descrito en el apartado A.l.2
mencionado anteriormente.

Pruebas de toxicidad por glutamato

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

Después de 12 dias de cultivo de las neuronas, los farmacos de las politerapias candidatas se disuelven en el medio
de cultivo (+ DMSO al 0,1 %). Las politerapias candidatas se preincuban a continuaciéon con neuronas durante 1
hora antes de la lesion por glutamato. Una hora después de la incubacion, se afiade el glutamato durante 20 min, a
una concentracion final de 40 uM, en presencia de las politerapias candidatas, con el fin de evitar que los farmacos
se diluyan mas. Al final de la incubacion se cambia el medio por medio con la politerapias candidata, pero sin
glutamato. El cultivo se fija 24 horas después de la lesion por glutamato. El MK801 (hidrogenomaleato de dizocilpina,
77086-22-7 - 20 uM) se usa como control positivo.

Después de la permeabilizacion con saponina (Sigma), las células se bloquean durante 2 h con PBS que contiene
suero de cabra al 10 %, a continuacion las células se incuban con anticuerpo primario monoclonal de ratén contra
los anticuerpos antineurofilamentos (NF, Sigma). Este anticuerpo se revela con IgG de cabra anti-ratéon conjugada
con Alexa Fluor 488.

Los nucleos de las células se marcan con un marcador fluorescente (solucion de Hoechst, SIGMA), y se cuantifica la
red de neuritas. Se usan seis pocillos por afeccién para valorar la supervivencia neuronal en 3 cultivos diferentes.

Resultados

La politerapia con baclofeno y acamprosato proporciona un efecto protector frente a la toxicidad por glutamato para
las células de neuronas corticales. Como se observa a modo de ejemplo en la figura 15, las combinaciones de la
invencion protegen fuertemente a las neuronas de la toxicidad por glutamato en las condiciones experimentales que
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se han descrito anteriormente. Hay que destacar que se observa una proteccion eficaz al usar concentraciones de
farmacos en las que los farmacos usados en monoterapia tienen un efecto protector inferior. La politerapia con
baclofeno y acamprosato induce una mejora de mas de un 200 % en comparacion con el acamprosato en
monoterapia y superior a un 47 % en comparacion con el baclofeno usado en monoterapia.

C) MEJORA DE OTROS TRASTORNOS RELACIONADOS CON LA EXCITOXICIDAD POR GLUTAMATO
MEDIANTE EL USO DE POLITERAPIAS DE LA INVENCION

El efecto protector in vitro que se ha mencionado anteriormente frente a la toxicidad por glutamato que tienen los
farmacos y las politerapias de farmacos de la invencion, combinado con los efectos protectores a modo de ejemplo
en la presente memoria en varios modelos de EA, instd a los inventores a analizar estos farmacos y politerapias en
algunos modelos de otras enfermedades en cuya patogenia también interviene la toxicidad por glutamato, como la
EM, la ELA y el dolor neuropatico.

) EFECTO PROTECTOR DE LAS POLITERAPIAS EN UN MODELO IN VIVO DE ESCLEROSIS MULTIPLE

Para demostrar el efecto beneficioso de las composiciones de la invencion en el tratamiento de la esclerosis multiple
se usa un modelo en el que los ratones inmunizados con la glucoproteina de mielina de oligodendrocitos
(inmunizados con MOG) desarrollan la EAE progresiva crénica.

Animales y productos quimicos

Las ratonas hembra C57L/6J (8 semanas de edad) se adquieren en Janvier (Francia); después de dos semanas de
habituacion, las ratonas hembra (10 semanas de edad) desarrollan paralisis cronica después de la inmunizacion con
el péptido MOG (glucoproteina de mielina de oligodendrocitos). La encefalomielitis experimental se induce con el kit
de Hooke de PTX (toxina pertusica) con emulsion de MOGs35.55/CFA (EK-0110, EK-0115, laboratorios Hooke) para la
induccion de EAE. El kit de control es CK-0115 (laboratorios Hooke).

Procedimiento experimental
La encefalomielitis experimental se induce mediante el procedimiento siguiente:

El dia 0 se realizan dos inyecciones subcutaneas de 0,1 ml cada una, una en la parte posterior superior de la ratona
y una en la parte baja de la espalda. Cada inyeccién contiene 100 ug de péptido MOGss.s5
(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK), 200 pug de H37Ra de Mycobacterium tuberculosis inactivado y se emulsiona en
el adyuvante completo de Freund (CFA) (laboratorios Hooke). La emulsién proporciona el antigeno necesario para
expandir y diferenciar los linfocitos T autoinmunitarios especificos contra MOG.

Se realizan dos inyecciones intraperitoneales de 500 ng de toxina pertusica en PBS (kit de Hooke) 2 horas (dia 0) y
24 horas (dia 1) después de la inyecciéon de MOG. La toxina pertusica potencia el desarrollo de la EAE, al
proporcionar mas adyuvante.

Las ratonas desarrollan EAE 8 dias después de la inmunizacion y permanecen crénicamente paralizadas durante la
duracion del experimento. Después de la inmunizacién, a las ratonas se les observan diariamente los sintomas
clinicos en un procedimiento con ocultaciéon. Los animales se mantienen en una instalacion libre de patdégenos
convencionales y todos los experimentos se realizan de acuerdo con las directrices establecidas, y aprobadas, por el
comité local permanente de bioética.

Grupos experimentales y tratamiento con farmacos:
Grupos de ratonas hembra, tal como se describen, se homogeneizan en peso antes de la inmunizacion:

- Grupo de control: inyeccion de vehiculo en las mismas condiciones de las ratonas EAE (desde el dia —1 al dia 28,
el placebo se administra a diario)

- Grupo de EAE: inyeccion de MOG (dia 0) + inyecciones de toxina pertusica (dias 0 y 1); a partir del dia —1 al dia
28, el placebo se administra diariamente por via oral

- EAE + control positivo: inyeccion de MOG (dia 0) + inyecciones de toxina pertusica (dias 0 y 1); a partir del dia —1
al dia 28, se administra dexametasona diariamente por via oral.

- EAE + grupo de tratamiento: inyeccion de MOG (dia 0) + inyecciones de toxina pertusica (dias 0 y 1). Los
tratamientos comienzan un dia antes de la inmunizacién y se prolongan hasta el dia 28.

Las puntuaciones clinicas se miden los dias 0-5-8-9-12-14-16-19-21-23-26-28.

El software Statistica (Statsoft Inc.) se usa para todo el analisis estadistico. Se usan analisis de ANOVA y pruebas
de t de Student para analizar la puntuacion de la enfermedad clinica. Se considera significativo P < 0,05.
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Los retrasos en la aparicion de la enfermedad, puntuacion clinica y retraso de la muerte, se han comparado entre
cada grupo para el grupo «inmu» de referencia con las curvas de Kaplan-Meier y un modelo de Cox (paquete de R
‘survival'). Los valores de p resultantes son unilaterales y analizan la hipotesis de que sea mejor que el grupo de
referencia «inmuy.

La puntuacion clinica total se compone de la puntuacion de la cola, la puntuacion de las extremidades posteriores, la
puntuacion de las extremidades anteriores y la puntuacion de la vejiga que se describe tal como viene a
continuacion:

Puntuacioén de la cola:

Puntuacion =0 Un ratén normal mantiene su cola erguida cuando se mueve.
Puntuacion = 1 Si la extremidad de la cola esta flacida con una tendencia a caer.
Puntuacion = 2 Si la cola esta totalmente flacida y se arrastra sobre la mesa.

Puntuacioén de las extremidades posteriores:

Puntuacion =0 Un ratén normal tiene un paso enérgico y no arrastra las patas

Puntuacion = 1 Alguno de los siguientes ensayos es positivo:

A - Ensayo de volteo: mientras se mantiene la cola entre el dedo pulgar y el
indice, se voltea el animal sobre su espalda y se observa el tiempo que necesita
para enderezarse. Un ratdn sano se girara inmediatamente. Un retraso sugiere
debilidad de las extremidades posteriores.

B - Colocar el ratén en la parte superior de la jaula de alambre y observarlo
mientras la cruza de un lado al otro. Si una o ambas extremidades se deslizan
con frecuencia entre las barras, se considera que hay una paralisis parcial.

Puntuacion = 2 Los dos ensayos anteriores son positivos.

Puntuacién = 3 Una o ambas extremidades posteriores muestran signos de paralisis, pero se
conservan algunos movimientos; por ejemplo: el animal puede agarrarse y
aferrarse a la cara interna de la parte superior jaula de alambre durante un
breve instante antes de soltarse.

Puntuacion = 4 Cuando ambas extremidades traseras estan paralizadas y el ratén las arrastra
cuando se mueve.

Puntuacién de las extremidades anteriores:

Puntuacion =0 Un ratén normal usa sus patas delanteras activamente para agarrar y caminar,
y mantiene la cabeza erguida.

Puntuacion =1 Puede caminar, pero es dificil debido a una debilidad en una pata o en ambas,
por ejemplo, las patas delanteras se consideran débiles cuando el raton tiene
dificultad para agarrar la cara interna de la parte superior de la jaula de alambre.
Otro signo de debilidad es la cabeza colgando hacia abajo.

Puntuacion = 2 Cuando una extremidad anterior esta paralizada (imposibilidad de agarrar y el
ratén gira alrededor de la extremidad paralizada). En este momento, la cabeza
también ha perdido gran parte del tono muscular.

Puntuacion = 3 El ratén no se puede mover, y la comida y el agua son inalcanzables.
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Puntuacion de la vejiga:

Puntuacion =0 Un raton normal tiene el control total de su vejiga.

Puntuacién = 1 Un ratén se considera incontinente cuando la parte inferior de su cuerpo esta
empapada de orina.

La puntuacidon global para cada animal se determina mediante la adicion de todas las categorias que se han
mencionado anteriormente. La puntuacién maxima para los animales vivos es de 10.

Resultados: Las politerapias son eficaces en un modelo de EM

En los ratones «EAE + grupo de tratamiento» se observa una mejora significativa de la puntuacion clinica global
para la politerapia con baclofeno y acamprosato.

La politerapia con baclofeno (30 (mg/kg)/dia) y acamprosato (2 (mg/kg)/dia) indujo un efecto protector significativo
frente al desarrollo de la EAE crénica progresiva y, por tanto, confirmo el efecto beneficioso de la composicion contra
el tratamiento de la esclerosis multiple (figura 18). Con la reduccion de mas de un 30 % de los sintomas, los
resultados muestran claramente que la combinacion induce una reduccion significativa del desarrollo de la
enfermedad a partir del dia 13. Este resultado confirma el efecto notable positivo de la politerapia con baclofeno y
acamprosato en la proteccion neuronal que incluye la desmielinizacion y sus implicaciones.

Tomados en conjunto, estos resultados muestran que esta combinacion permite la proteccion eficaz de las neuronas
frente a muchas agresiones que intervienen en el desarrollo de enfermedades neuroldgicas tales como
desmielinizacion ol excitotoxicidad por f-amiloides, por degradacion de la BBB, o por glutamato.

Il. EFECTO PROTECTOR DE LAS POLITERAPIAS EN LOS MODELOS DE ELA.

El efecto de las politerapias de acuerdo con la presente invencion sobre la ELA se han demostrado in vitro, en un
modelo de cocultivo, e in vivo, en un modelo de raton para la ELA. Los protocolos y los resultados se presentan en
este apartado.

1.1 _Efecto protector frente a la toxicidad por glutamato en los cultivos primarios de cocultivo de nervio y
musculo

Cocultivos primarios de células nerviosas y musculares

El masculo humano se prepara de acuerdo con un procedimiento que se ha descrito anteriormente a partir de
porciones de biopsia de paciente sano (48). Las células musculares se establecen a partir de células disociadas
(10000 ceélulas por pocillo), sembradas en placas revestidas con gelatina al 0,1 % en placas de 48 pocillos y se
hacen crecer en un medio de proliferacion que consiste en la mezcla de medio MEM y medio M199.

Inmediatamente después de la fusién de las células satélite, en la monocapa muscular se colocan a 1 explante por
pocillo (en el area central) de cortes transversales enteros de médula espinal de embriones de 13 dias de edad de
ratas Wistar que llevan unidos los ganglios de la raiz dorsal (DRG, por su nombre en inglés). Los DRG son
necesarios para conseguir una buena relacion de inervaciones. Los cultivos inervados se mantienen en el medio
mezclado. Después de 24 horas en los cocultivos habituales, se observan las neuritis que emergen de los explantes
de la médula espinal. Entran en contacto con miotubos e inducen las primeras contracciones después de 8 dias.
Rapidamente a partir de ese momento, las fibras musculares inervadas situadas en la proximidad de los explantes
de la médula espinal se contraen continuamente de forma virtual. Las fibras inervadas son morfolégica y
espacialmente diferentes a las de las no inervadas y se podrian distinguir facilmente de ellas.

Se realiza un cocultivo (6 pocillos por afeccion).
Lesién por glutamato

El dia 27 se incuban los cocultivos con compuestos candidato o riluzol una hora antes de la intoxicacién por
glutamato (60 uM) durante 20 min. A continuacion se lavan los cocultivos y los compuestos candidatos o el riluzol se
afaden durante un periodo adicional de 48 horas. Después de este tiempo de incubacion, los cocultivos sin fijar se
incuban con a-bungarotoxina acoplada a Alexa 488 a una concentracion de 500 nmol/l durante 15 min a temperatura
ambiente. Entonces, los cocultivos se fijan con PFA durante 20 min a temperatura ambiente. Después de la
permeabilizacién con un 0,1 % de saponina, los cocultivos se incuban con anticuerpo anti-neurofilamentos (NF).

Estos anticuerpos se detectan con IgG de cabra anti-raton conjugadas con Alexa Fluor 568 (Molecular Probe). Los
nucleos de las neuronas estan marcados con un marcador fluorescente (solucion de Hoechst).
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Los criterios de valoracion son (1) longitud total de las neuritas, (2) nimero de unidades motoras, (3) area total de la
unidad motora, que son indicativos de la supervivencia y de la funcionalidad de neuronas motoras.

Para cada afeccion se realizan 2 x 10 fotografias por pocillo con el Incell Analyzer™ 1000 (GE Healthcare), con un
aumento de 20 x. Todas las imagenes se toman en las mismas condiciones.

Resultados

La politerapia con baclofeno y acamprosato protege eficazmente a las neuronas motoras y a las placas motoras en
el modelo de cocultivo.

1.2 — Las politerapias son eficaces en el modelo de ratén con ELA

Los experimentos se realizan en ratones macho. Ratones macho transgénicos B6SJL-Tg(SOD1)2Gur/J y su control
(respectivamente SN2726 y SN2297 de los Laboratorios Jackson, Ben Harbor, Estados Unidos y distribuidos por
Charles River en Francia) se eligen en este conjunto de experimentos para imitar la ELA.

Los ratones enfermos expresan el transgén SOD171-G93A, disefiado con un gen SOD1 humano mutante (una Unica
sustitucién de aminoacido de glicina a alanina en el codén 93), dirigido por su promotor SOD7 humano enddgeno.
Los ratones de control expresan el gen SOD1 humano de control.

Asignacion al azar de los animales:

La asignacion de grupo y la aleatorizacion de los animales se basan en el peso corporal; para cada grupo, la
aleatorizacion se realiza un dia antes del primer tratamiento.

Administracion del farmaco

Los ratones reciben dosis con el tratamiento de farmacos candidato diluidos en el vehiculo a partir del 60° dia de
nacimiento hasta la muerte. Las soluciones diluidas de farmacos candidato se preparan con agua a temperatura
ambiente justo antes empezar la administracion.

» En agua potable:

El riluzol se afiade en agua potable a una concentracion final de 6 mg/ml (ajustado para cada peso corporal medio
del grupo) en ciclodextrina al 5 %. Como un raton bebe aproximadamente 5 ml/dia, la dosis estimada que se
administra es de 30 (mg/kg)/dia, que es una dosis que se demostré que aumentaba la supervivencia de los ratones.

- La ciclodextrina se usa como vehiculo a la concentracion final de un 5 %, diluida en agua a temperatura ambiente a
partir de la solucién de reserva (ciclodextrina al 20 %).

» Administracion oral (por la boca):
- Las combinaciones de farmacos se administran por via oral, cada dia.

- La ciclodextrina se usa como vehiculo a la concentracion final del 5 %, diluida en agua a temperatura ambiente a
partir de la solucién de reserva (ciclodextrina al 20 %).

Observacion clinica

La observacion clinica de cada ratén se realiza cada dia, desde el primer dia de tratamiento (60 dias de edad) hasta
la muerte (o el sacrificio). La observacion clinica consiste en el estudio de las pruebas de comportamiento: inicio de
la paralisis, «pérdida de extension», «pérdida del reflejo de enderezamiento», y observacién de la marcha general:

- Inicio de la paralisis: La observacion consiste en observar la paralisis de cada extremidad. El inicio de la paralisis
corresponde con el dia de los primeros signos de paralisis.

- La prueba de pérdida de extension consiste en la notificacion de temblores o sacudidas y la posicion de las
extremidades posteriores (colgante o extendida hacia fuera) cuando el ratén se suspende por la cola.

- El ensayo de pérdida del reflejo de enderezamiento evalla la capacidad que tiene el ratdon para enderezarse por si
mismo en el plazo de 30 s después de ser girado hacia cada lado. El reflejo de enderezamiento se pierde cuando el
ratén es incapaz de enderezarse por si solo. La pérdida del reflejo de enderezamiento determina el estadio final de
la enfermedad: se sacrifica todo ratén que no puede enderezarse por si mismo.

Resultados: Las politerapias son eficaces en el modelo in vivo de ELA

Se observa una mejoria de la enfermedad en los animales enfermos tratados con la politerapia con baclofeno y
acamprosato.
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Illl) EFECTO PROTECTOR DE LAS POLITERAPIAS DE LA INVENCION EN LA NEUROPATIA INDUCIDA POR
OXALIPLATINO COMO MODELO IN VIVO PARA EL DOLOR NEUROPATICO.

Las politerapias de la presente invencién se analizan in vivo, en modelos adecuados de neuropatia periférica, es
decir, el modelo agudo de neuropatia inducida por oxaliplatino y el modelo crénico de neuropatia inducida por
oxaliplatino. Los animales, los protocolos y los resultados se presentan en este apartado.

Cria de animales

Se usan ratas Sprague-Dawley (CERJ, Francia), con un peso de 150 a 175 g al comienzo de la parte experimental
del tratamiento con oxaliplatino (Do). Los animales se alojan en un animalario con acceso restringido en una
habitacion de temperatura (19,5 °C a 24,5 °C) y humedad relativa (45 % a 65 %) controladas con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h, con acceso a voluntad al pienso granulado convencional de laboratorio y al agua durante todo
el estudio. Se alojan 4 o 5 animales por jaula y se guarda un periodo de aclimatacion de una semana antes de
cualquier ensayo.

Diseno experimental
Se usan los siguientes cuatro grupos de ratas en todos los experimentos:

Grupos de control:

Grupo 1: Vehiculo de oxaliplatino (agua destilada), i.p. / vehiculo de combinacién o combinaciones candidatas (agua
destilada), oral, cada dia.

Grupo 2: oxaliplatino (agua destilada), i.p. / vehiculo de combinacién o combinaciones candidatas (agua destilada),
oral, cada dia.

Grupo 3: 3 mg/kg de oxaliplatino i.p. / monoterapia en agua destilada, oral, cada dia x 9.

Grupos de prueba de la composicién:

Grupo 4: 3 mg/kg de oxaliplatino i.p. / combinacion o combinaciones candidatas en agua destilada, oral, cada dia x
9.

Grupo 5: 3 mg/kg de oxaliplatino i.p. / gabapentina (100 mg/kg) en agua destilada, oral, los dias de analisis (es decir
D1y Da);

El vehiculo y los elementos problema se administran todos los dias desde el D-1 al D7 (el dia antes del ultimo dia
de analisis), mientras que la gabapentina se administra en los dias de analisis (120 minutos antes del analisis).

Todos los tratamientos se administran en un orden codificado y aleatorio cuando es posible. Las dosis se expresan
en términos de sustancia activa libre.

Induccion de la neuropatia

La neuropatia aguda es inducida por una sola inyeccién intraperitoneal de oxaliplatino (3 mg/kg). La neuropatia
periférica crénica es inducida por inyecciones intraperitoneales repetidas de oxaliplatino (3 mg/kg, i.p.) los dias 0, 2,
4y 7 (CD = 12 mg/kg, i.p.). La neuropatia crénica en los seres humanos es acumulativa también y se observa con
mas frecuencia en los pacientes que han recibido dosis totales de oxaliplatino = 540 mg/m?, lo que corresponde a
~15 mg/kg como dosis acumulada en las ratas (Cersosimo R.J. 2005).

La neuropatia dolorosa inducida por oxaliplatino en las ratas reproduce los sintomas de dolor en pacientes tratados
con oxaliplatino:

- La hiperalgesia térmica es el primer sintoma. Se puede medir mediante la prueba de la acetona o con la prueba de
inmersion de la cola;

- La hiperalgesia mecanica aparece mas tarde. Se puede cuantificar con la prueba de Von Frey o con la prueba de
presion plantar.

Dosificacion y pruebas con animales

Todas las combinaciones de farmacos se administran desde el dia anterior a la primera inyeccion intraperitoneal de
3 mg/kg de oxaliplatino (D—1) y se continuan diariamente por via oral hasta el D7. Durante los dias de los analisis (es
decir, D1y D7), las politerapias farmacoldgicas se administran después de la prueba. Los animales del grupo tratado
con la referencia (gabapentina) reciben dosis solo durante los dias de las pruebas.
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Prueba de Ila acetona

Se valora la alodinia fria con la prueba de la acetona mediante la medida de las respuestas a la estimulacion térmica
no nociceptiva el D1 (alrededor de 24 horas después de la primera inyeccion de 3 mg/kg de oxaliplatino (efecto
agudo del oxaliplatino)), y el D8 (efecto crénico del oxaliplatino).

En la prueba de la acetona, el tiempo de espera de la retirada de la pata trasera se mide después de la aplicacién de
una gota de acetona en la superficie plantar de ambas patas traseras (tiempo de reaccion) y se puntua la intensidad
de la respuesta (puntuacion de frio). El tiempo de reaccion para el efecto de enfriamiento de la acetona se mide en
el plazo de 20 s (limite) después de la aplicacion de la acetona. Las respuestas a la acetona también se clasifican en
la siguiente escala de 4 puntos: 0 (no hay respuesta), 1 (retirada rapida, contraccion de la pata), 2 (retirada
prolongada o contraccién marcada de la pata), 3 (contraccion repetida de la pata con lametén o mordisco).

Para cada grupo experimental, los resultados se expresan como:

- El tiempo de reaccion definido como el tiempo, expresado en segundos, necesario para desencadenar la reaccion
de la pata (media de 6 medidas para cada rata en conjunto + SEM).

- La puntuacion de frio acumulada definida como la suma de las 6 puntuaciones para cada rata en conjunto + SEM.
La puntuacion minima es 0 (sin respuesta en ninguna de las 6 pruebas) y la puntuacién maxima posible es 18
(contraccion repetida y lametén o mordisco de las patas en cada una de las seis pruebas).

Anadlisis estadisticos

Se realiza la prueba de Student, unilateral, de tipo 3. El nivel de significacion se establece en p < 0,05; todos los
grupos se comparan con el grupo de enfermos + vehiculo (grupo tratado con oxaliplatino). En las figuras se
muestran las medias y el error estandar de la media.

Resultados

El oxaliplatino indujo una disminucién significativa del tiempo de reaccion de retirada de la pata después de la
aplicacién de acetona (grupo de enfermos + vehiculo) durante el transcurso del tiempo. Esta disminucion es
progresiva y significativa a partir del dia 1 (modelo agudo de neuropatia inducida por oxaliplatino) hasta el dia 8
(modelo crénico) en comparacion con el grupo con vehiculo.

* Efecto antialodinico en el modelo agudo y en el modelo crénico de neuropatia inducida por oxaliplatino

La politerapia con baclofeno y acamprosato se analiza en los dos modelos de neuropatia inducida por oxaliplatino.
Induce una disminucion significativa de la puntuacion de frio acumulativa y un aumento significativo del tiempo de
reaccion en comparacion con el grupo tratado con vehiculo y oxaliplatino. En conclusion, esta politerapia
farmacologica protege de la neuropatia aguda y crénica
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende baclofeno o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y acamprosato o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. La composicion de la reivindicacion 1, que ademas comprende al menos un compuesto seleccionado entre
sulfisoxazol, metimazol, prilocaina, difilina, quinacrina, carbenoxolona, acido aminocaproico, cabergolina,
dietilcarbamazina, cinacalcet, cinarizina, eplerenona, fenoldopam, leflunomida, levosimendan, sulodexida,
terbinafina, zonisamida, etomidato, fenformina, trimetazidina, mexiletina, ifenprodilo, moxifloxacina, bromocriptina o
torasemida, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

3. La composicion de la reivindicacion 1 6 2, en la que dicha composicion comprende al menos una de las siguientes
combinaciones de compuestos:

baclofeno y acamprosato,

baclofeno y acamprosato y dietilcarbamazina,
baclofeno y acamprosato y cinacalcet,
baclofeno y acamprosato y sulfisoxazol,
baclofeno y acamprosato y torasemida,
baclofeno y acamprosato e ifenprodilo,
baclofeno y acamprosato y mexiletina,
baclofeno y acamprosato y eplerenona,
baclofeno y acamprosato y levosimendan,
baclofeno y acamprosato y terbinafina, o
baclofeno y acamprosato y leflunomida,

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

4. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende al menos una de las siguientes combinaciones de
compuestos:

baclofeno, acamprosato y rivastigmina,

baclofeno, acamprosato y memantina, o

baclofeno, acamprosato y gabapentina,

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

5. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende baclofeno y acamprosato o sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, como Unicos agentes activos.

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

7. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que los compuestos se formulan
para la administracion combinada o por separado.

8. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicha composicién esta adaptada
para administracion oral.

9. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la relacién
acamprosato/baclofeno (peso/peso) esta comprendida entre 0,05 y 1000.

10. La composicidon segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicha composicion se formula
como una forma de dosificacion unitaria individual o multiple adecuada para la administracion diaria.

11. La composicién de la reivindicacion 10, en la que la dosis total de baclofeno adecuada para la administracion
diaria es menor que 100 mg.
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12. La composicién de la reivindicacion 10 u 11, en la que la dosis total de acamprosato adecuada para la
administracion diaria es menor que 1.000 mg.

13. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una sal de calcio de
acamprosato.
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