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

La presente invencién se refiere a composiciones para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (EA) y
de trastornos relacionados. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a nuevas terapias combinatorias
de la enfermedad de Alzheimer y de trastornos relacionados. En particular, la invencién atafie a compuestos que,
solos 0 en combinacién(es), pueden modular eficazmente la funcién sinptica y/o la angiogénesis y/o la respuesta al
estrés celular.

Antecedentes de la invencion

La EA es la demencia cortical prototipica caracterizada por un déficit de la memoria junto con disfasia (trastorno del
lenguaje en el que hay un deterioro del habla y de la comprension del habla), dispraxia (incapacidad para coordinar y
realizar ciertos movimientos y gestos intencionales en ausencia de impedimentos motores o sensoriales) y agnosia
(capacidad de reconocer objetos, personas, sonidos, formas u olores) atribuibles a una participacion de las areas de
asociacion corticales. También pueden estar implicados sintomas especiales tales como la paraparesia espastica
(debilidad que afecta a las extremidades inferiores) (1-4).

La incidencia de la enfermedad de Alzheimer aumenta drasticamente con la edad. La EA es actualmente la causa
mas comun de demencia. Se caracteriza clinicamente por una disminucion global de la funcién cognitiva que pro-
gresa lentamente y deja a los pacientes en su estadio final ligados a la cama, incontinentes y dependientes de la
atencién de una persona a su cuidado. La muerte tiene lugar, en promedio, 9 afios después del diagndstico (5).

La tasa de incidencia de la EA aumenta espectacularmente con la edad. Las predicciones demograficas de las Na-
ciones Unidas estiman que el nimero de personas mayores de 80 afos se acercara a los 370 millones para el afo
2050. Actualmente, se estima que el 50% de las personas mayores de 85 afos sufren de EA. Por lo tanto, mas de
100 millones de personas en todo el mundo padeceran demencia en 50 afios. La enorme cantidad de personas que
requeriran cuidados constantes y otros servicios afectara gravemente a los recursos médicos, monetarios y huma-
nos (6).

El deterioro de la memoria es la primera caracteristica de la enfermedad y afecta a la memoria episddica (memoria
para acontecimientos cotidianos). La memoria semantica (memoria para significado el verbal y visual) se ve afectada
mas tarde en la enfermedad. Por el contrario, la memoria de trabajo (memoria a corto plazo que implica estructuras y
procesos utilizados para almacenar y manipular informacion temporalmente) y la memoria procedural (memoria
inconsciente que es una memoria a largo plazo de habilidades y procedimientos) se conservan hasta tarde. A medi-
da que avanza la enfermedad, surgen las caracteristicas adicionales de deterioro del lenguaje, las deficiencias vi-
suales perceptivas y espaciales, las agnosias y las apraxias.

El cuadro clasico de la enfermedad de Alzheimer es suficientemente caracteristico para permitir una identificacién en
aproximadamente el 80% de los casos (7). Sin embargo, se produce una heterogeneidad clinica y no solo es impor-
tante para el manejo clinico, sino que proporciona una mayor implicacion de los tratamientos con una medicacion
especifica para las formas funcionalmente diferentes (8).

La caracteristica distintiva patoldgica de la EA incluye placas amiloides que contienen beta-amiloide (Abeta), ovillos
neurofibrilares (ONFs) que contienen Tau y disfuncion y pérdida neuronal y sinaptica (9-11). En la ultima década se
han propuesto dos hipotesis principales sobre la causa de la EA: la "hipétesis de la cascada amiloide", que expone
que el proceso neurodegenerativo es una serie de acontecimientos desencadenados por el procesamiento anormal
de la proteina precursora amiloidea (APP, por sus siglas en inglés) (12), y la "hip6tesis de la degeneracion citoes-
quelética neuronal" (13), que propone que los cambios citoesqueléticos son los acontecimientos desencadenantes.
La teoria mas ampliamente aceptada que explica la evolucién de la EA sigue siendo la hipétesis de la cascada ami-
loide (14-16) y los investigadores de la EA se han centrado principalmente en determinar los mecanismos subyacen-
tes a la toxicidad asociada con las proteinas Abeta. En cambio, la proteina Tau ha recibido mucha menos atencién
por parte de la industria farmacéutica que la amiloide, por intereses tanto fundamentales como practicos. Ademas, el
cambio en la densidad sinaptica es la lesion patolégica que mejor correlacién tiene con el deterioro cognitivo en
relacién con las otras dos. Algunos estudios han revelado que la patologia amiloide parece desarrollarse en una
manera especifica de los neurotransmisores, en la que los terminales colinérgicos parecen ser los mas vulnerables,
seguidos de los terminales glutamatérgicos y finalmente de los terminales GABAérgicos (11).

Compendio de la invencion

El prop6sito de la presente invencion es proporcionar nuevos enfoques terapéuticos para tratar la EA y los trastornos
relacionados.

Los inventores han identificado diversos farmacos que, solos o en combinacion(es), pueden afectar de forma eficaz
a las rutas involucradas en la EA y representan terapias nuevas y efectivas para el tratamiento de la EA y los tras-
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tornos relacionados.

Por lo tanto, la invencidn proporciona nuevas composiciones para tratar la enfermedad EA y trastornos relacionados,
tal y como se definen en las reivindicaciones.

En esta memoria también se describe una composicién que comprende una combinacion de al menos dos compues-
tos elegidos a partir del grupo que consiste en acido aminocaproico, acamprosato, amlodipina, argatroban, baclo-
feno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam, leflunomida, mepacrina, metimazol, fenformina, prilocai-
na, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina, cinarizina, ciclopirox, eplerenona, carbenoxolona, sulodexida, car-
bamazina, amobarbital, cefotetan, tetranitrato de eritritilo, meticlotiazida, risedronato, enprofilina, oxtrifilina, parame-
tadiona, cefmenoxima, aprindina, etomidato, mitiglinida, benidipina, levosimendan y zonisamida, o sales o formula-
ciones de liberacién sostenida de los mismos, para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer o un tras-
torno relacionado.

También se describe en esta memoria una composicidon que comprende una combinacion de al menos dos com-
puestos elegidos a partir del grupo que consiste en acido aminocaproico, acamprosato, amlodipina, argatroban,
baclofeno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam, leflunomida, mepacrina, metimazol, fenformina,
prilocaina, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina, cinarizina, ciclopirox, eplerenona, carbenoxolona, sulodexi-
da, carbamazina, amobarbital, cefotetan, tetranitrato de eritritilo, meticlotiazida, risedronato, enprofilina, oxtrifilina,
parametadiona, cefmenoxima, aprindina, etomidato, mitiglinida, benidipina, levosimendan y zonisamida, o sales o
formulaciones de liberacion sostenida de los mismos, para una administracion simultanea, por separado o secuen-
cial.

Las combinaciones de farmacos mas preferidas comprenden 2, 3, 4 o 5 farmacos distintos, incluso mas preferible-
mente 2 o 3. Ademas, las combinaciones de farmacos anteriores también pueden usarse en combinacion adicional
con farmacos o tratamientos adicionales usados actualmente para la EA.

También se describe en esta memoria un método para producir farmaco(s) para tratar la enfermedad de Alzheimer o
un trastorno relacionado, en donde el método comprende una etapa de someter a ensayo el o los farmacos candida-
tos para estudiar la actividad sobre la funcion sinéptica y la angiogénesis y la respuesta al estrés celular y seleccio-
nar el o los farmacos candidatos que mejoran la funcion sinaptica, atentan la desregulacién angiogénica y modulan
la respuesta al estrés celular.

También se describe en esta memoria un método para producir una composicion para tratar la enfermedad de Alz-
heimer o un trastorno relacionado, en donde el método comprende preparar una combinacion de un farmaco que
modula la funcion sinaptica y/o un farmaco que atenuda la desregulaciéon angiogénica y/o un farmaco que modula la
respuesta al estrés celular, para una administracién simultanea, por separado o secuencial a un sujeto que lo nece-
site.

Breve descripcion de las Figuras

Figura 1: Efecto de farmacos seleccionados sobre la extensién de neuritas en un cultivo de neuronas corticales pri-
marias de rata, intoxicadas con beta-amiloide. #: p <0,01; $®®®: p <0,00001: significativamente diferente del
vehiculo. *: p <0,05; ****: p <0,0001: significativamente diferente de Abeta25-35. Prueba t de Student bilateral. ABz2s.
35 20 UM produce una intoxicacion significativa, superior al 25%, en comparacién con las neuronas tratadas con
vehiculo. Esta intoxicacion se evita significativamente con Acamprosato (Fig. 1A) o Zonisamida (Fig. 1B).

Figura 2: Efecto de Fenformina sobre la extension de neuritas en un cultivo de neuronas corticales primarias de rata
intoxicada con beta-amiloide. ¢: p <0,01: significativamente diferente del vehiculo. **: p <0,001: significativamente
diferente de AB2s-35. Prueba t de Student bilateral. ABzs-3s 20 uM produce una intoxicacion significativa, superior al
25%, en comparacioén con las neuronas tratadas con vehiculo. Esta intoxicacion se evita significativamente con Fen-
formina.

Figura 3: Efecto protector de farmacos seleccionados contra la toxicidad del péptido beta-amiloide sobre la liberacion
de LDH desde células cerebrales endoteliales de rata. ¢: p <0,05: significativamente diferente del vehiculo. **: p
<0,01; ***: p <0,0001; ****: p <0,00001: significativamente diferente de AB25-35. Prueba t de Student bilateral. AB2s-35
30 uM produce una intoxicacion moderada pero significativa (Fig. 3A a D). Esta intoxicacion se evita significativa-
mente con Leflunomida (Fig. 3A), Terbinafina (Fig. 3B), Sulfisoxazol (Fig. 3C) o Baclofeno (-) (Fig. 3D). Ademas,
Leflunomida y Terbinafina no solo evitan el efecto nocivo amiloide, sino que también disminuyen la muerte celular
espontanea en el medio de cultivo.

Figura 4: Efecto de farmacos seleccionados sobre la viabilidad de PC12 diferenciadas con NGF después de una
intoxicacion con beta-amiloide. #®®®: p <0,00001: significativamente diferente del vehiculo. **: p <0,01; ***: p
<0,0001: significativamente diferente de Abeta25-35. Prueba t de Student bilateral. Abeta25-35 10 uM produce una
intoxicacion significativa, superior al 25%, en comparacién con las neuronas tratadas con vehiculo (Fig. 4A y 4B).
Esta intoxicacién se evita significativamente con Prilocaina (Fig. 4A) o Amlodipina (Fig. 4B).
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Figura 5: Efecto de farmacos seleccionados sobre la liberacion de LDH en un cultivo de neuronas corticales prima-
rias de rata, intoxicadas con beta-amiloide. ®#®®®: p <0,000001: significativamente diferente del vehiculo. *: p <0,05;
***: p <0,001: significativamente diferente de AB2s-35. Prueba t de Student bilateral. AB2s-35 20 uM produce una intoxi-
cacion significativa, superior al 25%, en comparacion con las neuronas tratadas con vehiculo (Fig. 5A y B). Esta
intoxicacion se evita significativamente con Zonisamida (Fig. 5A) o Sulfisoxazol (Fig. 5B) o Leflunomida (Fig. 5C).

Figura 6: Efecto de un pretratamiento con farmacos seleccionados contra una lesién con AB1-42 humano en HBMEC.
A) Validacion del modelo experimental utilizado para la deteccion de farmacos: 1 hora de pretratamiento con VEGF
10 nM protegia significativamente la red capilar de esa lesién amiloide (+78% de la red capilar en comparacion con
una intoxicacioén con amiloide). *: p <0,05: significativamente diferente del control (sin intoxicacion) : p <0,05: signi-
ficativamente diferente de una intoxicacion con amiloide (ANOVA + prueba de Dunett Post-Hoc). La intoxicacion se
evita significativamente con Sulfisoxazol, Levosimendan, Terbinafina, Baclofeno, Acido aminocaproico, Sulodexida o
Fenoldopam, tal y como se muestra en los experimentos de dosis-respuesta, respectivamente en la Fig. 6B, Fig. 6C,
Fig. 6D, Fig. 6E, Fig. 6F, Fig. 6G, Fig. 6H. ¢: p <0,05: significativamente diferente de la siguiente dosis *: p <0,05:
significativamente diferente de la intoxicaciéon con amiloide (ANOVA + prueba de Dunett Post-Hoc).

Figura 7: Efecto de un pretratamiento con farmacos seleccionados sobre la liberacion de LDH en la toxicidad de Ap1-
42 humano en células corticales primarias de rata. A) Validacion del modelo experimental utilizado para la deteccion
de farmacos: 1 hora de pretratamiento con BDNF (50 ng/ml) protegia significativamente las neuronas de esa lesion
amiloide (-62%), lo que se considera un control positivo para la neuroproteccion. *: p <0,05: significativamente dife-
rente del control (sin intoxicacion) ¢: p <0,05: significativamente diferente de la intoxicacion con amiloide (ANOVA +
prueba de Dunett Post-Hoc). Para todos los experimentos, AB1-42 produce una intoxicacién significativa en compara-
cién con las neuronas tratadas con vehiculo. La intoxicacion se evita significativamente con Baclofeno (-86%) (B),
Sulfisoxazol (-42%) (C), Levosimendan (-133%) (D), Etomidato (-50%) (E), Carbenoxolona (-39%) (F), y con Cinari-
zina (-50%) (G). Para todos los experimentos, ¢: p <0,05: significativamente diferente de una intoxicaciéon con AB1-42
(ANOVA + prueba de Dunett Post-Hoc).

Figura 8: Efecto de una terapia de combinacion con Sulfisoxazol y Levosimendan sobre la longitud total de la red
capilar en cultivos de HBMEC intoxicados con beta-amiloide. ¢: p <0,05, significativamente diferente de AB1-42. *: p
<0,05, significativamente diferente del vehiculo. ANOVA + prueba de Bunett Post-Hoc. El péptido amiloide humano
agregado (AB1-42 2,5 uM) produce una intoxicacién significativa, superior al 40%, en comparacién con las neuronas
tratadas con vehiculo. Esa intoxicacién se evita significativamente mediante la combinacion de Sulfisoxazol y Levo-
simendan (A), mientras que, con esas concentraciones, Levosimendan (B) y Sulfisoxazol (C) por si solos, no tienen
un efecto significativo sobre la intoxicacion.

Figura 9: Efecto de una terapia de combinacion con Sulfisoxazol y Terbinafina sobre la longitud total de la red capilar
en cultivos de HBMEC intoxicados con beta-amiloide. ¢: p <0,05, significativamente diferente de AB1-42. *: p <0,05,
significativamente diferente del vehiculo. ANOVA + prueba de Bunett Post-Hoc. El péptido amiloide humano agrega-
do (AB1-42 2,5 uM) produce una intoxicacién significativa, superior al 40%, en comparacién con las neuronas tratadas
con vehiculo. Esa intoxicacién se evita significativamente mediante la combinacién de Sulfisoxazol y Levosimendéan
(A) mientras que, con esas concentraciones, Sulfisoxazol (B) y Terbinafina (C) por si solos, no tienen un efecto signi-
ficativo sobre la intoxicacion.

Figura 10: Efecto de una terapia de combinacion con Baclofeno y Levosimendan sobre la longitud total de la red
capilar en cultivos de HBMEC intoxicados con beta-amiloide. ¢: p <0,05, significativamente diferente de AB1-42. *: p
<0,05, significativamente diferente del vehiculo. ANOVA + prueba de Bunett Post-Hoc. El péptido amiloide humano
agregado (AB1-42 2,5 uM) produce una intoxicacién significativa, superior al 40%, en comparacion con las neuronas
tratadas con vehiculo. Esa intoxicacion se evita significativamente mediante la combinacién de Baclofeno y Levosi-
mendan (A) mientras que, con esas concentraciones, Levosimendan (B) y Baclofeno (C) por si solos, no tienen un
efecto significativo sobre la intoxicacion.

Figura 11: Efecto de una terapia de combinacién con Terbinafina y Acido aminocaproico sobre la longitud total de la
red capilar en cultivos de HBMEC intoxicados con beta-amiloide. : p <0,05, significativamente diferente de AB1-42. *:
p <0,05, significativamente diferente del vehiculo. ANOVA + prueba de Bunett Post-Hoc. El péptido amiloide humano
agregado (AB1-42 2,5 uM) produce una intoxicacion significativa, superior al 40%, en comparacion con las neuronas
tratadas con vehiculo. Esa intoxicacion se evita significativamente mediante la combinacion de Terbinafina y Acido
aminocaproico (A) mientras que, con esas concentraciones, Acido aminocaproico (B) y Terbinafina (C) por si solos,
no tienen un efecto significativo sobre la intoxicacion.

Figura 12: Efecto de la combinacién de Acido aminocaproico y Levosimendan sobre la longitud total de la red capilar
en cultivos de HBMEC intoxicados con beta-amiloide. ¢: p <0,05, significativamente diferente de AB1-42. *: p <0,05,
significativamente diferente del vehiculo. ANOVA + prueba de Bunett Post-Hoc. El péptido amiloide humano agrega-
do (AB1-42 2,5 uM) produce una intoxicacion significativa, superior al 40%, en comparacion con las neuronas tratadas
con vehiculo. Esa intoxicacion se evita significativamente mediante la combinacion de Levosimendan y Acido amino-
caproico (A) mientras que, con esas concentraciones, Acido aminocaproico (B) y Levosimendan (C) por si solos, no
tienen un efecto significativo sobre la intoxicacion.
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Figura 13: Efecto de una terapia de combinacién con Terbinafina y Levosimendan sobre la longitud total de la red
capilar en cultivos de HBMEC intoxicados con beta-amiloide. ¢: p <0,05, significativamente diferente de AB1-42. *: p
<0,05, significativamente diferente del vehiculo. ANOVA + prueba de Bunett Post-Hoc. El péptido amiloide humano
agregado (AB1-42 2,5 uM) produce una intoxicacién significativa, superior al 40%, en comparacién con las neuronas
tratadas con vehiculo. Esa intoxicacién se evita significativamente mediante la combinacion de Terbinafina y Levo-
simendan (A) mientras que, con esas concentraciones, Terbinafina (B) y Levosimendan (C) por si solos, no tienen
un efecto significativo sobre la intoxicacion.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona nuevos enfoques terapéuticos para tratar la EA o trastornos relacionados. La
invencion describe el uso novedoso de farmacos o combinaciones de farmacos que permiten una correccion efectiva
de tales enfermedades y que se pueden usar para el tratamiento de un paciente.

La expresion "trastorno relacionado con EA" incluye demencia senil de tipo EA (DSTA), demencia con cuerpos de
Lewis, demencia vascular, deterioro cognitivo leve (DCL), deterioro de la memoria asociado a la edad (DMAE) y
problemas asociados con el envejecimiento, Parkinson post-encefalitico, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), escle-
rosis multiple (EM) y sindrome de Down.

Tal y como se usa en esta memoria, el "tratamiento” de un trastorno incluye la terapia, prevencion, profilaxis, retraso
o reduccion de los sintomas provocados por el trastorno. El término tratamiento incluye en particular el control de la
progresion de una enfermedad y los sintomas asociados.

El término "mejora", cuando se refiere a la funcion sinaptica, incluye cualquier aumento en la funcién sinaptica en
comparacién con la funcién existente en el sujeto. Una mejora de ese tipo puede incluir una restauracion, es decir, a
los niveles normales, o un aumento menor, que todavia son suficientes para mejorar el estado del paciente. Esa
mejora puede evaluarse o verificarse utilizando pruebas bioldgicas conocidas, como las descritas en la seccién ex-
perimental.

El término "aumento”, cuando se refiere a la angiogénesis, incluye cualquier aumento de la angiogénesis en compa-
racién con el nivel existente en el sujeto. Una mejora de ese tipo puede incluir una restauracion, es decir, a niveles
normales, 0 un aumento menor, que todavia son suficientes para mejorar el estado del paciente. Ese aumento pue-
de evaluarse o verificarse usando pruebas biologicas conocidas, como las descritas en la seccion experimental.

El término "inhibir", cuando se refiere a la respuesta frente al estrés celular ("REC"), incluye cualquier reduccion en la
REC en comparacién con la actividad existente en el sujeto. Esa reduccion puede incluir una disminucién parcial, por
ejemplo, del 5-20%, que es suficiente para mejorar el estado del paciente, asi como reducciones mas sustanciales,
por ejemplo, del 20-50% o mas de la inhibicién completa, por ejemplo, superior al 50%. La inhibicion se puede eva-
luar o verificar utilizando pruebas bioldgicas conocidas, como las descritas en la seccion experimental.

Ademas, la designacién de compuestos especificos dentro del contexto de esta invencion se entiende que incluye
no solo las moléculas mencionadas especificamente, sino también cualquier sal farmacéuticamente aceptable de las
mismas.

La expresion "tratamiento/terapia combinada o combinatoria” designa un tratamiento en el que al menos dos o0 mas
farmacos se administran conjuntamente a un sujeto para causar un efecto biolégico. En una terapia combinada de
acuerdo con esta invencién, los al menos dos farmacos pueden administrarse juntos o por separado, al mismo tiem-
po o secuencialmente. Ademas, los al menos dos farmacos pueden administrarse a través de diferentes vias y pro-
tocolos. Como resultado, aunque se pueden formular juntos, los farmacos de una combinacién también se pueden
formular por separado.

Como se ha indicado anteriormente, en esta memoria se describen composiciones para tratar la enfermedad de
Alzheimer o un trastorno relacionado, en un sujeto que lo necesita, usando farmacos particulares o combinaciones
de farmacos que mejoran la funcién sinaptica y/o aumentan la angiogénesis y/o inhiben la respuesta al estrés celu-
lar.

Mediante una integracion integral de datos experimentales que incluyen los resultados de estudios de biologia celu-
lar, experimentos del perfil de expresién y estudios de asociacion genética, que describen diferentes aspectos de la
enfermedad de Alzheimer y los vinculos existentes con la sefalizacion celular y las rutas funcionales, los inventores
han descubierto que la funcién sindptica, la angiogénesis y la respuesta al estrés celular representan mecanismos
importantes que se alteran en sujetos que tienen EA. Mediante investigaciones experimentales adicionales, los in-
ventores han seleccionado farmacos o combinaciones de farmacos que alteran eficazmente esas rutas y que mejo-
ran eficazmente la EA, como se ilustra en los ejemplos. Esos farmacos y combinaciones, por lo tanto, representan
enfoques novedosos para tratar la EA y trastornos relacionados.

Los genes ubicados en dichas redes funcionales e implicados en la enfermedad de Alzheimer se seleccionaron
mediante los siguientes criterios:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2800311 T3

(1) - interaccion directa con los genes responsables de causar los casos familiares de enfermedad de Alzhei-
mer (APP, ApoE, presenilinas, proteina tau),

(2) - parejas funcionales de los genes seleccionados por el criterio (1),
(3) - parejas funcionales mas cercanas de los genes seleccionados por el criterio (2).

A través de este procedimiento, los inventores han establecido que las redes responsables de la funcién sinaptica, la
angiogénesis y la respuesta al estrés celular son las principales redes funcionales afectadas en la enfermedad de
Alzheimer.

Los inventores han establecido méas especificamente que la pérdida sinaptica es una caracteristica distintiva, funcio-
nalmente relevante de la enfermedad de Alzheimer, que finalmente conduce a un deterioro cognitivo progresivo,
pérdida de memoria y demencia. Es importante destacar que la pérdida sinaptica se correlaciona mejor con el déficit
cognitivo caracterizado por la patologia de Alzheimer, en comparacion con otros marcadores de lesiones celulares
especificos de la EA que se manifiestan con un desarrollo de ovillos neurofibrilares o el depésito de placas amiloi-
des. En consecuencia, la organizacién de la sinapsis y la plasticidad sinaptica representan un objetivo importante
para las intervenciones terapéuticas en el contexto de la enfermedad de Alzheimer.

La proteina APP se transporta y procesa axonalmente en terminales presinapticas, lo que conduce a una acumula-
cién elevada de Abeta en las sinapsis. Los oligdmeros de Abeta42, asi como las propias placas amiloides, son im-
portantes para inhibir la potenciacion a largo plazo y son los principales responsables del deterioro de la memoria en
pacientes con EA.

Nuestro procedimiento de integracion de datos reveld un grupo de genes, que estan implicados en una distorsion
sinaptica en la EA y que se pueden separar formalmente en tres grupos funcionales principales: proteinas que parti-
cipan en la organizacion de la densidad postsinaptica ("PSD") y la transmision correcta de la sefal nerviosa a la
membrana post-sinaptica; proteinas que aseguran la liberacién de neurotransmisores; y proteinas involucradas en el
crecimiento del axén y la maduracion del desarrollo de la maquinaria sinéptica.

La presente solicitud describe, por lo tanto, que es importante, para un tratamiento eficaz de la EA, mejorar la activi-
dad de las proteinas implicadas en la densidad postsinaptica.

Entre los genes identificados a través de nuestro andlisis, el gen DLG2, que codifica la proteina de la familia MAGUK
y crea una interfaz entre los receptores agrupados unidos a la membrana, las moléculas de adhesién celular y el
citoesqueleto basado en actina, tiene un interés particular (17-18). Los inventores han identificado un gran grupo de
receptores del glutamato ionotréficos/metabotroficos y de factores de crecimiento, que interaccionan directamente
con la proteina DLG2 o el complejo de proteinas DLG2/PSD95 en las sinapsis excitadoras y que, por lo tanto, se
pueden reconocer como dianas terapéuticas para tratar la enfermedad de Alzheimer.

La presente solicitud también describe que es importante, para un tratamiento eficaz de la EA, mejorar la actividad
de las proteinas involucradas en la regulacion de la liberacion de neurotransmisores en la membrana presinaptica.

La liberacion de neurotransmisores en una zona activa restringida y altamente especializada de la membrana plas-
matica presindptica se desencadena a través del potencial de accion y se controla mediante acciones combinadas
de canales Cayv de calcio dependientes del voltaje, canales MaxiK/BK (canales de potasio activados por calcio de
amplia conductancia) y proteinas cinasas PRKG dependientes de GMPc, todas las cuales estan estrechamente
asociadas, como lo demuestra nuestro andlisis, con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Ademas de estos
médulos funcionales implicados en la liberacién de neurotransmisores, los inventores han definido otro grupo de
proteinas, ligadas a la desregulaciéon de la neurotransmision sindptica en el curso de la enfermedad de Alzheimer,
que son responsables de la maduracion, el acoplamiento y la fusién de las vesiculas sinapticas (por ejemplo, las
proteinas de andamiaje STX2, STXBP6, BIN1, RAB3B, UNC13C y RIMS1/2). Por lo tanto, estas rutas funcionales se
priorizaron como dianas terapéuticas apropiadas para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

La presente solicitud describe ademas que es importante, para un tratamiento eficaz de la EA, mejorar la actividad
de las proteinas implicadas en la regulacion del crecimiento y la orientacion del axén.

Las proteinas que participan en la regulacion del crecimiento y la orientacién del axon permiten que las células pre-
cursoras neuronales y los axones migren hacia destinos adecuados para garantizar una ubicacién y conectividad
correctas; también estan implicadas en la maduracién del desarrollo de sinapsis establecidas recientemente, asi
como en la degradacion de axones y sinopsis en la enfermedad EA. Estos procesos tienen un papel fundamental
para la ejecucion de funciones cognitivas y parecen ser extremadamente vulnerables al efecto toxico de los depdsi-
tos de Abeta.

Las etapas consecutivas del crecimiento y orientacion de los axones estan estrechamente controladas por acciones
combinadas de moléculas Netrinas, Semaforinas, Efrinas, DLL y Slits extracelulares o ligadas a la membrana y sus
respectivos receptores funcionales, la mayoria de los cuales han sido reveladas por nuestro enfoque de extraccion
de datos. Los resultados funcionales de la activacion de la mayoria de los receptores del crecimiento axénico estan



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2800311 T3

estrechamente relacionados con su capacidad para modular de forma diferencial la actividad de las pequefas
GTPasas RhoA, Rac1 y Cdc42, siendo RhoA la GTPasa la principal responsable de la retraccion de las neuritas y el
colapso del cono de crecimiento (19). Estas rutas de sefalizacién se han reconocido como dianas terapéuticas per-
tinentes para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Por lo tanto, la presente solicitud reconoce que es importante, para un tratamiento eficaz de la EA, mejorar la funcion
sinaptica alterada en la enfermedad de Alzheimer y otros trastornos neurodegenerativos, mediante la modulacion de
los genes y proteinas diana descritos anteriormente.

A través del procedimiento de extraccion de datos, los inventores también han establecido que la red responsable de
la angiogénesis representa otra red funcional importante afectada por la enfermedad de Alzheimer.

La angiogénesis desempefia un papel fundamental para garantizar una homeostasis tisular y en respuestas adapta-
tivas a desafios ambientales vy fisiol6gicos, tales como la hipoxia o la cicatrizacion de heridas; su disfuncion contribu-
ye a la patogénesis de numerosas y heterogéneas patologias que varian desde complicaciones cardiovasculares
hasta el crecimiento de un tumor y la metastasis.

Aunque la enfermedad de Alzheimer se considera tradicionalmente como una afeccién neurodegenerativa acompa-
fada de una patologia vascular colateral, nuestro analisis permite reevaluar el impacto patégeno de la desregulacion
vascular y atribuye un papel importante y probablemente causal a las rutas angiogénicas en la etiologia de esta
enfermedad. Los inventores han descubierto que los genes que regulan la angiogénesis estan extremadamente
enriquecidos en las redes de sefalizaciéon implicadas en la enfermedad de Alzheimer. Esta conclusion tiene profun-
das consecuencias para la prevencion y la curacion de la enfermedad de Alzheimer y proporciona nuevas pautas
para el tratamiento combinatorio de este complejo trastorno neurodegenerativo.

Entre las rutas de sefalizacion estrechamente implicadas en la remodelacién vascular asociada con la enfermedad
de Alzheimer, se han identificado varios modulos funcionales mediados por VEGFR1, ErbB4, Notch, DCC, CD44,
receptores de efrina y cadherinas.

Como se revela a través de nuestro enfoque de extraccion de datos, otras proteinas diana, potencialmente involu-
cradas en el desarrollo de defectos vasculares manifestados en el curso de la enfermedad de Alzheimer, incluyen
IL20Ra, LEPTR, NRP1 y NRP2, y receptores de endotelina EDNRA, proteinas que participan en la organizacion y la
remodelacion de la matriz extracelular (THBS2, LAMA1, COL4A2, ADAMTS12 y ADAM10) o proteinas (por ejemplo,
TLL2) que tienen un papel importante en el procesamiento funcional de moduladores angiogénicos bien conocidos,
tales como la prolactina, la hormona del crecimiento y el lactégeno placentario (20).

Ademas, también hemos descubierto que varios genes, asociados con la enfermedad de Alzheimer, representan
moduladores aguas arriba y efectores aguas abajo de las cinasas activadas por AMP, reguladores importantes del
sistema vascular (por ejemplo, receptores de leptina y CNTF, ruta de sefializacion de trombina, cinasas CAMKK2B y
LKB1) (21-24). Este hallazgo nos ha permitido definir la red de sefalizacion mediada por AMPK como una diana
terapéutica razonable para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

El acido fosfatidico (PA), el acido lisofosfatidico (LPA) y la esfingosina 1-fosfato (S1P) son fosfolipidos naturales que
poseen potentes propiedades de sefalizacién. En particular, estos factores de crecimiento fosfolipidico muestran
efectos divergentes sobre el potencial angiogénico de las células endoteliales (25). Utilizando nuestro enfoque de
extraccion de datos, identificamos una gran cantidad de genes, involucrados en el metabolismo de LPA o modulados
por la sefnalizacién de LPA y potencialmente vinculados a la progresion de la enfermedad de Alzheimer (MTR,
MAT2B, CUBN, ATP10A, THEM2, PITPNC1, ENPPG, SGPP2, AGPAT, DGKH, DGKB, MGST2, PLD2 y DRD2). Por
lo tanto, llegamos a la conclusion de que esta red de sefializacion representa una diana terapéutica adecuada para
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

La presente solicitud también enfatiza en la importancia de aumentar la angiogénesis alterada en la enfermedad de
Alzheimer y otros trastornos neurodegenerativos, mediante una modulacion de los genes y las proteinas diana des-
critos anteriormente.

Finalmente, hemos establecido que la red responsable de la respuesta frente al estrés celular es la tercera red fun-
cional principal, afectada por la enfermedad de Alzheimer.

Hemos establecido mas especificamente que la respuesta al estrés celular es una caracteristica distintiva, funcio-
nalmente relevante de la enfermedad de Alzheimer. Como se analiza a continuacion, los inventores han identificado
tres familias de proteinas, dentro de la red de respuesta al estrés celular, que son funcionalmente relevantes para la
génesis y el control de la enfermedad de Alzheimer, y representan dianas valiosas para las terapias combinadas.
Estos grupos de proteinas son, mas especificamente, proteinas que participan en la homeostasis del calcio, en el
plegamiento de proteinas y en la ejecucion de la apoptosis.

La presente solicitud describe mas especificamente composiciones que usan una combinaciéon de farmacos que
modula la actividad de una proteina implicada en la homeostasis del calcio.
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El calcio, uno de los mensajeros intracelulares mas importantes, media una pleiotropia de procesos celulares en las
células neuronales y endoteliales, incluida la plasticidad sinaptica, la angiogénesis y la apoptosis.

El nivel de calcio intracelular se regula con precision mediante la accion cooperativa de una serie de canales
permeables al calcio, bombas de calcio e intercambiadores de calcio en la membrana plasmatica y el reticulo endo-
plasmatico (26-27). Hemos identificado una red de genes implicados en la ruta de la homeostasis del calcio, cuya
funcién podria estar modificada por proteinas de presenilina mutantes o por B-amiloide téxico en el curso de la en-
fermedad de Alzheimer. Entre ellos, los receptores IP3R (ITPR1) y RYRS3, ATP2A3 (SERCA3 Ca2 + ATPasa) que
regulan la homeostasis del calcio a nivel de RE, la ATPasa ATP2B1 de la membrana plasmatica, que extruye los
iones de calcio desde las células eucariotas frente a gradientes de concentracién y los canales de Na+ activados por
voltaje, tienen un interés particular como posibles dianas terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad de Alz-
heimer.

También se describen en esta memoria composiciones que usan una combinacién de farmacos que modula la acti-
vidad de una proteina implicada en el plegamiento o la agregacién de proteinas.

La agregacion de proteinas es un fendémeno citopatolégico central en la EA. Dos caracteristicas distintivas celulares
principales de la enfermedad de Alzheimer se manifiestan en el desarrollo de ovillos neurofibrilares (ONFs) y el de-
posito de placas amiloides, compuestas de proteina tau hiperfosforilada agregada y fragmentos AB de proteina APP,
respectivamente. Sin embargo, otra proteina propensa a la agregacion, la a-sinucleina, reconocida como una carac-
teristica distintiva bastante especifica de la enfermedad de Parkinson, se puede detectar en las placas amiloides en
la mayoria de los casos de formas esporadicas y familiares de la enfermedad de Alzheimer.

Hemos determinado varios genes implicados en la modulacion del plegamiento, la modificacion postraduccional y el
procesamiento de cada componente principal de las agregaciones de proteinas asociadas a la enfermedad de Alz-
heimer, como dianas terapéuticas pertinentes para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, por ejemplo, las
proteinas APBA1 y APBA2BP que interaccionan con APP y regulan su estabilidad y funciones, o la ubicuitina-
proteina ligasa PARK2 que esta implicada en el aclaramiento de la a-sinucleina (28). Ademas, la cinasa GSK-3f
podria desempenfar un papel particularmente importante en la patogenia del plegamiento defectuoso de proteinas en
el curso de la enfermedad de Alzheimer. Esta conclusion se ve reforzada por nuestro hallazgo de que unos pocos
médulos de sefalizacion que regulan la actividad de la cinasa GSK-3B y su interaccion con la proteina tau - WWOX
(29), el receptor de hialuronano CD44, los receptores de Wnt Fz2/ROR2 y el complejo de receptor de insuli-
na/fosfatasa PTPRG (30) - estan asociados con la progresion de la enfermedad de Alzheimer.

La presente solicitud también describe composiciones que usan una combinacién de farmacos que inhibe la apopto-
sis que se reconoce como un mecanismo celular principal responsable de la pérdida celular en la enfermedad de
Alzheimer.

Tal y como se ha identificado con nuestro analisis, la apoptosis en el caso de la enfermedad de Alzheimer se ejecu-
ta, muy probablemente, a través de rutas candnicas dependientes de p53.

La proteina p53 se puede regular mediante modificaciones postraduccionales y mediante interacciones con factores
reguladores positivos y negativos. Hemos identificado varias de esas proteinas reguladoras (WWOX, MDM1, HIPK2
y PML), confirmando la propuesta sobre el papel fundamental de la proteina p53 en la ejecucion de la muerte celular
en la enfermedad de Alzheimer (31-33).

Entre los sistemas receptores que podrian estar directa y especificamente implicados en la induccion de la apoptosis
en el contexto de la enfermedad de Alzheimer, los receptores de netrina UNC5C (Homélogo C de Unc-5) y DCC
(suprimido en el carcinoma colorrectal, del inglés “Deleted in Colorectal Carcinoma”), que participan en la guia
axonal y la angiogénesis, tienen un interés particular. Estos receptores se denominan supresores tumorales condi-
cionales putativos, ya que se comportan como receptores dependientes de netrina que inducen la apoptosis en au-
sencia de su ligando (34). La unién de netrina-1 a esos receptores inhibe la apoptosis dependiente de p53, mientras
que p53 esta implicado directamente en la regulacién transcripcional de netrina-1 y sus receptores (33). Ademas, se
sabe que el receptor de DCC esta procesado por la presenilina, lo que indica su importante papel en el desarrollo de
la enfermedad de Alzheimer (35). Por lo tanto, nuestra extraccion de datos sugiere que la muerte celular programada
dependiente de los receptores de netrina y mediada por p53, podria ser una de las rutas especificas proapoptéticas
implicadas en la pérdida celular patoldgica en el contexto de la enfermedad de Alzheimer, ademas de programas
proapoptéticos bastante inespecificos, estimulados por la homeostasis de calcio interrumpida y la produccion exce-
siva de ROS.

La presente solicitud también describe composiciones que emplean una combinacién de farmacos que inhibe la
actividad de al menos dos proteinas distintas, implicadas en la homeostasis del calcio, en el plegamiento de las
proteinas y en la ejecucién de la apoptosis.

La presente solicitud propone composiciones novedosas, que se pueden usar para inhibir la respuesta al estrés
celular inducida en la enfermedad de Alzheimer y otros trastornos neurodegenerativos, modulando genes y protei-
nas diana descritos anteriormente.
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Como se ha indicado anteriormente, también se describen en esta memoria composiciones para tratar la enferme-
dad de Alzheimer o un trastorno relacionado en un sujeto que lo necesita, usando una combinacién de farmacos que
mejoran la funcién sinaptica y/o aumentan la angiogénesis y/o inhiben la respuesta al estrés celular.

Mas especificamente, los inventores han seleccionado y sometido a ensayo una serie de farmacos o combinaciones
de farmacos que alteran una o, preferiblemente, todas las rutas descritas anteriormente. Como se describe en los
ejemplos, estas combinaciones de farmacos tienen un fuerte efecto sobre la enfermedad de Alzheimer y representan
nuevos enfoques terapéuticos de la patologia. Estas combinaciones de farmacos son particularmente ventajosas
porque afectan a diferentes rutas y, por lo tanto, son mas eficaces. Ademas, debido a su eficacia y modo de accién,
las combinaciones de farmacos se pueden usar en dosificaciones bajas, lo cual es una ventaja adicional muy sus-
tancial.

Los farmacos mas preferidos se enumeran en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1

NOMBRE DEL FARMACO NUMERO DE CAS

Acamprosato 77337-76-9
Ambrisentan 177036-94-1
Acido aminocaproico 60-32-2
Amlodipina 88150-42-9
Amobarbital 57-43-2
Aprindina 37640-71-4
Argatroban 74863-84-6
Baclofeno 1134-47-0
Benidipina 105979-17-7
Carbamazepina 298-46-4
Carbamazina 90-89-1
Carbenoxolona 5697-56-3
Cefmenoxima 65085-01-0
Cefotetan 69712-56-7
Ciclopirox 29342-05-0
Cilostazol 73963-72-1
Cinacalcet 226256-56-0
Cinarizina 298-57-7
Clopidogrel 113665-84-2
Difilina 479-18-5
Enprofilina 41078-02-8
Eplerenona 107724-20-9
Eprosartan 133040-01-4
Tetranitrato de eritrilo 7297-25-8
Etomidato 33125-97-2
Fenoldopam 67227-57-0
Leflunomida 75706-12-6
Lercanidipina 100427-26-7
Levosimendan 141505-33-1
Mepacrina 83-89-6
Metimazol 60-56-0
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NOMBRE DEL FARMACO NUMERO DE CAS

Meticlotiazida 135-07-9
Mitiglinida 145375-43-5
Moxifloxacina 354812-41-2
Oxtrifilina 4499-40-5
Parametadiona 115-67-3
Fenformina 114-86-3
Prilocaina 721-50-6
Rifabutina 72559-06-9
Risedronato 105462-24-6
Sulfisoxazol 127-69-5
Sulodexida 57821-29-1
Tadalafilo 171596-29-5
Terbinafina 91161-71-6
Zonisamida 68291-97-4

A este respecto, se describen en esta memoria composiciones que comprenden una combinacién de al menos dos
compuestos elegidos a partir del grupo que consiste en acido aminocaproico, acamprosato, amlodipina, argatroban,
baclofeno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam, leflunomida, mepacrina, metimazol, fenformina,
prilocaina, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina, cinarizina, ciclopirox, eplerenona, carbenoxolona, sulodexi-
da, carbamazina, amobarbital, cefotetan, tetranitrato de eritritilo, meticlotiazida, risedronato, enprofilina, oxtrifilina,
parametadiona, cefmenoxima, aprindina, etomidato, mitiglinida, benidipina, levosimendan y zonisamida, o sales o
formulaciones de liberacion sostenida de los mismos, para una administracion simultanea, por separado o secuen-
cial.

También se describen en esta memoria composiciones que comprenden al menos un compuesto elegido a partir del
grupo que consiste en acido aminocaproico, cinarizina, ciclopirox, eplerenona, carbenoxolona, sulodexida, carbama-
zina, amobarbital, cefotetan, tetranitrato de eritritilo, meticlotiazida, risedronato, enprofilina, oxtrifilina, parametadiona,
cefmenoxima, aprindina, etomidato, mitiglinida, benidipina y levosimendan, o sal(es) o formulacién(es) de liberacién
sostenida de los mismos, en combinacién con al menos un compuesto elegido a partir del grupo que consiste en
acamprosato, amlodipina, argatroban, baclofeno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam, leflunomida,
mepacrina, metimazol, fenformina, prilocaina, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina y zonisamida, o sal(es) o
formulacion(es) de liberacién sostenida, para una administracion simultanea, por separado o secuencial.

Tal y como se describe en los ejemplos, las terapias combinadas que usan al menos 2 de los farmacos menciona-
dos anteriormente, conducen a una correccién eficaz de la enfermedad de Alzheimer.

La terapia segun la invencién se puede llevar a cabo sola 0 como una combinaciéon de farmacos.

En una realizacion preferida, los farmacos de la invencién se usan en combinacion(es) para una administracion
combinada, por separado o secuencial, con el fin de proporcionar el efecto mas efectivo. A este respecto, las com-
posiciones para tratar la enfermedad de Alzheimer emplean farmaco(s) que mejora(n) la funcién sinaptica y farma-
co(s) que atenua(n) la angiogénesis y/o farmaco(s) que inhibe(n) la respuesta al estrés celular.

También se describen en esta memoria las composiciones para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzhei-
mer o un trastorno relacionado que comprenden al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos:

- un modulador de AMPK (preferiblemente, fenformina) y un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activa-
dor de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o un modulador de los canales de BK (preferible-
mente, meticlotiazida),

- un modulador de AMPK (preferiblemente, fenformina) y un modulador de la actividad de los receptores
GABAérgicos y glutamatérgicos (seleccionado preferiblementes a partir de acamprosato, etomidato y aprin-
dina),

- un modulador de AMPK (preferiblemente, fenformina) y un antagonista del receptor de endotelina EDNRA
(preferiblemente, sulfisoxazol),
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un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o
un modulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida) y un modulador del receptor de riano-
dina RYR3 (preferiblemente, prilocaina),

un modulador del receptor GABBR2 (preferiblemente, baclofeno) y un modulador de RHOA (seleccionado
preferiblemente a partir de terbinafina y risedronato),

un modulador del receptor GABBR2 (preferiblemente, baclofeno) y un antagonista del receptor de endoteli-
na EDNRA (preferiblemente, sulfisoxazol),

un modulador del receptor GABBR2 (preferiblemente, baclofeno) y un inhibidor del canal de sodio SCN1A 'y
un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o un modulador de los canales de BK (pre-
feriblemente, meticlotiazida),

un modulador del receptor GABBR2 (preferiblemente, baclofeno) y un modulador de las sintasas de hialu-
ronano HAS1-3 (preferiblemente, leflunomida),

un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o
un modulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida) y un modulador de los receptores de
adenosina ADORA1/2/3 (preferiblemente, difilina),

un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o
un modulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida) y un antagonista del receptor de endo-
telina EDNRA (preferiblemente, sulfisoxazol),

un modulador de RHOA (seleccionado preferiblemente a partir de terbinafina y risedronato) y un antagonis-
ta del receptor de endotelina EDNRA (preferiblemente, sulfisoxazol),

un modulador de RHOA (seleccionado preferiblemente a partir de terbinafina y risedronato) y un inhibidor
de las fosfolipasas PLA1A y PLA2 (preferiblemente, mepacrina),

un modulador de RHOA (seleccionado preferiblemente a partir de terbinafina y risedronato) y un modulador
de la actividad de los receptores GABAérgicos y glutamatérgicos (seleccionado preferiblemente a partir de
acamprosato, etomidato y aprindina),

un modulador de RHOA (seleccionado preferiblemente a partir de terbinafina y risedronato) y una chapero-
na quimica (preferiblemente, rifabutina),

un modulador de AMPK (preferiblemente, fenformina) y un inhibidor de las fosfodiesterasas PDE11A y
PDE4A, PDES5A (seleccionado preferiblemente a partir de tadalafilo, enprofilina y oxtrifilina),

un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o
un modulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida) y un modulador de la sefializacion del
receptor de trombina F2R (preferiblemente, argatroban y cefmenoxima),

un modulador de AMPK (preferiblemente, fenformina) y un modulador de los receptores purinérgicos
P2RY1 y P2RY12 (preferiblemente, clopidogrel),

un modulador de la actividad de los receptores GABAérgicos y glutamatérgicos (seleccionado preferible-
mente a partir de acamprosato, etomidato y aprindina) y un modulador de CASR (preferiblemente, cinacal-
cet),

un antagonista del receptor de endotelina EDNRA (preferiblemente, sulfisoxazol) y un modulador de CASR
(preferiblemente, cinacalcet),

un modulador de RHOA (seleccionado preferiblemente a partir de terbinafina y risedronato) y un modulador
de la senalizacién del receptor de trombina F2R (seleccionado preferiblemente a partir de argatroban y ce-
fmenoxima),

un modulador del receptor GABBR2 (preferiblemente, baclofeno) y un modulador de los receptores purinér-
gicos P2RY1y P2RY12 (preferiblemente, clopidogrel),

un modulador de RHOA (seleccionado preferiblemente a partir de terbinafina y risedronato) y un modulador
de los receptores purinérgicos P2RY1 y P2RY12 (preferiblemente, clopidogrel),

un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o

un modulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida) y un antagonista de los canales de
calcio CACNA dependientes de voltaje (seleccionado preferiblemente a partir de cinarizina, benidipina, pa-
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rametadiona y amlodipina),

- un modulador de la actividad de los receptores GABAérgicos y glutamatérgicos (seleccionado preferible-
mente a partir de acamprosato, etomidato y aprindina) y un antagonista de los canales de calcio CACNA
dependientes de voltaje (seleccionado preferiblemente a partir de cinarizina, benidipina, parametadiona y
amlodipina),

- un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o
un modulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida) y un modulador de la sefalizacion de
HIF1A (preferiblemente ciclopirox),

- un modulador de los receptores GABAérgicos y glutamatérgicos (seleccionado preferiblemente a partir de
acamprosato, etomidato y aprindina) y un modulador de la sefalizacién de HIF1A (preferiblemente, ciclopi-
rox),

- un antagonista del receptor de endotelina EDNRA (preferiblemente, sulfisoxazol) y un modulador de la fos-
forilacion oxidativa (seleccionado preferiblemente a partir de amobarbital y metimazol),

- un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o
un modulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida) y un modulador de la fosforilacién oxi-
dativa (seleccionado preferiblemente a partir de amobarbital y metimazol),

- un antagonista del receptor de endotelina EDNRA (preferiblemente, sulfisoxazol) y un modulador del meta-
bolismo de la vitamina K (preferiblemente, cefotetan),

- un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o
un modulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida) y un modulador del metabolismo de la
vitamina K (preferiblemente, cefotetan),

- un modulador de la actividad de los receptores GABAérgicos y glutamatérgicos (seleccionado preferible-
mente a partir de acamprosato, etomidato y aprindina) y un modulador de PRKG1 (preferiblemente, tetrani-
trato de eritritilo),

- un inhibidor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o
un modulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida) y un modulador de PRKG1 (preferi-
blemente, tetranitrato de eritritilo),

- un antagonista del receptor de endotelina EDNRA (preferiblemente, sulfisoxazol) y un modulador de
PRKG1 (preferiblemente, tetranitrato de eritrilo),

- un modulador de KCNJ11 (seleccionado preferiblemente a partir de mitiglinida y levosimendan) y un modu-
lador de PRKG1 (preferiblemente, tetranitrato de eritrilo),

- un modulador de KCNJ11 (seleccionado preferiblemente a partir de mitiglinida y levosimendan) y un inhibi-
dor del canal de sodio SCN1A y un activador de los canales de BK (preferiblemente, zonisamida) o un mo-
dulador de los canales de BK (preferiblemente, meticlotiazida),

- un modulador de KCNJ11 (seleccionado preferiblemente a partir de mitiglinida y levosimendan) y un modu-
lador de RHOA (seleccionado preferiblemente a partir de terbinafina y risedronato).

También se describe en esta memoria cualquier combinaciéon de compuestos seleccionados a partir de acido amino-
caproico, acamprosato, amlodipina, argatroban, baclofeno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam,
leflunomida, mepacrina, metimazol, fenformina, prilocaina, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina, cinarizina,
ciclopirox, eplerenona, carbenoxolona, sulodexida, carbamazina, amobarbital, cefotetan, tetranitrato de eritritilo,
meticlotiazida, risedronato, enprofilina, oxtrifilina, parametadiona, cefmenoxima, aprindina, etomidato, mitiglinida,
benidipina, levosimendan y zonisamida o sales o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos, para uso en
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer o un trastorno relacionado.

También se describe en esta memoria un uso de una composicion en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
0 un trastorno relacionado, que comprende al menos un compuesto elegido a partir del grupo que consiste en acido
aminocaproico, cinarizina, ciclopirox, eplerenona, carbenoxolona, sulodexida, carbamazina, amobarbital, cefotetan,
tetranitrato de eritritilo, meticlotiazida, risedronato, enprofilina, oxtrifilina, parametadiona, cefmenoxima, aprindina,
etomidato, mitiglinida, benidipina y levosimendan, o sal(es) o profarmaco(s) o derivado(s) o formulacion(es) de libe-
racién sostenida de los mismos, en combinacién con al menos un compuesto elegido a partir del grupo que consiste
en acamprosato, amlodipina, argatroban, baclofeno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam, lefluno-
mida, mepacrina, metimazol, fenformina, prilocaina, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina y zonisamida, o
sal(es) o profarmaco(s) o derivado(s) o formulacién(es) de liberacion sostenida de los mismos.
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También se describe en esta memoria una composicion para tratar la enfermedad de Alzheimer (EA) o un trastorno
relacionado en un sujeto que lo necesita, que comprende al menos &cido aminocaproico, o sal(es) o profarmaco(s) o
derivado(s) o formulacién(es) de liberacion sostenida de los mismos. Por ejemplo, el acido aminocaproico se usa en
combinacion con al menos un compuesto adicional, seleccionado preferiblemente a partir de acamprosato, amlodipi-
na, argatroban, baclofeno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam, leflunomida, mepacrina, metimazol,
fenformina, prilocaina, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina, cinarizina, ciclopirox, eplerenona, carbenoxolo-
na, sulodexida, carbamazina, amobarbital, cefotetan, tetranitrato de eritritilo, meticlotiazida, risedronato, enprofilina,
oxtrifilina, parametadiona, cefmenoxima, aprindina, etomidato, mitiglinida, benidipina, levosimendan y zonisamida o
sales o profarmacos o derivados o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos, para una administracion
combinada, por separado o secuencial.

También se describen en esta memoria composiciones que comprenden &cido aminocaproico, o sal(es) o profarma-
co(s) o derivado(s) o formulacién(es) de liberaciéon sostenida del mismo, y al menos un compuesto adicional selec-
cionado a partir de baclofeno, sulfisoxazol, terbinafina y levosimendan, o sales o profarmacos o derivados o formula-
ciones de liberacion sostenida de los mismos, para una administracion combinada, por separado o secuencial.

La presente invencion se refiere a una composicion para tratar la enfermedad de Alzheimer (EA) o un trastorno rela-
cionado en un sujeto que la necesita, que comprende al menos levosimendan, o sal(es) o formulacién(es) de libera-
cién sostenida del mismo. En una realizacion particular, levosimendan se usa en combinacién con al menos un
compuesto adicional seleccionado preferiblemente a partir de acido aminocaproico, acamprosato, amlodipina, arga-
troban, baclofeno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam, leflunomida, mepacrina, metimazol, fenfor-
mina, prilocaina, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina, cinarizina, ciclopirox, eplerenona, carbenoxolona,
sulodexida, carbamazina, amobarbital, cefotetan, tetranitrato de eritritilo, meticlotiazida, risedronato, enprofilina,
oxtrifilina, parametadiona, cefmenoxima, aprindina, etomidato, mitiglinida, benidipina y zonisamida o sales o formula-
ciones de liberacion sostenida de los mismos, para una administracion combinada, por separado o secuencial.

Una composicién preferida de la invencién comprende levosimendan, o sal(es) o formulacion(es) de liberacion sos-
tenida del mismo, y al menos un compuesto adicional seleccionado a partir de acido aminocaproico, baclofeno, sulfi-
soxazol y terbinafina, o sales o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos, para una administracién com-
binada, por separado o secuencial. Tal composicidn per se también representa un objeto particular de la invencién.

También se describe en esta memoria una composicién para tratar la enfermedad de Alzheimer (EA) o un trastorno
relacionado en un sujeto que lo necesita, en donde la composicién comprende al menos Eplerenona, Carbenoxolo-
na, Sulodexida, Cinarizina o carbamazina, o sal(es) o profarmaco(s) o derivado(s) o formulacion(es) de liberacion
sostenida de las mismas.

Por ejemplo, Eplerenona, Carbenoxolona, Sulodexida, Cinarizina o carbamazina, se usan en combinacién con al
menos un compuesto adicional seleccionado preferiblemente a partir de levosimendan, &cido aminocaproico, acam-
prosato, amlodipina, argatroban, baclofeno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam, leflunomida,
mepacrina, metimazol, fenformina, prilocaina, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina, cinarizina, ciclopirox,
eplerenona, carbenoxolona, sulodexida, carbamazina, amobarbital, cefotetan, tetranitrato de eritritilo, meticlotiazida,
risedronato, enprofilina, oxtrifilina, parametadiona, cefmenoxima, aprindina, etomidato, mitiglinida, benidipina y zo-
nisamida, o sales o profarmacos o derivados o formulaciones de liberacidn sostenida de los mismos, para una admi-
nistracion combinada, por separado o secuencial.

También se describe en esta memoria una composicion que comprende Eplerenona, Carbenoxolona, Sulodexida,
Cinarizina o carbamazina, o sal(es) o profarmaco(s) o derivado(s) o formulacién(es) de liberacién sostenida de las
mismas, y al menos un compuesto adicional seleccionado a partir de levosimendan, acido aminocaproico, baclofeno,
sulfisoxazol y terbinafina, o sales o profarmacos o derivados o formulaciones de liberacién sostenida de los mismos,
para una administracién combinada, por separado o secuencial. Una composicion de ese tipo per se también repre-
senta un objeto particular de la invencién.

También se describe en esta memoria una composiciéon para un tratamiento combinatorio de la enfermedad de Alz-
heimer (EA) o un trastorno relacionado en un sujeto que lo necesita, que comprende al menos una de las siguientes
combinaciones de farmacos para una administracion combinada, por separado o secuencial:

- fenformina y zonisamida,

- fenformina y meticlotiazida,

- fenformina y acamprosato,

- fenformina y sulfisoxazol,

- baclofeno y acido aminocaproico,

- baclofeno y levosimendan,
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acido aminocaproico y levosimendan,

levosimendan y sulfisoxazol,
levosimendan y terbinafina,
zonisamida y difilina,
meticlotiazida y difilina,
zonisamida y prilocaina,
meticlotiazida y prilocaina,
zonisamida y sulfisoxazol,
fenformina y clopidogrel,
acamprosato y cinacalcet,
sulfisoxazol y cinacalcet,
terbinafina y argatroban,
terbinafina y cefmenoxima,
baclofeno y clopidogrel,
terbinafina y clopidogrel,
risedronato y clopidogrel,

zonisamida y cinarizina,

acamprosato y tetranitrato de eritritilo,

sulfisoxazol y tetranitrato de eritritilo,

mitiglinida o levosimendan y tetranitrato de eritritilo,

mitiglinida o levosimendan y zonisamida,

mitiglinida o levosimendan y terbinafina,

mitiglinida o levosimendan y risedronato.

mitiglinida o levosimendan y meticlotiazida,

meticlotiazida o zonisamida y sulfisoxazol,

terbinafina o risedronato y sulfisoxazol,
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- terbinafina o risedronato y mepacrina,

- terbinafina o risedronato y acamprosato,

- terbinafina o risedronato y rifabutina,

- tadalafilo o enprofilina u oxtrifilina y fenformina,

- zonisamida o meticlotiazida y argatroban o cefmenoxima,

- risedronato y argatroban o cefmenoxima,

- zonisamida o meticlotiazida y cinarizina o benidipina o parametadiona o amlodipina,
- acamprosato y cinarizina o benidipina o parametadiona o amlodipina,
- zonisamida o meticlotiazida y ciclopirox,

- sulfisoxazol y amobarbital,

- zonisamida o meticlotiazida y amobarbital,

- sulfisoxazol y cefotetan,

- zonisamida o meticlotiazida y cefotetan,

- zonisamida o meticlotiazida y tetranitrato de eritritilo.

Los ejemplos especificos de tales composiciones comprenden una de las siguientes combinaciones de farmacos
para una administracion combinada, por separado o secuencial:

- baclofeno y acido aminocaproico,

- baclofeno y levosimendan,

- &cido aminocaproico y sulfisoxazol,

- &cido aminocaproico y terbinafina,

- &cido aminocaproico y levosimendan,

- levosimendan y sulfisoxazol,

- levosimendan y terbinafina,

- eplerenonay levosimendan,

- eplerenona y sulfisoxazol,

- eplerenona y fenoldopam,

- sulodexida and levosimendan,

- sulodexida y sulfisoxazol,

- sulodexida y fenoldopam o

- eplerenona y sulodexida.
Tal y como se ilustra en la seccion experimental, las composiciones que comprenden al menos acido aminocaproico
o levosimendan, proporcionan un efecto terapéutico y biolégico sustancial para mejorar la enfermedad de Alzheimer
en sujetos humanos. Esas composiciones evitan eficazmente los efectos toxicos de la proteina o péptido amiloide b
sobre las células humanas y representan métodos novedosos y potentes para tratar ese trastorno.
En otra realizacion preferida, las composiciones segun la invencién comprenden una combinacion de al menos tres
compuestos, o sales o formulaciones de liberaciéon sostenida de los mismos, para una administracién simultanea,

por separado o secuencial para un tratamiento combinatorio de la enfermedad de Alzheimer (EA) o un trastorno
relacionado en un sujeto que lo necesite.
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Los enfoques terapéuticos de acuerdo con la invencién pueden usar farmacos solos o combinaciones de farmacos,
junto con cualquier otra terapia dirigida a la misma ruta o que tenga modos de accién distintos.

También se describen en esta memoria composiciones que podrian comprender ademas un farmaco o farmacos,
que ya existen o que se podrian desarrollar, que se unen o modulan la actividad de una proteina codificada por un
gen seleccionado a partir de ABAT, ABCA1, ABI1, ABL1, ACAT, ACC2, ACCN1, ADAMTS12, ADCY2, ADIPOQ,
ADIPOR1/R2, ADORA1/2A/2B, ADRA1A/2, ADRB1/2, AGPATS5, AlIP4, AKAP2, AKR1C2, AKT, ALDH2, ALOX12,
ALOX5, ANG2, ANK1, ANKRA, ANXA1, APBA1, APBA2BP, APOA1, APOER2, ARHGAP17, ARHGAP26,
ATG5/7/12, ATM, ATP10A, ATP1A1, ATP2A3, ATP2B1, ATP6V1C1, ATR, AUH, BACE1, BAD, BAI3, BASSOON,
BAX, BCAR1, BCL2, BDNF, BECLIN1, BIN1, canales de BK (KCNMA1, KCNMB1), BMP3A, BRCA1, CA10, CAC-
NA1C/2D3/2D4, CADPS2, CALM1-5 (calmodulina), CAMK1D, CAMKK2, CASK, CASR, CAST, CBL, CD36, CD44,
CDC2, CDC42, CDC42BPB, CDC42EP3, CDH1/2/13, CDK5, CDKN1A, CHAT, CHK1, CHRM1-5, CHRNA1-7/9/10,
CIT (citron), CK1, CNGB3, CNTFR, COL4A2, CPT, CRAM, CREB, CRMP, CSH1, CTNNA2, CTNNB1, CTTN (cortac-
tina), CUBN, CULLIN1, CYP7B1, CYSLTR1/R2, DAB1, DCC, DEPDC2, DGKB/H/Z, DHCR7, DHFR, DLG2/4,
DNAJB9, DOCK3, DRD2/5, DYN1/3, EDG1-8, EDN1/2, EDNRA/B, EFNA1/2/4/5/7 (efrina A), EFNB1/2/3 (efrina B),
EHHADH, ELAVL2, ENPP2 (autotaxina), ENPP6, EPHA3, EPHBR1/2/3/4/6, ERBB2/4, ERK1/2, ESRRG, ETFA,
EZR, F2, F2R, FAS, FDPS, FES, FGF1/2, FKBP12/12.6, FLNA, FLT1 (VEGFR1), FLT4, FOXO1/3A, FRAP (MTOR),
FTO, FYN, FZ2, GABBR1/2, GABRA2/G2, GADD45, GAT1, GATA3, GH1, GIPC1/2, GLRA1, GLUD1, GNA12/13,
GNPTAB, GPC5, GPHN (gefrina), GRIA2/3, GRID1/2, GRIK1/2, GRIN2B/3A, GRIP1/2, GRK2/5, GRM3/5/6/7/8,
GRP170, GSK3B, HAPLN1, HAS1-3, HCRTR2, HIF1A, HIPK2, HK2, HMOX1, HOMER1/2/3, HSD11B1, HSP90B,
HSPAS5, HTR1A/1B/1D, HYAL1/2/3, IDE, IL20RA/B, IL6ST, IL8, IMPDH1/2, INS, INSR, IRF1, ITB1, ITGA1/6, ITGB1,
ITPR1, JNK1, KALRN (kalirina), KCNA2/D2, KCNH2, KCNIP1/2, KCNJ11, KCNJ12, KCNJ3, KCNMA1, KCNMB1-4,
KDR (VEGFR2), KTN1, KYNU, LAMAT1, LDLR, LEP (LEPTINA), LEPR, LIFR, LIN7A/B/C (VELI1/2/3), LIPL2, LKB1,
LRP1, LRP2 (megalina), LTBP2, LYN, MAD1L1, MAML3, MAOA/B, MAT2B, MCC1, MDM1, ME1, MET, MGST2,
MINT1, MLLT4 (afadina), MMP2, MMP9, MOESIN, MTR, MUC1, MUNC13/18A, MYO6, MYOL, NADPH oxidasa,
NAV1, NBEA, NCAM1, NCK1/2, NEDD9, NF2 (merlina), NFKB1, NFKBIB, NGEF (efexina), NGF, NGFR, NHERF,
NIL16, NLGN1, NOC2, NOS1/2A/3, NOTCH1/2/3, NPC1/2, NPIST, NR112, NR3C1, NR3C2, NRG1/3, NRP1/2,
NRX3, NTF3/5, NTN1 (netrina 1), NTRK2 (TRKB), NWASP, OPCML, OPRK1, OPRM, OPRS1, OSBPL3/10, P2RY1,
P2RY 12, PAELR, PAI1/2, PAK1/6/7, PALLD, PAP1, PARK2, PC, PCAF, PCTP, PDE11A, PDE1A, PDE3A/3B,
PDE4A/4B/4D, PDESA, PDE6D, PDGFA/B, PDGFRA/B, PI3K, PIAS1, PICALM, PICK1, PIK3C3, PIP5K, PITPNC1,
PKCA, PKCD, PLA1A/2, PLAT, PLAU, PLCB1, PLD1/2, PLEXA1, PLG, PLN, PLXDC2, PML, POP2, PPARA,
PPARD, PPARG, PPARGC1B, PPFIBP1, PPP1CA, PPP3CA (calcineurina), PRDX5/6, PRKAA (AMPK), PRKACA,
PRKG1, PRL, PTGER1, PTGFR, PTGS2, PTN, PTP1B, PTPN11, PTPRF, PTPRG, PTPRM, PVRL1, PXN (paxilina),
PYK2, RAB3B, RAC1, RACK1, RAP1, RASGRF2, RBPJ, RDX (radixina), RELN, RGNEF, RHEB, RHOA, RHOG,
RIM2, RIMS1/2, ROBO2, ROCK1/2, ROR2, RPH3A (rabfilina), RPH3AL, RPS6KA1, RPS6KB2, RTN1, RXR/RAR,
RYR3, SACM1L, SAPAP, SAPK3, SCARB1, SCHIP1, SCN1A/1B, SCNN1D/1G, SEC24D, SEMA3A/3C/3E/4C,
SGPP2, SH3BP5, SIAH1A, SIL1, SLC12A1/2/5, SLC1A2, SLC25A21, SLC6A1/A18, SLC8A1/A2/A3, SLC9A1,
SLIT1, SLN, SMAD3/4, SNAP25, SNCA, SNCAIP, SORBS2, SORCS2, SPLA2, SPOCK1, SPP1 (osteopontina),
SRC, SRD5A1, SREBF1/F2, SRGAP3, STAT3, STX1A/2 (sintaxinas), STXBP6, SUM1, SV2C, SYN1, SYNJ1/2 (si-
naptojanina), SYT12, SYTL4 (granufilina), TACE, TACR1, TBR1, TBXA2R, TGFBR1/R2/R3, THBS1/2, THEM2,
THRA/B, TIAM1, TIMP2, TLL2, TOP2A, TP53, TP63, TRIO, TRPC3/4/5, TSC1/2, TSPO, UBE2A, ULK4, UNC13C,
UNC5C, VAMP2/5, VCL (VINCULINA), VDAC1, VEGFA/C, VEGFR1, VMAT, VPS15, WASPIP, WAVE, WNT1A/5A,
WWOX, XANTINA OXIDASA, YAP y YES1.

Las secuencias de todos los genes y proteinas enumerados anteriormente estan disponibles en genotecas y se
pueden aislar mediante métodos conocidos en la técnica. La actividad de esos genes y proteinas también se puede
evaluar mediante métodos conocidos en la técnica.

Hemos identificado farmacos particulares que, ya sea solos o en combinacién(es), modulan las rutas descritas ante-
riormente y se pueden emplear para tratar la enfermedad de Alzheimer o trastornos relacionados.

También se describen en esta memoria composiciones que pueden comprender ademas al menos un farmaco se-
leccionado a partir de un inhibidor de ABAT, (preferiblemente, vigabatrina), y/o un inhibidor de ABL1 (preferiblemente
imatinib), y/o un inhibidor de ACAT (preferiblemente, hesperetina), y/o un modulador de ADCY2 (preferiblemente,
vidarabina), y/o un modulador de los receptores de adenosina ADORA1/2A/3 (seleccionado preferiblemente a partir
de clofarabina y defibrotida), y/o un modulador de los receptores adrenérgicos ADRA (seleccionado preferiblemente
a partir de propericiazina, metotrimeprazina, mefentermina y dipivefrina), y/o un modulador de los receptores adre-
nérgicos ADRB (seleccionado preferiblemente a partir de guanetidina, betanidina, bitolterol y procaterol), y/o un
inhibidor de ALOX5/12 (seleccionado preferiblemente a partir de dietilcarbamazina y masoprocol), y/o un inhibidor de
ATP1A1 (preferiblemente, deslanosida y omeprazol), y/o un activador de la autofagia (preferiblemente, trehalosa),
y/o un inhibidor de CA10 (preferiblemente, metazolamida), y/o un modulador de la calcificacién (seleccionado prefe-
riblemente a partir de foscarnet, nitrato de galio, calcifediol, calcitonina, calcitriol, acido clodrénico, dihidrotaquisterol,
elcatonina, acido etidrénico, ipriflavona y acetato de teriparatida), y/o un modulador de CALM1 (calmodulina) (prefe-
riblemente, aprindina), y/o un modulador de CD44 (seleccionado preferiblemente a partir de eflornitina y benzbroma-
rona), y/o una chaperona quimica (preferiblemente seleccionada a partir de arabitol y manitol), y/o un modulador de
los receptores muscarinicos CHRM (seleccionado preferiblemente a partir de ciclopentolato, oxifenciclimina, trospio
e isoflurofato), y/o un antagonista de los receptores nicotinicos de acetilcolina CHRNA, que no puede atravesar la
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barrera hematoencefélica (seleccionado preferiblemente a partir de pancuronio, pipecuronio, rapacuronio, rocuronio,
succinilcolina, vecuronio, atracurio, cisatracurio, doxacurio, mecamilamina, metocurina, mivacurio y neomicina), y/o
un inhibidor de CNGB3 (preferiblemente, amilorida), y/o un modulador de los receptores eicosanoides CYSLTR1/2,
PTGER1, PTGFR y TBXA2R (seleccionado preferiblemente a partir de travoprost, montelukast, cinalukast, amle-
xanox, carboprost trometamina, bimatoprost y ridogrel), y/o un inhibidor de DHFR (preferiblemente, pirimetamina y
triamtereno), y/o un modulador del receptor de dopamina DRD2 (seleccionado preferiblemente a partir de dihidroer-
gotamina y cabergolina), y/o un agonista del receptor de dopamina DRD5 (preferiblemente, fenoldopam), y/o un
inhibidor de EDNRA (seleccionado preferiblemente a partir de sulfametoxazol y gentamicina), y/o un modulador de
ENPP2 (autotaxina) (preferiblemente, L-histidina) y/o un inhibidor de ERBB2 (preferiblemente, lapatinib), y/o un mo-
dulador de la trombina F2 (seleccionado preferiblemente a partir de sulodexida, ximelagatran, warfarina, fenprocu-
mén, enoxaparina, ardeparina, fondaparinux, latamoxef, bacitracina, ticlopidina y erdosteina), y/o un inhibidor de
FDPS (preferiblemente, alendronato), y/o un modulador de GABRAZ2 (seleccionado preferiblemente a partir de feno-
barbital, metohexital, cefotiam, clometiazol, tiopental, lubiprostona y aztreonam), y/o un antagonista de GRIK1 (prefe-
riblemente, topiramato), y/o un modulador de la actividad de GSK3B (seleccionado preferiblemente a partir de albu-
terol y metaraminol), y/o un modulador de la sefalizacion de HIF1A (seleccionado preferiblemente a partir de melo-
xicam, topotecéan, deferoxamina, &cido Usnico, hidralazina, deferiprona, dibenzoilmetano, avobenzona, dinoprostona,
epoprostenol, 2-oxoglutarato y mimosina), y/o un inhibidor de HK2 (hexocinasa Il) (seleccionado preferiblemente a
partir de quinina, gabexato, bifonazol y clotrimazol), y/o un modulador de HMOX1 (seleccionado preferiblemente a
partir de auranofina, hematina’/hemina y hemo arginato), y/o un modulador de los receptores HTR1B/1D (selecciona-
do preferiblemente a partir de ergotamina y eletriptan), y/o un inhibidor de IMPDH1 e IMPDH2 (preferiblemente,
tioguanina), y/o un modulador de las integrinas ITGA/B (preferiblemente, rabeprazol), y/o un inhibidor del canal de
potasio KCND2 (preferiblemente, lidocaina), y/o un inhibidor del canal de potasio KCNH2 (preferiblemente, ibutilida),
y/o un modulador de KCNMA1 (seleccionado preferiblemente a partir de cromoglicato, etinamato, ketoconazol, clor-
zoxazona, unoprostona, hesperitina, bendroflumetiazida, benzotiazida, clorotiazida, ciclotiazida, diazoxida, hidroflu-
metiazida, quinetazona vy triclorometiazida), y/o un modulador de MGST2 (preferiblemente, balsalazida), y/o un mo-
dulador de MMP2 y MMP9 (preferiblemente, candoxatril), y/o un modulador de la formacién de poros de transicion
para la permeabilidad mitocondrial (seleccionado preferiblemente a partir de carbenoxolona y ciprofloxacina), y/o un
inhibidor de MTOR (preferiblemente, rapamicina), y/o un modulador de NOS1/2A/3 (seleccionado preferiblemente a
partir de propiltiouracilo, tietilperazina y ketotifeno), y/o un modulador de la sefnalizacién del receptor NR3C1 (selec-
cionado preferiblemente a partir de metirapona y mometasona), y/o un modulador del receptor NR3C2 (seleccionado
preferiblemente a partir de eplerenona y fludrocortisona), y/o un inhibidor de NRP2 (preferiblemente, pegaptanib), y/o
un modulador de OPCML (preferiblemente, alfentanilo), y/o un modulador de OPRK1 y OPRS1(seleccionado prefe-
riblemente a partir de buprenorfina y pentazocina), y/o OPRM (preferiblemente, levalorfano), y/o un modulador de la
fosforilacion oxidativa (seleccionado preferiblemente a partir de almitrina, eritromicina, kanamicina y cerulenina), y/o
un inhibidor de los receptores P2RY1 y/o P2RY12 (preferiblemente, tirofiban), y/o un inhibidor de las fosfodiestera-
sas PDE11A, PDE4A y PDESA (seleccionado preferiblemente a partir de mesembrina, milrinona y anagrelida), y/o
un inhibidor de las fosfodiesterasas PDE3A/3B y PDE4A/4B y un activador de los canales de BK (preferiblemente,
cilostazol), y/o un modulador de los receptores PDGFRA/B (seleccionado preferiblemente a partir de becaplermina,
estreptomicina, delfinidina, cianidina y fumagilina), y/o un modulador de PLA2 (seleccionado preferiblemente a partir
de acido niflumico, hidrocortamato y netilmicina), y/o un modulador de PLAT (preferiblemente, fenilbutirato de sodio),
y/0 un modulador de PLD2 (preferiblemente, ambrisentan), y/o un inhibidor de PLG (preferiblemente, &cido amino-
caproico), y/o un modulador de PPARD (preferiblemente, icosapent), y/o un modulador de PPARG (preferiblemente,
fenilbutirato), y/o un modulador de PRKG1 (seleccionado preferiblemente a partir de nitroprusiato, nitroglicerina y
paricalcitol), y/o un inhibidor de PTP1B (preferiblemente, tiludronato), y/o un modulador de RHOA/RAC (selecciona-
do preferiblemente a partir de clortalidona, hidroclorotiazida, clomociclina, limeciclina, natamicina, anfotericina B,
cefalexina, cefaloridina, cefuroxima, dicloxacilina), y/o un modulador de RXR/RAR (preferiblemente, tazaroteno), y/o
un antagonista de los canales de sodio SCN1A/B (preferiblemente, fosfenitoina), y/o un inhibidor de SLC12A1 (pre-
feriblemente, bumetanida), y/o un inhibidor de SLC6A1 (preferiblemente, tiagabina), y/o un modulador de SLC9A1
(preferiblemente, buclizina), y/o un inhibidor de SRD5A1 (preferiblemente, dutasterida), y/o un antagonista de
TACR1 (seleccionado preferiblemente a partir de aprepitant y vapreotida), y/o un modulador de la sefnalizacién de
TGFB (preferiblemente, aliskireno), y/o un modulador de THRA/B (seleccionado preferiblemente a partir de liotioro-
nina), y/o un inhibidor de TOP2A (preferiblemente, lucantona), y/o un modulador de TSPO (seleccionado preferible-
mente a partir de flunitrazepam y temazepam), y/o un modulador de VDAC1 (preferiblemente, dihidroxialuminio), y/o
un inhibidor de VEGFR1 (preferiblemente, sunitinib), y/o un modulador del metabolismo de la vitamina K (seleccio-
nado preferiblemente a partir de cefmetazol, cefamandol y cefoperazona), y/o un inhibidor de VMAT (seleccionado
preferiblemente a partir de tetrabenazina, deserpidina y nitisinona), y/o un inhibidor de los canales de calcio depen-
dientes de voltaje (CACNA) (seleccionado preferiblemente a partir de lercanidipina, pregabalina, mibefradilo, aranidi-
pina, bamidipina, benciclano, bepridilo, clentiazem, efonidipina, elgodipina, etafenona, fendilina, flunarizina, galopa-
milo, isadipina, lacidipina, lidoflazina, lomerizina, manidipina, nicardipina, nilvadipina, nimodipina, nisoldipina, nitren-
dipina, perhexilina, prenilamina, semotiadilo y terodilina), y/o un inhibidor de YES1, SRC y EPHAS (preferiblemente,
dasatinib).

Otras terapias utilizadas junto con el o los farmacos o combinaciones de farmacos descritos en esta memoria, pue-
den comprender uno o varios farmacos que mejoran los sintomas de la enfermedad de Alzheimer o farmacos que se
podrian usar para un tratamiento paliativo de la enfermedad de Alzheimer. Preferiblemente, dicho uno o varios far-
macos se seleccionan a partir de 3APS, AAB-001, ABT-089, ABT-126, AC-3933, ACC-001, Acetaminofeno, AFFI-

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2800311 T3

TOPE ADO1, AFFITOPE ADO2, &cido alfa lipoico, alfa-tocoferol, AN1792, anti-Abeta, AQW051, Aripiprazol, Ato-
moxetina, Atorvastatina, AVE1625, AVP-923, AZD0328, AZD3480, Bapineuzumab, BAY94-9172 (ZK 6013443),
Bifeprunox, Bioperina, BMS-708163, BRL-049653, Briostatina, CAD106, Celecoxib, CERE-110, Cerebrolisina, CHF
5074, Colina, Circadina, Citalopram, Coenzima Q, Cobre, CTS21166, Curcumina, CX516 (Ampalex), CX717, Ciclo-
fosfamato, DCB-AD1, Dextroamfetamina, DHA (Acido Docosahexaenoico), Digoxina, Dimebon (Latrepirdina), Di-
valproex, DMXB-A, Donepezilo, Doxiciclina, Egb 761, EHT 0202 tazolato, ELNDOO5 (escilo-inositol), EPAX 1050TG,
mesilato de Ergoloid, Epigalocatequina-Galato, Escitalopram, Estradiol, Estr6geno, Etanercept, EVP-6124, EVT101,
Exelon, aceite de pescado, FK962, florpiramina F 18, Folato + Vitamina B6 + Vitamina B21, Gabapentina, Galanta-
mina, Gemfibrozilo, extractos de Ginkgo biloba (por ejemplo, EGb 761 o CP401), extractos mejorados de Ginkgo
biloba (por ejemplo, enriquecidos en ingredientes activos o con menos contaminantes) o farmaco que contiene ex-
tractos de Ginkgo biloba (por ejemplo, Tanakan o Gingkor fort), Glucosa, Acido L-glutamico, GSI 136, GSI-953,
GSK239512, GSK933776A, Haloperidol, HF0220, Huperzina A, Hidrocodona/APAP, Ibuprofeno, IFN-alfa2A, Indo-
metacina, Insulina, Inmunoglobulina intravenosa, Ketasina, Lecozotan, Leuprolida, Levodopa, Acido lipoico, Litio,
Lorazepam, Lovostatina, Luteina, LY2062430 (solanezumab), LY2811376, LY450139, LY451395, MABT5102A,
Malato, Masitinib (AB1010), Medroxiprogesterona, Melatonina, MEM 1003, MEM 3454, Memantina, Azul de meti-
leno, Metilfenidato, Mifepristona, MK0249, MK0677, MK0952, MK0952, MK3328, Modafinilo, MPC-7869, NADH,
Naproxeno, Nefiracetam, Aceite de krill Neptuno, Neramexano, NIC5-15, parche de Nicoderm, Nicotinamida (vitami-
na B3), Novasoy, NP031112, NS 2330, NSA-789, AINEs, Olanzapina, Acidos grasos poliinsaturados omega-3
(EPA+DHA), ONO-2506PO, Oxibato, Panax Ginseng, PAZ-417, PBT2, Perfenazina, PF-04360365, PF-04447943,
PF-04494700, Fenserina, Fosfatidilserina, Pitavastatina, Posifeno, PPI-1019 (APAN), Pravastatina, Prazosina, Pre-
dnisona, Progesterona, PRX-03140, PYM50028, Quetiapina, R1450, Raloxifeno, Ramiprilo, Rasagilina, Razadina,
resveratrol, rifampicina, risperidona, Rivastigmina, RN1219, RO5313534, Rofecoxib, Rosiglitazona, Salvia officinalis
(salvia), SAM-315, SAM-531, SAM-760, SB-742457, Selenio, Sertralina, SGS-742, Simvastatina SK-PC-B70M, So-
lanezumab, SR57667B, SRA-333, SRA-444, SSR180711C, ST101, T-817MA, Tacrina, Tarenflurbilo, Testosterona,
Tramiprosato (3APS), Trazodona, TRx0014 (cloruro de metiltioninio), Triptéfano, V950, Valproato, Vareniclina, Vita-
mina C, Vitamina E, VP4896, Xaliprodeno, Zeaxantina, Zolpidem y ZT-1 (DEBIO-9902 SR).

También se describe en esta memoria un método para seleccionar un farmaco para el tratamiento combinatorio de
la enfermedad de Alzheimer o un trastorno relacionado, en donde el método comprende una etapa de someter a
ensayo un farmaco candidato para estudiar una actividad en la funcién sinaptica y/o la angiogénesis y/o la respuesta
al estrés celular y seleccionar un farmaco candidato que mejora la funcién sinaptica, atenda la desregulacién angio-
génica y modula la respuesta al estrés celular.

También se describe en esta memoria un método para seleccionar una composicion para tratar la enfermedad de
Alzheimer o un trastorno relacionado, en donde el método comprende preparar una combinacién de un farmaco que
modula la funcion sinaptica y/o un farmaco que atenuda la desregulaciéon angiogénica y/o un farmaco que modula la
respuesta al estrés celular, para una administracién simultanea, por separado o secuencial a un sujeto que lo nece-
site.

La composicién de la invencion se puede administrar repetidamente al sujeto.

Las composiciones de la invencién comprenden tipicamente uno o varios vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables. La duracién de la terapia depende del estadio de la enfermedad que se esta tratando, la combinacién
utilizada, la edad y el estado del paciente, y como responde el paciente al tratamiento. La dosificacion, la frecuencia
y el modo de administracion de cada componente de la combinacion se pueden controlar de forma independiente.
Por ejemplo, un farmaco se puede administrar por via oral mientras que el segundo farmaco se puede administrar
por via intramuscular. La terapia combinada se puede administrar en ciclos a intervalos que incluyen periodos de
descanso de modo que el cuerpo del paciente tiene la oportunidad de recuperarse de cualquier efecto secundario
aun no previsto. Los farmacos también se pueden formular juntos de manera que una administracién suministre
todos los farmacos.

La administracion de cada farmaco de la combinacion puede ser a través de cualquier medio adecuado que dé lugar
a una concentracién del farmaco que, combinado con el otro componente, sea capaz de corregir el funcionamiento
de las rutas implicadas en la EA.

Si bien es posible que los ingredientes activos de la combinacion se administren como el producto quimico puro, es
preferible presentarlos como una composicién farmacéutica, también denominada en este contexto formulacién
farmacéutica. Las posibles composiciones incluyen aquellas adecuadas para una administracién oral, rectal, tépica
(incluyendo transdérmica, bucal y sublingual) o parenteral (incluyendo administracién subcutanea, intramuscular,
intravenosa e intradérmica).

Mas cominmente, esas formulaciones farmacéuticas se prescriben al paciente en "paquetes de paciente" que con-
tienen una cantidad de unidades de dosificacién u otros medios para la administracién de dosis unitarias medidas
para uso durante un periodo de tratamiento distinto en un solo envase, generalmente un blister. En relacion con las
prescripciones tradicionales, en las que un farmacéutico divide el suministro para un paciente de un producto farma-
céutico a partir de un suministro a granel, los paquetes de paciente tienen la ventaja de que el paciente tiene siem-
pre acceso al prospecto contenido en el paquete de paciente, normalmente ausente en las prescripciones tradiciona-
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les. Se ha comprobado que la inclusién de un prospecto mejora la adaptabilidad del paciente a las instrucciones del
médico. Asi pues, la invencion incluye ademas una formulacion farmacéutica, como se ha descrito anteriormente en
la presente memoria, en combinacién con un material de envasado adecuado para dichas formulaciones. En un
paquete de paciente de ese tipo, el uso previsto de una formulacion para el tratamiento combinado puede inferirse
mediante instrucciones, recursos, previsiones, adaptaciones y/u otros medios que ayuden a utilizar la formulacion
del modo mas adecuado para el tratamiento. Tales medidas hacen que un paquete de paciente sea especificamente
adecuado y esté especificamente adaptado para el uso en un tratamiento con la combinacion de la presente inven-
cion.

El farmaco puede estar contenido, en cualquier cantidad apropiada, en cualquier sustancia de soporte adecuada y
puede estar presente en una cantidad de 1-99% en peso del peso total de la composicién. La composiciéon puede
estar prevista en una forma de dosificacién que sea adecuada para la via de administracion oral, parenteral (por
ejemplo, intravenosa, intramuscular), rectal, cutanea, nasal, vaginal, mediante inhalacion, sobre la piel (parche) u
ocular. Asi pues, la composicion puede estar en forma, por ejemplo, de comprimidos, capsulas, pildoras, polvos,
granulados, suspensiones, emulsiones, soluciones, geles incluyendo hidrogeles, pastas, pomadas, cremas, emplas-
tos, pociones, dispositivos de liberacidon osmética, supositorios, enemas, inyectables, implantes, nebulizadores o
aerosoles.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular segun la practica farmacéutica convencional (véase, por
ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (202 ed.), compilador. A. R. Gennaro, Lippincott Wil-
liams & Wilkins, 2000 y Encycopledia of Pharmaceutical Technology, compiladores J. Swarbrick y J. C. Boylan,
1988-1999, Marcel Dekker, Nueva York).

Las composiciones farmacéuticas segun la invencién se pueden formular para liberar el farmaco activo sustancial-
mente de manera inmediata a la administracion, o después de la administracion en cualquier momento o periodo de
tiempo predeterminado.

Las formulaciones de liberacion controlada incluyen (i) formulaciones que crean una concentracion sustancialmente
constante del farmaco dentro del cuerpo durante un periodo de tiempo prolongado; (ii) formulaciones que, después
de un periodo de retraso predeterminado, crean una concentracién sustancialmente constante del farmaco dentro
del cuerpo durante un periodo de tiempo prolongado; (iii) formulaciones que mantienen la accién del farmaco duran-
te un periodo de tiempo predeterminado manteniendo un nivel eficaz y relativamente constante del farmaco en el
cuerpo con una minimizacién concomitante de efectos secundarios no deseables, asociados a fluctuaciones en el
nivel plasmatico de la sustancia activa del farmaco; (iv) formulaciones que localizan la accién del farmaco mediante,
por ejemplo, una colocacion espacial de una composicién de liberacién controlada adyacente al tejido u 6érgano en-
fermo o en el mismo; y (v) formulaciones que guian la accion del farmaco utilizando vehiculos o derivados quimicos
para entregar el farmaco a un tipo concreto de célula diana.

La administracion de farmacos en forma de una formulacion de liberacion controlada se prefiere especialmente en
los casos en los que el farmaco, bien solo, 0 en combinacion, tiene (i) un indice terapéutico reducido (es decir la
diferencia entre la concentracién plasmatica que produce efectos secundarios nocivos o reacciones toxicas y la
concentracién plasmatica que produce un efecto terapéutico es pequefia; en general, el indice terapéutico, IT, se
define como la relacién entre la dosis letal media (DL50) y la dosis eficaz media (DE50); (ii) una ventana de absor-
cién estrecha en el tracto gastrointestinal; o (iii) una semivida biolégica muy corta, de manera que se requiere una
dosificacién frecuente durante un dia para mantener el nivel plasmatico a un nivel terapéutico.

Se puede aplicar cualquiera de varias estrategias con el fin de conseguir una liberacién controlada en la que la tasa
de liberacion sea mayor que la tasa de metabolismo del farmaco en cuestién. Se puede conseguir una liberacion
controlada mediante una seleccion apropiada de diversos ingredientes y parametros de formulacién, incluyendo, por
ejemplo, diversos tipos de revestimientos y composiciones de liberacion controlada. Asi pues, el farmaco se formula
con excipientes apropiados para obtener una composicion farmacéutica que, al administrarla, libera el farmaco de
una manera controlada (composiciones de capsula o comprimido unitario simple o multiple, soluciones en aceite,
suspensiones, emulsiones, microcapsulas, microesferas, nanoparticulas, parches y liposomas).

Formas de dosificacién sélidas para uso oral

Las formulaciones para uso oral incluyen comprimidos que contienen el o los ingredientes activos en una mezcla con
excipientes no téxicos farmacéuticamente aceptables. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes
0 cargas (por ejemplo, sacarosa, celulosa microcristalina, almidones incluyendo almidén de patata, carbonato de
calcio, cloruro de sodio, fosfato de calcio, sulfato de calcio o fosfato de sodio); agentes de granulacion y disgregan-
tes (por ejemplo, derivados de la celulosa incluyendo celulosa microcristalina, almidones incluyendo almidén de
patata, croscarmelosa sodica, alginatos o acido alginico); aglutinantes (por ejemplo, goma arabiga, acido alginico,
alginato de sodio, gelatina, almidon, almidon pregelatinizado, celulosa microcristalina, carboximetilcelulosa sédica,
metilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa, etilcelulosa, polivinilpirrolidona o polietilenglicol); y agentes lubricantes,
deslizantes y antiadhesivos (por ejemplo, acido estearico, silices o talco). Otros excipientes farmacéuticamente
aceptables pueden ser colorantes, aromatizantes, plastificantes, humectantes, agentes tamponadores y similares.
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Los comprimidos pueden no estar revestidos o pueden estar revestidos mediante técnicas conocidas, opcionalmente
para retrasar la disgregacién y la absorcion en el tracto gastrointestinal y de este modo proporcionar una accién
mantenida durante un periodo mas largo. El revestimiento puede estar adaptado para liberar la sustancia activa del
farmaco en un patrén predeterminado (por ejemplo, con el fin de lograr una formulacion de liberacion controlada) o
puede estar adaptado para no liberar la sustancia activa del farmaco hasta haber pasado el estdbmago (revestimiento
entérico). El revestimiento puede ser un revestimiento de azucar, un revestimiento de pelicula (por ejemplo, basado
en hidroxipropil metilcelulosa, metilcelulosa, metil hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, carboximetilcelulosa,
copolimeros de acrilato, polietilenglicoles y/o polivinilpirrolidona) o un revestimiento entérico (por ejemplo, basado en
un copolimero de &cido metacrilico, ftalato de acetato de celulosa, ftalato de hidroxipropil metilcelulosa, succinato
acetato de hidroxipropil metilcelulosa, ftalato acetato de polivinilo, goma laca y/o etilcelulosa). Puede emplearse un
material de retardo tal como, por ejemplo, monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

Las composiciones solidas de comprimido pueden incluir un revestimiento adaptado para proteger la composicién
contra cambios quimicos no deseados (por ejemplo, degradacién quimica antes de la liberacion de la sustancia
activa del farmaco). El revestimiento puede aplicarse sobre la forma de dosificacién sélida de manera similar a como
se describe en la Encyclopedia of Pharmaceutical Technology.

En el comprimido pueden estar mezclados entre si diversos farmacos, o éstos pueden estar divididos. Por ejemplo,
el primer farmaco esta contenido en el interior del comprimido, y el segundo farmaco se halla en el exterior, de tal
manera que se libere una parte considerable del segundo farmaco antes de la liberacién del primer farmaco.

Las formulaciones para uso oral pueden presentarse también como comprimidos masticables, o0 como cépsulas de
gelatina dura en las que el ingrediente activo est4 mezclado con un diluyente sélido inerte (por ejemplo, almidén de
patata, celulosa microcristalina, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin), 0 como capsulas de gelatina blanda
en las que el ingrediente activo esté mezclado con agua o un medio aceitoso, por ejemplo, parafina liquida o aceite
de oliva. Pueden prepararse polvos y granulados utilizando los ingredientes mencionados anteriormente en forma de
comprimidos y capsulas de una manera convencional.

Las composiciones de liberacién controlada para uso oral se pueden elaborar, por ejemplo, para que liberen el far-
maco activo controlando la disolucién y/o la difusion de la sustancia del farmaco activo.

La liberacién controlada por disolucién o difusién puede lograrse mediante un revestimiento apropiado de una formu-
lacion en forma de comprimido, capsula, granulo o granulado de farmacos, o incorporando el farmaco en una matriz
apropiada. Un revestimiento de liberacién controlada puede incluir una o varias de las sustancias de revestimiento
mencionadas anteriormente y/o, por ejemplo, goma laca, cera de abeja, glycowax, cera de ricino, cera de carnauba,
alcohol estearilico, monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo, palmitoestearato de glicerol, etilcelulosa,
resinas acrilicas, poli(acido dl-lactico), acetato butirato de celulosa, poli(cloruro de vinilo), poli(acetato de vinilo),
vinilpirrolidona, polietileno, polimetacrilato, metilmetacrilato, 2-hidroximetacrilato, hidrogeles de metacrilato, 1,3 buti-
lenglicol, metacrilato de etilenglicol y/o polietilenglicoles. En una formulacién de matriz de liberacién controlada, el
material de la matriz puede incluir también, por ejemplo, metilcelulosa hidratada, cera de carnauba y alcohol esteari-
lico, carbopol 934, silicona, triestearato de glicerilo, acrilato de metilo-metacrilato de metilo, poli(cloruro de vinilo),
polietileno y/o fluorocarburo halogenado.

Una composicion de liberacion controlada que contiene uno o varios de los farmacos de las combinaciones reivindi-
cadas puede presentarse también en forma de un comprimido o capsula flotante (es decir, un comprimido o una
capsula que, después de la administracion oral, flota encima del contenido gastrico durante un cierto periodo de
tiempo). Una formulacién de comprimido flotante del o de los farmacos puede prepararse granulando una mezcla del
o de los farmacos con excipientes y un 20-75% p/p de hidrocoloides, tales como hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelu-
losa o hidroxipropilmetilcelulosa. Los granulos obtenidos se pueden comprimir a continuacion para obtener compri-
midos. Al ponerse en contacto con el jugo gastrico, el comprimido forma una barrera de gel sustancialmente im-
permeable al agua alrededor de su superficie. Esta barrera de gel participa a la hora de mantener una densidad de
menos de uno, permitiendo de este modo que el comprimido permanezca flotando en el jugo gastrico.

Liquidos para administracién por via oral

Los polvos, polvos dispersables o granulos adecuados para la preparacion de una suspension acuosa mediante la
adicion de agua, son formas de dosificacién convenientes para la administracion por via oral. La formulacion en
forma de suspensién proporciona el ingrediente activo en una mezcla con un agente dispersante o humectante, un
agente de suspension y uno o mas agentes conservantes. Como agentes de suspension son adecuados, por ejem-
plo, la carboximetilcelulosa sédica, la metilcelulosa, el alginato de sodio y similares.

Composiciones parenterales

La composicion farmacéutica puede administrarse también por via parenteral mediante inyeccion, infusién o implan-
tacién (intravenosa, intramuscular, subcutanea o similares) en formas de dosificacién, formulaciones, o a través de
dispositivos de liberacion adecuados o implantes que contienen vehiculos y coadyuvantes convencionales no toxi-
cos, farmacéuticamente aceptables. La formulacion y la preparacion de tales composiciones son bien conocidas por
los expertos en la técnica de la formulacion farmacéutica.
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Las composiciones para uso parenteral pueden estar previstas en formas de dosificacion unitarias (por ejemplo, en
ampollas monodosis), 0 en frascos que contienen varias dosis y a los que se puede anadir un agente conservante
adecuado (véase posteriormente). La composicion se puede presentar en forma de una solucién, una suspensién,
una emulsion, un dispositivo de infusién o un dispositivo de liberacion para la implantacion o se puede presentar en
forma de un polvo seco que se reconstituye con agua u otro vehiculo adecuado antes del uso. Aparte del o de los
farmacos activos, la composicién puede incluir vehiculos y/o excipientes adecuados, aceptables desde el punto de
vista parenteral. El o los farmacos activos pueden estar incorporados en microesferas, microcapsulas, nanoparticu-
las, liposomas o similares para una liberacion controlada. La composicion puede incluir agentes de suspension,
solubilizacién, estabilizacion, ajuste del pH y/o dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion se pueden presentar en la forma adecuada para una inyeccion
estéril. Para preparar tal composicién, el o los farmacos activos adecuados se disuelven o suspenden en un vehiculo
liquido aceptable desde el punto de vista parenteral. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden em-
plearse, se incluyen agua, agua ajustada a un pH adecuado mediante la adicion de una cantidad apropiada de acido
clorhidrico, hidréxido de sodio o un tampén adecuado, 1,3-butanodiol, solucion de Ringer y solucién de cloruro de
sodio isotonica. La formulacién acuosa puede contener también uno o varios agentes conservantes (por ejemplo, p-
hidroxibenzoato de n-propilo, etilo 0 metilo). En los casos en los que uno de los farmacos sea solo moderadamente o
ligeramente soluble en agua, se puede afadir un agente que mejora la disolucién o la solubilizacién, o el disolvente
puede incluir un 10-60% p/p de propilenglicol o similares.

Las composiciones parenterales de liberacion controlada se pueden presentar en forma de suspensiones acuosas,
microesferas, microcapsulas, microesferas magnéticas, soluciones en aceite, suspensiones en aceite o emulsiones.
Como alternativa, el o los farmacos activos pueden estar incorporados en vehiculos biocompatibles, liposomas,
nanoparticulas, implantes o dispositivos de infusion. Los materiales para | uso en la preparaciéon de microesferas y/o
microcapsulas son, por ejemplo, polimeros biodegradables/bioerosionables tales como poligalactina, poli-
(cianoacrilato de isobutilo), poli(2-hidroxietil-L-glutamina). Los vehiculos biocompatibles que pueden utilizarse a la
hora de formular una formulacién parenteral de liberaciéon controlada, son carbohidratos (por ejemplo, dextranos),
proteinas (por ejemplo, albumina), lipoproteinas o anticuerpos. Los materiales para el uso en implantes pueden ser
no biodegradables (por ejemplo, polidimetil siloxano) o biodegradables (por ejemplo, poli(caprolactona), poli(acido
glicélico) o poli(orto ésteres)).

Composiciones rectales

Para una aplicacion rectal, las formas de dosificacion adecuadas para una composicion incluyen supositorios (de
tipo emulsion o suspension) y capsulas de gelatina rectales (soluciones o suspensiones). En una formulacién tipica
de supositorio, el o los farmacos activos se combinan con una base de supositorio apropiada, farmacéuticamente
aceptable, tal como manteca de cacao, acidos grasos esterificados, gelatina glicerinada y diversas bases solubles
en agua o dispersables como los polietilenglicoles. Pueden incorporarse diversos aditivos, potenciadores o tensioac-
tivos.

Composiciones percutaneas y topicas

Las composiciones farmacéuticas también se pueden administrar por via tdpica sobre la piel para una absorcion
percutanea en formas de dosificacion o formulaciones que contienen vehiculos y excipientes convencionalmente no
toxicos, farmacéuticamente aceptables, incluyendo microesferas y liposomas. Las formulaciones incluyen cremas,
pomadas, lociones, linimentos, geles, hidrogeles, soluciones, suspensiones, barras, nebulizadores, pastas, emplas-
tos y otros tipos de sistemas de liberacién transdérmica de farmacos. Los vehiculos o excipientes farmacéuticamen-
te aceptables pueden incluir agentes emulsionantes, antioxidantes, agentes de tamponacion, agentes conservantes,
humectantes, potenciadores de la penetracion, agentes quelantes, agentes formadores de gel, bases de pomadas,
perfumes y agentes protectores de la piel.

Los agentes emulsionantes pueden ser gomas naturales (por ejemplo, goma de acacia o0 goma de tragacanto)

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

Las composiciones farmacéuticas descritas anteriormente para la administracion tépica sobre la piel pueden utilizar-
se también en conexidén con una administracién tépica sobre la parte del cuerpo que se ha de tratar o cerca de la
misma. Las composiciones pueden estar adaptadas para una aplicacion directa o para una aplicacion por medio de
dispositivos especiales de liberacion de farmacos tales como vendajes o, como alternativa, emplastos, almohadillas,
esponjas, bandas u otras formas de material flexible adecuado.

Dosificaciones y duracion del tratamiento

Se apreciara que los farmacos de la combinaciéon pueden administrarse de manera concomitante, en la misma for-
mulacién farmacéutica o en una formulacién farmacéutica diferente o secuencialmente. Si se realiza una administra-
cién secuencial, la demora en administrar el segundo ingrediente activo (o el ingrediente activo adicional) no deberia
ser tal que se pierda el beneficio del efecto eficaz de la combinacién de los ingredientes activos. Un requisito minimo
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para una combinacion segun esta descripcion es que la combinacion deberia estar destinada a un uso combinado
con el beneficio del efecto eficaz de la combinacién de los ingredientes activos. El uso previsto de una combinacion
puede inferirse mediante recursos, previsiones, adaptaciones y/u otros medios que ayuden a utilizar la combinacion
segun la invencién.

Aunque los farmacos 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 farmaco en la combinacion, prefiriéndose en maxima
medida una sola dosis diaria de todos los farmacos en una sola composicion farmacéutica (forma de dosificacion
unitaria).

La expresién "forma de dosificacion unitaria” se refiere a unidades fisicamente discretas (tales como cépsulas, com-
primidos o cilindros de jeringa cargados) adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos, conte-
niendo cada unidad una cantidad predeterminada de material 0 materiales activos, calculada para producir el efecto
terapéutico deseado, en asociacion con el vehiculo farmacéutico necesario.

La administracion puede ser una o varias veces al dia durante un tiempo de varios dias a varios afos y puede inclu-
so ser durante toda la vida del paciente. En la mayoria de los casos esta indicada una administracién crénica o al
menos repetida periddicamente a largo plazo.

Adicionalmente, la informacién farmacogendmica (el efecto del genotipo sobre la farmacocinética, la farmacodinami-
ca o el perfil de eficacia de un producto terapéutico) sobre un paciente concreto puede influir en la dosificacién utili-
zada.

Excepto cuando responden a casos especialmente perjudiciales de enfermedad EA, en los que puedan requerirse
dosificaciones mayores, la dosificacion preferida de cada farmaco en la combinacién se encuentra normalmente
dentro del intervalo de dosis no superiores a las normalmente prescritas para un tratamiento de mantenimiento a
largo plazo o que hayan demostrado ser seguras en estudios clinicos de fase 3.

Una ventaja notable de la invencién es que cada compuesto puede utilizarse con dosis bajas en una terapia combi-
nada, produciendo al mismo tiempo, en combinacién, un beneficio clinico considerable para el paciente. La terapia
combinada puede, de hecho, ser eficaz en dosis en las que los compuestos no tienen individualmente ningun efecto
importante. Por consiguiente, una ventaja concreta de la invencién reside en la capacidad de utilizar dosis subdpti-
mas de cada compuesto, es decir, dosis que son menores que las dosis terapéuticas normalmente prescritas, prefe-
riblemente 1/2 de las dosis terapéuticas, mas preferiblemente 1/3, 1/4, 1/5 o incluso mas preferiblemente 1/10 a
1/100 de las dosis terapéuticas. En tales dosificaciones subdptimas, los compuestos solos serian sustancialmente
inactivos, mientras que la o las combinaciones segun la invencion son totalmente eficaces.

Una dosificacién preferida corresponde a cantidades desde un 1% hasta un 50% de las normalmente prescritas para
un tratamiento de mantenimiento a largo plazo.

La dosificacion mas preferida puede corresponder a cantidades desde un 1% hasta un 10% de las normalmente
prescritas para un tratamiento de mantenimiento a largo plazo.

A continuacion se ofrecen ejemplos especificos de dosificaciones de farmacos para uso en la invencion:
- Acido aminocaproico desde aproximadamente 0,05 a 15 g por dia
- Levosimendan de 0,05 a 4 mg por dia
- amlodipina por via oral desde aproximadamente 0,05 a 1 mg por dia
- clopidogrel por via oral desde aproximadamente 0,75 a 7,5 mg por dia,
- tadalafilo por via oral desde aproximadamente 0,05 a 0,5 mg por dia,
- cilostazol por via oral desde aproximadamente 1 a 10 mg por dia,
- terbinafina por via oral desde aproximadamente 2,5 a 25 mg una o dos veces al dia,
- leflunomida por via oral desde aproximadamente 0,25 a 2,5 mg por dia,
- cinacalcet por via oral desde aproximadamente 0,3 a 3 mg por dia,
- acamprosato por via oral desde aproximadamente 7 a 70 mg tres veces al dia,
- metimazol por via oral desde aproximadamente 0,05 a 1,5 mg por dia

- mepacrina por via oral desde aproximadamente 3 a 30 mg por dia,
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- fenformina por via oral desde aproximadamente 0,5 a 5 mg por dia,

- baclofeno por via oral desde aproximadamente 0,4 a 8 mg por dia administrados en dos o tres dosis dividi-
das,

- rifabutina por via oral desde aproximadamente 6 a 60 mg por dia,

- amobarbital por via oral desde aproximadamente 0,06 a 15 mg por dia,

- cefotetan por via oral desde aproximadamente 0,01 a 0,4 mg por dia,

- difilina por via oral desde aproximadamente 6 a 60 mg por dia en dos o tres dosis divididas,
- meticlotiazida por via oral desde aproximadamente 0,025 a 1 mg por dia,

- risedronato por via oral desde aproximadamente 0,05 a 3 mg por dia,

- etomidato por via oral desde aproximadamente 0,6 a 6 mg por dia,

- zonisamida por via oral desde aproximadamente 1 a 40 mg por dia.

Se entenderd que la cantidad del farmaco realmente administrada sera determinada por un médico, a la luz de las
circunstancias relevantes incluyendo el estado o los estados que se hayan de tratar, la composicién exacta que se
ha de administrar, la edad, el peso y la respuesta del paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y
la via de administracién elegida. Por lo tanto, los intervalos de dosificacion anteriormente indicados estan destinados
a proporcionar una orientacion general y ayuda para las ensefianzas de la presente memoria, pero no estan desti-
nados a limitar el alcance de la invencion.

Los siguientes ejemplos se proporcionan con fines ilustrativos y no a modo de limitacion.
Ejemplos
I. Los compuestos y las combinaciones de los mismos evitan la toxicidad del péptido ABzs-35

En esta primera serie de experimentos se han sometido a ensayo los compuestos candidatos en cuanto a su capa-
cidad para prevenir o reducir los efectos toxicos del péptido ABzs-35. Los farmacos se someten a ensayo en primer
lugar individualmente, a lo que siguen ensayos de su accion combinada. El efecto se determina sobre diversos tipos
de células, para documentar ulteriormente la actividad de los compuestos.

En la EA, la proteina APP forma agregados de laminas B insolubles plegadas de proteina Abeta fibrilar (amiloide). El
cambio conformacional desde las formas solubles a fibrilares parece ser un evento espontdneo que se incrementa
con concentraciones mas altas de Abeta, por lo que cualquier produccién de cantidades mas altas de lo normal de
Abeta (o la produccién de formas mas grandes y menos solubles de Abeta) tendera a aumentar la formacion de
placa. Una vez que la placa Abeta ha comenzado a formarse, otras moléculas pueden interaccionar con la placa
naciente para producir eventualmente la placa madura con sus areas asociadas de muerte celular neuronal. Consi-
derando esto, hemos dado prioridad a someter a ensayo los efectos de los farmacos sobre la viabilidad de las célu-
las expuestas a la proteina 3 amiloide.

1.1 Proteccidn frente a la toxicidad del péptido ABzs-35 en neuronas corticales
Cultivo celular

Se cultivaron neuronas corticales de rata como describen Singer et al. 1999. Brevemente, se dio muerte a ratas
hembra prefiadas en el dia 15 de gestacién mediante luxacion cervical (Ratas Wistar; Janvier) y se extrajeron los
fetos del Utero. Se extrajo el cértex y se colocd en medio helado de Leibovitz (L15; Invitrogen) que contenia un 1%
de penicilina-estreptomicina (PS; Invitrogen) y un 1% de albumina de suero bovino (BSA; Sigma). Los cortex se
disociaron mediante tripsina durante 20 min a 37°C (Tripsina EDTA 1X; Invitrogen) diluida en PBS sin calcio ni mag-
nesio. La reaccion se detiene mediante la adicion de medio Eagle modificado con Dulbecco (DMEM; Invitrogen) que
contiene ADNasa | de grado Il (0,1 mg/ml; Roche Diagnostic) y 10% de suero de ternera fetal (FCS; Invitrogen). Las
células se disocian mecanicamente mediante 3 pases a través de una pipeta de 10 ml. Las células se centrifugan
después a 180 x g durante 10 minutos a 10°C. El material sobrenadante se desecha y las células del sedimento se
resuspenden en un medio de cultivo definido que consiste en Neurobasal (Invitrogen) complementado con B27 (2%;
Invitrogen), L-glutamina (0,2 mM; Invitrogen), 1% de solucién PS 'y 10 ng/ml de factor neurotréfico derivado del cere-
bro (BDNF, Pan Biotech). Las células viables se cuentan en un citometro de Neubauer utilizando la prueba de exclu-
sién con azul de tripano. Las células se siembran con una densidad de 30.000 células/pocillo en placas de 96 poci-
llos (los pocillos estan recubiertos previamente con poli-L-lisina (10 pg/ml; Sigma)) y se cultivan a 37°C en una at-
mésfera con aire humidificado (95%)/CO2 (5%).
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Después de 6 dias de cultivo, las células se incuban con los farmacos (5 concentraciones). Después de 1 hora, las
células se intoxican con 20 pM de beta-amiloide (25-35; Sigma) en medio definido sin BDNF pero junto con los far-
macos. Las neuronas corticales se intoxican durante 2 dias. Se realizan dos cultivos independientes por condicion, 6
pocillos por condicién.

Cuantificacion de la longitud de las neuritas

Las células se fijan con una solucién fria de etanol (95%) y acido acético (5%) durante 10 minutos. Después de la
permeabilizacién con 0,1% de saponina, las células se bloquean durante 2 h con PBS que contiene 10% de suero
de cabra. A continuacion, las células se incuban con anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina 2 asociada a
los microtibulos (MAP-2; Sigma). Este anticuerpo indica especificamente los cuerpos celulares y las neuritas. El
anticuerpo secundario utilizado es una IgG (sonda Molecular) de cabra anti-ratén Alexa Fluor 488. Los nucleos de
las neuronas se indican por un tinte fluorescente (solucién de Hoechst, SIGMA). Se toman veinte imagenes por
pocillo, usando InCell AnalyzerTM 1000 (GE Healthcare) con un aumento de 20x. Todas las imagenes se toman en
las mismas condiciones. La longitud de las neuritas se cuantifica utilizando el programa informatico Developer (GE
Healthcare).

Resultados

Los resultados presentados en la Fig. 1 se extraen a partir de dos cultivos independientes, 6 pocillos por condicion.
Todos los valores se expresan como media * e.e. de la media. Se realiza una prueba t de Student bilateral con datos
sin procesar. Los resultados se expresan en porcentaje de longitud de las neuritas, en comparacion con el control
(vehiculo).

Los farmacos se incubaron con neuronas corticales primarias de rata una hora antes de la intoxicacién con Abetazs-
35 20 UM que dura 2 dias (36).

Dos dias después de esta incubacién, se cuantificé la longitud de la red de neuritas, reflejando el crecimiento celular
axonal. Los resultados muestran que los farmacos sometidos a ensayo ejercen claramente un efecto neuroprotector
frente a una intoxicacién con Abetass.ss (Fig. 1y Fig. 2).

1.2 Proteccion frente a la toxicidad del péptido ABzs-s5 en células cerebrales endoteliales
Cultivo celular

El primer cultivo de células cerebrales endoteliales de rata (Vect-Horus SAS, Marsella) se cultiva en el pase 0. Al
llegar a confluencia, las células endoteliales se disocian con tripsina EDTA (Pan Biotech Ref: P10-023100). Las
células se siembran con una densidad de 25.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos (los pocillos estan recubier-
tos con 30 pl de colageno de rata de tipo |, a 1,5 mg/ml, Vect-Horus SAS, Marsella) y se cultivan en medio MCBD
131 (M-131-500, Invitrogen) complementado con 1% de complemento de crecimiento microvascular (MVGS, S-005-
25, Invitrogen). Las células se cultivan a 37°C en una atmoésfera de aire humidificado (95%)/CO2 (5%). La mitad del
medio se cambia cada dos dias por medio fresco.

Después de 4 dias, se anaden los farmacos al medio de cultivo celular, con diferentes concentraciones, se disuelven
en DMSO al 0,1% o agua. Se realiza una incubacién previa de 1 hora, en un medio de cultivo que contiene medio
Eagle modificado con Dulbecco (DMEM, Pan Biotech Ref: P04-03600), complementado con 2% de suero fetal bo-
vino (FBS; Invitrogen ref: 16000-036), 1% de L-glutamina (Pan Biotech ref: P04-80100), 1% de penicilina-
estreptomicina (PS; Pan Biotech ref: P06-07100), 0,1 mg/ml de heparina (Sigma), 10 ng/ml de factor de crecimiento
epidérmico (EGF, Invitrogen) y 10 ng/ml de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, PHG0146, Invitrogen).

A continuacién, las células se intoxican con 30 uM de B-amiloide (25-35; Sigma) junto con los farmacos en el mismo
medio de cultivo. Las células se intoxican durante 3 dias.

Ensayo de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH)

Para cada cultivo, después de 3 dias de intoxicacién, se recoge el material sobrenadante y se analiza con un kit de
deteccion de citotoxicidad (LDH, Roche Applied Sciences). Este ensayo colorimétrico para la cuantificacion de la
muerte celular se basa en la medicién de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) liberada desde el citosol de las
células dafiadas en el material sobrenadante. La densidad optica (DO) se determina mediante un espectrofotometro
a una longitud de onda de 492 nm mediante un aparato de barrido mdltiple (Thermo, Ref Ascent).

Resultados

Los resultados presentados en la Figura 3 se extraen a partir de dos cultivos independientes, 6 pocillos por condi-
cion. Todos los valores se expresan como media + e.e.m. Se realiza una prueba t de Student bilateral con datos sin
procesar. Los resultados se expresan en porcentaje de viabilidad celular, en comparacion con el control (vehiculo).

Las farmacos se incuban con células endoteliales cerebrales primarias de rata una hora antes de la intoxicacién con
AB2s-35 30 uM que dura 3 dias.
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Tres dias después de esta incubacidn, se cuantifica la liberacion de LDH en el medio de cultivo, lo que refleja el nivel
de muerte celular.

Los resultados presentados muestran claramente que los compuestos sometidos a ensayo ejercen un potente efecto
protector contra esa intoxicacion con ABzs-as (Fig. 3).

1.3 Proteccion contra la toxicidad del péptido ABzs-35 en células de feocromocitoma
Cultivo celular de PC12

Las células PC12 (Feocromocitoma de rata, ATCC ref: CRL-1721) procedentes de ATCC (ATCC CRL-1721) se
descongelaron rapidamente en agua a 37°C. El material sobrenadante se puso inmediatamente en 9 ml de medio de
proliferacion de PC12 que contenia medio Eagle modificado con Dulbecco DMEM-F12 (Pan Biotech ref: P04-41450)
con 15% de suero de caballo inactivado por calor (Invitrogen ref: 16050-130), 2,5% de suero fetal bovino (FBS; Invi-
trogen ref: 16000-036), 1% de penicilina 10.000 U/ml y estreptomicina 10 mg/ml (PS; Pan Biotech ref: P06-07100) y
1% de L-glutamina 200 mM (Pan Biotech ref: P04-80100).

Las células se centrifugaron (800 ciclos/min, 4°C durante 5 min) y se afiadieron a 5 ml de medio de proliferacion de
PC12, las células viables se contaron con una camara Malassez utilizando la prueba de exclusion de rojo neutro
(Sigma).

A continuacidn, las células se sembraron a 3.10* células por cm? en medio de proliferacién de PC12 en matraces de
plastico de 75 cm? (Greiner Ref: 658175) recubiertos previamente con poli-L-lisina (10 pug/ml, Sigma Ref: P2636).

El medio se cambié cada dos dias. Después de 3 dias de cultivo, cuando las células alcanzaron un 80% de con-
fluencia, se lavaron en HBSS sin calcio ni magnesio (Pan Biotech Ref: P06-33500) y se incubaron en tripsina EDTA,
(0,05%, Pan Biotech Ref: P10-023100). La reaccién enzimatica se detuvo con medio de proliferacion de PC12 al que
se afadio 0,5 mg/ml de ADNAsa 1 de grado 2 (Pan Biotech Ref: T60-37780100). A continuacion, las PC12 se centri-
fugaron (800 ciclos/min a 4°C durante 10 min) y las células se sembraron con una densidad de 2,9 10* por cm? en
un matraz de cultivo de 175 cm? (Greiner Ref: 661195) recubierto previamente con poli-L-lisina.

Intoxicacion y ensayo de viabilidad de MTT

Las células PC12 (pase n° 2) se siembran con una base de 3300 células por cm? en placas de 96 pocillos (Greiner
Ref: 655 180) recubiertas previamente con medio neurobasal de poli-L-lisina (Sigma) (Invitrogen, Ref: 21103049)
que contenia B27 (2%, Invitrogen, Ref: 21103049), penicilina (50 U/ml)-estreptomicina (50 pg/ml) y glutamina (1%) y
50 ng/ml de NGF (Sigma Ref: N1408). NGF permite que las PC12 se diferencien en células similares a las neuronas
simpaticas.

Después de 5 dias de cultivo, el medio se cambia por neurobasal al que se afiade NGF (50 ng/ml), B27 sin antioxi-
dante, glutamina y antibiéticos. Después de 24 h, las células se incuban durante 1 hora con farmacos con 5 concen-
traciones, 6 pocillos por condicién. Después de 1 hora de preincubacién, las células se intoxican con 10 uM de beta-
amiloide (25-35; Sigma) junto con farmacos en el medio de cultivo celular. Después de 24 h, las células se lavan una
vez con PBS (Pan Biotech, Ref: P04-36100) y se evalua la supervivencia de las células PC12 mediante la prueba de
viabilidad con MTT (bromuro de 3,[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio).

Cultivo celular de neuronas corticales

Se cultivaron neuronas corticales primarias de rata como describen Singer et al. 1999. Brevemente, se dio muerte a
ratas hembras prefiadas en el dia 15 de gestacién mediante luxacion cervical (Ratas Wistar; Janvier) y se extrajeron
los fetos del Utero. Se extrajo el cértex y se colocé en medio helado de Leibovitz (L15; Invitrogen) que contenia un
1% de penicilina-estreptomicina (PS; Invitrogen) y 1% de albumina de suero bovino (BSA; Sigma). Los coértex se
disociaron mediante tripsina durante 20 min a 37°C (Tripsina EDTA 1X; Invitrogen) diluida en PBS sin calcio ni mag-
nesio. La reaccion se detiene mediante la adicion de medio Eagle modificado con Dulbecco (DMEM; Invitrogen) que
contiene ADNasa | de grado Il (0,1 mg/ml; Roche Diagnostic) y 10% de suero de ternera fetal (FCS; Invitrogen). Las
células se disocian mecanicamente mediante 3 pases a través de una pipeta de 10 ml. Las células se centrifugan
después a 180 x g durante 10 minutos a 10°C. El material sobrenadante se desecha y las células del sedimento se
resuspenden en un medio de cultivo definido que consiste en Neurobasal (Invitrogen) complementado con B27 (2%;
Invitrogen), L-glutamina (0,2 mM; Invitrogen), 1% de solucién PS 'y 10 ng/ml de factor neurotréfico obtenido del cere-
bro (BDNF, Pan Biotech). Las células viables se cuentan en un citometro de Neubauer utilizando la prueba de exclu-
sién con azul de tripano. Las células se siembran con una densidad de 30.000 células/pocillo en placas de 96 poci-
llos (los pocillos estan recubiertos previamente con poli-L-lisina (10 pg/ml; Sigma)) y se cultivan a 37°C en una at-
mésfera con aire humidificado (95%)/CO2 (5%).

Después de 6 dias de cultivo, las células se incuban con los farmacos (5 concentraciones). Después de 1 hora, las

células se intoxican con 20 uM de B-amiloide (25-35; Sigma) en medio definido sin BDNF pero junto con los farma-
cos. Las neuronas corticales se intoxican durante 2 dias.
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Ensayo de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH)

Después de 2 dias de cultivo, se recoge el material sobrenadante y se analiza con el kit de deteccion de citotoxici-
dad (LDH, Roche Applied Sciences). Este ensayo colorimétrico para la cuantificacion de la muerte celular se basa en
la medicion de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) liberada desde el citosol de las células dafiadas en el ma-
terial sobrenadante. La densidad o6ptica (DO) se determina mediante un espectrofotémetro a una longitud de onda
de 492 nm mediante un aparato de barrido multiple (Thermo, Ref Ascent). Los resultados se expresan en porcentaje
de viabilidad celular, en comparacién con el control negativo (vehiculo).

Resultados

Los resultados presentados en las Figuras 4 y 5 se extraen a partir de dos cultivos independientes, 6 pocillos por
condicion. Todos los valores se expresan como media * e.e. de la media. Se realiza una prueba t de Student bilate-
ral con datos sin procesar. Los resultados se expresan en porcentaje de longitud de neuritas, en comparacién con el
control (vehiculo).

Las células PC12 diferenciadas con NGF se incuban con los fairmacos una hora antes de la intoxicacién con Abetags.
35 10 uM que dura 24 horas.

Un dia después de esa incubacion, se cuantifica la viabilidad de las PC12 diferenciadas con NGF, usando el ensayo
de MTT. Los resultados muestran claramente que la prilocaina y la amlodipina ejercen un fuerte efecto neuroprotec-
tor contra esa intoxicacién con Abetazs-as (Fig. 4).

Las neuronas corticales primarias de rata también se incubaron con compuestos de la invencién una hora antes de
la intoxicacion con Abetazs-3s 20 uM que dura 2 dias. Dos dias después de esa incubacién, se cuantifica la liberacién
de LDH en el medio de cultivo, lo que refleja el nivel de muerte celular. Los resultados presentados demuestran que
los compuestos para uso en la presente invencion ejercen un efecto protector sustancial contra esa intoxicacién con
Abetazs.ss (Fig. 5).

1.4 Actividad de las combinaciones de farmacos

Los ensayos in vitro también se llevan a cabo con varias combinaciones de farmacos que modulan la funcién sinap-
tica y/o la angiogénesis y/o la respuesta al estrés celular.

Los farmacos se incuban con las mismas condiciones experimentales que las descritas anteriormente (véanse las
secciones |.1-1.3). Las combinaciones de farmacos mas eficaces que actian sobre las dianas se resumen en la
Tabla 2.

Tabla 2
Combinacién de farmacos Efecto neuroprotector contra una intoxicacion con AB2s-3s
fenformina y zonisamida +
fenformina y meticlotiazida +
fenformina y acamprosato +
fenformina y sulfisoxazol +
baclofeno y terbinafina +
baclofeno y risedronato +
baclofeno y sulfisoxazol +
baclofeno y zonisamida +
baclofeno y meticlotiazida +
baclofeno y leflunomida +
zonisamida y difilina +
meticlotiazida y difilina +
zonisamida y prilocaina +
meticlotiazida y prilocaina +
zonisamida y sulfisoxazol +
terbinafina y sulfisoxazol +
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Combinaciéon de farmacos

Efecto neuroprotector contra una intoxicacioén con ABzs-35

terbinafina y mepacrina +
acamprosato y terbinafina +
terbinafina y rifabutina +
fenformina y tadalafilo +
zonisamida y argatroban +
fenformina y clopidogrel +
acamprosato y cinacalcet +
sulfisoxazol y cinacalcet +
terbinafina y argatroban +
terbinafina y cefmenoxima, +
baclofeno y clopidogrel +
terbinafina y clopidogrel +
risedronato y clopidogrel +
zonisamida y cinarizina +
acamprosato y cinarizina +
zonisamida y ciclopirox +
acamprosato y ciclopirox +
sulfisoxazol y amobarbital +
zonisamida y amobarbital +
sulfisoxazol y cefotetan +
zonisamida y cefotetan +
acamprosato y tetranitrato de eritritilo +
zonisamida y tetranitrato de eritritilo +
sulfisoxazol y tetranitrato de eritritilo +
mitiglinida y tetranitrato de eritritilo +
levosimendan y tetranitrato de eritritilo +
mitiglinida y zonisamida +
levosimendan y zonisamida +
mitiglinida y terbinafina +
levosimendan y terbinafina +
mitiglinida y risedronato +
levosimendan y risedronato +
mitiglinida y meticlotiazida +
levosimendan y meticlotiazida +
meticlotiazida y sulfisoxazol +
zonisamida y sulfisoxazol +
risedronato y sulfisoxazol +
risedronato y mepacrina +
risedronato y acamprosato +
risedronato y rifabutina +
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Combinacién de farmacos Efecto neuroprotector contra una intoxicacion con ABzs-as
enprofilina y fenformina +
oxtrifilina y fenformina +
zonisamida y cefmenoxima +
meticlotiazida y argatroban +
meticlotiazida y cefmenoxima +
risedronato y argatroban +
risedronato y cefmenoxima +
zonisamida y cinarizina +
zonisamida y benidipina +
zonisamida y parametadiona +
zonisamida y amlodipina +
meticlotiazida y cinarizina +
meticlotiazida y benidipina +
meticlotiazida y parametadiona +
meticlotiazida y amlodipina +
acamprosato y benidipina +
acamprosato y parametadiona +
acamprosato y amlodipina +
meticlotiazida y ciclopirox +
meticlotiazida y amobarbital +
meticlotiazida y cefotetan +
meticlotiazida y tetranitrato de eritritilo +

+ indica un efecto neuroprotector positivo contra la intoxicacion con ABzs-35

1. Los compuestos evitan la toxicidad de AB1-42 humano

En esta serie adicional de experimentos, los compuestos candidatos se han sometido a ensayo para estudiar su
capacidad para prevenir o reducir los efectos toxicos de AB7-42 humano. ABi-42 es el péptido de longitud completa
que constituye los agregados que se encuentran en las biopsias de pacientes humanos afectados por EA. Los far-
macos primero se someten a ensayo individualmente, seguido por ensayos de su accién combinatoria. El efecto se
determina sobre varios tipos de células, para documentar adicionalmente la actividad de los compuestos.

1.1. Proteccion frente a la toxicidad de AB1-42 en un modelo de células endoteliales microvasculares de cerebro hu-
mano

Se utilizaron cultivos de células endoteliales microvasculares de cerebro humano para estudiar la proteccion que
ofrecen los compuestos candidatos sobre la toxicidad de AB1-42.

Células cerebrales endoteliales microvasculares de cerebro humano (HBMEC, ScienCell Ref: 1000, congeladas en
el pase 10) se descongelaron rapidamente en un bafio de agua a +37°C. El material sobrenadante se puso inmedia-
tamente en 9 ml de medio Eagle modificado con Dulbecco (DMEM; Pan Biotech ref: P04-03600) que contenia 10%
de suero de ternera fetal (FCS; GIBCO ref. 10270-106). La suspensién celular se centrifugd a 180 x g durante 10
minutos a +4°C y el sedimento se suspendié en medio sin suero CSC (CSC sin suero, Cell System, Ref: SF-4Z0-
500-R, Lote 51407-4) con 1,6% de RocketFuel exento de suero (Cell System, Ref: SF-4Z0-500-R, Lote 54102), 2%
de 10.000 U/ml de penicilina y 10 mg/ml de estreptomicina (PS; Pan Biotech ref: P06-07100 lote 133080808) y se
sembré con una densidad de 20.000 células por pocillo, en placas de 96 pocillos (sistema de angiogénesis de bioca-
pa de capa matrigel, BD, Ref 354150, Lote A8662) con un volumen final de 100 pl. Sobre el soporte matrigel, las
células cerebrales endoteliales iniciaron espontdneamente el proceso de morfogénesis de la red capilar (47).

Se realizaron tres cultivos por separado para cada condicién, 6 pocillos por condicién.
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Compuestos candidatos y tratamiento de amiloide-B1-42 humano

Brevemente, el péptido AB1-42 (Bachem, ref: H1368 lote 1010533) se reconstituy6 en medio de cultivo definido 20 uM
(solucién madre) y se agit6 lentamente a +37°C durante 3 dias en la oscuridad para la agregacién. El medio de con-
trol se prepar6 en las mismas condiciones.

Después de 3 dias, este péptido amiloide humano agregado se usé sobre HBMEC 2,5 uM, diluido en medio de con-
trol (tiempo de incubacién 6ptimo). El péptido AB1-42 se afiadio 2 horas después de la siembra de HBMEC sobre
matrigel durante 18 horas de incubacion.

Una hora después de la siembra de las HBMEC sobre matrigel, los compuestos del ensayo y VEGF-165 se disolvie-
ron en medio de cultivo (+0,1% de DMSO) y luego se incubaron previamente con HBMEC durante 1 hora antes de la
aplicacién de ABi1-42 (con un volumen final por pocillo de cultivo de 100 pl). Una hora después, los compuestos del
ensayo o de la incubacion con VEGF (dos horas después de la siembra de las células sobre matrigel), se afiadieron
100 ul de péptido AB1-42 hasta una concentracion final de 2,5 uM, diluida en medio de control en presencia de los
compuestos del ensayo o VEGF (en un volumen total/pocillo de 200 pl), para evitar diluciones adicionales del farma-
co.

Organizacion de las placas de cultivos

VEGF-165, conocido por ser una isoforma proangiogénica de VEGF-A, se us6 para todos los experimentos en este
estudio como compuesto de referencia. VEGF-165 es una de las isoformas de VEGF mas abundantes implicadas en
la angiogénesis. Se us6 VEGF como compuesto de referencia del ensayo, 10 nM.

Se establecieron las siguientes condiciones:
- Control negativo: medio solo + 0,1% de DMSO
- Intoxicacion: amiloide-B1-4210 OJ (2,5 uM) durante 18 h

- Control positivo: VEGF-165 (10 nM) (1 compuesto de referencia/cultivo) 1 hora antes de la adicion de AB1-42
(2,5 uM) durante un tiempo de incubacion de 18 h.

- Compuestos del ensayo: Compuesto del ensayo 1 hora antes de la adicion de AB1-42 (2,5 uM) durante un
tiempo de incubacién de 18 h.

Cuantificacion de la red capilar

Por pocillo, se tomaron 2 fotos con lente de 4x usando InCell AnalyzerTM 1000 (GE Healthcare) en transmision de
luz. Todas las imagenes se tomaron con las mismas condiciones. El analisis de las redes de angiogénesis se realiz6
utilizando el programa informatico Developer (GE Healthcare). Se evalu6 la longitud total de la red capilar.

Procesamiento de datos

Todos los valores se expresan como media * e.e. de la media de los 3 cultivos (n = 6 por cada condicién). Los anali-
sis estadisticos se realizaron sobre las diferentes condiciones realizando una ANOVA seguida de la prueba de Dun-
nett cuando se permitia (programa informatico Statview versién 5.0). Los valores (como %) insertados en los gréaficos
muestran la evolucién de la toxicidad amiloide. De hecho, la toxicidad amiloide se tom6 como el 100% y el efecto del
compuesto del ensayo se calculé como un % de esa toxicidad amiloide.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 6 y la tabla 3. Demuestran que los farmacos, por si mismos, inducen un
efecto protector sustancial contra la toxicidad causada por el péptido A 1-42:

- El acido aminocaproico solo, con una dosificacién baja de, por ejemplo, 160 nM, induce un fuerte efecto
protector;

- Levosimendan, con una dosis tan baja como 8 nm, induce un fuerte efecto protector.
1.2 Proteccion frente a la toxicidad de ABi-42 en células de neuronas corticales primarias
Compuesto del ensayo y tratamiento con amiloide 31-42 humano
Las neuronas corticales primarias de rata se cultivan como se ha descrito previamente.

Brevemente, el péptido AB1-42 se reconstituy6é en medio de cultivo definido 40 pM (solucién madre) y se agité lenta-
mente a +37°C durante 3 dias en la oscuridad para la agregacion. El medio de control se preparé en las mismas
condiciones.
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Después de 3 dias, la solucién se us6 sobre neuronas corticales primarias de la siguiente manera:

Después de 10 dias de cultivo de neuronas, el farmaco se disolvié en el medio de cultivo (+0,1% de DMSOQO) y luego
se incub6 previamente con las neuronas durante 1 hora antes de la aplicacién de AB1-42 (con un volumen final por
pocillo de cultivo de 100 pl). Una hora después de la incubacién del farmaco, se afiadieron 100 ul de péptido AB1-42
hasta una concentracion final de 10 uM diluida en presencia de farmaco, para evitar mas diluciones del farmaco. Las
neuronas corticales se intoxicaron durante 24 horas. Se realizaron tres cultivos por separado con cada condicion, 6
pocillos por cada condicion.

BDNF (50 ng/ml) y Estradiol-B (100 y 150 nM) se usaron como control positivo y compuestos de referencia, respecti-
vamente. Se realizaran tres cultivos por separado con cada condicién, 12 pocillos por cada condicién.

Organizacion de las placas de cultivo

Se us6 estradiol-f 100 y 150 nM como compuesto de ensayo de referencia y BDNF a 50 ng/ml se us6 como control
positivo.

El estradiol-B y el BDNF se disolvieron en medio de cultivo y se incubaron previamente durante 1 h antes de aplicar
el amiloide-B.1-42 agregado.

Se evaluaron las siguientes condiciones:
- 1 PLACA DE CONTROL: 12 pocillos/condicién
e Control negativo: medio solo + 0,1% de DMSO
*  Intoxicacion: amiloide-B1-42 (10 uM) durante 24 h
«  Control positivo: BDNF (50 ng/ml) 1 hora seguido por amiloide-B1-42 (10 uM) durante 24 h

»  Compuesto de referencia: Estradiol (150 nM) 1 h seguido de amiloide-B1-42 (10 uM) durante 24
h.

- PLACA CON FARMACO: 6 pocillos/condicién
e Control negativo: medio solo + 0,1% de DMSO
*  Intoxicacion: amiloide-B1-42 (10 uM) durante 24 h
e Farmaco 1: Farmaco 1- 1 h seguido de B-amiloide1-s2 (10 uM) durante 24 h
e Farmaco 2: Farmaco 2 - 1 h seguido de B-amiloidei-42 (10 uM) durante 24 h
Ensayo de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH)

Veinticuatro horas después de la intoxicacion, se retird el material sobrenadante y se analizé con el kit de deteccién
de citotoxicidad (LDH, Roche Applied Science, ref: 11644793001, lote: 11800300). Este ensayo colorimétrico para la
cuantificacion de la toxicidad celular se basa en la medicion de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) liberada
desde el citosol de las células moribundas en el material sobrenadante.

Procesamiento de datos

Todos los valores se expresan como media * e.e. de la media de los 3 cultivos (n = 6 por cada condicion). Los anali-
sis estadisticos se realizaron con las diferentes condiciones (ANOVA seguido de la prueba de Dunnett cuando esta-
ba permitido, programa informatico Statview version 5.0).

Resultados

Los resultados obtenidos para los farmacos seleccionados individuales en los ensayos de toxicidad sobre células
neuronales corticales primarias, se presentan en la tabla 3 y en la figura 7.

Tabla 3
Nombre del farmaco Efecto proteqtor en células neuronales Efecto protector en HBMC intoxicadas con
intoxicadas con AB1-42 AB1-42
Acido aminocaproico +
Baclofeno (+/-) + +
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Nombre del farmaco Efecto p;’g{tg)c(:i?;degscﬁl;li% 1n_4e2uronales Efecto protector erjo\ I[;|1E_54I\Q/IC intoxicadas con
Carbamazina +
Carbenoxolona +
Cinacalcet +
Cinarizina +
Eplerenona +
Etomidato +
Fenoldopam +
Leflunomida +
Levosimendan + +
Moxifloxacina +
Fenformina +
Sulfisoxazol + +
Sulodexida +
Tadalafilo +
Terbinafina +
Zonisamida +

11.3 Efecto de las terapias combinadas sobre la toxicidad del péptido AB1-42 humano en células HBMEC humanas.

La eficacia de las combinaciones de farmacos de la invencién se evalla en células humanas. El protocolo que se
utiliza en esos ensayos es el mismo que el que se describe en las secciones Il.1 anteriores.

Resultados

Se someten a ensayo las siguientes combinaciones de farmacos sobre células endoteliales microvasculares de
cerebro humano:

- baclofeno y acido aminocaproico,

- baclofeno y levosimendan,

- acido aminocaproico y sulfisoxazol,
- acido aminocaproico y terbinafina,
- acido aminocaproico y levosimendan,
- levosimendan y sulfisoxazol,

- levosimendan y terbinafina,

- eplerenonay levosimendan,

- eplerenona y sulfisoxazol,

- eplerenonay fenoldopam,

- sulodexida y levosimendan,

- sulodexida y sulfisoxazol,

- sulodexida y fenoldopam o

- eplerenona y sulodexida.

Todas las combinaciones de farmacos sometidas a ensayo proporcionan un efecto protector contra la toxicidad del
péptido AB1-42 humano en el modelo de HBMEC, tal y como se muestra en la Tabla 4 a continuacion y se ejemplifica
en las Figuras 8 a 13.

Tabla 4
Nombre del farmaco Efecto protector en células de HBMEC intoxicadas con AB1-42
baclofeno y acido aminocaproico +
baclofeno y levosimendan +
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Nombre del farmaco Efecto protector en células de HBMEC intoxicadas con AB1-42
acido aminocaproico y sulfisoxazol +
acido aminocaproico y terbinafina +
acido aminocaproico y levosimendan +
levosimendan y sulfisoxazol +
levosimendan y terbinafina +
eplerenona y levosimendan +
eplerenona y sulfisoxazol +
eplerenona y fenoldopam +
sulodexida y levosimendan +
sulodexida y sulfisoxazol +
sulodexida y fenoldopam +
eplerenona y sulodexida +

Ill. La terapia de combinacion de levosimendan y sulfisoxazol protege eficazmente las neuronas contra la toxicidad
de AB1-42 humano

En este ejemplo, se evalud la terapia de combinacion que emplea levosimendan y sulfisoxazol por su capacidad
para prevenir o reducir los efectos téxicos de AB1-42 humano.

La terapia de combinacién se sometié a ensayo en las condiciones experimentales descritas en el Ejemplo Il.1. Se
utilizaron cultivos de células endoteliales microvasculares de cerebro humano, tal y como se describe en Il.1., y se
incubaron simultanea o secuencialmente con la combinacion de farmacos.

Los resultados se presentan en la Figura 8. Muestran claramente que el péptido amiloide humano agregado (AB1-42
2,5 uM) produce una intoxicacion significativa, superior al 40%, en comparacién con las neuronas tratadas con
vehiculo. Esa intoxicacion se evita significativamente mediante la combinacion de sulfisoxazol y levosimendan (Fig.
8A) mientras que, a esas concentraciones, levosimendan (Fig. 8B) y sulfisoxazol (Fig. 8C) por si solos, no tienen un
efecto significativo sobre la intoxicacion.

V. La terapia de combinacion de terbinafina y sulfisoxazol protege eficazmente las neuronas contra la toxicidad de
AB1-42 humano

En este ejemplo, se evalué la terapia de combinacion con terbinafina y sulfisoxazol por su capacidad para prevenir o
reducir los efectos téxicos de AB1-42 humano.

La terapia de combinacién se sometié a ensayo en las condiciones experimentales descritas en el Ejemplo Il.1. Se
utilizaron cultivos de células endoteliales microvasculares de cerebro humano, tal y como se describe en Il.1., y se
incubaron simultanea o secuencialmente con la combinacién de farmacos.

Los resultados se presentan en la Figura 9. Muestran claramente que el péptido amiloide humano agregado (AB1-42
2,5 uM) produce una intoxicacion significativa, superior al 40%, en comparacion con las neuronas tratadas con
vehiculo. Esa intoxicacion se evita significativamente mediante la combinacion de terbinafina y sulfisoxazol (Fig. 9A)
mientras que, a esas concentraciones, el sulfisoxazol (Fig. 9B) y la terbinafina (Fig. 9C) por si solos, no tienen un
efecto significativo sobre la intoxicacion.

V. La terapia de combinacion de levosimendan y baclofeno protege eficazmente las neuronas contra la toxicidad de
AB1-42 humano

En este ejemplo, se evalué la terapia de combinacion que emplea levosimendan y baclofeno por su capacidad para
prevenir o reducir los efectos toxicos de AB1-42 humano.

La terapia de combinacién se sometié a ensayo en las condiciones experimentales descritas en el Ejemplo Il.1. Se
utilizaron cultivos de células endoteliales microvasculares de cerebro humano, tal y como se describe en Il.1., y se
incubaron simultanea o secuencialmente con la combinacion de farmacos.

Los resultados se presentan en la Figura 10. Muestran claramente que el péptido amiloide humano agregado (AB1-42
2,5 uM) produce una intoxicacion significativa, superior al 40%, en comparacién con las neuronas tratadas con
vehiculo. Esa intoxicacién se evita significativamente mediante la combinacién de levosimendan y baclofeno (Fig.
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10A) mientras que, a esas concentraciones, levosimendan (Fig. 10B) y baclofeno (Fig. 10C) por si solos, no tienen
un efecto significativo sobre la intoxicacion.

VI. La terapia de combinacion de acido aminocaproico y terbinafina protege eficazmente las neuronas contra la toxi-
cidad de AB1-42 humano

En este ejemplo, se evalud la terapia de combinacién que emplea acido aminocaproico y terbinafina por su capaci-
dad para prevenir o reducir los efectos tdxicos de AB1-42 humano.

La terapia de combinacién se sometié a ensayo en las condiciones experimentales descritas en el Ejemplo Il.1. Se
utilizaron cultivos de células endoteliales microvasculares de cerebro humano, tal y como se describe en Il.1., y se
incubaron simultanea o secuencialmente con la combinacién de farmacos.

Los resultados se presentan en la Figura 11. Muestran claramente que el péptido amiloide humano agregado (AB1-42
2,5 uM) produce una intoxicacion significativa, superior al 40%, en comparacion con las neuronas tratadas con
vehiculo. Esa intoxicacién se evita significativamente mediante la combinacion de acido aminocaproico y terbinafina
(Fig. 11A) mientras que, a esas concentraciones, el acido aminocaproico (Fig. 11B) y la terbinafina (Fig. 11C) por si
solos, no tienen un efecto significativo sobre la intoxicacién.

VIl. La terapia de combinacion de acido aminocaproico y levosimendan protege eficazmente las neuronas contra la
toxicidad de AB1-42 humano

En este ejemplo, se evalué la terapia de combinacion que emplea acido aminocaproico y levosimendan por su capa-
cidad para prevenir o reducir los efectos téxicos de AB1-42 humano.

La terapia de combinacién se sometié a ensayo en las condiciones experimentales descritas en el Ejemplo Il.1. Se
utilizaron cultivos de células endoteliales microvasculares de cerebro humano, tal y como se describe en Il.1., y se
incubaron simultdnea o secuencialmente con la combinacién de farmacos.

Los resultados se presentan en la Figura 12. Muestran claramente que el péptido amiloide humano agregado (AB1-42
2,5 uM) produce una intoxicacion significativa, superior al 40%, en comparacion con las neuronas tratadas con
vehiculo. Esa intoxicacion se evita significativamente mediante la combinacién acido aminocaproico y levosimendan
(Fig. 12A) mientras que, a esas concentraciones, el acido aminocaproico (Fig. 12B) y el levosimendan (Fig. 12C) por
si solos, no tienen un efecto significativo sobre la intoxicacién.

VIIl. La terapia de combinacion de terbinafina y levosimendan protege eficazmente las neuronas contra la toxicidad
de AB1-42 humano

En este ejemplo, se evalud la terapia de combinacién que emplea levosimendan y terbinafina por su capacidad para
prevenir o reducir los efectos toxicos de AB1-42 humano.

La terapia de combinacién se sometié a ensayo en las condiciones experimentales descritas en el Ejemplo Il.1. Se
utilizaron cultivos de células endoteliales microvasculares de cerebro humano, tal y como se describe en Il.1., y se
incubaron simultanea o secuencialmente con la combinacién de farmacos.

Los resultados se presentan en la Figura 13. Muestran claramente que el péptido amiloide humano agregado (AB1-42
2,5 uM) produce una intoxicacion significativa, superior al 40%, en comparacién con las neuronas tratadas con
vehiculo. Esa intoxicacién se evita significativamente mediante la combinacién de terbinafina y levosimendan (Fig.
13A) mientras que, a esas concentraciones, la terbinafina (Fig. 13B) y el levosimendan (Fig. 13C), por si solos, no
tienen un efecto significativo sobre la intoxicacion.

IX. Actividad in vivo

Se someten a ensayo compuestos y sus combinaciones de forma activa en pruebas in vitro en un modelo in vivo de
enfermedad de Alzheimer. La sobreexpresion de transgenes de precursores de la proteina beta amiloide humana
(APP) mutante, ligada a la enfermedad de Alzheimer, ha sido el medio mas fiable para promover el depdsito de
Abeta en los cerebros de ratones transgénicos que servian como modelos de la enfermedad EA en numerosos es-
tudios. A medida que envejecen, esos ratones con APP mutante desarrollan una patologia amiloide fuerte y otras
caracteristicas similares a la EA, que incluyen una disminucion de la densidad sinaptica, gliosis reactiva y algunos
déficits cognitivos. Muchos modelos de ratones con APP mutante muestran poca evidencia de pérdida neuronal
manifiesta y patologia de ovillo neurofibrilar (ONF). Los ratones hemicigotos para este transgén BRI-Abeta42 son
viables y fértiles con una esperanza de vida normal. EIl ARNm transgénico de BRI-Abeta42 se expresa con un patrén
caracteristico del promotor de la proteina priénica de ratdn; los niveles mas altos de expresion transgénica se detec-
tan en las células granulares cerebelosas y el hipocampo, seguidos de la corteza, el puente de Varolio, el tAlamo y el
mesencéfalo. En la proteina de fusion transgénica, Abeta1-42 se fusiona con el extremo C de la proteina BRI en el
sitio de escision similar a la furina, de modo que la escision da como resultado una secrecion eficaz de Abeta1-42 en
el lumen o el espacio extracelular. Por lo tanto, esos ratones expresan especificamente la isoforma Abeta1-42. Los
ratones hemicigotos BRI-Abeta42 acumulan con la edad beta amiloide insoluble con detergente y desarrollan placas
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con nucleo en el cerebelo a los 3 meses de edad. El desarrollo de la patologia del prosencéfalo tiene lugar mas
tarde, las placas de Abeta extracelulares no estan presentes de manera consistente en el hipocampo y las cortezas
entorrinal/piriforme hasta los 12 meses de edad. Los depdsitos beta amiloides (placas con nucleo) pueden observar-
se ya a los 3 meses en la capa molecular del cerebelo de ratones transgénicos y volverse mas pronunciados con la
edad; ocasionalmente se observan placas extracelulares en las cortezas entorrinal/piriforme y el hipocampo a los 6
meses de edad, pero no se encuentran de manera constante hasta >12 meses de edad. Los ratones de mas edad
muestran una patologia generalizada con placas con nucleo y difusas en el cerebelo, la corteza, el hipocampo y el
bulbo olfatorio. Las placas amiloides extracelulares muestran nucleos amiloides densos con fibrillas radiantes; se
observan muchos haces de neuritas distréficas en la periferia de esas placas. Una gliosis reactiva se asocia con las
placas.

Tratamientos farmacolégicos

Los ratones transgénicos Tg A12E mc (Prnp-ITM2B/APP695+42) (37) se han obtenido en Jackson Laboratory
(http://jaxmice.jax.org/strain/007002.html). Los ratones originadores con los niveles plasmaticos més altos de Abe-
ta42, la linea BRI-Abetad42A (12¢), se han mantenido en un fondo mixto de B6C3. Los ratones transgénicos machos
adultos tienen libre acceso a alimentos y agua. De acuerdo con un protocolo aprobado del Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales, los ratones se pesan y se les inyecta i.p. o son alimentados a la fuerza, una vez al
dia durante 10 a 20 semanas consecutivas con una soluciéon de control (placebo) o los farmacos de la presente
invencion o con combinaciones de farmacos de la Tabla 2, preparadas con dosis diferentes.

Analisis de la supervivencia

Las tasas de supervivencia se han analizado utilizando los métodos de Kaplan-Meier. Los métodos de Holm-Sidak
(post hoc) se han utilizado para todas las pruebas de comparacion multiple por parejas. Las muertes externas estan
censuradas. Todas las comparaciones se han hecho entre los miembros de una camada para limitar cualquier efecto
potencialmente confuso por diferencias de la cepa de fondo.

Pruebas conductuales

Las pruebas conductuales fueron disefiadas y realizadas de acuerdo con los métodos publicados por varios autores
(38-41).

Aprendizaje y memoria espacial en el laberinto de agua de Morris (MWM, por sus siglas en inglés)

Este experimento se realiza en una piscina circular de 90 cm de diametro, hecha a base de plastico blanco y rellena
de agua de color lechoso. Una plataforma de escape de 8 cm de diametro, de plastico transparente, se sumergié 0,5
cm por debajo del nivel del agua. Las pistas visuales son proporcionadas por diferentes formas geométricas impre-
sas en letras de tamafo A4 y colocadas en las cuatro paredes circundantes (la distancia desde la piscina era de 50
a 70 cm). Con cada raton se han realizado cuatro ensayos diarios (intervalo de 5 a 7 minutos entre ensayos, un total
de 16 ensayos) durante 4 dias. Cada ensayo se ha realizado a partir de uno de cuatro puntos de partida diferentes.
El movimiento de los ratones se controla mediante el programa informatico Videotrack (View Point). Se ha determi-
nado el tiempo necesario para localizar la plataforma de escape (latencia de escape, hasta 60 segundos). Después
de localizar la plataforma, al ratén se le ha permitido sentarse sobre ella durante 15 segundos. Los ratones que no
pudieron encontrar la plataforma en 60 segundos, fueron guiados hacia ella y se les permiti6 permanecer en ella
durante 15 segundos. Se ingresa una latencia de 60 segundos en el registro para ese caso. Los cuatro ensayos al
dia se han promediado para un analisis estadistico, excepto el primer ensayo el dia 1. El dia 9 (5 dias después del
ultimo entrenamiento) los ratones han sido sometidos a una prueba de ensayo de 60 segundos en la que se elimina
la plataforma y se permite que los ratones la busquen. Se registra el tiempo que pasa cada animal en cada cuadran-
te (tiempo de busqueda en cuadrante). Se han utilizado varios grupos de ratones macho con 3,7, 10 y 12 meses.

Pocos ratones han mostrado un comportamiento de congelacion (por ejemplo, quedandose inmoviles en el agua y
negandose a nadar) que interfiere fuertemente con la prueba; esos animales han sido excluidos del analisis de los
datos. Todas las pruebas de comportamiento se llevan a cabo en un ambiente tranquilo y con poca luz.

Prueba de memoria de trabajo en el laberinto de agua del brazo radial

Esta medicién sensible con base cognitiva de la memoria de trabajo se ha obtenido con la ayuda del aparato que
consistia en una piscina de 100 cm de diametro rellena de agua (también utilizada para el laberinto de agua de Mo-
rris y en las tareas de reconocimiento de la plataforma) equipada con un inserto de aluminio para crear seis brazos
para nadar, distribuidos radialmente. Las pruebas consisten en cinco ensayos de 1 minuto por sesion diaria durante
9-12 dias consecutivos. Al comienzo de cada sesion, una plataforma sumergida transparente se coloca al final de
uno de los seis brazos para nadar (seleccionado al azar, cambiado diariamente). Para cada uno de los cuatro prime-
ros ensayos de adquisicién, el animal se coloca en uno de los brazos que no contiene la plataforma (secuencia alea-
toria) y se le permite buscar la plataforma. Durante el ensayo de 60 s, cada vez que el animal entra en otro brazo
que no contiene una plataforma, es devuelto suavemente a su lugar de partida y se registra un error. Después del
cuarto ensayo, se permite que el animal repose durante 30 minutos, seguido de un quinto ensayo (de retencion) que
se origina en el brazo para nadar final que no contiene plataforma. El nimero de errores (seleccion de brazos inco-

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2800311 T3

rrectos) y la latencia de escape (tiempo para alcanzar la plataforma, maximo 60 s) se registran para cada ensayo.
Aprendizaje de referencia y memoria espacial en la prueba de la plataforma circular

Esta prueba de una tarea con base cognitiva se realiza con la ayuda del aparato que consiste en una plataforma
circular de 69 cm de diametro que tiene 16 orificios de "escape" distribuidos de forma equidistante alrededor de la
circunferencia. Un refugio de escape esté instalado debajo de uno de los orificios, y una cortina negra, sobre la que
se colocan varias sefales visuales, rodea la plataforma. El animal se coloca en el centro de la plataforma al inicio de
una sola prueba de 5 minutos y se presentan estimulos adversos (luces brillantes, aire de un ventilador). Se registra
el nimero total de errores (toques con la cabeza en los orificios sin escape) y la latencia de escape (tiempo hasta
alcanzar el orificio de escape).

Capacidad de reconocimiento en la prueba de reconocimiento de la plataforma

Esta tarea de busqueda con base cognitiva evalla la identificacién de un objeto y la capacidad de reconocimiento. El
objeto diana consiste en una plataforma circular de 9 cm de diametro provista de un distintivo negro de 10 cm x 40
cm, que se coloca 0,8 cm por encima de la superficie del agua en una piscina circular de 100 cm de diametro. Las
pruebas consisten en cuatro ensayos de 60 s por dia, cada uno de cuatro dias consecutivos. Cada dia, el objeto
diana se coloca en un cuadrante diferente de la piscina para cada prueba, y el animal es liberado en la misma ubica-
cién a lo largo de la circunferencia de la piscina en los cuatro ensayos. Se registra la latencia total (maximo 60 s)
para cada ensayo.

Examen de Irwin modificado

Una pantalla completa, modificada de Irwin se utiliza para determinar si alguno de los ratones presentaba impedi-
mentos fisioldgicos, conductuales o sensorimotores relacionados con su genotipo. Para explorar las habilidades
motoras, la coordinacion y la fuerza muscular, los ratones se colocan sobre un alambre que se habia tensado entre
dos columnas a 30 cm de altura y se evalud su capacidad para mantener el equilibrio sobre el cable. Ademas, se
determiné su capacidad para agarrarse y colgarse del cable con las cuatro patas durante al menos 5 segundos y
volver a subir al cable.

Cuantificacion del depoésito amiloide vascular

Para la cuantificacion de la angiopatia amiloide cerebral (CAA), se inmunotifieron secciones de 5 um incluidas en
parafina a intervalos de 30 pm a través de las leptomeninges de la corteza parietal o cerebelar, con anticuerpo Ab9
biotinilado (anti-AB1-16, 1:500) durante la noche a 4°C (n = 5-7 ratones por genotipo en cada grupo de edad, n = 6
secciones por ratén). Los vasos sanguineos tefiidos positivamente se evallan visualmente utilizando el sistema de
puntuacion de Vonsattel modificado (42). La puntuacion de la gravedad de la CAA se calcula multiplicando el nime-
ro de vasos de CAA por el grado de gravedad de CAA.

Histologia: inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Los ratones Tg y WT de 3 a 12 meses se anestesian y se perfunden transcardialmente de forma secuencial con
NaCl al 0,9% y paraformaldehido al 4% en 0,1 mol/L de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (pH 7,4) o
formol al 10% y paraformaldehido al 4% en 0,1 mol/L de PBS (pH 7,4). Los cerebros y las médulas espinales se
extirpan y se almacenan en paraformaldehido al 4%. Algunas muestras se incluyen en parafina y se cortan en un
microtomo deslizante con un espesor de 10 um. Las criosecciones (14 um) se cortan en un criostato y se montan
sobre portaobjetos recubiertos con alumbre de cromo. La peroxidasa enddgena se inactiva tratando la seccién con
metanol que contiene un 0,3% de H202 durante 30 minutos. Las secciones se bloquean en suero de caballo al 10%.
Los anticuerpos primarios se usan y se incuban durante la noche a 4°C en presencia de suero de caballo al 1%.
Todos los anticuerpos secundarios biotinilados o acoplados a fluoresceina, rojo de Texas y AMCA, los fluorocromos,
el kit ABC y 3,3'-diaminobencidina como cromégeno para la actividad peroxidasa, proceden de Vector Laboratories.
La incubacién con el anticuerpo secundario se mantiene a temperatura ambiente durante 1 hora. Todas las etapas
de lavado (3-10 minutos) y la dilucién de los anticuerpos se realizan usando solucién salina tamponada con fosfato
(0,1 mol/L de PBS, pH 7,4) o solucién salina tamponada con Tris (0,01 mol/L de Tris, 0,15 mol/L de NaCl, pH 7,4).
La incubacion con el complejo ABC y la deteccion con 3,3'-diaminobencidina se lleva a cabo de acuerdo con el ma-
nual del fabricante. La contratincién con hematoxilina se realiza de acuerdo con procedimientos convencionales.
Para cada determinacién se utiliza un minimo de tres ratones por genotipo, edad y sexo (43).

Preparacién de extractos cerebrales

Los cerebros se recogen rapidamente sobre hielo, 90 a 120 minutos después de la inyeccion mortal y se congelan a
-80°C. El hemisferio cerebral derecho de cada raton se pesa después de la congelacién. El analisis de la masa del
hemisferio a través de la desviacién absoluta media, nos permite excluir las muestras que sobrepasan 4 desviacio-
nes absolutas medias del resto del conjunto. Los hemisferios cerebrales se homogeneizan y los lisados celulares
que contienen proteinas enteras se preparan de acuerdo con las instrucciones del fabricante para los kits de ensayo
enzimatico (R&D Systems, Inc.). En resumen, las cortezas cerebrales se homogeneizan en 800 pl de tampén de
extraccion 1x con bajo contenido en sales (kit de R&D) y se incuban sobre hielo durante 10 minutos. Los homoge-
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neizados se centrifugan luego a 13.000 g durante 15 minutos a 4°C. La concentracion de proteina en cada muestra
se estima de acuerdo con un ensayo derivado de biuret (Pierce). Los niveles de APP, AB40 y AB42 se miden me-
diante técnicas de inmunotransferencia Western y ELISA tipo sandwich. Ademas, las actividades de las secretasas
a, By y se pueden medir a partir de los mismos extractos.

Ensayo de los niveles de APP total en extractos de corteza cerebral de raton

Se carga una cantidad igual de proteinas de extractos cerebrales en cada gel, 30 ug por pista para cada muestra.
Cada gel contenia ocho tratamientos: control; farmaco 1 dosis de 7,5 mg/kg; y farmaco 2 en varias dosis. Para mini-
mizar la variacion dentro del gel, cada gel contenia tres conjuntos de todos los grupos de tratamiento. Cada transfe-
rencia se analiza con el anticuerpo 22C11. Cada transferencia también se analiza con el anticuerpo de B-actina para
una normalizacion para transferir la eficiencia. La intensidad de la sefial de la banda de APP se normaliza con la de
B-actina. Se cargan dos muestras de "control" en cada gel/transferencia para estudiar la variacion de transferencia a
transferencia. El andlisis de las transferencias se realiza de dos maneras: en cuanto a la transferencia (n = 3), para
evaluar la variacién de gel a gel; y de transferencias combinadas (n = 9 o 10) tal y como se describe (38-39). El
analisis en cuanto a la transferencia con n = 3 muestra la misma tendencia que el andlisis final con n = 9 0 10. Se
presentan los resultados del andlisis combinado.

ELISA de tipo sandwich de AB

Para los ELISA de A del cerebro, los niveles de AR del cerebro anterior y posterior se determinan de forma inde-
pendiente, y el bulbo olfatorio se excluye del andlisis. Para el andlisis de AB en plasma, se extrae sangre en tubos
recubiertos con EDTA después de una puncion cardiaca. Las muestras de sangre se centrifugan a 3000 rpm durante
10 minutos a 4°C, y el plasma se divide en partes alicuotas y se almacena a -80°C hasta su uso. Los niveles de AR
se determinan mediante ELISAs de tipo sandwich, especificos del final utilizando Ab9 (Ab anti-AB1-16) como Ab
(anticuerpo) de captura para AB40, 13.1.1-HRP (Ab anti-AB35-40) como Ab de deteccién para AB40, 2.1.3 (Ab anti-
AB35-42) como Ab de captura para AB42, y Ab9-HRP como Ab de deteccion para AB42 (n = 5-7 ratones por genoti-
po en cada grupo de edad). Los niveles de AB se normalizan frente a los resultados anteriores, utilizando los mismos
conjuntos de ratones como controles internos para minimizar una variabilidad potencial de ELISA, como se describe
(46).

Transferencia Western

Las muestras de cerebro anterior congeladas a presion se homogeneizan en tampén de ensayo de radioinmunopre-
cipitacién (RIPA) (Boston BioProducts, Worcester, MA) con una mezcla de inhibidor de proteasa al 1% (Roche). El
homogeneizado se centrifuga a 100.000 x g durante 1 ha 4°C. La concentracion de proteinas en el material sobre-
nadante se determina utilizando el ensayo de proteinas BCA (Pierce). Las muestras de proteina (20 pg) se procesan
en geles Bis-Tris al 12% XT o geles Bis-Tris al 4-12% XT (Bio-Rad, Hercules, CA) y se transfieren a membranas de
nitrocelosa de 0,2 um. Las transferencias se someten a microondas durante 2 minutos en PBS 0,1 M dos veces y se
analizan con Ab 82E1 (anti-AB1-16, 1:1000; IBL, Gunma, Japén) y 20 aminoacidos C-terminales anti-APP (1:1000)
como se describe (46). Las transferencias se estabilizan y se repite el andlisis con anti-B-actina (1:1000; Sigma)
como control de carga. La intensidad relativa de las bandas se mide con el programa informatico Imaged.

Cuantificacion del deposito de amiloide parenquimatoso

Los medios cerebros se fijan mediante inmersion en formalina al 10% y se procesan para la inclusiéon en parafina.
Secciones de tejido cerebral (5 um) se inmunotifieron con anticuerpo (Ab) anti-Ap total. Las secciones se contratifien
con hematoxilina. Se utilizan seis secciones por cerebro a través del hipocampo, la corteza piriforme (bregma, -1,70
a -2,80 mm) o el cerebelo (parafloculo, crus ansiforme y lobulillos simples; bregma, -5,40 a -6,36 mm) para la cuanti-
ficacion (n = 5-7 ratones por genotipo en cada grupo de edad). La carga de la placa de AB se determina utilizando el
programa informatico MetaMorph (Molecular Devices, Palo Alto, CA). Para la cuantificacion de las placas con nu-
cleo, se tifien secciones en serie de las analizadas para la carga de AB con tioflavina S (ThioS) y se cuenta el nime-
ro de placas positivas para ThioS en el hipocampo, la corteza entorrinal/piriforme o el cerebelo. Todos los analisis
anteriores se realizan de forma ciega.

Andlisis estadistico de datos in vivo

Los resultados de todos los experimentos se analizan con STATISTICA 8.0 (Statsoft). Los niveles de AB, la carga de
placa amiloide y la gravedad de la CAA, se analizan utilizando ANOVA con la prueba de comparaciéon multiple Holm-
Sidak post hoc o la prueba t de Student de dos colas. Si el conjunto de datos no cumple con los supuestos de la
prueba paramétrica, se realiza la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la comparacion mdltiple de Dunn post hoc o la
prueba de suma de rango de Mann-Whitney. Para analizar si los niveles de AR en los ratones bitransgénicos eran
compatibles con una suma aditiva de los niveles de AR en los miembros individuales transgénicos de una camada,
se utiliza una regresion lineal multiple sin prueba de intercepcion. Todas las comparaciones se hacen entre miem-
bros de una camada. La modelizacién de la respuesta al farmaco se realiza excluyendo las muestras de control (0
mg/kg). La DE50 corresponde a la dosis (mg/kg) requerida para inducir un 50% de respuesta maxima inducida por el
farmaco en los experimentos. Se calcula utilizando el modelo de la ecuacién de Hill para el logaritmo de DE50.
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Se realizan experimentos in vivo para combinaciones de farmacos candidatos. Los resultados positivos en la memo-
ria de aprendizaje y espacial se enumeran en la tabla 5 a continuacion.

Tabla 5
Farmaco Resultados en el experimento del laberinto de agua de Morris
Terbinafina y Levosimendan +
Terbinafina y Sulfisoxazol +
Baclofeno y Levosimendan +
Sulfisoxazol y Levosimendan +
Acido aminocaproico y Levosimendan +
Acido aminocaproico y Terbinafina +
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (EA) o un trastorno relacionado, que
comprende al menos levosimendan, o una sal o una formulacién de liberacién sostenida del mismo.

2. Una composicion para uso segun la reivindicacion 1, que comprende levosimendan, o una sal o una formulacién
de liberacion sostenida del mismo y al menos un compuesto adicional seleccionado a partir de acido aminocaproico,
acamprosato, amlodipina, argatroban, baclofeno, cilostazol, cinacalcet, clopidogrel, difilina, fenoldopam, leflunomida,
mepacrina, metimazol, fenformina, prilocaina, rifabutina, sulfisoxazol, tadalafilo, terbinafina, cinarizina, eplerenona,
carbenoxolona, sulodexida, carbamazina, ciclopirox, amobarbital, cefotetan, tetranitrato de eritritilo, meticlotiazida,
risedronato, enprofilina, oxtrifilina, parametadiona, cefmenoxima, aprindina, etomidato, mitiglinida, benidipina y zo-
nisamida, o sales o formulaciones de liberacion sostenida de los mismos, para una administracion combinada, por
separado o secuencial.

3. Una composicion para uso segun la reivindicacion 2, en donde dicha composicién comprende levosimendan, o
una sal o una formulacién de liberacion sostenida del mismo, y al menos un compuesto adicional seleccionado a
partir de acido aminocaproico, baclofeno, sulfisoxazol y terbinafina, o sales o formulaciones de liberaciéon sostenida
de los mismos, formulados para una administracién combinada, por separado o secuencial.

4. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha composicién
comprende al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos, formulandose los farmacos en cada combi-
nacion para una administracion combinada, por separado o secuencial:

- baclofeno y levosimendan,

- acido aminocaproico y levosimendan,

- levosimendan y sulfisoxazol,

- levosimendan y terbinafina,

- levosimendan y tetranitrato de eritritilo, o

- levosimendan y zonisamida,

o sal(es) o formulacién(es) de liberacion sostenida de los mismos.

5. La composicién para uso segun la reivindicacion 4, que comprende al menos una de las siguientes combinaciones
de farmacos, formulandose los farmacos en cada combinacion para una administracion combinada, por separado o
secuencial:

- baclofeno y levosimendan,

- acido aminocaproico y levosimendan,

- levosimendan y sulfisoxazol, o

- levosimendan y terbinafina,

o sal(es) o formulacién(es) de liberacion sostenida de los mismos.

6. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende un vehiculo o
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. La composicion para uso segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha composicion
se administra repetidamente al sujeto.

8. Una composicién que comprende levosimendan, o una sal o una formulacion de liberacion sostenida del mismo,
para uso para proteger neuronas o células cerebrales endoteliales contra la toxicidad de AR en un sujeto que tiene la
enfermedad de Alzheimer.

9. Una composicion que comprende al menos una de las siguientes combinaciones de farmacos, para una adminis-
tracion combinada, por separado o secuencial:

- baclofeno y levosimendan,
- &cido aminocaproico y levosimendan,

- levosimendan y sulfisoxazol,
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- levosimendan y terbinafina,
- levosimendan y tetranitrato de eritritilo, o
- levosimendan y zonisamida,

o sal(es) o formulacién(es) de liberacion sostenida de los mismos.
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