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DESCRIPCION
Nuevos enfoques terapéuticos para tratar la enfermedad de Parkinson
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson y trastornos
relacionados. Mas especificamente, la presente invencidon se refiere a nuevas terapias combinatorias de la
enfermedad de Parkinson y trastornos relacionados.

Antecedentes de la invencion

El parkisonismo o los sindromes de Parkinson son un grupo de trastornos neurodegenerativos, progresivos y
multicéntricos cuyas caracteristicas principales son el temblor en reposo, la rigidez, la bradiquinesia y la inestabilidad
postural. La enfermedad de Parkinson (EP) es la forma mas comun de Parkinson y el segundo trastorno
neurodegenerativo mas comun después de la enfermedad de Alzheimer. En los paises industriales, la prevalencia
de la EP se ha estimado en aproximadamente el 0,3% de la poblacién general, siendo los ancianos los que corren
mas riesgo (4% de la poblacion mayor de 80 afios se estima que se ve afectada). La edad media de inicio es de
alrededor de 60 afios, aunque puede ocurrir un inicio temprano (tan joven como 20 afios de edad) [1].

La EP a menudo se clasifica como un trastorno del movimiento. El temblor en reposo es el mas comun vy
generalmente esta entre los primeros sintomas que se desarrollan. La bradiquinesia también suele aparecer en las
primeras etapas con dificultades para realizar tareas como escribir o vestirse. Se han descrito trastornos del
movimiento hipercinéticos como efectos secundarios de algunos tratamientos de la enfermedad de Parkinson. A este
respecto, la patente US 5.952.389 describe el uso del acamprosato para aliviar los trastornos del movimiento
hipercinético inducidos por la levodopa. Sin embargo, limitar los efectos secundarios de los medicamentos es distinto
y esta fuera del alcance del tratamiento de la enfermedad o de los sintomas relacionados con esta. Aparece la
rigidez y progresa hasta cierta rigidez y resistencia al movimiento en todo el cuerpo, reduciendo la capacidad de
movimiento. En las ultimas etapas, la enfermedad progresa hacia cierta inestabilidad postural, lo que conduce a un
deterioro del equilibrio y caidas frecuentes. Pueden surgir otros sintomas motores, como alteraciones en el caminar
o en la deglucion. Si no se trata, los sintomas motores pueden llevar al paciente a terminar postrado en la cama
después de un promedio de diez afios [2,3].

En las etapas posteriores de la enfermedad, la EP da lugar a muchos sintomas no motores que varian mucho
separadamente. La discapacidad se agrava en gran medida por el desarrollo de trastornos autonémicos y
neuropsiquiatricos. Se desarrollaran trastornos del habla, cogniciéon, estado de &animo, comportamiento y/o
pensamiento, lo que eventualmente conduce a la demencia. Otros sintomas comunes incluyen problemas
sensoriales, del suefio y emocionales. Esos trastornos disminuyen la esperanza de vida del individuo afectado y las
relaciones de mortalidad son alrededor del doble de las de las personas sin EP [2-4].

La EP es una enfermedad idiopatica y su fisiopatologia también sigue siendo mal entendida [4]. Sin embargo, al
menos el 5% de los casos de la EP pueden atribuirse a variaciones genéticas. Las mutaciones dentro de genes
como SNCA (alfa-sinucleina), PRKN (parkin), LRRK2 (quinasa de repeticion rica en leucina 2), PINK1 (quinasa
putativa inducida por PTEN1), DJ-1, ATP13A2 y once loci genéticos (PARK1-PARK11) se han asociado con la EP
familiar [5]. Se sospecha que DJ-1 es una proteina citoprotectora sensible al potencial redox y ubicua que responde
al ambiente redox, lo que confirma su papel fundamental como factor de estrés oxidativo en la EP [6], lo que se
evidencia aun mas en el papel protector del factor inducible de la hipoxia (HIF) en la proteccion de las células
dopaminérgicas de la Sustantia Nigra respecto al estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial y la alteracion de la
homeostasis del hierro [7]. Aparte de los factores genéticos, se ha propuesto que muchos factores de riesgo
ambiental participan en la aparicion de la EP, pero ninguno con pruebas indiscutibles. El factor de riesgo replicado
mas frecuente es la exposicion a metales, pesticidas o herbicidas como el Agent Orange. Por otro lado, el consumo
de tabaco y cafeina parece proteger a las personas frente a la EP [1].

La fisiopatologia de la EP se caracteriza por cuatro caracteristicas [4]:

(i) Una sinucleinopatia caracterizada por la acumulacién anormal de proteinas alfa-sinucleinas en inclusiones
llamadas cuerpos de Lewy en el cerebro. La distribucién de los cuerpos de Lewy por todo el cerebro varia de un
individuo a otro, pero a menudo se asocia directamente con la expresion y el grado de los sintomas clinicos.

(ii) El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas abundante en el sistema nervioso de los mamiferos. En
condiciones patoldgicas, su acumulacion anormal en la hendidura sinaptica conduce a la sobreactivacion de los
receptores de glutamato, lo que da lugar a procesos patolégicos vy, finalmente, a la muerte de las células neuronales.
Este proceso, llamado excitotoxicidad, se observa cominmente en los tejidos neuronales durante los trastornos
neurolégicos agudos y crénicos. Cada vez es mas evidente que la excitotoxicidad esta implicada en la patogénesis
de la enfermedad de Parkinson.
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(iii) Una deficiencia de actividad dopaminérgica debido a la muerte de células generadoras de dopamina en la
sustancia nigra, una region del cerebro medio. Esto resulta en una pérdida del movimiento y el control del tono
muscular, lo que conduce a los sintomas motores de la EP.

(iv) La degeneracion de NANC (ni adrenérgica ni colinérgica) y de las neuronas serotonérgicas y colinérgicas
también se produce en las etapas posteriores de la enfermedad, lo que conduce a los sintomas no motores de la
EP.

Dado que no se dispone de pruebas bioldgicas, el diagndstico de la EP se basa principalmente en la observacion de
los sintomas clinicos y la exclusion de otros trastornos con caracteristicas clinicas similares [3]. Se requiere
confirmacion postmortem para un diagnostico definitivo. EI examen neurolégico por neuroimagen puede ser Util para
detectar cambios en las neuronas dopaminérgicas y descartar otras enfermedades. La respuesta terapéutica
positiva a la levodopa es otro criterio de diagndstico. Una vez hecho el diagnostico, la progresion y la gravedad de la
enfermedad se clasifica utilizando una escala de etapas como la Escala unificada de clasificacién de la enfermedad
de Parkinson.

El tratamiento mas utilizado, especialmente en las etapas tempranas, es el precursor de la dopamina, levodopa (L-
DOPA) [8]. Este farmaco lleva el neurotransmisor faltante a las neuronas dopaminérgicas, disminuyendo asi los
sintomas motores. Sin embargo, la mayor parte del farmaco se metaboliza antes de alcanzar la barrera
hematoencefalica (BBB), causando una variedad de efectos secundarios, especialmente efectos gastrointestinales
(como anorexia, nauseas o vomitos), discinesia y sintomas psiquiatricos [9]. Para prevenir el fenomeno de la
discinesia, la L-DOPA se administra generalmente en combinacion con carbidopa o benserazida (inhibidores de la
dopa decarboxilasa periférica) y a menudo también con inhibidores de la catecol-O-metil transferasa como la
entacapona. Estos farmacos tienen como objetivo bloquear el metabolismo de la L-DOPA antes de llegar al cerebro,
y mejorar asi la actividad de este medicamento [8]. Aunque son menos eficaces para mejorar los sintomas motores,
se utilizan cominmente agonistas de la dopamina tales como pergolida, cabergolina, apomorfina o inhibidores de la
lisurida y la monoaminooxidasa-B (implicados en la descomposicion catabdlica de la dopamina) como la selegilina o
la rasagilina en las primeras etapas de la enfermedad. Aunque son menos eficaces, pueden ser Utiles para retrasar
el uso de la levodopa y, por lo tanto, el inicio de la discinesia [9].

Otros medicamentos como los anticolinérgicos y los agonistas de los receptores de acetilcolina nicotinicos pueden
ser Utiles, pero su eficacia para la EP sigue sin ser confirmada [9]. Las investigaciones actuales también se centran
en los tratamientos neuroprotectores, pero ninguno de ellos ha proporcionado ninguna evidencia de que exista una
mejor degeneracion. Estos afectan a la apoptosis (omigapil, CEP-1347), a los receptores de glutamato, receptores
de adenosina A2A, canales de calcio (isradipino), factores de crecimiento (GDNF), alfa-sinucleina y a la inflamacién
[10].

Las investigaciones farmacéuticas actuales estan mostrando un creciente interés en la terapia génica y el trasplante
neural [10].

Los documentos WO 2009/133128, WO 2009/133141, WO 2009/133142, WO 2011/054759, WO 2009/068668, WO
2009/153291 describen tratamientos potenciales para varias enfermedades neurodegenerativas, entre las que se
encuentra EP.

La EP sigue siendo hasta ahora una enfermedad incurable y todavia no se ha descubierto ningun tratamiento eficaz
que modifique dicha enfermedad. Por lo tanto, los tratamientos actuales tienen como objetivo aliviar los sintomas y
también la lenta progresion de la enfermedad.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a nuevas composiciones terapéuticas para el tratamiento del Parkinson. La
invencion se deriva, entre otras cosas, de la identificacion de combinaciones de farmacos que proporcionan un mejor
efecto terapéutico y beneficio clinico a los sujetos con la condicion del Parkinson, en particular, a los sujetos con la
enfermedad de Parkinson.

Mas particularmente, se describe en este documento una composiciéon para su uso en el tratamiento del Parkinson,
particularmente la enfermedad de Parkinson, que comprende al menos dos medicamentos seleccionados de
acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y tadalafi, o una sal, profarmaco, o
formulacion de liberacién sostenida de los mismos.

También se describe en este documento un método para el tratamiento del Parkinson, particularmente la
enfermedad de Parkinson, en un sujeto necesitado de éste, que comprende administrar al sujeto al menos dos
medicamentos seleccionados de acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y tadalafil,
o una sal, profarmaco o formulacién de liberacion sostenida de los mismos.

La invencién proporciona composiciones novedosas tal como se definen en las reivindicaciones. Las combinaciones
de farmacos para su uso en la invencion comprenden cinacalcet y tadalafil. En una realizaciéon particular, las
composiciones comprenden ademas la levodopa. En otra realizacién particular, las composiciones comprenden
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ademas selegilina o rasagilina. En una realizacién mas particular, cuando las composiciones de la invencion
comprenden un precursor de la dopamina, se puede utilizar ademas en dicha composicién al menos un compuesto
seleccionado de carbidopa, benserazida, tolcapona, entacapona, selegilina o rasagilina.

La invencion también se refiere a cualquier composicion farmacéutica per se que comprenda cinacalcet y tadalafil.

Las composiciones de la invencion pueden comprender ademas uno o varios vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables, y pueden administrarse repetidamente al sujeto. Las composiciones preferidas se
administran por via oral. Ademas, los medicamentos pueden formularse o administrarse juntos, por separado o
secuencialmente. La invencion es adecuada para el tratamiento del Parkinson en cualquier sujeto mamifero,
particularmente en un sujeto humano, en cualquier etapa de la enfermedad. La invencion puede utilizarse, por
ejemplo, para retrasar el desarrollo de la enfermedad, para reducir, retrasar o prevenir el temblor, la hipocinesia (por
ejemplo, bradiquinesia, acinesia, rigidez), inestabilidad postural y/o dolor, y/o para aumentar la supervivencia.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Efecto de una terapia combinada de cinacalcet y mexiletina frente a la toxicidad del glutamato en las
células corticales neuronales. La intoxicacion por glutamato se previene significativamente mediante la combinacion
de cinacalcet (64 pM) y mexiletina (25,6 pM), mientras que, a esas concentraciones, el cinacalcet y la mexiletina por
si solas no tienen ningun efecto significativo en la intoxicacion. *: p<0,001, significativamente diferente de la
intoxicacion por glutamato; (Prueba post-hoc de ANOVA + Dunett).

Figura 2: Efecto de la terapia combinada de sulfisoxazol y torasemida frente a la toxicidad del glutamato en las
células corticales neuronales. La intoxicacion por glutamato se previene significativamente por la combinacion de
sulfisoxazol (6,8 nM) y torasemida (400 nM), mientras que, a esas concentraciones, el sulfisoxazol y la torasemida
por si solos no tienen ningun efecto significativo en la intoxicaciéon. *: p<0,001, significativamente diferente de la
intoxicacion por glutamato; (Prueba post-hoc de ANOVA + Dunett).

Figura 3: Efecto de la terapia combinada de baclofeno y acamprosato frente a la toxicidad del glutamato en las
células corticales neuronales. La intoxicacion por glutamato se previene significativamente por la combinacion de
baclofeno (400 nM) y acamprosato (1,6 nM), mientras que, a esas concentraciones, el baclofeno y el acamprosato
por si solos no tienen ningun efecto significativo en la intoxicaciéon. *: p<0,001, significativamente diferente de la
intoxicacion por glutamato; (Prueba post-hoc de ANOVA+ Dunett).

Figura 4: Efecto protector de la combinacion de baclofeno y acamprosato frente a la aparicion de lesiones
isquémicas. Mientras que no se obtiene una proteccion significativa cuando se utilizan baclofeno (80 nM) o
acamprosato (0,32 nM) por si solos, se observa una proteccion significativa (*: p<0,0001) para la combinacién de los
dos farmacos, a las mismas concentraciones.

Figura 5: Efecto protector de la combinacion de torasemida y sulfisoxazol frente a la aparicion de lesiones
isquémicas. La combinacion de sulfisoxazol (1,36 nM) y torasemida (80 nM) induce una proteccién significativa (*:
p<0,0001), un 110% superior a la proteccién obtenida con la torasemida sola, mientras que no se obtiene ninguna
proteccion cuando se utiliza el sulfisoxazol solo.

Figura 6: Efecto protector de la combinacién de cinacalcet y mexiletina frente a la aparicion de lesiones isquémicas.
No se observd ninguna proteccion significativa cuando se utilizaban cinacalcet (64 pM) o mexiletina (25,6 pM) por si
solas, mientras que se observd alguna proteccion significativa (*: p<0,0001) para la combinacion de los dos
farmacos, a las mismas concentraciones.

Figura 7: Efecto de la terapia combinada de baclofeno y acamprosato frente a la aparicion de lesiones por 6-OHDA
en células neuronales dopaminérgicas. La proteccion aumenta correlativamente con la concentracion de las
mezclas. Se observa un efecto protector significativo con un aumento en la supervivencia de las neuronas TH en un
34% con la dosis 1 (16 nM y 64 pM, respectivamente), en un 46% con la dosis 2 (80 nM y 144 pM) y en un 51% con
la dosis 3 (400 nM y 1600 pM) (***: p<0,0001; * : p<0,001: significativamente diferente de las células intoxicadas por
6-OHDA (prueba de ANOVA + Dunett)).

Figura 8: Efecto de la terapia combinada de baclofeno y torasemida frente a la aparicion de lesiones por 6-OHDA en
células neuronales dopaminérgicas. Se observa un efecto protector significativo con un aumento en la supervivencia
de las neuronas TH en un 50% con la dosis baja 1 (80 nM y 16 nM, respectivamente), en un 62% con la dosis media
2 (240 nM y 48 nM) y en un 58% con la dosis alta 3 (720 nM y 144 nM) (*** : p<0,0001: significativamente diferente
de las células intoxicadas con 6-OHDA (prueba de ANOVA + Dunett)).

Figura 9: Efecto de la terapia combinada de cinacalcet y mexiletina frente a la aparicion de lesiones por 6-OHDA en
células neuronales dopaminérgicas. Todas las concentraciones probadas ofrecieron una proteccion significativa
contra 6-OHDA. De hecho, se observé un efecto protector significativo con un aumento de la supervivencia de las
neuronas TH en un 36 % con la dosis 1 (64 pM y 5 pM, respectivamente), en un 38% con la dosis 2 (64 pM y 26 pM)
y en un 46% con la dosis 3 (1600 pM y 64 pM) (***: p<0,0001; *: p<0,001: significativamente diferente de las células
intoxicadas con 6-OHDA (prueba de ANOVA + Dunett)).
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Figura 10: Prueba del tiempo de iniciacion, efecto de la terapia combinada de baclofeno y acamprosato contra las
lesiones estereotaxicas por 6-OHDA en la sustancia nigra pars compacta izquierda. Pata izquierda: sin cambios
significativos. Pata derecha: la inyeccion de 6-OHDA prolongé significativamente el tiempo de iniciacion como
resultado de la muerte de las neuronas en la sustancia nigra izquierda. El tratamiento con baclofeno-acamprosato
protege fuertemente de la acinesia inducida por 6-OHDA y esto ocurre a la dosis mas débil 1 (dosis de baclofeno-
acamprosato 1: 0,6 mg/kg bid y 0,04 mg/kg bid respectivamente; dosis 2: 1,5 mg/kg bid y 0,1 mg/kg bid; dosis 3:
3,75 mg/kg bid y 0,25 mg bid: p<0,0001; **: p<0,001: significativamente diferente de las células intoxicadas por 6-
OHDA (prueba de ANOVA + Dunett)) ; ns: no hubo diferencia significativa entre los datos.

Figura 11: Prueba del tiempo de reaccion, efecto de la terapia combinada de baclofeno y acamprosato frente a la
lesion estereotaxica por 6-OHDA en la sustancia nigra pars compacta izquierda. Pata izquierda: sin cambios
significativos. Pata derecha: inyeccion de 6-OHDA prolong6 significativamente el tiempo de reaccion como resultado
de la muerte de las neuronas en la sustancia nigra izquierda. El tratamiento con baclofeno-acamprosato protege
significativamente de la acinesia inducida por 6-OHDA y esto ocurre a la dosis mas débil 1. Dosis 2 y 3 alivian casi
completamente la acinesia inducida por 6-OHDA (dosis de baclofeno-acamprosato 1: 0,6 mg/kg bid y 0,04 mg/kg
bid; dosis 2: 1,5 mg/kg bid y 0,1 mg/kg bid; dosis 3: 3,75 mg/kg bid y 0,25 mg/kg bid; ***: p<0,0001: *: p<0,05:
significativamente diferente de las células intoxicadas por 6-OHDA (prueba de ANOVA + Dunett)) ; ns: no hay
diferencias significativas entre los datos.

Figura 12: La combinacion de baclofeno (BCL) y acamprosato (ACP) actua sinérgicamente en la proteccion de las
células neuronales dopaminérgicas de las lesiones por 6-OHDA. A: El baclofeno, a una dosis tan baja como 32 nM,
cuando se combina con acamprosato, a una dosis tan baja como 10 pM, protege fuertemente a las neuronas
dopaminérgicas de las lesiones por 6-OHDA (+38% supervivencia), mientras que los farmacos individuales a la
misma dosis tienen un bajo efecto. B: Baclofeno, 32 nM, combinado con acamprosato a una dosis aun mas baja, 4
pM, también protege fuertemente a las neuronas corticales de las lesiones por 6-OHDA (+35%), mientras que los
farmacos individuales a la misma dosis tienen un bajo efecto. ***: p<0,001; *: p<0,05, significativamente diferente de
las células intoxicadas por 6-OHDA (prueba de ANOVA + Dunett). S: sinergia.

Figura 13: Efecto de la terapia combinada de acamprosato y cinacalcet frente a las lesiones generadas por 6-OHDA
en células neuronales dopaminérgicas. Las concentraciones probadas ofrecen una proteccion significativa frente a
6-OHDA. De hecho, se observa un efecto protector significativo con un aumento en la supervivencia de las neuronas
TH del 17 % al 73%. A cada una de estas concentraciones, la combinacién ejerce un efecto protector sinérgico. :
p<0,001; significativamente diferente de las células intoxicadas por 6-OHDA (prueba de ANOVA + Dunett); ¢: <0,05:
significativamente diferente de intoxicado por 6-OHDA (prueba de t de Student).

Figura 14: Efecto de la terapia combinada de cinacalcet y tadalafil frente a las lesiones generadas por 6-OHDA en
células neuronales dopaminérgicas. La terapia combinada ofrece una proteccion significativa a diferentes
concentraciones de farmacos. Para las diferentes dosis presentadas, los medicamentos actdan sinérgicamente para
conferir proteccion. (***: p<0,001; **: p<0,01, significativamente diferente de las células intoxicadas por 6-OHDA
(prueba de ANOVA + Dunett)).

Figura 15: Prueba del cilindro, efecto de la terapia combinada de baclofeno y acamprosato frente a las lesiones
estereotaxicas generadas por 6-OHDA en la sustancia nigra pars compacta izquierda. La inyeccion de 6-OHDA
disminuy6 drasticamente el nimero de contactos dobles como resultado de la muerte de neuronas en la sustancia
nigra izquierda (control, barra negra). El tratamiento con baclofeno-acamprosato (3,75 mg/kg bid y 0,25 mg/kg bid,
respectivamente) protege fuertemente a las ratas de la acinesia inducida por 6-OHDA, el nimero de contactos se
mejora significativamente en comparacion con el control: ***p<0,001; **: p<0,01: significativamente diferente de las
células intoxicadas por 6-OHDA (prueba de ANOVA + Dunett)).

Figura 16: La terapia combinada de baclofeno y acamprosato (BCL - ACP; 3,75 mg/kg bid y 0,25 mg/kg bid,
respectivamente) protege a las neuronas dopaminérgicas de su muerte in vivo. A: BCL - ACP protege a los cuerpos
celulares de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SN) del dafio por lesiones
estereotaxicas por 6-OHDA en la SN izquierda. El nUmero de neuronas dopaminérgicas es significativamente mayor
en la parte izquierda (intoxicada) del SN de ratas tratadas con BCL-ACP en comparacién con el niumero de neuronas
en la parte izquierda (intoxicada) del SN de animales no tratados. Tal efecto neuroprotector no se observa en ratas
tratadas con L-DOPA. B: BCL - ACP protege a las proyecciones axonales estriales de las neuronas dopaminérgicas
después de una lesion estereotaxica por 6-OHDA en la sustancia nigra pars compacta (SN) izquierda. El tratamiento
con BCL - ACP aumentd significativamente la densidad, en el estriado izquierdo, de los terminales neuronales
dopaminérgicos de la parte izquierda (6-OHDA intoxicado) de la sustancia nigra en comparacién con el estriado
izquierdo de ratas intoxicadas no tratadas (control, barra negra). Tal efecto neuroprotector no se observa para ratas
tratadas con L-DOPA. OD: densidad &ptica relacionada con el nivel del marcador H3-mazindol de terminales
dopaminérgicos en el estriado; el marcaje se expresa como el % de la OD obtenida para la parte derecha del
estriado. ***: p<0,001; **: p<0,01: significativamente diferente del control; ns: no significativamente diferente del
control (prueba de ANOVA + Dunett).

Descripcion detallada de la invencién
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Un objeto de la presente invencién es proporcionar nuevos enfoques terapéuticos para el tratamiento del Parkinson,
mas especificamente la enfermedad de Parkinson. Mas particularmente, la invencion describe un uso novedoso de
farmacos y combinaciones de medicamentos, que permiten un alivio eficaz de tales enfermedades y que pueden
utilizarse en cualquier sujeto mamifero.

El parkinsonismo define a un grupo de trastornos neurodegenerativos progresivos caracterizados por temblores en
reposo y/o bradicinesia asociada con la rigidez, inestabilidad postural, pérdida de reflejos posturales, postura
flexionada y/o fendmenos de congelacion (cuando se siente a los pies "pegados" eventualmente al suelo). Ejemplos
de condiciones parkinsonianas son la enfermedad de Parkinson, paralisis supranuclear progresiva, atrofia del
sistema multiple, degeneracion ganglionica cortical-basal, enfermedad corporal difusa de Lewy, demencia de
Parkinson, distonia-parkinsonismo ligado al cromosoma X y Parkinsonismo secundario (resultado de etiologias
ambientales, por ejemplo, toxinas, farmacos, traumas post-encefaliticos, tumores cerebrales, traumatismo craneal,
hidrocefalia de presién normal).

La enfermedad de Parkinson es la forma mas comun del Parkinson. La enfermedad de Parkinson ("EP") es un
trastorno neurodegenerativo que conduce a manifestaciones motoras y no motoras y que se caracteriza por una
extensa degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en el sistema nigroestriatal. Las manifestaciones motoras de
la EP son atribuibles a la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas dentro de la sustancia nigra. Incluyen
temblores, hipocinesia (p. €j., bradicinesia, acinesia, rigidez), inestabilidad postural, marcha anormal y alteraciones
de la deglucion. Los sintomas no motores incluyen alteraciones autonémicas y neuropsiquiatricas como la anosmia o
anomalias del suefio. En el contexto de la invencién, el término EP incluye cualquiera de las manifestaciones
anteriores de la enfermedad.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento" incluye la terapia, prevencion, profilaxis,
retraso o reduccién de los sintomas provocados por las causas del Parkinson o como origen de ésta,
preferiblemente de la enfermedad de Parkinson. El término tratamiento también designa a un retraso o una demora
en el inicio de los temblores, una reduccion del dolor, una disminucion o reduccién de la bradicinesia, acinesia,
rigidez, inestabilidad postural, marcha anormal, anosmia y/o anomalias del suefio, y/o un aumento de la
supervivencia. El término tratamiento incluye, en particular, el control de la progresion de la enfermedad y los
sintomas motores y no motores asociados. El término tratamiento incluye particularmente i) una proteccion contra la
toxicidad causada por la alfa-sinucleina, o una reduccion o retraso de dicha toxicidad, y/o ii) una proteccion de las
neuronas dopaminérgicas contra la toxicidad resultante de la acumulacién anormal de glutamato, estrés oxidativo,
disfuncion mitocondrial o neuroinflamacion, o una reduccion o retraso de dicha toxicidad en los sujetos tratados.

La expresion "combinacion o tratamiento/terapia combinatoria" designa a un tratamiento en el que al menos dos o
mas medicamentos se administran conjuntamente a un sujeto para originar un efecto biolégico. En una terapia
combinada de acuerdo con esta invencion, los al menos dos medicamentos pueden administrarse juntos o por
separado, al mismo tiempo o secuencialmente. Ademas, los al menos dos medicamentos pueden administrarse a
través de diferentes vias y protocolos. Como consecuencia, aunque pueden formularse juntos, los medicamentos de
una combinacién también pueden formularse por separado.

Varios procesos biolégicos como el estrés oxidativo, la disfunciéon mitocondrial y la neuroinflamaciéon acompanian a la
acumulacion de alfa-sinucleina agregada, lo que conduce a la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas. Por
otro lado, la acumulacién anormal de glutamato en las hendiduras sinapticas conduce a la sobreactivacion de los
receptores de glutamato, lo que da lugar a procesos patolégicos vy, finalmente, a la muerte de las células neuronales.
Este proceso conocido como excitotoxicidad se reconoce en la actualidad como un importante factor etioldgico
implicado en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson.

Los inventores pudieron establecer una red subyacente a la agregacion de alfa-sinucleina, que es una importante
red funcional afectada por la enfermedad de Parkinson. Los inventores han identificado modulos funcionales
compuestos por varias proteinas diana, dentro de la red de agregacion de alfa-sinucleina. Estas proteinas son
funcionalmente relevantes para la génesis y el control de la enfermedad de Parkinson y el Parkinsonismo, y
representan objetivos valiosos para las terapias y, particularmente, en las terapias combinadas.

Por lo tanto, se describe en este documento el uso de medicamentos particulares que, solos o preferentemente en
combinacién o combinaciones, modulan las vias anteriores para tratar el Parkinson, particularmente la enfermedad
de Parkinson.

También se describen en este documento composiciones y métodos que utilizan una combinacion de farmacos que
inhibe la actividad de al menos dos proteinas distintas implicadas en la red de agregacion de la alfa-sinucleina. Los
enfoques terapéuticos de la invencion son eficaces para la proteccion de las células neuronales, particularmente
para la proteccion de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro medio y, mas particularmente, en la sustancia
nigra.

Mas particularmente, se describe en este documento una composiciéon para su uso en el tratamiento del Parkinson,
particularmente la enfermedad de Parkinson (EP), que comprende al menos dos medicamentos seleccionados de
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acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y tadalafil, o sales o profarmacos o
formulaciones de liberacion sostenida de los mismos.

De hecho, los inventores han encontrado sorprendentemente que estos compuestos muestran una actividad
protectora contra la toxicidad del glutamato, que es una causa conocida de muerte neuronal en la enfermedad de
Parkinson y el Parkinsonismo. Los compuestos y terapias combinadas de la invencién también muestran una
actividad protectora contra el estrés isquémico que comparten caracteristicas fisiolégicas comunes con la
enfermedad de Parkinson (en particular, la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo). Mas particularmente, los
compuestos de la presente invenciéon son particularmente eficientes in vivo e in vitro contra el estrés oxidativo, que
es un componente de la toxicidad alfa-sinucleina para las neuronas dopaminérgicas.

También se describe en este documento un método para el tratamiento del Parkinson, particularmente la
enfermedad de Parkinson (EP), que comprende administrar a un sujeto necesitado al menos dos compuestos
seleccionados de acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y tadalafil, o sales o
profarmacos o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos.

El término "profarmaco”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier derivado funcional (o
precursores) de un compuesto de la presente invencion, que, cuando se administra a un sistema bioldgico (por
ejemplo, un organismo humano), genera dicho compuesto, como consecuencia de, por ejemplo, reacciones
quimicas espontaneas, reacciones quimicas catalizadas por enzimas y/o reacciones quimicas metabdlicas. Los
profarmacos tipicamente tienen la estructura X-farmaco, donde X es un resto del vehiculo inerte y el farmaco es el
compuesto activo. Los profarmacos son generalmente inactivos o menos activos que el medicamento resultante y se
pueden utilizar, por ejemplo, para mejorar las propiedades fisicoquimicas del farmaco, para dirigir al farmaco a un
tejido especifico, para mejorar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los medicamentos y/o para
reducir los efectos secundarios indeseables. Algunos de los grupos funcionales comunes que son susceptibles al
disefio de profarmacos incluyen, entre otros, grupos carboxilicos, hidroxilo, amina, fosfato/fosfonato y carbonilo. Los
profarmacos tipicamente producidos a través de la modificacion de estos grupos incluyen, entre otros, ésteres,
carbonatos, carbamatos, amidas y fosfatos. La orientacion técnica especifica para la seleccion de profarmacos
adecuados es un conocimiento comun general [11-15]. Ademas, la preparacion de profarmacos puede realizarse por
métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica. Métodos que se pueden utilizar para sintetizar
otros profarmacos se describen en numerosas revisiones sobre el tema [11,16-22]. Por ejemplo, arbaclofen placarbil
aparece en la base de datos ChemlID plus Advance (sitio web: chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/) y arbaclofen
placarbil es un conocido profarmaco de baclofeno [23,24]. En Hanafi et al., 2011 [25], particularmente los ésteres de
baclofeno y los carbamatos del éster de baclofeno, que son de particular interés para la focalizacion en el SNC, se
dan ejemplos especificos de profarmacos de baclofeno. Por lo tanto, tales profarmacos son particularmente
adecuados para las composiciones de esta invencion. Como se menciond anteriormente, arbaclofen placarbil es
también un profarmaco bastante conocido y, por lo tanto, se puede utilizar en lugar del baclofeno en las
composiciones de la invencion. Otros profarmacos del baclofeno se pueden encontrar en las siguientes solicitudes
de patente: WO 2010/102071, US2009197958, WO 2009/096985, WO 2009/061934, WO 2008/086492,
US2009216037, WO 2005/066122, US2011021571, WO 2003/077902 y WO 2010/120370.

Profarmacos utiles para el acamprosato, tales como el éster del acido pantdrico, ésteres sulfonilicos de neopentilo,
profarmacos de ésteres sulfonilicos de neopentilo o ésteres sulfonilicos de carboxilato de neopentilo enmascarados
de acamprosato se mencionan destacadamente en los documentos WO 2009/033069, WO 2009/033061, WO
2009/033054, WO 2009/052191, WO 2009/033079, US20090099253, US20090069419, US20090082464,
US20090082440 y US20090076147.

Los profarmacos descritos anteriormente se pueden utilizar en lugar de los compuestos descritos en el presente
documento de la invencion.

El término "sal" se refiere a una sal de adicion, farmacéuticamente aceptable y relativamente no téxica, inorganica u
organica de un compuesto de la presente invencion. La formacion de una sal farmacéutica consiste en emparejar
una molécula de farmaco acida, basica o zwitteridnica con un contraiéon para crear una version salina del farmaco.
Una amplia variedad de especies quimicas se puede utilizar en las reacciones de neutralizacién. Las sales
farmacéuticamente aceptables de la invencién incluyen, asi, las obtenidas mediante la reaccion del compuesto
principal, que funciona como base, con un acido inorganico u organico para formar una sal, por ejemplo, sales de
acido acético, acido nitrico, acido tartrico, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido metanosulfonico,
acido alcanfor sulfénico, acido oxalico, acido maleico, acido succinico o acido citrico. Las sales farmacéuticamente
aceptables de la invencion también incluyen aquellas en las que el compuesto principal funciona como un acido y en
las que se las hace reaccionar con una base adecuada para formar, por ejemplo, sales de sodio, potasio, calcio,
magnesio, amonio o colina. Aunque la mayoria de las sales de un principio activo dado son bioequivalentes, algunas
pueden tener, entre otras, mayores propiedades de solubilidad o biodisponibilidad. La selecciéon de la sal es en la
actualidad una operacion estandar comun en el proceso de desarrollo de farmacos, como muestra H. Stahl y C.G
Wermuth en su manual [29].

En una realizacion preferida, la designacion del compuesto esta destinada a disefiar el compuesto per se, asi como
cualquier sal, hidrato o racemato farmacéuticamente aceptable del mismo.
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En la Tabla 1 que figura a continuaciéon se proporcionan ejemplos no limitativos del nimero CAS de compuestos
para su uso en la invencion, asi como de sal(es), derivados, metabolitos y/o profarmacos de estos compuestos.

Tabla 1

Farmaco Numeros CAS

acamprosato y compuestos relacionados

Acamprosato 77337-76-9; 77337-73-6
Homotaurina 3687-18-1
Dimetil Amonio Propano /

Sulfonato de Etilo
Taurina 107-35-7

baclofeno y compuestos relacionados

1134-47-0; 66514-99-6; 69308-37-8;

Baclofeno 70206-22-3; 63701-56-4; 63701-55-3;
28311-31-1
acido 3-(p-clorofenil)-4- /

hidroxibutirico
arbaclofeno placarbil 847353-30-4

mexiletino y compuestos relacionados

Mexiletino 31828-71-4; 5370-01-4
6-hidroximetilmexiletino 53566-98-6
4-hidroximexiletino 53566-99-7
3-hidroximexiletino (MHM) 129417-37-4

N-hidroximexiletino glucuronida |151636-18-9

sulfisoxazol y compuestos relacionados

sulfisoxazol 127-69-5; 4299-60-9
N(4)-acetilsulfisoxazol 4206-74-0
sulfisoxazol acetilo 80-74-0
sulfametoxazol 723-46-6

cinacalcet y compuestos relacionados
Cinacalcet 226256-56-0; 364782-34-3

acido hidrocinnamico 501-52-0

Clase o indice de similitud de Tanimoto

NA

0,73

0,77

0,5

NA

Metabolito

Profarmaco

Metabolito

Metabolito

Metabolito

Metabolito

Metabolito

Profarmaco

0,52

Metabolito
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torasemida y compuestos relacionados

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

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

tadalafil y compuestos relacionados

171596-29-5; 171596-27-3; 171596-28-4;

tadalafil 629652-72-8

aminotadalafil 385769-84-6 0,935

En una realizacién particular, se utiliza una formulacién de liberaciéon sostenida del compuesto.

Los inventores han descubierto que el acamprosato, el baclofeno, el cinacalcet, la mexiletina, el sulfisoxazol, la
torasemida y el tadalafil son particularmente eficientes para corregir las vias moleculares de agregacion de la alfa-
sinucleina.

Como se describe en los ejemplos, las moléculas de la invencion tienen un fuerte e inesperado efecto en los
procesos bioldgicos involucrados en el Parkinsonismo, particularmente en la enfermedad de Parkinson, y
representan nuevos enfoques terapéuticos de dicha patologia. En particular, las composiciones de la invencion
proporcionan un efecto protector inesperado frente a la toxicidad del glutamato. Ademas, los medicamentos y las
combinaciones de medicamentos de la invencidon aumentan la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas bajo el
estrés oxidativo inducido por 6-OHDA, asi como el estrés isquémico, y provocan un efecto protector sobre las
manifestaciones motoras y no motoras de la EP. Estas mejoras sintomaticas deben estar relacionadas con la
proteccidon neuronal real de las neuronas dopaminérgicas que se origina, in vivo, del tratamiento con las
composiciones de la invencion. Por lo tanto, los enfoques terapéuticos de la invencién son eficaces para la
proteccion de las células neuronales, particularmente para la proteccion de las neuronas dopaminérgicas en el
cerebro medio y, mas particularmente, en la sustancia nigra como se muestra in vivo.

En este documento se describen composiciones para el tratamiento del Parkinson, particularmente la EP utilizando
un compuesto seleccionado de acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y tadalafil.

Las combinaciones de farmacos que modulan la actividad de al menos dos proteinas distintas que intervienen en la
red de agregacion de alfa-sinucleina constituyen una realizacion particularmente ventajosa de la invencion. De
hecho, los inventores han observado que los farmacos anteriores, cuando se administraban en combinacion,
actuaban sinérgicamente para proteger eficientemente las neuronas dopaminérgicas. En particular, las
composiciones de la invencion tienen un efecto inesperado sobre la toxicidad del glutamato, la muerte celular
inducida por isquemia y el estrés oxidativo. Un efecto tan fuerte e inesperado en los procesos bioldgicos
involucrados en el Parkinsonismo, en particular la EP, hacen que estos nuevos enfoques terapéuticos combinatorios
en patologia sean de particular interés.

En este documento se describen composiciones y métodos para el tratamiento del Parkinsonismo, particularmente la
EP, utilizando al menos dos medicamentos seleccionados de acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina,
sulfisoxazol, torasemida y tadalafil.

Las composiciones de la invencion conducen a una mejora de la EP a través de su accion sobre los sintomas
motores y no motores de la enfermedad. Los enfoques terapéuticos de la invencion proporcionan una proteccion
neuronal eficiente, particularmente de las neuronas dopaminérgicas, contra el estrés oxidativo, la disfuncion
mitocondrial, los dafios por excitotoxicidad, la neuroinflamaciéon o la apoptosis. Mas particularmente, pueden
proporcionar una proteccion de las neuronas de la sustancia nigra contra la toxicidad de la alfa-sinucleina agregada
para reducir la tasa o el grado de la pérdida de células dopaminérgicas y asi afectar al curso de la progresion de la
enfermedad.

A este respecto, se describe en el presente documento una composicidn para su uso en el tratamiento del
Parkinson, en particular EP, que comprende cinacalcet y tadalafil y comprende ademas un compuesto seleccionado
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de acamprosato, baclofeno, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida o sales o profarmacos o formulaciones de
liberacion sostenida de los mismos.

En el presente documento se describe una composicién para su uso en el tratamiento del Parkinson, en particular
EP, que comprende cinacalcet y tadalafil, o una sal, profarmaco o formulaciones de liberacién sostenida de los
mismos.

También se describe en este documento una composicion para su uso en el tratamiento del Parkinson,
particularmente la EP, que comprende compuestos seleccionados de acamprosato, cinacalcet, y torasemida, o una
sal, profarmaco, o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos, y al menos un compuesto seleccionado de
baclofeno, mexiletina, sulfisoxazol y tadalafil o una sal o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos.

También se describe en este documento una composicion que comprende al menos una de las siguientes
combinaciones de farmacos, para la administracion simultanea, secuencial o separada:

. baclofeno y acamprosato,

. baclofeno y cinacalcet,

. cinacalcet y acamprosato,

. mexiletina y cinacalcet,

. torasemida y baclofeno,

. torasemida y sulfisoxazol, o
. cinacalcet y tadalafil,

o sus sales o profarmacos o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos para su uso en el tratamiento del
Parkinsonismo, particularmente la EP.

También se describen en este documento métodos de tratamiento del Parkinsonismo, particularmente la EP en un
sujeto que utiliza cualquiera de los medicamentos o composiciones anteriores.

También se describe en este documento una composicion o método que utiliza baclofeno y acamprosato, o una sal,
profarmaco, o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos.

También se describe en este documento una composicion o método que utiliza baclofeno y torasemida, o una sal,
profarmaco, o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos.

También se describe en este documento la composicion o método utilizando acamprosato y cinacalcet, o sales o
formulaciones de liberacion sostenida, en el que la dosis diaria de acamprosato es igual o inferior a 10 mg.

También se describen en el presente documento formulaciones de baclofeno, o una sal, profarmaco o formulaciones
de liberacién sostenida de los mismos, para su uso en combinacién con acamprosato, o una sal, profarmaco,
derivado de cualquier pureza quimica, o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos para el tratamiento de
Parkinsonismo, particularmente la EP, por administracion combinada, separada o secuencial a un sujeto.

En el presente documento se describe el uso de cualquiera de las composiciones anteriores para su uso en la
proteccion de un sujeto que lo necesita de la muerte o degeneracion de las neuronas dopaminérgicas (DA).
Particularmente, dicho sujeto esta sufriendo de Parkinsonismo y, mas particularmente, EP.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon comprenden 2, 3, 4 6 5 medicamentos distintos, mas
preferiblemente 2, 3 6 4 medicamentos distintos para el tratamiento combinatorio del Parkinsonismo, en particular la
EP en un sujeto que lo necesite. Los farmacos de la invencion se utilizan en combinaciones para la administracion
combinada, separada o secuencial, con el fin de proporcionar el efecto mas eficaz.

También se describe en este documento una combinacion de, al menos, una combinacion de farmacos seleccionada
del grupo que consiste en:

. baclofeno y acamprosato,
. baclofeno y cinacalcet,

. mexiletina y cinacalcet,

. cinacalcet y acamprosato,
. torasemida y baclofeno,
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. torasemida y sulfisoxazol, o
. cinacalcet y tadalafil,

con un medicamento, diferente a los anteriores, seleccionado de los farmacos acamprosato, baclofeno, cinacalcet,
mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y tadalafil y que mejora el efecto terapéutico de la combinacion binaria y
conduce a composiciones aun mas eficientes para su uso en el tratamiento del Parkinson, particularmente la EP.

También se describe en el presente documento una composiciéon para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo,
particularmente la EP, que comprende baclofeno y acamprosato en combinacién con un medicamento seleccionado
de cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y tadalafil o sales, profarmacos, o formulaciones de liberacion
sostenida de las mismas, para la administracién combinada, separada o secuencial.

También se describe en el presente documento una composiciéon para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo,
particularmente la EP, que comprende baclofeno y cinacalcet en una combinacidn con un medicamento
seleccionado de acamprosato, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y tadalafil o sales, profarmacos, o formulaciones
de liberacion sostenida de los mismos, para la administracion combinada, separada o secuencial.

También se describe en el presente documento una composiciéon para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo,
particularmente la EP, que comprende mexiletina y cinacalcet en una combinacién con un medicamento
seleccionado de acamprosato, baclofeno, sulfisoxazol, torasemida y tadalafil o sales, profarmacos, o formulaciones
de liberacion sostenida de los mismos, para la administraciéon combinada, separada o secuencial.

También se describe en el presente documento una composicidon para su uso en el tratamiento del Parkinson,
particularmente la EP, que comprende torasemida y baclofeno en una combinacién con un medicamento
seleccionado de acamprosato, sulfisoxazol, cinacalcet, mexiletina y tadalafil o sales, profarmacos, o formulaciones
de liberacién sostenida de los mismos, para la administracidon combinada, separada o secuencial.

La invencion se refiere a una composicion para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo, en particular la EP, que
comprende cinacalcet y tadalafil en una combinacion con un medicamento seleccionado de acamprosato, baclofeno,
mexiletina, sulfisoxazol y torasemida o sales de los mismos, o profarmacos de los mismos seleccionados de
arbaclofeno, placarbil y sulfisoxazol acetilo, o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos, para la
administracion combinada, separada o secuencial.

También se describe en el presente documento una composiciéon para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo,
particularmente la EP, que comprende torasemida y sulfisoxazol en combinacién con un medicamento seleccionado
de acamprosato, baclofeno, mexiletina, cinacalcet y tadalafil o sales, profarmacos, o formulaciones de liberacion
sostenida de los mismos, para la administracién combinada, separada o secuencial.

También se describen en este documento composiciones para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo,
particularmente la EP, que comprende al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos:

. baclofeno y cinacalcet y mexiletina,

. cinacalcet y acamprosato y mexiletina,

. baclofeno y acamprosato y cinacalcet,

. baclofeno y acamprosato y torasemida,
. baclofeno y acamprosato y mexiletina,

. baclofeno y acamprosato y tadalafil,

. torasemida y baclofeno y cinacalcet,

. cinacalcet y tadalafil y mexiletina,

. cinacalcet y tadalafil y acamprosato, o

. cinacalcet y tadalafil y baclofeno,

o sales, profarmacos o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos, para la administracion combinada,
separada o secuencial. También se describe en este documento el uso de una composicion como se define
anteriormente para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento del Parkinsonismo, particularmente la EP.

También se describe el uso de una composicion como se define anteriormente para la fabricacion de un
medicamento para proteger a un sujeto que lo necesita de la muerte o degeneracion de las neuronas DA.
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Como se indicé anteriormente, en una terapia combinada de esta invencion, los compuestos o farmacos pueden
formularse juntos o por separado, y administrarse juntos, por separado o secuencialmente.

En el presente documento se describe un método de tratamiento del Parkinsonismo, en particular la EP,
comprendiendo el método administrar simultaneamente, por separado o secuencialmente a un sujeto que lo necesita
una cantidad efectiva de una composicién como se ha descrito anteriormente.

También se describe en este documento un método de tratamiento del Parkinsonismo, particularmente la EP,
comprendiendo el método administrar simultaneamente, por separado o secuencialmente a un sujeto que lo necesita
una cantidad efectiva de una combinacién de farmacos como se ha descrito anteriormente.

También se describe en el presente documento un método de tratamiento del Parkinsonismo, particularmente la EP,
en un sujeto necesitado del mismo, que comprende administrar simultaneamente, por separado o secuencialmente
al sujeto una cantidad efectiva de al menos un compuesto seleccionado del grupo formado por acamprosato,
baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y tadalafil.

También se describe en este documento un método de tratamiento del Parkinsonismo, particularmente la EP en un
sujeto necesitado del mismo, que comprende administrar simultaneamente, por separado o secuencialmente al
sujeto una cantidad efectiva de una combinacion de al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos, o
sales, profarmacos o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos:

. baclofeno y acamprosato,

. baclofeno y cinacalcet,

. cinacalcet y acamprosato,

. mexiletina y cinacalcet,

. torasemida y baclofeno,

. torasemida y sulfisoxazol, o
. cinacalcet y tadalafil.

También se describe en este documento un método de tratamiento del Parkinsonismo, particularmente la EP, en un
sujeto necesitado del mismo, que comprende administrar simultaneamente, por separado o secuencialmente al
sujeto una cantidad efectiva de una combinacion de al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos, o
sales, profarmacos o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos:

. baclofeno y cinacalcet y mexiletina,

. cinacalcet y acamprosato y mexiletina,

. baclofeno y acamprosato y cinacalcet,

. baclofeno y acamprosato y torasemida,
. baclofeno y acamprosato y mexiletina,

. baclofeno y acamprosato y tadalafil,

. torasemida y baclofeno y cinacalcet,

. cinacalcet y tadalafil y mexiletina,

. cinacalcet y tadalafil y acamprosato, o

. cinacalcet y tadalafil y baclofeno.

También se describe en este documento un método de proteccion de un sujeto que lo necesita de la muerte o
degeneracion de las neuronas DA, comprendiendo dicho método administrar cualquiera de las composiciones
anteriores.

Las composiciones de la invencion comprenden tipicamente uno o varios vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables. Ademas, para su uso en la presente invencién, los medicamentos o compuestos se mezclan
generalmente con excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.
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A este respecto, también se describe en el presente documento un método para preparar una composicion
farmacéutica, comprendiendo el método mezclar los compuestos anteriores o combinaciones de compuestos en un
excipiente o vehiculo adecuado.

Aunque sean muy eficaces in vitro e in vivo, dependiendo del sujeto o la condicidon especifica, los métodos,
composiciones o terapias combinadas anteriores pueden utilizarse medicamentos o tratamientos adicionales con los
farmacos o tratamientos adicionales.

Otras terapias utilizadas en combinacién con los medicamentos o las combinaciones de medicamentos segun la
presente invencion pueden comprender uno o mas medicamentos que alivian los sintomas de la EP, uno o mas
medicamentos que podrian utilizarse para el tratamiento paliativo de la EP o uno o mas medicamentos actualmente
evaluados en el marco de los ensayos clinicos para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

Por lo tanto, las composiciones de la invencion se pueden combinar con farmacos dopaminérgicos como los
precursores de dopamina (preferiblemente levodopa, melevodopa), agonistas del receptor de dopamina
(preferiblemente talipexol, piribedil, rotigotina, bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol o
apomorfina) o inhibidores de enzimas metabolizadoras de dopamina (preferiblemente selegilina, rasagilina).

Las composiciones de la invencién también pueden combinarse con otros tratamientos conocidos para la EP,
tratamientos adjuntos para la EP, o el tratamiento de los sintomas no motores de la EP o, preferiblemente
monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina, prociclidina, orfenadrina,
domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram, nortriptilina, paroxetina,
atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina o memantina.

Tal uso de las composiciones o las combinaciones de la invencién con las terapias antes mencionadas permitiria
reducir las dosis terapéuticas de los medicamentos en cuestion y, por lo tanto, reduciria, retrasaria o evitaria los
efectos secundarios conocidos asociados con estos farmacos, por ejemplo, la disquinesia a dosis maximas que se
observa en pacientes tratados con levodopa.

También se describe en el presente documento una composiciéon para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo,
particularmente la EP, que comprende una composicién como se define anteriormente, en combinaciéon con al
menos un compuesto seleccionado del grupo compuesto por levodopa, melevodopa, talipexol, piribedil, rotigotina,
bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina, selegilina, rasagilina,
monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazicol, prometazina, quetiapina, prociclidina, orfenadrina,
domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram, nortriptilina, paroxetina,
atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o profarmacos o derivados de
cualquier pureza o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos.

Por lo tanto, se describe en este documento una composiciéon para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo,
particularmente la EP, que comprende al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida, o tadalafil o sales, profarmacos, derivados
de cualquier pureza quimica, o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos, en combinaciéon con al menos
un compuesto seleccionado del grupo formado por levodopa, melevodopa, talipexol, piribedil, rotigotina,
bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina, selegilina, rasagilina,
monosialotetrahexosilgangliosida, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina, prociclidina, orfenadrina,
domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram, nortriptilina, paroxetina,
atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o formulaciones de liberacion
sostenida de los mismos.

En este documento se describe una composicién para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo, particularmente
la EP que comprende al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos:

. baclofeno y levodopa,

. torasemida y levodopa,

. sulfisoxazol y levodopa,

. mexiletina y levodopa,

. cinacalcet y levodopa,

. tadalafil y levodopa,

. baclofeno y selegilina o rasagilina,

. torasemida y selegilina o rasagilina,
. sulfisoxazol y selegilina o rasagilina,
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. mexiletina y selegilina o rasagilina,
. cinacalcet y selegilina o rasagilina, o
. tadalafil y selegilina o rasagilina,

o sales o profarmacos o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos para la administracion combinada,
separada o secuencial.

También se describe en este documento una composicion per se que comprende al menos una de las siguientes
combinaciones de farmacos:

. baclofeno y levodopa,

. torasemida y levodopa,

. sulfisoxazol y levodopa,

. mexiletina y levodopa,

. cinacalcet y levodopa,

. tadalafil y levodopa,

. baclofeno y selegilina o rasagilina,

. torasemida y selegilina o rasagilina,

. sulfisoxazol y selegilina o rasagilina,
. mexiletina y selegilina o rasagilina,

. cinacalcet y selegilina o rasagilina, o
. tadalafil y selegilina o rasagilina

o sales o profarmacos o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos para la administracion combinada,
separada o secuencial.

En el presente documento se describe un método de tratamiento del Parkinsonismo, particularmente la EP en un
sujeto necesitado del mismo, que comprende administrar simultanea, separada o secuencialmente al sujeto una
cantidad efectiva de una combinacién de al menos dos compuestos seleccionados del grupo formado por
acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida o tadalafil, en combinacién con al menos un
compuesto seleccionado del grupo formado por levodopa, melevodopa, talipexol, piribedil, rotigotina, bromocriptina,
pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina, selegilina, rasagilina,
monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina, prociclidina, orfenadrina,
domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram, nortriptilina, paroxetina,
atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o profarmacos o formulaciones
de liberacién sostenida de las mismas.

En el presente documento se describe un método de tratamiento del Parkinsonismo, particularmente la EP en un
sujeto necesitado del mismo, que comprende administrar simultanea, separada o secuencialmente al sujeto una
cantidad efectiva de baclofeno y acamprosato o sales, profarmacos, o formulaciones de liberacion sostenida de los
mismos, en combinacidon con al menos un compuesto seleccionado del grupo formado por levodopa, melevodopa,
talipexol, piribedil, rotigotina, bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina,
selegilina, rasagilina, monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina,
prociclidina, orfenadrina, domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram,
nortriptilina, paroxetina, atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o
formulaciones de liberacion sostenida de los mismos.

También se describe en el presente documento un método de tratamiento del Parkinsonismo, en particular la EP en
un sujeto necesitado del mismo, que comprende administrar simultanea, separada o secuencialmente al sujeto una
cantidad efectiva de mexiletina y cinacalcet o sales, profarmacos, o formulaciones de liberaciéon sostenida de los
mismos, en combinacién con al menos un compuesto seleccionado del grupo formado por levodopa, melevodopa,
talipexol, piribedil, rotigotina, bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina,
selegilina, rasagilina, monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina,
prociclidina, orfenadrina, domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram,
nortriptilina, paroxetina, atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o
formulaciones de liberacion sostenida de los mismos.
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En el presente documento se describe un método de tratamiento del Parkinsonismo, en particular la EP en un sujeto
necesitado del mismo, que comprende administrar simultanea, separada o secuencialmente al sujeto una cantidad
efectiva de torasemida y baclofeno o sales, profarmacos o formulaciones de liberaciéon sostenida de los mismos, en
combinacién con al menos un compuesto seleccionado del grupo formado por levodopa, melevodopa, talipexol,
piribedil, rotigotina, bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina, selegilina,
rasagilina, monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina, prociclidina,
orfenadrina, domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram, nortriptilina,
paroxetina, atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o formulaciones de
liberacion sostenida de los mismos.

En el presente documento se describe un método de tratamiento del Parkinsonismo, en particular la EP en un sujeto
necesitado del mismo, que comprende administrar simultanea, separada o secuencialmente al sujeto una cantidad
efectiva de sulfisoxazol y torasemida o sales, profarmacos, o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos,
en combinacion con al menos un compuesto seleccionado del grupo formado por levodopa, melevodopa, talipexol,
piribedil, rotigotina, bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina, selegilina,
rasagilina, monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina, prociclidina,
orfenadrina, domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram, nortriptilina,
paroxetina, atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o formulaciones de
liberacion sostenida de los mismos.

En el presente documento se describe un método de tratamiento del Parkinsonismo, en particular la EP en un sujeto
necesitado del mismo, que comprende administrar simultanea, separada o secuencialmente al sujeto una cantidad
efectiva de cinacalcet y acamprosato o sales, o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos, en
combinacién con al menos un compuesto seleccionado del grupo formado por levodopa, melevodopa, talipexol,
piribedil, rotigotina, bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina, selegilina,
rasagilina, monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina, prociclidina,
orfenadrina, domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram, nortriptilina,
paroxetina, atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o formulaciones de
liberacion sostenida de los mismos.

En el presente documento se describe un método de tratamiento del Parkinsonismo, en particular la EP en un sujeto
necesitado del mismo, que comprende administrar simultanea, separada o secuencialmente al sujeto una cantidad
efectiva de baclofeno y cinacalcet o sales, profarmacos o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos, en
combinacién con al menos un compuesto seleccionado del grupo formado por levodopa, melevodopa, talipexol,
piribedil, rotigotina, bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina, selegilina,
rasagilina, monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina, prociclidina,
orfenadrina, domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram, nortriptilina,
paroxetina, atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o formulaciones de
liberacion sostenida de los mismos.

También se describe en el presente documento un método de tratamiento del Parkinsonismo, en particular la EP en
un sujeto necesitado del mismo, que comprende administrar simultanea, separada o secuencialmente al sujeto una
cantidad efectiva de cinacalcet y tadalafil o sales, o formulaciones de liberacidon sostenida de los mismos, en
combinacién con al menos un compuesto seleccionado del grupo formado por levodopa, melevodopa, talipexol,
piribedil, rotigotina, bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol, apomorfina, selegilina,
rasagilina, monosialotetrahexosilgangliosido, citicolina, droxidopa mazaticol, prometazina, quetiapina, prociclidina,
orfenadrina, domperidona, benzatropina, trihexifenidilo, biperiden, clozapina, desipramina, citalopram, nortriptilina,
paroxetina, atomoxetina, venlafaxina, amantadina, donepezil, rivastigmina y memantina, o sales o formulaciones de
liberacion sostenida de los mismos.

También se describen en este documento las composiciones para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo,
particularmente la EP, comprenden al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos, o sales,
profarmacos, o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos, siendo los farmacos en cada una de dichas
combinaciones para la administracion combinada, separada o secuencial de:

. baclofeno y acamprosato y levodopa,
. mexiletina y cinacalcet y levodopa,

. torasemida y baclofeno y levodopa,

. baclofeno y cinacalcet y levodopa,

. cinacalcet y acamprosato y levodopa,
. sulfisoxazol y torasemida y levodopa,
. cinacalcet y tadalafil y levodopa,
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. baclofeno y acamprosato y selegilina o rasagilina,

. mexiletina y cinacalcet y selegilina o rasagilina,

. torasemida y baclofeno y selegilina o rasagilina,

. baclofeno y cinacalcet y selegilina o rasagilina,

. cinacalcet y acamprosato y selegilina o rasagilina,

. sulfisoxazol y torasemida y selegilina o rasagilina, o
. cinacalcet y tadalafil y selegilina o rasagilina.

También se describe en el presente documento una composicidon per se que comprende al menos una de las
siguientes combinaciones de farmacos, o sales, profarmacos, o formulaciones de liberacion sostenida de los
mismos, siendo los farmacos en cada una de dichas combinaciones para la administracién simultanea, separada o
secuencial de:

. baclofeno y acamprosato y levodopa,

. mexiletina y cinacalcet y levodopa,

. torasemida y baclofeno y levodopa,

. baclofeno y cinacalcet y levodopa,

. cinacalcet y acamprosato y levodopa,

. sulfisoxazol, torasemida y levodopa,

. cinacalcet y tadalafil y levodopa,

. baclofeno y acamprosato y selegilina o rasagilina,
. mexiletina y cinacalcet y selegilina o rasagilina,

. torasemida y baclofeno y selegilina o rasagilina,

. baclofeno y cinacalcet y selegilina o rasagilina,

. cinacalcet y acamprosato y selegilina o rasagilina,
. sulfisoxazol y torasemida y selegilina o rasagilina, o
. cinacalcet y tadalafil y selegilina o rasagilina.

También se describen en este documento composiciones para su uso en el tratamiento del Parkinsonismo,
particularmente la EP, que comprende al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos, o sales,
profarmacos, o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos, siendo los farmacos en cada una de dichas
combinaciones para la administracion combinada, separada o secuencial de:

. baclofeno, cinacalcet, mexiletina y levodopa,

. cinacalcet, acamprosato, mexiletina y levodopa,

. baclofeno, acamprosato, cinacalcet y levodopa,

. baclofeno, acamprosato, torasemida y levodopa,
. baclofeno, acamprosato, mexiletina y levodopa,

. baclofeno, acamprosato, tadalafil y levodopa,

. torasemida, baclofeno, cinacalcet y levodopa,

. cinacalcet, tadalafil, mexiletina y levodopa,

. cinacalcet, tadalafil, acamprosato y levodopa,

. cinacalcet, tadalafil, baclofeno y levodopa
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. baclofeno, cinacalcet, mexiletina y selegilina o rasagilina,

. cinacalcet, acamprosato, mexiletina y selegilina o rasagilina,

. baclofeno, acamprosato, cinacalcet y selegilina o rasagilina,

. baclofeno, acamprosato, torasemida y selegilina o rasagilina,
. baclofeno, acamprosato, mexiletina, y selegilina o rasagilina,
. baclofeno, acamprosato, tadalafil, y selegilina o rasagilina,

. torasemida, baclofeno, cinacalcet y selegilina o rasagilina,

. cinacalcet, tadalafil, mexiletina y selegilina o rasagilina,

. cinacalcet, tadalafil, acamprosato y selegilina o rasagilina, o

. cinacalcet, tadalafil, baclofeno y selegilina o rasagilina.

Cuando las composiciones o terapias combinadas de la invencion comprenden un precursor de la dopamina, se
pueden combinar ain mas con al menos un compuesto seleccionado de inhibidores de la dopa decarboxilasa
periférica, inhibidores de la catecol-O-metil transferasa o inhibidores de la monoamina oxidasa. Mas particularmente,
cuando las composiciones o terapias combinadas de la invencién comprenden un precursor de la dopamina, se
pueden combinar aun mas con al menos un compuesto seleccionado de carbidopa, benserazida, tolcapona,
entacapona, selegilina o rasagilina.

En otra realizacion, se pueden utilizar composiciones o terapias combinadas de la invencién junto con la terapia
quirdrgica para la EP, tal como la estimulacion cerebral profunda. Mas particularmente, las terapias quirirgicas son
la estimulacion cerebral profunda del nucleo subtalamico o del globus pallidus interna.

A este respecto, se describe en el presente documento una composicion que comprende al menos un compuesto
seleccionado del grupo formado por acamprosato, baclofeno, cinacalcet, mexiletina, sulfisoxazol, torasemida y
tadalafil o sales, profarmacos, o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos, para su uso en combinacion
con la estimulacién cerebral profunda del ndcleo subtalamico o del globus pallidus interna, en el tratamiento del
Parkinsonismo, particularmente la EP.

Los sintomas motores de la EP pueden desarrollarse en ultima instancia cuando la denervacion dopaminérgica del
estriado y la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra aparecen muy extendidas. Por lo tanto, el
tratamiento de la EP antes de la aparicion de los sintomas motores y en la prevencion es esencial para modificar la
progresion y el curso de la enfermedad.

En este sentido, en una realizaciéon preferida, cualquiera de las composiciones o terapias combinadas anteriores de
la invencion puede utilizarse para la prevencion, profilaxis o retraso de los sintomas provocados por las causas de la
EP.

La combinacion de la detecciéon temprana de sintomas no motores, en particular la anosmia, con técnicas de
visualizacion de imagenes (tecnologia computerizada de emision de un solo foton, tomografia por emision de
positrones) para evaluar los cambios del transportador de la dopamina en el estriado puede ser un enfoque
adecuado para identificar a los pacientes con EP en riesgo antes de la apariciéon de los sintomas motores,
permitiendo asi el inicio temprano de la terapia neuroprotectora.

Algunos casos de EP se pueden atribuir a mutaciones dentro de genes tales como SNCA (alfa-sinucleina), PRKN
(parkin), LRRK2 (quinasa de repeticion rica en leucina 2), PINK1 (quinasa putativa inducida por PTEN 1), DJ-1 y
ATP13A2 y once loci genéticos (PARK1-PARK11). En este sentido, se describe en el presente documento el uso de
los métodos, composiciones o terapias combinadas anteriores para el tratamiento de la EP en un sujeto que tiene
una mutacién en al menos uno de los siguientes genes: SNCA, PRKN, LRRK2, PINK1, DJ-1, ATP13A2 y de PARK1
a PARK11.

Es probable que la exposicidon a altas concentraciones o la exposicion crénica a metales como el manganeso, el
cobre o el plomo, o a productos quimicos como los pesticidas (por ejemplo, paraquat, rotenona y maneb) causen
Parkinsonismo, en particular la EP. A este respecto, se describe en el presente documento el uso de los métodos,
composiciones o terapias combinadas anteriores en el tratamiento del Parkinsonismo, en particular la EP, en un
sujeto expuesto, sospechoso de haber estado expuesto o en riesgo de estar expuesto a sustancias quimicas o
metales conocidos por ser factores de riesgo para desarrollar la EP o los trastornos relacionados con ésta.

En una realizaciéon preferida, las composiciones anteriores o las terapias combinadas de la invencion se pueden
utilizar en un sujeto que esta en riesgo de desarrollar EP o sintomas asociados con EP.
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En este documento se describen métodos, composiciones o terapias combinadas que se pueden utilizar para
proteger a un sujeto que esta en riesgo de desarrollar EP o sintomas asociados con la EP, de la muerte o
degeneracion de las neuronas DA.

La terapia de acuerdo con la invencién se puede proporcionar en casa, el consultorio del médico, una clinica, el
departamento ambulatorio de un hospital o en el propio hospital para que el médico pueda observar de cerca los
efectos de la terapia y hacer los ajustes que se necesiten.

La duracion del tratamiento depende de la etapa de la enfermedad que se esté tratando, la edad y el estado del
paciente, y como el paciente responde al tratamiento. La dosis, la frecuencia y el modo de administracién de cada
componente de la combinacién se pueden controlar de forma independiente. Por ejemplo, un medicamento se
puede administrar por via oral mientras que el segundo medicamento se puede administrar por via intramuscular. La
terapia combinada se puede administrar en ciclos de administracién y no administracién que incluyen periodos de
descanso para que el cuerpo del paciente tenga la oportunidad de recuperarse de cualquier efecto secundario ain
imprevisto. Los medicamentos también pueden formularse juntos de tal forma que una sola administracion
proporcione todos los medicamentos.

La administracion de cada medicamento de la combinacién puede ser por cualquier medio adecuado que resulte en
una concentracion del farmaco que, combinado con el otro componente, sea capaz de mejorar la condicion del
paciente o tratar eficientemente la enfermedad o el trastorno.

Si bien es posible que los medicamentos de la combinacion sean administrados como un producto quimico puro, es
preferible presentarlos como una composicion farmacéutica, también conocida en este contexto como formulacién
farmacéutica. Las posibles composiciones incluyen aquellas adecuadas para la administracion oral, rectal, topica
(incluyendo transdérmica, bucal y sublingual), o parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa e
intradérmica).

Mas comunmente, estas formulaciones farmacéuticas se prescriben al paciente en "paquetes para pacientes" que
contienen un numero de unidades dosificadoras u otros medios para la administracién de dosis unitarias medidas
para su uso durante un periodo de tratamiento distinto en un solo envase, por lo general un blister. Los paquetes
para pacientes tienen una ventaja respecto a las recetas tradicionales, en las que los farmacéuticos separan una
dosis para el paciente en un producto farmacéutico a partir de una reserva a granel, de modo que el paciente
siempre tiene acceso al prospecto contenido en el envase para el paciente, lo que normalmente falta en las recetas
tradicionales. Se ha demostrado que la inclusiéon de un prospecto mejora el cumplimiento por parte del paciente de
las instrucciones del médico. Por lo tanto, la invencion incluye ademas una formulacién farmacéutica, como se
describe anteriormente, en combinacién con el material de envasado adecuado para dichas formulaciones. En dicho
envase para el paciente, el uso previsto de una formulaciéon para el tratamiento combinado puede deducirse por
medio de instrucciones, equipos, suministros, adaptaciones y/u otros medios para ayudar a utilizar la formulacion de
la manera mas adecuada para el tratamiento. Estas medidas hacen que un envase para pacientes sea
especificamente adecuado y adaptado para su uso con la combinacién de la presente invencion.

El medicamento puede estar contenido en cualquier cantidad apropiada y en cualquier sustancia vehiculo adecuada.
El medicamento puede estar presente en una cantidad de hasta 99% en peso del peso total de la composicién. La
composicion se puede proporcionar en una forma de dosificacion que sea adecuada para la via oral, parenteral (por
ejemplo, por via intravenosa, intramuscular), rectal, cutanea, nasal, vaginal, inhalante, por la piel (parche) o por una
via de administracion ocular. Por lo tanto, la composicion puede estar en forma, por ejemplo, de comprimidos,
capsulas, pildoras, polvos, granulados, suspensiones, emulsiones, soluciones, geles, incluyendo hidrogeles, pastas,
unglentos, cremas, emplastos, pafios humedecidos, dispositivos de administracion osmotica, supositorios, enemas,
soluciones inyectables, implantes, pulverizaciones o aerosoles.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de acuerdo con la practica farmacéutica convencional (véase,
por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (20?2 ed.), [30] y Encyclopedia of Pharmaceutical
Technology [31]).

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

Las formulaciones de liberacion controlada incluyen (i) formulaciones que crean una concentracion sustancialmente
constante del farmaco dentro del cuerpo durante un largo periodo de tiempo; (ii) formulaciones que, después de una
demora predeterminada, crean una concentraciéon sustancialmente constante del farmaco dentro del cuerpo durante
un periodo prolongado de tiempo; (iii) formulaciones que mantengan la accion farmacoldgica durante un periodo de
tiempo predeterminado manteniendo un nivel de farmaco relativamente constante y efectivo en el cuerpo con una
minimizacion concomitante de los efectos secundarios indeseables asociados con las fluctuaciones en el nivel
plasmatico del principio farmacéutico activo; (iv) formulaciones que localizan la accion farmacoldgica mediante, por
ejemplo, la colocacion espacial de una composicion de liberacién controlada adyacente o en el tejido u érgano
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enfermo; y (v) formulaciones que dirigen la accion farmacoldgica mediante el uso de vehiculos o derivados quimicos
para suministrar el medicamento a un tipo de célula diana particular.

La administraciéon de farmacos en la forma de una formulacién de liberacién controlada es especialmente preferida
en los casos en los que el farmaco tiene (i) un indice terapéutico pequefio (es decir, la diferencia entre la
concentracion plasmatica que conduce a efectos secundarios nocivos o reacciones toxicas y la concentracion
plasmatica que conduce a un efecto terapéutico es pequefia; en general, el indice terapéutico, Tl (por sus siglas en
inglés), se define como la relacion entre la media de la dosis letal (LD50) y la media de la dosis efectiva (ED50)); (ii)
una estrecha ventana de absorcion en el tracto gastrointestinal; o (iii) una vida media biolégica muy corta para que
se requiera una dosificacion frecuente durante un dia para mantener el nivel plasmatico a un nivel terapéutico.

Se puede perseguir cualquiera de una serie de estrategias con el fin de obtener una liberacion controlada en la que
la tasa de liberacién supere la tasa de metabolismo del farmaco en cuestion. La liberacién controlada puede
obtenerse mediante la seleccion adecuada de diversos parametros e ingredientes de formulacion, incluidos, por
ejemplo, varios tipos de composiciones y recubrimientos de liberacion controlada. Por lo tanto, el farmaco esta
formulado con excipientes apropiados en una composicién farmacéutica que, tras la administracion, libera el farmaco
de manera controlada (composiciones de comprimidos o capsulas de una o varias unidades, soluciones aceitosas,
suspensiones, emulsiones, microcapsulas, microesferas, nanoparticulas, parches y liposomas).

Formas de dosificacion sélida sin uso oral

Las formulaciones para uso oral incluyen comprimidos que contienen la composicion de la invencion en una mezcla
con excipientes farmacéuticamente aceptables no toxicos. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes o
rellenos inertes (por ejemplo, sacarosa, celulosa microcristalina, almidones como el almidén de patata, carbonato de
calcio, cloruro de sodio, fosfato calcico, sulfato de calcio o fosfato sédico); agentes granuladores y desintegradores
(p- €j., derivados de la celulosa, incluyendo celulosa microcristalina, almidones como el almidén de patata,
croscarmelosa sédica, alginatos o acido alginico); agentes de unién (p. ej., goma acacia, acido alginico, alginato de
sodio, gelatina, almidon, 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 los colorantes, agentes aromatizantes, plastificantes, humectantes, tampones, etc.

Los comprimidos pueden estar sin recubrimiento o pueden ser recubiertos por técnicas conocidas, opcionalmente
para retrasar la desintegracion y absorcion en el tracto gastrointestinal y asi proporcionar una accion mantenida
durante un periodo mas largo. El recubrimiento puede adaptarse para liberar el principio activo en un patrén
predeterminado (por ejemplo, con el fin de lograr una formulacién de liberacidon controlada) o puede adaptarse para
no liberar el principio activo hasta después del paso por el estdmago (recubrimiento entérico). El recubrimiento
puede ser un recubrimiento de azucar, un recubrimiento de pelicula (p. €j., basado en hidroxipropil metilcelulosa,
metilcelulosa, metil hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, carboximetilcelulosa, copolimeros de acrilato,
polietilenglicoles y/o polivinilpirrolidona), o un recubrimiento entérico (p. e€j., basado en copolimero de &acido
metacrilico, acetato ftalato de celulosa, ftalato de hidroxipropil metilcelulosa, succinato de acetato de hidroxipropil
metilcelulosa, ftalato de polivinilacetato, laca y/o etilcelulosa). Se puede emplear un material de retardo como, por
ejemplo, el monoestearato de glicerilo o el diestearato de glicerilo.

Las composiciones de comprimidos sélidos pueden incluir un recubrimiento adaptado para proteger la composicion
de cambios quimicos no deseados (por ejemplo, de la degradacion quimica antes de la liberacidon del principio
activo). El recubrimiento se puede aplicar en la forma de una dosificacion sélida de una manera similar a la descrita
en la Enciclopedia de la Tecnologia Farmacéutica.

Los medicamentos pueden mezclarse en el comprimido o dividirse. Por ejemplo, un primer medicamento puede
estar contenido en el interior del comprimido, y un segundo medicamento puede estar en el exterior, de modo que
una porcion sustancial del segundo comprimido se libere antes de la liberacion del primer farmaco.

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

Las composiciones de liberacion controlada para uso oral pueden, por ejemplo, construirse para liberar el principio
activo controlando la disolucion y/o la difusién de la sustancia farmacéutica activa.

La disolucion o liberacién controlada por difusiéon se puede lograr mediante un recubrimiento adecuado de una
comprimido, capsula, peletes, o formulacion granulada de medicamentos, o mediante la incorporacion del farmaco
en una matriz adecuada. Un recubrimiento de liberacién controlada puede incluir una o mas de las sustancias de
recubrimiento mencionadas anteriormente y/o, por ejemplo, lacas, cera de abejas, glicocera, cera de ricino, cera de
carnauba, alcohol estearilico, monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo, palmitoestearato de glicerol,
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etilcelulosa, resinas acrilicas, acido dl-polilactico, acetato butirato de celulosa, poli(cloruro de vinilo), poli(acetato de
vinilo), vinil-pirrolidona, polietileno, polimetacrilato, metilmetacrilato, 2-hidroximetacrilato, hidrogeles de metacrilato,
1,3-butilenglicol, metacrilato de etilenglicol y/o polietilenglicol. En una formulacion de matriz de liberacion controlada,
el material de matriz también puede incluir, por ejemplo, metilcelulosa hidratada, cera de carnauba y alcohol
estearilico, carbopol 934, silicona, triestearato de glicerilo, acrilato de metilo-metacrilato de metilo, poli(cloruro de
vinilo), polietileno y/o fluorocarbono halogenado.

Una composicion de liberacion controlada que contenga uno o mas de los medicamentos de las combinaciones
reivindicadas también puede estar en la forma de un comprimido o capsula flotante (es decir, un comprimido o
capsula que, tras la administracion oral, flota sobre el contenido gastrico durante cierto periodo de tiempo). Se puede
preparar una formulacién de comprimidos flotantes del medicamento o medicamentos mediante la granulacién de
una mezcla del farmaco o farmacos con excipientes y 20-75% p/p de hidrocoloides, como la hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa o hidroxipropil-metilcelulosa. Los granulos obtenidos se pueden comprimir en forma de
comprimidos. En contacto con los jugos gastricos, el comprimido forma una barrera de gel sustancialmente
impermeable al agua alrededor de su superficie. Esta barrera de gel influye en el mantenimiento de una densidad
inferior a uno, permitiendo asi que el comprimido permanezca flotante en los jugos gastricos.

Liquidos para la administracion oral

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

Composiciones parenterales

La composicion farmacéutica también se puede administrar por inyeccion, perfusion o implantaciéon (intravenosa,
intramuscular, subcutanea o similar) en formas de dosificacion, formulaciones, o a través de dispositivos de
administracion o implantes adecuados que contengan vehiculos y adyuvantes convencionales, no toxicos y
farmacéuticamente aceptables. La formulacion y preparacion de tales composiciones son bastante conocidas por los
expertos en la técnica de la formulacion farmacéutica.

Las composiciones para uso parenteral pueden proporcionarse en formas de una dosificacion unitaria (por ejemplo,
en ampollas monodosis), o en viales que contengan varias dosis y en los que se pueda afadir un conservante
adecuado (véase mas adelante). La composicion puede estar en la forma de una solucién, una suspension, una
emulsién, un dispositivo de perfusion, o un dispositivo de administracién para la implantaciéon o puede presentarse
como un polvo seco para ser reconstituido con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Aparte de los
farmacos activos, la composicién puede incluir vehiculos y/o excipientes apropiados por via parenteral. Los farmacos
activos pueden incorporarse a microesferas, microcapsulas, nanoparticulas, liposomas o similares para la liberacion
controlada. La composicion puede incluir agentes de suspension, solubilizacion, estabilizacion, de ajuste del pH y/o
de dispersion.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden estar en la forma adecuada para una inyeccion esteéril.
Para preparar dicha composicioén, los medicamentos activos adecuados se disuelven o se suspenden en un vehiculo
liquido paternamente aceptable. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran
el agua, el agua ajustada a un pH adecuado mediante la adicion de una cantidad adecuada de acido clorhidrico,
hidroxido de sodio o un tampdn adecuado, 1,3-butanodiol, solucidon de Ringer y solucion isotonica de cloruro de
sodio. La formulacion acuosa también puede contener uno o mas conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoato de
metilo, etilo o n-propilo). En los casos en los que uno de los medicamentos sea solo escasa o ligeramente soluble en
agua, se puede afiadir un agente potenciador de la disoluciéon o solubilizante, o el disolvente puede incluir 10-60%
p/p de propilenglicol o similares.

Las composiciones parenterales de liberacion controlada pueden estar en la forma de suspensiones acuosas,
microesferas, microcapsulas, microesferas magnéticas, soluciones de aceite, suspensiones de aceite o emulsiones.
Alternativamente, los farmacos activos pueden incorporarse en vehiculos biocompatibles, liposomas, nanoparticulas,
implantes o dispositivos de perfusion. Los materiales para uso en la preparacion de microesferas y/o microcapsulas
son, por ejemplo, polimeros biodegradables/bioerosionables como la poligalactina, poli-(cianoacrilato de isobutilo),
poli(2-hidroxietil-L-glutamina). Los vehiculos biocompatibles que se pueden utilizar al formular una formulacion
parenteral de liberacidon controlada son carbohidratos (por ejemplo, dextranos), proteinas (por ejemplo, albumina),
lipoproteinas o anticuerpos. Los materiales para su uso en implantes pueden ser no biodegradables (por ejemplo,
polidimetil siloxano) o biodegradables (por ejemplo, poli(caprolactona), poli(acido glicélico) o poli(orto-ésteres)).

Rutas alternativas

Aunque sean menos preferidas y menos adecuadas, se pueden contemplar otras vias de administracion y, por lo
tanto, otras formulaciones. En este sentido, para la aplicacion rectal, las formas de dosificacién adecuadas para una
composicion incluyen supositorios (tipo de emulsion o suspension), y capsulas de gelatina rectal (soluciones o
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suspensiones). En una formulacién tipica en supositorios, los farmacos activos se combinan con una base en
supositorio farmacéuticamente aceptable apropiada, como manteca de cacao, acidos grasos esterificados, gelatina
glicerina, y varias bases solubles en agua o dispersables como el polietilenglicol. Se pueden incorporar varios
aditivos, potenciadores o tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas también pueden administrarse tépicamente en la piel para la absorcion
percutanea en formas de dosificacion o formulaciones que contengan vehiculos y excipientes farmacéuticos
convencionales no toxicos, incluyendo microesferas y liposomas. Las formulaciones incluyen cremas, pomadas,
lociones, ungientos, geles, hidrogeles, soluciones, suspensiones, tiras, aerosoles, pastas, emplastos y otros tipos
de sistemas de administracion farmacéutica transdérmica. Los vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables pueden incluir agentes emulsionantes, antioxidantes, agentes tampodn, conservantes, humectantes,
potenciadores de la penetracion, agentes quelantes, agentes formadores de gel, bases de pomada, perfumes y
agentes protectores de la piel.

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

Las composiciones farmacéuticas descritas anteriormente para la administraciéon tépica en la piel también se pueden
utilizar en relaciéon con la administracién topica sobre una parte del cuerpo que se va a tratar o en sus proximidades.
Las composiciones pueden adaptarse para su aplicacion directa o para su aplicacion mediante dispositivos
especiales de administracion de medicamentos, como apdsitos o, alternativamente, emplastes, almohadillas,
esponjas, tiras u otras formas de materiales flexibles adecuados.

Dosis y duracion del tratamiento

Se puede apreciar que los medicamentos de la combinacion pueden administrarse de forma concomitante, ya sea
en la misma formulacién farmacéutica o diferente o secuencialmente. Si la administracion fuera secuencial, el
retraso en la administracion del segundo ingrediente activo (o adicional) no deberia ser tal que se perdiera el
beneficio del efecto eficaz de la combinacion de los ingredientes activos. Un requisito minimo para una combinacion
de acuerdo con esta descripcidon es que la combinacion debe estar destinada a un uso combinado con el beneficio
del efecto eficaz de la combinacion de los ingredientes activos. El uso previsto de una combinacion puede deducirse
por los equipos, suministros, adaptaciones y/u otros medios para ayudar a utilizar la combinacién de acuerdo con la
invencion.

Las cantidades terapéuticamente efectivas de los farmacos en una combinacion de esta invencién incluyen, por
ejemplo, las cantidades eficaces para reducir los sintomas de la enfermedad de Parkinson, detener o retrasar la
progresion de dicha enfermedad una vez que se ha vuelto clinicamente manifiesta, o la prevencion o reduccion del
riesgo de desarrollar dicha enfermedad.

Aunque los principios activos de la presente invencion pueden administrarse en dosis divididas, por ejemplo dos o
tres veces al dia, se prefiere una sola dosis diaria de cada medicamento en la combinacién, siendo lo mas preferido
una sola dosis diaria de todos los farmacos en una sola composicion farmacéutica (forma de dosificacion unitaria).

La administracion puede suministrarse entre una y varias veces al dia durante varios dias y hasta varios afios, e
incluso puede ser durante toda la vida del paciente. En la mayoria de los casos se indica una administracion crénica
0, al menos, periddicamente repetida a largo plazo.

La expresion "forma de dosificacion unitaria" se refiere a unidades fisicamente discretas (como capsulas,
comprimidos o cilindros de jeringa cargados) adecuadas como dosis unitarias para sujetos humanos, conteniendo
cada unidad una cantidad predeterminada de material activo o materiales calculados para producir el efecto
terapéutico deseado, en asociacién con el vehiculo farmacéutico requerido.

La cantidad de cada medicamento en una composicién de dosificacién unitaria preferida depende de varios factores,
incluyendo el método de administracion, el peso corporal y la edad del paciente, la etapa de la enfermedad, el riesgo
de posibles efectos secundarios teniendo en cuenta el estado de salud general de la persona a tratar. Ademas, la
informacion farmacogendmica (el efecto del genotipo en el perfil farmacocinético, farmacodinamico o de eficacia del
agente terapéutico) sobre un paciente en particular puede afectar a la dosis utilizada.

Excepto cuando se responde a casos especialmente en deterioro, en los que se pueden requerir dosis mas altas, la
dosis preferida de cada medicamento en la combinacién generalmente se encuentra dentro del intervalo de dosis no
por encima de la dosis generalmente prescrita para un tratamiento de mantenimiento a largo plazo o que ha
demostrado ser seguro para los estudios clinicos en fase 3.

Una ventaja notable de la invencidon es que cada compuesto puede ser utilizado a dosis bajas en una terapia de
combinacién, mientras que produce, en combinacién, un beneficio clinico sustancial para el paciente. La terapia de
combinacion puede ser eficaz en dosis en las que los compuestos tienen individualmente poco efecto o ninguno. En
consecuencia, una ventaja particular de la invencion radica en la capacidad de utilizar dosis subdptimas de cada
compuesto, es decir, dosis inferiores a las dosis terapéuticas normalmente prescritas, preferiblemente 1/2 de dosis
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terapéuticas, mas preferiblemente 1/3, 1/4, 1/5, o incluso mas preferiblemente 1/10 de las dosis terapéuticas. En
ejemplos particulares, se utilizan dosis tan bajas como 1/20, 1/30, 1/50, 1/100, o incluso inferiores, de las dosis
terapéuticas.

Como se menciond anteriormente, esto es probablemente debido a una actividad simultanea de las composiciones
de la invencién en varios objetivos involucrados en la red de agregacion de alfa-sinucleina. En una realizacion
particular, dicha conjuncion de efectos moleculares puede conducir ain mas a combinaciones sinérgicas. La sinergia
puede ser evaluada por métodos conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, la sinergia se puede
caracterizar mediante el uso de un ANOVA bidireccional para determinar si la interaccion entre cada farmaco es
significativa o no (es decir, sinergia, [32]), o calculando un indice combinatorio a partir de las curvas de dosis-
respuesta de cada uno de los compuestos y de sus combinaciones [33,34].

En tales dosis subterapéuticas, los compuestos no exhibirian ningun efecto secundario permaneciendo la
combinacién o combinaciones segun la invencion totalmente eficaces en el tratamiento del parkinsonismo, mas
preferiblemente la EP.

Una dosis preferida corresponde a cantidades de 1% hasta 50% de las generalmente prescritas para el tratamiento
de mantenimiento a largo plazo.

La dosis mas preferida puede corresponder a cantidades del 1% al 10% de las normalmente prescritas para el
tratamiento de mantenimiento a largo plazo.

A continuacion se proporcionan ejemplos especificos de dosis de farmacos (cantidad equivalente frente a molécula
activa) para su uso, tal como se describe en la invencion:

. acamprosato: 1000 mg o menos por dia, preferiblemente menos de 500 mg por dia, preferiblemente menos
de 400 mg por dia, mas preferiblemente menos de 200 mg por dia, mas preferiblemente menos de 50 mg por dia, o
incluso menos de 10 mg por dia; incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 a 1000 mg por dia, ademas
preferiblemente entre 0,5 mg y 100 mg, tipicamente 0,8 mg por dia, 2 mg por dia, 20 mg por dia, 40 mg por dia, o0 80
mg por dia, siendo tales dosis particularmente adecuadas para la administracion oral.

. baclofeno: 150 mg o menos por dia, preferiblemente menos de 100 mg por dia, mas preferiblemente menos
de 50 mg por dia, mas preferiblemente menos de 30 mg por dia, incluso mas preferiblemente entre 0,01 mg y 30 mg
al dia, tipicamente 12 mg por dia, 24 mg por dia, 30 mg por dia, siendo tales dosis particularmente adecuadas para
la administracion oral.

. cinacalcet: 150 mg o menos por dia, preferiblemente menos de 100 mg por dia, preferiblemente menos de
50 mg por dia, mas preferiblemente menos de 36 mg por dia, e incluso mas preferiblemente entre 0,01 y 25 mg al
dia, siendo tales dosis particularmente adecuadas para la administracion oral.

. mexiletina: 120 mg o menos por dia, preferiblemente menos de 60 mg por dia, mas preferiblemente menos
de 30 mg por dia, mas preferiblemente menos de 15 mg por dia, incluso mas preferiblemente entre 6 y 15 mg por
dia, siendo tales dosis particularmente adecuadas para la administracion oral.

. torasemida: 4 mg o menos por dia, preferiblemente menos de 2 mg por dia, mas preferiblemente menos de
1 mg por dia, mas preferiblemente menos de 0,5 mg por dia, e incluso mas preferiblemente entre 0,05 y 0,5 mg al
dia, siendo tales dosis particularmente adecuadas para la administracion oral.

. sulfisoxazol: 800 mg o menos por dia, preferiblemente menos de 400 mg, mas preferiblemente menos de
200 mg al dia, mas preferiblemente menos de 100 mg por dia, incluso mas preferiblemente menos de 20 mg por dia,
siendo tales dosis particularmente adecuadas para la administracién oral.

. tadalafil: 20 mg o menos por dia, preferiblemente menos de 10 mg por dia, mas preferiblemente menos de
4 mg por dia, mas preferiblemente menos de 2,5 mg por dia, e incluso mas preferiblemente entre 0,025y 2,5 mg al
dia, siendo tales dosis particularmente adecuadas para la administracion oral.

. levodopa: 1,5 g o menos por dia, preferiblemente menos de 750 mg por dia, mas preferiblemente menos de
375 mg por dia, incluso mas preferiblemente menos de 100 mg por dia, siendo tales dosis particularmente
adecuadas para la administracién oral.

. rasagilina: 0,5 mg o menos al dia, preferiblemente menos de 0,25 mg al dia, mas preferiblemente menos de
0,1 mg al dia, mas preferiblemente menos de 0,05 mg al dia, incluso mas preferiblemente entre 0,005y 0,05 mg al
dia, siendo tales dosis particularmente adecuadas para la administracion oral.

. selegilina: 5 mg o menos por dia, preferiblemente menos de 2,5 mg por dia, mas preferiblemente menos de
1 mg por dia, mas preferiblemente menos de 0,5 mg por dia, incluso mas preferiblemente entre 0,05 y 0,1 mg por
dia, siendo tales dosis particularmente adecuadas para la administracion oral.
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También se describen terapias combinatorias que comprenden la administracion de entre 0,4 mg y 50 mg de
acamprosato y 6 mg a 15 mg de baclofeno, dos veces al dia.

También se describen terapias combinatorias que comprenden la administracion de 0,4 mg de acamprosato y 6 mg
de baclofeno, dos veces al dia.

También se describen terapias combinatorias que comprenden la administracion de 1 mg de acamprosatoy 15 mg
de baclofeno, dos veces al dia.

También se describen terapias combinatorias que comprenden la administracion de 10 mg de acamprosato y 6 mg
de baclofeno, dos veces al dia.

También se describen terapias combinatorias que comprenden la administracion de 20 mg de acamprosato y 12 mg
de baclofeno, dos veces al dia.

También se describen terapias combinatorias que comprenden la administracion de 40 mg de acamprosato y 12 mg
de baclofeno, dos veces al dia.

También se describen terapias combinatorias que comprenden la administracion de 40 mg de acamprosato y 30 mg
de baclofeno, dos veces al dia.

También se describen los tratamientos que comprenden la administracion de levodopa o melevodopa, ya sea a su
dosis y régimen habituales (es decir, como terapia complementaria) o incluso a una dosis mas baja, desde el 1%
hasta el 50% de las normalmente prescritas para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

También se describen terapias que comprenden la administracién de rasagilina o selegilina ya sea a su dosis y
régimen habituales (es decir, como terapia complementaria) o incluso a una dosis mas baja, desde el 1% hasta el
50% de las normalmente prescritas para el tratamiento de la EP.

Se entendera que la cantidad del medicamento o la combinacién de medicamentos realmente administrada sera
determinada por un médico, a la luz de las circunstancias pertinentes, incluyendo la condicion o condiciones a tratar,
la composicidon exacta a administrar, la edad, el peso y la respuesta del paciente individual, 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 orientacion general y apoyo para las ensefianzas mencionadas en este documento, pero
no estan destinadas a limitar el alcance de la invencion.

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

Todos los procedimientos animales se han llevado a cabo de conformidad con las directrices del Instituto Nacional
de Salud (NIH) para el cuidado y uso de animales de laboratorio, y han sido aprobados por la Junta Nacional de
Experimentacion con Animales.

A- Prevencion de la toxicidad de glutamato en células neuronales

La toxicidad del glutamato esta implicada en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson. En este conjunto de
experimentos, los compuestos candidatos han sido probados por su capacidad para prevenir o reducir los efectos
toxicos de la toxicidad del glutamato en las células neuronales. Los farmacos se prueban primero individualmente,
seguido de ensayos de su accién combinatoria.

Preparacién de células neuronales
La eficacia de las combinaciones farmacéuticas de la invencion se evalla en las neuronas corticales primarias.

Fueron cultivadas neuronas corticales de ratas como se describen en Singer et al. [35]. Se sacrificaron ratas hembra
embarazadas de 15 dias de gestacion por dislocacion cervical (Ratas Wistar) y les fueron retirados los fetos del
Utero. La corteza se extrajo y se colocé en un medio helado de Leibovitz (L15) que contenia un 2% de penicilina
10.000 U/ml y estreptomicina 10 mg/ml y un 1% de albumina sérica bovina (BSA). Las cortezas fueron disgregadas
con tripsina durante 20 min a 37°C (0,05%). La reaccion se detuvo mediante la adicion de medio Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM) con DNasa1 grado Il y 10% de suero fetal de ternero (FCS). Las células se disociaron
mecanicamente mediante 3 pases en serie a través de una pipeta de 10 ml y se centrifugaron a 515 x g durante 10
minutos a +4°C. El sobrenadante fue desechado y el pelete de células fue re-suspendido en un medio de cultivo
definido que consistia en Neurobasal complementado con B27 (2%), L-glutamina (0,2 mM), 2% de solucién de PS y
10 ng/ml de BDNF. Las células viables se contaron en un citometro Neubauer utilizando la prueba de exclusion de
azul de tripano. Las células fueron sembradas a una densidad de 30.000 células/pocillo en placas de 96 pocillo (los
pocillo fueron recubiertos previamente con poli-L-lisina (10 ug/ml)) y se cultivaron a +37°C en una atmdsfera de aire
humidificado (95%)/CO; (5%).
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Ensayos de toxicidad del glutamato

El efecto neuroprotector de los compuestos se evalia mediante la cuantificacion de la red de neuritas (inmunotincion
de neurofilamentos (NF) que describe especificamente las neuronas glutaminérgicas).

Después de 12 dias de cultivo de las neuronas, los farmacos de las combinaciones candidatas se disuelven en
medio de cultivo (+0,1% de DMSO). Las combinaciones candidatas se preincuban con neuronas durante 1 hora
antes del dafio por glutamato. Una hora después de la incubacion, el glutamato se afiade durante 20 min a una
concentracion final de 40 uM en presencia de combinaciones candidatas con el fin de evitar mas diluciones de
farmacos. Al final de la incubacion, el medio se cambia con medio con la combinaciéon candidata pero sin glutamato.
El cultivo se fija 24 horas después del dafo por glutamato. Se utiliza como control positivo el MK801
(dizocilpinhidrogeno maleato, 77086-22-7 - 20 ym).

Después de la permeabilizacion con saponina (Sigma), las células se bloquean durante 2 horas con PBS que
contiene 10 % de suero de cabra, luego las células se incuban con anticuerpo primario monoclonal de ratén contra el
anticuerpo Neurofilamento (NF, Sigma). Este anticuerpo se revela con IgG anti-raton Alexa Fluor 488 de cabra.

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

Resultados

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

Como se ejemplifica en las figuras 1 a 3, las combinaciones de la invencion protegen significativamente a las
neuronas de la toxicidad del glutamato en las condiciones experimentales descritas anteriormente. Cabe destacar
que se aprecia una proteccion eficaz cuando se utilizan concentraciones de farmacos en las que los medicamentos
utilizados por si solos no tienen ningun efecto protector significativo o éste es menor.

De hecho, como se ejemplifica en la figura 1, la combinacién mexiletina - cinacalcet protege eficientemente las
células neuronales de la toxicidad del glutamato, mientras que la combinacidon de un solo medicamento no ofrece
proteccion. La combinacion de baclofeno - acamprosato (figura 3) da un efecto protector contra la toxicidad del
glutamato para las células neuronales corticales. La combinacion de baclofeno y acamprosato induce una mejora de
mas del 200% en comparacion con el acamprosato solo y de mas del 47% en comparaciéon con el baclofeno
utilizado solo.

Tabla 2

Combinacion de farmacos Efecto neuroprotector contra la toxicidad del glutamato
baclofeno y torasemida +

baclofeno-acamprosato-torasemida | +

mexiletino y cinacalcet +
sulfisoxazol y torasemida +
baclofeno y acamprosato +
acamprosato y cinacalcet +
baclofeno y cinacalcet +

B- Efecto protector contra la muerte celular neuronal inducida por isquemia/hipoxia.
Preparacion de células corticales neuronales de rata
Las células se preparan como anteriormente.

Ensayos de privacion de oxigeno y glucosa (modelo in vitro de isquemia)
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El efecto neuroprotector de los compuestos se evallia mediante la cuantificacién de la red de neuritas utilizando el
anticuerpo MAP?2. El riluzol, un farmaco neuroprotector, (Riluteck®, 5 uM) se utiliza como control positivo.

Después de 10 dias de cultivo de neuronas, los farmacos candidatos se resuelven en medio de cultivo (+0,1 %
DMSO) y luego son pre-incubados con neuronas durante 1 hora antes de la privacién de oxigeno y glucosa. Una
hora después de la incubacion del farmaco candidato, se retira el medio y se afiade un medio recién preparado sin
glucosa. Este medio estd compuesto por DMEM sin glucosa (Invitrogen) complementado con 2% de B27, L-
glutamina 0,2 mM, 1% de solucion PS, 10 ng/ml de BDNF. Las células se transfieren a una incubadora anaerébica
con un 95% de N2 y un 5% de CO a 37°C.

Después de 2 horas, se afiaden 25 mM de D-Glucosa en el medio de cultivo y las células se transfieren a una
incubadora clasica con 95% de aire/5% de CO; a 37°C. Después de 24 horas de reperfusion de glucosa en oxigeno,
las células se fijan mediante una solucion fria de alcohol/acido acético durante 5 minutos.

Después de la permeabilizacion con saponina (Sigma), las células se bloquean durante 2 horas con PBS que
contiene 10% de suero de cabra, luego las células se incuban con anticuerpo monoclonal primario de ratén contra
MAP2 (MAP2, Sigma). Estos anticuerpos se describen con IgG anti-raton Alexa Fluor 488 de cabra (Molecular
Probes).

Los nucleos de las células se marcan con un marcador fluorescente (solucion Hoechst, SIGMA). Se utilizan seis
pocillos por condicién para evaluar la supervivencia neuronal en 3 cultivos diferentes.

Para cada condicién se toman y analizan imagenes 2x10 por pocillo utilizando un InCell Analyzer TM 1000 (GE
Healthcare) con un aumento de 20x.

Resultados

Como se muestra en la Tabla 3 a continuacioén, todas las combinaciones de farmacos reivindicadas dan un efecto
protector contra la muerte celular inducida por isquemia/hipoxia para las células neuronales corticales.

Tabla 3
Combinacién de farmacos Efecto protector contra la isquemia/hipoxia
baclofeno y torasemida +

baclofeno - acamprosato - torasemida |+

mexiletino y cinacalcet +
sulfisoxazol y torasemida +
baclofeno y acamprosato +
acamprosato y cinacalcet +
baclofeno y cinacalcet +

Las figuras 4-6 muestran ademas que los tratamientos combinados de la invencion protegen significativamente a las
neuronas de la privacion de oxigeno y glucosa. Como se muestra en las figuras 4-6, se observa una proteccion
eficaz utilizando concentraciones de farmacos en la que los medicamentos, por si solos, no tienen ningun efecto
protector significativo. Por ejemplo, se observa una combinacion significativa de efecto protector significativo de
baclofeno (80 nM)/acamprosato (0,32 nM) o cinacalcet (64 pM)/mexiletina (25,6 pM) o torasemida (80
nM)/sulfisoxazol (1,36 nM), en isquemia, no se obtiene proteccion significativa cuando el baclofeno, el acamprosato,
el cinacalcet, la mexiletina, la torasemida y el sulfisoxazol se utilizan solos a las mismas concentraciones.

Estos resultados demuestran, por lo tanto, un efecto potente y sinérgico de las terapias combinadas respecto al
estrés oxidativo y la disfunciéon mitocondrial o la apoptosis que subyacen en condiciones isquémicas, asi como en la
EP.

C- Efecto neuro-protector de medicamentos contra los dafios por 6-OHDA en neuronas dopaminérgicas
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La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es un farmaco neurotdxico que inicia selectivamente la degeneraciéon neuronal de
las neuronas dopaminérgicas mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno y la disfuncién respiratoria
mitocondrial que se cree que reflejan los eventos que ocurren en un cerebro parkinsoniano. Se utiliza cominmente
la toxicidad de 6-OHDA in vitro e in vivo para estudiar el Parkinsonismo.

Cultivo de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas

Fueron cultivadas neuronas dopaminérgicas de ratas como se describe en Schinelli et al.[36]. Se sacrificaron ratas
hembra embarazadas de 15 dias de gestacion por dislocacion cervical (Ratas Wistar; Janvier) y se les extrajeron los
fetos del utero. Los cerebros medios embrionarios fueron extirpados y colocados en un medio helado de Leibovitz
(L15; PanBiotech) con 2% de Penicilina-Estreptomicina (PS; PanBiotech) y el 1% de albdmina sérica bovina (BSA;
PanBiotech). Se utilizaron solo las porciones ventrales de la flexion mesencefalica para las preparaciones celulares,
ya que esta es la region del cerebro en desarrollo rico en neuronas dopaminérgicas. Los cerebros medios se
disociaron por tripsinizacion durante 20 min a 37°C (Tripsina EDTA 1X; PanBiotech). La reaccion se detiene por la
adiciéon de medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; PanBiotech) con DNAasa | grado Il (0,1 mg/mi;
PanBiotech) y el 10% del suero fetal de ternera (FCS; Invitrogen). Las células se disociaron mecanicamente
mediante 3 pasajes a través de una pipeta de 10 ml y se centrifugaron a 180 x g durante 10 minutos a +4°C en una
capa de BSA (3,5%) en medio L15. El sobrenadante fue desechado y las células del pelete fueron resuspendidas en
un medio de cultivo definido que consistia en Neurobasal (Invitrogen) complementado con B27 (2%; Invitrogen), L-
glutamina (2 mM; PanBiotech) y el 2% de solucion PS y 10 ng/ml de factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF,
PanBiotech) y 1 ng/ml de factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF, PanBiotech). Las células viables se contaron
en un citdbmetro Neubauer utilizando la prueba de exclusion de azul de tripano. Las células se sembraron a una
densidad de 40.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos (pre-recubiertos con poli-L-lisina (Greiner)) y se
cultivaron a 37°C en una atmosfera de aire humidificado (95%)/CO- (5%). La mitad del medio se cambié cada 2 dias
con un medio recién preparado. Entre el cinco y seis por ciento de la poblacion de células neuronales fueron
neuronas dopaminérgicas.

Exposicion a 6-OHDA y a los compuestos de prueba

En el dia 6 del cultivo, se retir6 el medio y se afiadié un medio recién preparado, sin o con 6-OHDA a las siguientes
concentraciones: 20 uM durante 48 horas diluido en medio de control. Los compuestos de prueba se preincubaron
durante 1h antes de la aplicacién de 6-OHDA durante 48 horas.

Evaluacion del punto final: medida del nimero total de neuronas positivas de tirosina hidroxilasa (TH)

Después de 48 horas de intoxicacion con 6-OHDA, las células fueron fijadas por una solucion de 4% de para
formaldehido (Sigma) en PBS, pH a 7,3 durante 20 min a temperatura ambiente. Las células se lavaron de nuevo
dos veces en PBS, y luego se bloquearon sitios permeabilizados y no especificos con una soluciéon de PBS que
contenia 0,1% de saponina (Sigma) y 1% FCS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego, las células
fueron incubadas con anticuerpo monoclonal anti-tirosina hidroxilasa producido en raton (TH, Sigma) a una dilucion
de 1/1000 en PBS con 1% de FCS, 0,1% de saponina durante 2 horas a temperatura ambiente. Estos anticuerpos
fueron revelados con IgG anti-ratén Alexa Fluor 488 de cabra (Molecular Probes) en una dilucion 1/800 en PBS que
contenia 1% de FCS, 0,1% de saponina durante 1 hora a temperatura ambiente.

Para cada condicion, se tomaron 2 x 10 imagenes (que representaban el 80% del area total del pocillo) por pocillo
utilizando InCell AnalyzerTM 1000 (GE Healthcare) con un aumento de 10x. Todas las imagenes fueron tomadas en
las mismas condiciones. El analisis del nUmero de neuronas positivas TH se realizé utilizando el software Developer
(GE Healthcare).

Los datos se expresan en porcentaje de las condiciones de control (sin intoxicacién, sin 6-OHDA a 100%) para
expresar los dafios por 6-OHDA. Todos los valores se expresan como media +/- SEM (es decir, media) de los 3
cultivos (n a 6 pocillos por condicién por cultivo). Los analisis estadisticos consisten en un ANOVA seguido de las
pruebas de Dunnett y PLSD Fisher cuando se permitia el uso de la version 5.0 del software Statview.

Resultados

Se observa un efecto neuroprotector para las combinaciones de la invenciéon en la prueba de supervivencia de las
neuronas TH después de 48 horas de dafio por 6-OHDA en las neuronas dopaminérgicas.

Una incubacion de 48h de 6-OHDA (20 uM) con neuronas mesencefalicas produjo una intoxicacion significativa de
las neuronas dopaminérgicas (alrededor del -33% de las neuronas TH) en todos los experimentos (control, figuras 7-
9, 12-14).

Se utilizé BDNF como control positivo. Una hora de pretratamiento con BDNF a 1,85 nM protegid significativamente
a las neuronas dopaminérgicas de este dafio por 6-OHDA.

Como se muestra en la tabla 4 a continuacion, todas las combinaciones de farmacos reivindicados dan un efecto
protector contra los dafios por 6-OHDA en las células neuronales dopaminérgicas.
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Tabla 4

Efecto protector contra los dafos por 6-OHDA en células neuronales

Combinacién de farmacos S
dopaminérgicas

baclofeno y torasemida +

baclofeno-acamprosato-torasemida +

mexiletino y cinacalcet +
sulfisoxazol y torasemida +
baclofeno y acamprosato +
acamprosato y cinacalcet +
baclofeno y cinacalcet +
cinacalcet y tadalafil +

Como se muestra en las figuras 7-9 y 12-14, el baclofeno-acamprosato, baclofeno-torasemida, mexiletina-cinacalcet,
acamprosato-cinacalcet, cinacalcet-tadalafil protegen con éxito las neuronas dopaminérgicas frente a la toxicidad por
6-OHDA.

En particular, la combinacién de baclofeno-acamprosato se muestra eficaz en la proteccion, in vitro, de las neuronas
dopaminérgicas para una amplia gama de concentraciones de baclofeno (de 16 nM a 400 nM) y acamprosato (de 4
pM a 1600 pM).

Ademas, los inventores han podido dibujar las curvas de dosis-respuesta para cada baclofeno, acamprosato,
cinacalcet y tadalafil (no mostrados), lo que permite ademas determinar el indice combinatorio (IC) de la
combinacién de estos farmacos segun Loewe [33,34]. Un indice combinatorio por debajo de 1 caracteriza la
existencia de sinergia entre los medicamentos para una combinacion dada.

Como se ilustra en la figura 12, también se encuentra que la mezcla de baclofeno-acamprosato que muestra una
actividad sinérgica en los modelos anteriores de toxicidad e isquemia de glutamato in vitro, también se encuentra
como que tiene una actividad sinérgica en el modelo de toxicidad por 6-OHDA. Por ejemplo, el baclofeno a 32 nM,
cuando se combina con acamprosato a 4 pM o 10 pM, muestra una actividad protectora sinérgica (S, figura 12) en
células neuronales dopaminérgicas intoxicadas con 6-OHDA, con un Cl de 0,4 6 0,5, respectivamente.

También se encontré que las combinaciones probadas de acamprosato-cinacalcet a diferentes concentraciones de
farmacos tenian un efecto protector sinérgico contra la toxicidad inducida por 6-OHDA. Su efecto neuroprotector es
particularmente importante, especialmente cuando se tienen en cuenta las concentraciones tan bajas de los
farmacos, como se ilustra en la figura 13 y la tabla 5. Los indices combinatorios relacionados con las diferentes
composiciones probadas estan, con mucho, por debajo del limite de 1, lo que denota un fuerte efecto protector
sinérgico de la mezcla acamprosato-cinacalcet en las neuronas dopaminérgicas (tabla 5).

Tabla 5

Mezcla de acamprosato-cinacalcet
Proteccién (% de control) |indice combinado

Acamprosato Cinacalcet
Dosis 1 |2 pM 1,6 nM +71% 0,00016
Dosis 2 |2 pM 8 nM +38 % 0,00848
Dosis 3 |2 pM 40 nM +17 % 0,344
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Mezcla de acamprosato-cinacalcet
Proteccién (% de control) |indice combinado

Acamprosato Cinacalcet
Dosis 4 |10 pM 1,6 nM +22% 0,138
Dosis 5 |4 pM 1,6 nM +41% 0,0024
Dosis 6 |4 pM 40 nM +23% 0,276

Las combinaciones probadas de cinacalcet-tadalafil también se encontraron que eran eficientes en la
proteccion de las neuronas dopaminérgicas respecto a la toxicidad por 6-OHDA. Este efecto protector contra la
toxicidad inducida por 6-OHDA se ha encontrado que era sinérgico para varias dosis de farmacos individuales. Su
efecto neuroprotector se ilustra en la figura 14. Los indices combinatorios relacionados con las diferentes
composiciones probadas estan por debajo del limite de 1, lo que denota un fuerte efecto protector sinérgico de la
mezcla cinacalcet-tadalafil en neuronas dopaminérgicas (tabla 6).

Tabla 6

Mezcla cinacalcet-tadalafil
Proteccion (% de control) | indice combinado

cinacalcet tadalafil
Dosis 1 /1,6 nM 1nM +25% 0,676
Dosis 2 |1,6 nM 10 nM +40 % 0,781
Dosis 3 |8 nM 1nM +25% 0,651
Dosis 4 40 nM 0,5nM +30 % 0,336
Dosis 5 40 nM 1nM +28 % 0,692
Dosis 6 |40 nM 10 nM +30 % N/A
Dosis 7 |8 nM 10 nM +35% N/A

N/A: no disponible

D- Efectos sobre la pérdida neuronal dopaminérgica in vivo y en los sintomas motores
1) Mejora de la aquinesia in vivo
Procedimiento quirtrgico y de cria de animales

Se utilizaron ratas Wistar (5 semanas) después de un periodo de aclimatacion de al menos 5 dias. Se realizé una
cirugia bajo ketamina (50 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg). Los animales recibieron una inyeccion unilateral de 12 ug de
6-OHDA (Sigma Aldrich) disuelto en 6 yl de NaCl estéril al 0,9% con 0,1% de acido ascorbico (para proteger 6-
OHDA de la oxidacién), a un caudal de 1 yl/min, en la sustancia nigra pars compacta izquierda. Las coordenadas
estereotaxicas del lugar de inyeccion fueron: anteroposterior + 2,2 mm, lateral 2,0 mm, dorsoventral + 3 mm con la
barra incisiva a + 5,0 mm por encima del plano interaural, segun el atlas estereotaxico de ratas de De Groot (1959)
[37].

Tratamiento con el medicamento o los medicamentos
La primera administracion de tratamiento o vehiculo se realizd el dia anterior a la inyeccion estereotaxica de 6-

OHDA (para los grupos de dafios) o vehiculo y a lo largo de los 15 dias anteriores a las pruebas de comportamiento.
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Las ratas del grupo de tratamiento de referencia se administraron con una combinaciéon de L-DOPA (8 mg/kg) y
benserazida (un inhibidor periférico de la descarboxilasa DPA, 12,5 mg/kg). Durante el estudio y para cada animal, el
volumen de administraciones per os se determind sobre la base del peso corporal medio de los animales del grupo
correspondiente. Los pesos corporales se determinaron dos veces por semana y el volumen de administracion se
ajusto en consecuencia.

Los vehiculos y compuestos se administraron dos veces al dia (es decir, bid: bis in die) a través de la via oral, por la
mafiana y por la tarde; ocho horas (+/- 30 min) separadas las dos administraciones alrededor de las 9:30 AM y
alrededor de las 17:30 PM.

El dia de las pruebas de comportamiento, los medicamentos se administraron alrededor de 1 hora para el grupo
tratado con L-DOPA y alrededor de 2 horas (+/- 15 min) para las combinaciones de farmacos antes de la prueba
conductual, para cada animal.

Pruebas de comportamiento

Cada prueba se realizé antes de la cirugia (2 o 3 dias antes) para determinar el valor del nivel basal. La evaluacion
de las funciones conductuales se realizé 15 dias después de la inyeccion quirdrgica de 6-OHDA utilizando las dos
pruebas diferentes.

Prueba de tiempo de iniciacion (ITT):El animal fue sujetado por un técnico ilustrado frente a una superficie plana.
Sélo una de las dos extremidades delanteras quedd libre para moverse. El tiempo necesario para iniciar el
movimiento hacia la superficie del plano se registré utilizando 180 s como punto final [38].

Prueba de caminar (ST):La rata fue sujetada por el experimentador y solo una de las dos extremidades delanteras
se dejaron libres para moverse por encima de una superficie plana. La otra mano fij6 la extremidad delantera para
no fuera monitoreada con una pata tocando la mesa. El animal se desplazaba lentamente hacia atras o hacia
adelante (5 s durante 0,9 m) por el experimentador. Se conté el niumero de pasos de ajuste para la pata derecha
[38].

Prueba del cilindro (CT): La rata se coloco en un cilindro de plexiglas e, inmediatamente después, se grabé en video
durante 15 minutos para examinar la simetria/asimetria del uso de sus patas delanteras durante el comportamiento
exploratorio en este nuevo entorno. Se determiné el nimero de contactos realizados en la pared del cilindro durante
este periodo con la pata ipsilateral, la pata contralateral, y con ambas patas (contactos dobles) y se expres6 como
un porcentaje del niumero total de contactos [39,40].

Resultados

Se llevaron a cabo ensayos in vivo con combinaciones de farmacos de la invencién. Las combinaciones de farmacos
probadas de la invencion indujeron una mejora significativa, ya sea en la prueba de tiempo de iniciacion o en la
prueba de caminar (tabla 7).

Tabla 7

Combinacién de farmacos Efecto protector contra la acinesia inducida por 6-OHDA
baclofeno y torasemida +

baclofeno - acamprosato - torasemida | +

mexiletino y cinacalcet +
sulfisoxazol y torasemida +
baclofeno y acamprosato +
acamprosato y cinacalcet +
baclofeno y cinacalcet +
cinacalcet y tadalafil +
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Como se ilustra en las figuras 10 y 11, las combinaciones de farmacos de la invencion protegen considerablemente
a las ratas frente a las lesiones estereofélicas por 6-OHDA. Cabe destacar que el tratamiento con una combinacion
de baclofeno-acamprosato da como resultado un alivio casi completo de la acinesia en la prueba de caminar y en la
prueba de iniciacion, de manera dependiente de la dosis.

Este efecto en las combinaciones de la invencién con respecto a la acinesia también se evalué en una prueba
diferente (prueba del cilindro) también utilizada para evaluar la acinesia. Los resultados se ilustran en la figura 15 y
muestran que la combinacion de baclofeno-acamprosato (3,75 mg/kg bid y 0,25 mg/kg bid, respectivamente) alivia la
reduccion de los contactos dobles en el cilindro inducida por la intoxicacion por 6-OHDA, lo que muestra una mejora
del comportamiento motor espontaneo en rata.

Se han probado varias dosis y proporciones de los medicamentos para la combinacion de baclofeno-acamprosato.
Los resultados recogidos en la tabla 8 a continuacion confirman que una amplia gama de dosis o proporciones de
baclofeno y acamprosato son eficientes para contrarrestar la aquinesia inducida por la inyeccién estereotaxica de 6-
OHDA.

Tabla 8

Tratamiento con baclofeno-acamprosato (BCL-|Efecto protector contra la acinesia inducida por 6-

ACP) OHDA*
dosis 1: 0,6 mg/kg bid y 0,04 mg/kg bid +
dosis 2: 1.5 mg/kg bid y 0,1 mg/kg bid +
dosis 3: 3.75 mg/kg bid y 0,25 mg/kg bid +
dosis 4: 125 pg/kg bid y 2 pg/kg bid +
dosis 5: 125 pg/kg bid y 40 pg/kg bid +
dosis 6: 0,5 mg/kg bid y 8 ug/kg bid +
dosis 7: 0,5 mg/kg bid y 20 ug/kg bid +

*en al menos uno de ITT, CT o ST

2) La mejora de la acinesia in vivo esta relacionada con una menor pérdida neuronal en los animales tratados
Preparacion de tejidos para el analisis macrohistologico

Todos los animales se sacrificaron por inyeccion letal de pentobarbital. Los cerebros fueron rapidamente retirados,
luego se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -80°C.

Preparacion de cortes de estriado: Las secciones de tejido coronal (10 m de espesor) a nivel de estriado se cortaron
a -20°C con un criostato (HM560). Tres secciones estriadas seriales por animal fueron montadas en portas de vidrio
SuperFrost Plus (Fisher Scientific) y almacenadas a -80°C hasta su analisis histologico.

Preparacion de cortes de sustancia nigra pars compacta (SN): los cortes se distribuyeron en tres conjuntos de
secciones que cubrian todo el SN (coordenadas: -4,8, -5,3 y -5,8mm AP de bregma). Los cortes del SN, después de
los enjuagues, se sumergieron en 0,3% de H2Oa, se preincubaron durante 30 min en PBS con 5% de BSA, y luego
se incubaron durante la noche en la misma solucion con un anticuerpo monoclonal antitirosina hidroxilasa (TH,
Sigma) a una dilucion de 1/1000. Posteriormente, la seccidon se incubd durante dos horas con un anticuerpo
secundario antiratén marcado con tinte.

Marcaje de las neuronas terminales dopaminérgicas en estriado con tincion de [*H]-mazindol

La pérdida de terminales DA en el estriado se evalu6 como un indice del grado de denervacion dopaminérgica
mediante el andlisis de la union de [*H]-mazindol a los sitios de captacion de dopamina [40]. De hecho, el mazindol
es un bloqueador del transportador de reabsorcion de dopamina que se utiliza cominmente para marcar las
neuronas dopaminérgicas en biologia experimental.
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Brevemente, la seccion del estriado se seco al aire (con un secador de aire de laboratorio) y se enjuagd durante 5
minutos en tampon Tris 50 mM con NaCl 120 mM y 5 mM de KCI. Luego, fueron incubados durante 40 min con 15
nM de [®*H]-mazindol (NEN, DuPont; actividad especifica, 17 Ci/mM) en tampon Tris 50 mM con 300 mM de NaCl y 5
mM de KCI afiadidos con 0,3 mM de desipramina para bloquear los sitios de absorcidon de noradrenalina. Las
secciones se enjuagaron dos veces durante 3 minutos en el tampoén de incubacion de Tris y durante 10 s en agua
destilada y se secaron al aire. Fue expuesto pelicula fotografica sensible a [*H] (Kodak BioMax MS Film, Sigma) a
los cortes en casetes de rayos X y a temperatura ambiente durante 3 semanas. Los niveles del marcaje con [°H]-
mazindol se cuantificaron mediante un analisis de imagenes digitalizado a partir de los autoradiogramas de pelicula
utilizando como sistema de analisis BIOCOM (Densirag, BIOCOM). Los niveles grises se convirtieron en densidades
opticas (OD) utilizando estandares externos (comprimido de paso de densidad calibrada, Kodak). El valor medio de
la OD se determiné a partir de tres secciones por animal después de restar la sefial de fondo medida en cada
seccion escaneada de un area del cuerpo calloso que se sabe que carece de terminales DA.

Cuantificacion de las neuronas positivas TH en el SN

Las neuronas positivas TH se contaron en un conjunto de las tres secciones centradas en la pista de la aguja de
inyeccion 6-OHDA en el SN, cubriendo casi todo el SN. La especificidad del dafio de las neuronas DA, las células
globales en el SN se cuentan en secciones marcadas de azul de toluidina de la misma region. El recuento de células
se realiza mediante un microscopio conectado a un sistema de analisis de imagenes con computadora y una camara
CDD.

Resultados

La inyeccion de 6-OHDA en el SN izquierdo da como resultado una disminucion de la densidad de los cuerpos
celulares DA en el SN y la densidad de los terminales DA en el lado izquierdo del estriado (figura 16). La L-DOPA,
que se reconoce como el Unico tratamiento sintomatico de la EP, no inhibié esta pérdida inducida por 6-OHDA de las
neuronas. La administracion de la dosis 3 de la combinaciéon de baclofeno-acamprosato (3,75 mg/kg bid y 0,25
mg/kg bid, respectivamente) indujo una elevacion estadisticamente significativa de las neuronas DA en el SN y
también en el estriado en comparacion con los animales no tratados (figura 16). Por lo tanto, la combinacién de
baclofeno-acamprosato ofrece una proteccion real de las neuronas DA contra la degeneracion inducida por 6-OHDA
a diferencia de L-DOPA, el tratamiento actualmente mas eficiente aunque sélo de forma sintomatica. No soélo los
cuerpos celulares de las neuronas DA del SN, sino que también los terminales nerviosos en el estriado estan
protegidos; por lo tanto, esta proteccion parece actuar también contra una degeneracion neuronal anterégrada.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para su uso en el tratamiento del parkinsonismo en un sujeto necesitado del mismo que
comprende tadalafil y cinacalcet, o sales de los mismos, o formulacion o formulaciones de liberacion sostenida de
los mismos.

2. La composicion para su uso segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un compuesto seleccionado de
acamprosato, baclofeno, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida, o sales de los mismos, o un profarmaco o varios
profarmacos de los mismos seleccionados de arbaclofeno, placarbil y sulfisoxazol acetilo, o formulaciéon o
formulaciones de liberacién sostenida de los mismos.

3. La composicién para su uso de la reivindicacion 2, que comprende al menos una de las siguientes combinaciones
de compuestos:

- tadalafil, cinacalcet y mexiletina,

- tadalafil, cinacalcet y acamprosato, o

- tadalafil, cinacalcet y baclofeno (o su profarmaco arbaclofeno placarbil),

o sales de los mismos, o una formulacion o varias formulaciones de liberacion sostenida de las mismas.

4. La composicion para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende ademas
al menos un compuesto seleccionado de un precursor de la dopamina, un agonista del receptor de dopamina, o un
inhibidor de una enzima metabolizante de la dopamina.

5. La composicion para su uso segun la reivindicacion 4, donde el precursor de la dopamina es un compuesto
seleccionado de levodopa o melevodopa, o sales o formulaciones de liberacion sostenida de la misma; el agonista
del receptor de dopamina es un compuesto seleccionado del grupo compuesto de talifoexel, piribedil, rotigotina,
bromocriptina, pergolida, cabergolina, lisurida, pramipexol, ropinirol o apomorfina, o sales o formulaciones de
liberacion sostenida de los mismos; y el inhibidor de una enzima metabolizante de la dopamina es un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en carbidopa, benserazida, entacapona, tolcapona, selegilina y rasagilina, o
sales o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos.

6. La composicién para su uso segun la reivindicaciéon 5, que comprende al menos una de las siguientes
combinaciones de compuestos:

- tadalafil, cinacalcet y levodopa,

- tadalafil, cinacalcet, mexiletina y levodopa,

- tadalafil, cinacalcet, acamprosato y levodopa, o

- tadalafil, cinacalcet, baclofeno y levodopa,

o sales de la misma o una formulacién o varias formulaciones de liberacién sostenida de la misma.

7. La composicion para su uso segun la reivindicacion 6 que comprende ademas al menos un compuesto
seleccionado de carbidopa, benserazida, entacapona, tolcapona, selegilina y rasagilina, o una formulacién de sal o
liberacién sostenida de los mismos.

8. La composicion para su uso segun la reivindicacion 7, en la que dicho al menos un compuesto es carbidopa, o
una sal o formulaciéon de liberacion sostenida de la misma.

9. La composicion para su uso segun la reivindicacion 5, que comprende la administracion a dicho sujeto de al
menos una de las siguientes combinaciones de compuestos:

- tadalafil, cinacalcet y selegilina o rasagilina,

- tadalafil, cinacalcet, mexiletina y selegilina o rasagilina,

- tadalafil, cinacalcet, acamprosato y selegilina o rasagilina, o

- tadalafil, cinacalcet, baclofeno y selegilina o rasagilina,

o sales o formulaciones de liberacion sostenida de las mismas.

10. La composicion para el uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un vehiculo
o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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11. La composicién para el uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que los compuestos estan
formulados para ser administrados juntos o por separado.

12. La composicién para el uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que los compuestos se
formulan para ser administrados repetidamente al sujeto.

13. La composicién para el uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que los compuestos estan
formulados para ser administrados por via oral.

14. La composicion para el uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el sujeto sufre de una
condiciéon seleccionada de la enfermedad de Parkinson, paralisis supranuclear progresiva, atrofia del sistema
multiple, degeneracién ganglidnica cortical-basal, demencia con cuerpos de Lewy difusiva, demencia de Parkinson,
distonia-parkinsonismo ligado al cromosoma Xy parkinsonismo secundario.

15. La composicion para el uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el sujeto esta sufriendo de
una condicion seleccionada de la enfermedad de Parkinson, demencia con cuerpos de Lewy y atrofia del sistema
multiple.

16. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, para su uso en la proteccion de las neuronas
dopaminérgicas del sistema nigroestriatal del sujeto de la degeneracion o la muerte.

17. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, para su uso en el tratamiento de la bradicinesia o
aquinesia en dicho sujeto.

18. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, para su uso en el tratamiento preventivo de un sujeto
en riesgo de parkinsonismo.

19. Una composiciéon que incluya tadalafil y cinacalcet o cualesquiera sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos, o una formulacién de liberacién sostenida de los mismos.

20. La composicién de la reivindicacion 19 que comprende ademas un compuesto seleccionado de acamprosato,
baclofeno, mexiletina, sulfisoxazol y torasemida, cualesquiera sales farmacéuticamente aceptable de los mismos, o
una formulacién de liberaciéon sostenida de los mismos.

21. La composicion de la reivindicacion 20, que comprende al menos una de las combinaciones seleccionadas de:
- tadalafil, cinacalcet y mexiletina,

- tadalafil, cinacalcet y acamprosato, o

- tadalafil, cinacalcet y baclofeno,

o sales de los mismos o formulaciones de liberacion sostenida de las mismas.

22. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 19 6 21 que comprende ademas la levodopa o
cualquier sal farmacéuticamente aceptable de la misma o formulacion de liberacidon sostenida de la misma.

23. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 19 6 21 que comprende ademas selegilina o rasagilina,
o cualesquiera sales farmacéuticamente aceptables de la misma o formulacién de liberacion sostenida de las
mismas.

24. La composicion de la reivindicacion 22 que comprende ademas al menos un compuesto seleccionado de
carbidopa, benserazida, entacapona, tolcapona, selegilina y rasagilina, o cualquier sal farmacéuticamente aceptable
de la misma o formulacién de liberaciéon sostenida de la misma.
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Neuronas TH positivas

>

Efecto TH positivo
(% de control positivo)

(% de control positivo)

ES 2749 082 T3

120~

* % %
100 p—
80-

* kK
60+ —
40_

o 1%
20- =* I_-L
0 T —_p- T
6-OHDA
A R N\ G«
& v “%3" »"v‘s"ﬁé &
¢ N Q¢
&
120+
%k %k %k
100
804
60_
4]]-
204
0

Figura 12

42




ES 2749 082 T3

Mezcla: acamprosato + cinacalcet

T
- -
T

* k%

8 2 ©

(oanyisod |o43u02 ap o)
eAaljisod H1 seuoinapn

iNdg

¢ sisoq

Z sisoq

6-OHDA

L sisoQ

|oJ3u09

Mezcla: acamprosato + cinacalcet

(oanisod jos3u02 ap ¥,)
eaisod H1 seuoinan

6-OHDA

iNdg

¢ sisoq

Z sisoq

| sisoQ

|0J3U09D

Figura 13

43



ES 2749 082 T3

Mezcla: cinacalcet + tadalafil

% 3k ok
N

kokk  kk kkk kX

* %

S —
i
L]

T
o (=]
(T3]

100-

(oaysod joauo2 ap %,)
eAljisod H1 seuoinap

6-OHDA

iNag

G siso(

¥ sisoq

¢ sisoqQ

Z sisoqQ

L sisoq

josyuo)

Figura 14

44



Numero de contactos doble
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Nimero de neuronas TH
(% de neuronas simulacro)
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