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DESCRIPCION

PREVENCION Y/O TRATAMIENTO DEL DETERIORO COGNITIVO ASOCIADO A
SINDROMES DE DEMENCIA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo meédico. Particularmente, la presente
invencion hace referencia a agonistas del receptor 2 de galanina (GALR2) y agonistas
del receptor Y1 del neuropéptido Y (NPYY1R), para ser usados, en combinacién, en
la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a sindromes de
demencia, preferentemente en la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo

asociado a la demencia en la enfermedad de Alzheimer.

ESTADO DE LA TECNICA

Los trastornos del Sistema Nervioso Central (SNC), incluyendo enfermedades del
neurodesarrollo, psiquiatricas y neurodegenerativas, representan una alta morbilidad
en términos de sufrimiento humano y de coste econdmico. Segun la OMS, cada afo
el 38,2% de la poblacién total de la UE sufre como minimo un trastorno del SNC,

correspondiendo esto aproximadamente a 164,7 millones de personas.

Conforme establece la OMS, la demencia es un sindrome, generalmente de
naturaleza crénica o progresiva, caracterizado por el deterioro de la funcién cognitiva
(es decir, la capacidad para procesar el pensamiento) mas alla de lo que podria
considerarse una consecuencia del envejecimiento normal. La demencia afecta a la
memoria, el pensamiento, la orientacion, la comprension, el calculo, la capacidad de
aprendizaje, el lenguaje y el juicio. La conciencia no se ve afectada. El deterioro de la
funcion cognitiva suele ir acompanado, y en ocasiones es precedido, por el deterioro

del control emocional, el comportamiento social o la motivacion.

En este contexto, destaca la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad
neurodegenerativa crénica mas frecuente y que representa la mayor carga mundial
de demencia en pacientes de edad avanzada. En la actualidad, los unicos

medicamentos aprobados por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA)
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disponibles para pacientes con Alzheimer son aquellos dirigidos al sistema colinérgico
(por ejemplo, donepezilo, tacrina, rivastigmina y galantamina) o el sistema
glutamatérgico (por ejemplo, memantina). Sin embargo, ninguno de estos
medicamentos es curativo o modificador del curso de la enfermedad, proporcionando
solamente un alivio temporal y sintomatico, y a un subconjunto de pacientes con

Alzheimer.

La comprensién limitada de los circuitos neuronales y los mecanismos moleculares
implicados es una de las razones clave de la falta de tratamientos mas efectivos. Por
lo tanto, la necesidad de nuevos tratamientos es uno de los principales desafios en la

investigacion de la salud mental de la actualidad.

Se ha demostrado que en enfermos de Alzheimer tiene lugar una disminucién en el
numero de células de determinadas poblaciones neuronales. Asi, se ha descrito una
disminucién de neuronas en el hipocampo. El factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF) es miembro de la familia de las neurotrofinas, que inducen mantenimiento y
reparacion de poblaciones neuronales especificas. Asi, los valores de BDNF estan
significativamente reducidos en el hipocampo y la corteza parietal de pacientes con

Alzheimer.

Los neuropéptidos y sus receptores han recibido una atencidn especial, ya que
emergen como mediadores importantes de mecanismos neuronales en el hipocampo.
El neuropéptido Y (NPY) es uno de los neuropéptidos mas abundantes en el sistema
nervioso central (SNC). Se trata de un polipéptido de 36 aminoacidos que esta
filogenéticamente muy conservado, con una concentracion elevada en varias regiones
limbicas y corticales. De los 5 receptores de NPY conocidos que se expresan en el
cerebro, los receptores NPYY1 (NPYY1R) y NPYY2 son los que se expresan
mayoritariamente en el hipocampo, y aunque el NPYY 1R se encuentra en todo el GD.
Dentro del GD, el NPY se libera selectivamente por las interneuronas GABAérgicas
localizadas en el hilus o zona polimérfica, que inerva la capa de células granulares y
la ZSG. Por su parte, la Galanina (GAL) también es un neuropéptido ampliamente

distribuido en el SNC. Se han descrito tres subtipos de receptores de GAL en el SNC,
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GALR1, GALR2 y GALRaS. El receptor GALR2 se expresa ampliamente en el cerebro

de la rata, donde entre las areas de mayor expresion se encuentra el hipocampo.

Recientemente se ha demostrado que la GAL interactua con el NPYY1R en varias
regiones del SNC asociadas con la ansiedad y depresion, incluyendo el nucleo dorsal
del Rafe, nucleos de la amigdala y en el hipocampo ventral. De hecho, la funcion del
hipocampo ventral esta asociada a procesos emocionales, mientras que el hipocampo
dorsal se relaciona con funciones cognitivas y de memoria. Ademas, se ha
demostrado que estos efectos estan mediados por los receptores GALR2 (el efecto
de GAL se bloquea mediante un antagonista especifico GALR2) y los receptores
NPYY1R (usando agonistas de NPYY1R, como NPY, y bloqueando su efecto
mediante un antagonista especifico de NPYY1R). Por tanto, cabria esperar efectos
similares a los obtenidos en la presente invencion con cualquier agonista de GALR2
o de NPYY1R.

En la amigdala se ha observado una interaccion facilitadora GALR2/NPYY1R, al
demostrarse como la GAL actuaba a través de GALR2 para potenciar la respuesta
ansiolitica mediada por el NPYY1R en ratas. Usando técnicas in situ de ligazén por
proximidad (ELP), se ha determinado que los nucleos intercalados paracapsulares
mediales de la amigdala constituyen un area clave en esta interaccién, probablemente
implicando la formacion de complejos de heteroreceptores GALR2/NPYY1R.
Recientemente se ha confirmado que esta interaccion GALR2/NPYY1R no sélo afecta
a la actividad de la amigdala, sino también a otras estructuras fundamentales en el
control de las emociones y el estado de animo, como el hipotalamo o la sustancia gris

periacueductal.

Respecto al hipocampo, se ha descrito esta interaccion entre GALR2/NPYY1R en el
giro dentado (GD) del hipocampo. Usando técnicas de autorradiografia, hibridacion in
situ y el ELP, se ha demostrado la interaccion entre GALR2/NPYY1R en el GD
implicando la formacion de complejos de heteroreceptores GALR2/NPYY1R y un
aumento de actividad neuronal en dicha zona. Estos complejos se han observado

especificamente en el hilus o regién polimérfica y la ZSG del DG. Mas recientemente
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se ha demostrado como la interaccion de ambos neuropéptidos aumenta la

proliferacion neuronal en hipocampo ventral con un efecto antidepresivo.

En el documento ES2589165B2 se refiere el efecto en el hipocampo ventral y su
posible uso terapéutico en la depresion. Asi, se ha demostrado que los efectos en el
hipocampo ventral se relacionan con trastornos del animo como la depresion; sin
embargo, las acciones en el hipocampo dorsal se asocian con funciones cognitivas
como la memoria. De hecho, la presente invencion se refiere a las acciones en el
hipocampo dorsal y su posible uso terapéutico en trastornos cognitivos asociados a

demencia.

En el documento ES2644978B1 se ha descrito que dicha interaccién se produce en el
hipocampo ventral y a corto plazo, en minutos. La presente invencion se refiere a dicha
interaccion, pero producida en el hipocampo dorsal y a medio/largo plazo, en dias o

semanas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se describe por primera vez como un agonista de
GALR2 potencia la proteccion neuronal inducida por un agonista de NPYY1R,
creando una relacion sinérgica entre ambos. En la presente invencidn se describe este
efecto tanto en el hipocampo dorsal en ratas como en cultivos neuronales de
hipocampo transcurridas 24 horas de la administracion de los correspondientes

agonistas. También se muestran indicios de la implicacion de los receptores
GALR2 en las acciones mediadas por GAL basadas en el uso de M871,
antagonista especifico de GALR2. Este aumento de la proteccion neuronal se

evidencio mediante la deteccion de BDNF. Ademas, la combinacién de agonistas de
GALR2 y de NPYY1R produce un aumento de la expresion de la proteina
antiapoptética BCL2, lo que es clave para la supervivencia de las neuronas del

hipocampo.
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En la presente invencion se incluyen datos que demuestran el papel protector
neuronal de agonistas de GALR2 y de NPYY1R en el hipocampo tanto in vitro como
in vivo. La evidencia en cultivos de neuronas in vitro demuestra un efecto protector de
estas neuronas, ya que aumentan las vias intracelulares para la producciéon de estos

factores protectores.

Estos efectos se acompafian de un incremento de los complejos GALR2/NPYY 1R en
el hipocampo dorsal a las 24 horas de la administracion de sus correspondientes
agonistas. De nuevo GALR2 esta implicado en dichos efectos, ya que su antagonista,

M871, bloquea este efecto.

Los resultados indican que los agonistas de GALR2 aumentan de forma sinérgica la
proteccion neuronal inducida por agonistas de NPYY1R, probablemente actuando

sobre el complejo heterorreceptor GALR2/NPYY1R. Los datos aqui aportados
permiten proponer el uso terapéutico de un agonista de GALR2 en combinacién con
un agonista de NPYY1R como una estrategia novedosa para el tratamiento de la

demencia o deterioro cognitivo tipo Alzheimer.

Conforme a lo anterior, la presente invencion se refiere al uso de una combinacion
que comprende al menos un agonista de GALR2 y al menos un agonista de NPYY 1R,
0 analogos de los mismos, 0 sus sales, ésteres, tautdmeros, solvatos o hidratos
farmacéuticamente aceptables; o alternativamente “los compuestos de la invencion”,
en la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a sindromes de

demencia.

Ejemplos no limitante de dichos agonistas de GALR2, o de derivados o fragmentos
funcionales de los mismos, son bien conocidos y estan disponibles comercialmente,
tales como AR-M 1896, galanina (1-29), galanina, galanina (1-15), galanina (1-30),
galanina (2-29), galnon, M1145, galmic, NAX5055, D-Gal(7-Ahp)-B2, galanina 2-11
amida, M1153, CYM2503.
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Ejemplos no limitantes de dichos agonistas de NPYY 1R, o de derivados o fragmentos
funcionales de los mismos, son bien conocidos y estan disponibles comercialmente,

tales como el neuropéptido Y, [Leu31,Pro34]-neuropéptido Y.

Los agonistas de GALR2 y/o NPYY1R, o sus analogos, pueden estar en su forma
cristalina como compuestos libres 0 como solvatos. En este sentido, el término
«solvato», como se usa en el presente documento, incluye tanto solvatos
farmacéuticamente aceptables; es decir solvatos que pueden usarse en la fabricacién
de un medicamento, como solvatos farmacéuticamente no aceptables, que pueden
ser utiles en la preparacion de solvatos o sales farmacéuticamente aceptables. La
naturaleza del solvato farmacéuticamente aceptable no es critica siempre que sea
farmacéuticamente aceptable. En una realizacion en particular, el solvato es un
hidrato. Los solvatos pueden obtenerse mediante métodos convencionales de

solvatacidn conocidos por aquellos expertos en la materia.

Mas particularmente, la presente invencion se refiere al uso de una combinacién

que comprende un agonista de GALR2 y un agonista de NPYY1R, o analogos de los
mismos, o0 sus sales, ésteres, tautdmeros, solvatos o hidratos farmacéuticamente
aceptables, en la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a
sindromes de demencia, incluidos trastornos mentales organicos sintomaticos. Estos

trastornos pudieran incluir, de acuerdo con el sistema de clasificacion internacional

de enfermedades (International Classification of Diseases, ICD-10), lo siguientes:
(FOO) Demencia en la enfermedad de Alzheimer. (FOO.O) Demencia en la
enfermedad de Alzheimer de inicio precoz. (FOO.1) Demencia en la enfermedad de
Alzheimer de inicio tardio. (FOO.2) Demencia en la enfermedad de Alzheimer atipica
o mixta. (FOO.9) Demencia en la enfermedad de Alzheimer sin especificacion. (FO1)
Demencia vascular. (FO01.0) Demencia vascular de inicio agudo. (FO1.1) Demencia
multiinfarto. (FO1.2) Demencia vascular subcortical. (FO1.3) Demencia vascular mixta
cortical y subcortical. (FO1.8) Otra demencia vascular. (FO1.9) Demencia vascular sin
especificacion. (F02.0) Demencia en la enfermedad de Pick; (F02.1) Demencia en la
enfermedad de Creutzfeldt-dakob; (F02.2) Demencia en la enfermedad de Huntington;
(F02.3) Demencia en la enfermedad de Parkinson; (F02.4) Demencia en el VIH; (F03)

Demencia sin especificar; (FO4) Sindrome amnésico organico, no inducido por alcohol
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0 por otros psicotropicos. En una realizaciéon aun mas particular, la invencion se refiere
al uso de una combinacion que comprende los compuestos de la invencidon en la
prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a la demencia en la

enfermedad de Alzheimer.

En una realizacion, el uso es preventivo y la administracion de la composicion
farmacéutica que comprende los compuestos de la invencion se lleva a cabo antes de
la instauracion completa del deterioro cognitivo. En otra realizacion, el uso es
preventivo y la administracion de la composicion farmacéutica que comprende los
compuestos de la invencion se realiza durante la aparicién de los primeros signos y/o
sintomas de deterioro cognitivo. En otra realizacion, el uso es para el tratamiento y la
administraciéon de la composicion farmacéutica que comprende los compuestos de la
invencion se realiza durante la apariciéon de los primeros signos y/o sintomas de
deterioro cognitivo. En otra realizacion, el uso es para el tratamiento y la
administracion de la composicion farmacéutica que comprende los compuestos de la
invencion se realiza después de la aparicion de los primeros signos y/o sintomas de

deterioro cognitivo.

Para su uso en terapia, los agonistas de GALR2 y/o NPYY1R, o sus analogos, o sus
sales, ésteres, tautdmeros, solvatos o hidratos, estarian preferiblemente en una forma
sustancialmente pura o farmacéuticamente aceptable, es decir, con un nivel de pureza
aceptable farmacéuticamente y excluyendo los aditivos farmacéuticos normales como
diluyentes y vehiculos, y sin incluir materiales considerados téxicos a niveles de
dosificacion normales. Los niveles de pureza estan preferiblemente por encima del
50%, mas preferiblemente por encima del 70% y, aun, mas preferiblemente por
encima del 90%. En una realizacion preferida, son mayores del 95% en agonistas de
GALR2 y/o NPYY1R, o sus analogos, o sus sales, ésteres, tautobmeros, solvatos o

hidratos.

En una realizacion, la presente invencion se refiere al uso de una combinacién que
comprende un agonista de GALR2 y un agonista de NPYY1R, o sus analogos, o sus
sales, ésteres, tautomeros, solvatos o hidratos, farmacéuticamente aceptables para la

preparacion de una composicion farmacéutica. Preferiblemente, dicha composicion
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farmacéutica comprende agonistas de GALR2 y de NPYY1R, o sus analogos, o sus
sales, ésteres, tautomeros, solvatos o hidratos, farmacéuticamente aceptables,
aunque dicha composicion farmacéutica pueda comprender opcionalmente vehiculos

y/o diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

En wuna realizacion de la invencidn, esta se refiere al uso de una

combinacion que comprende un agonista de GALR2 y un agonista de NPYY1R, o sus
analogos, o sus sales, ésteres, tautomeros, solvatos o hidratos, farmacéuticamente

aceptables de los mismos, para la preparacibn de wuna composicion
farmacéutica como se ha indicado anteriormente, adaptada para la

administraciéon simultanea de los ingredientes activos.

En particular, dichas composiciones farmacéuticas pueden contener los
ingredientes activos dentro de la misma forma de dosificacién unitaria, por
ejemplo en la misma capsula o comprimido. Dichas formas de dosificacion

unitarias pueden contener los ingredientes activos como una mezcla

homogénea o en compartimentos separados de la forma de dosificacidon

unitaria.

En otra realizacién, la presente invencién se refiere al uso de una

combinacion que comprende un agonista de GALR2 y un agonista de NPYY1R, o sus
analogos, o sus sales, ésteres, tautomeros, solvatos o hidratos, farmacéuticamente

aceptables de los mismos, para la preparacion de wuna composicion
farmacéutica como la anterior, adaptada para la administracion secuencial
de los ingredientes activos. En particular, dichas composiciones
farmacéuticas pueden contener los ingredientes activos en formas de
dosificacion unitarias individuales (kit farmacéutico), por ejemplo comprimidos

o capsulas individuales que contengan cualquiera de los ingredientes
activos. Estas formas de dosificacion unitarias individuales pueden estar

contenidas en el mismo recipiente o paquete, por ejemplo un blister.
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La expresion “kit farmacéutico” empleada en el documento significa una
composicion farmacéutica que contiene cada uno de los ingredientes
activos, pero en formas de dosificacion unitarias individuales, y pudiendo
estar dichos ingredientes activos empaquetados conjuntamente, por ejemplo

en un blister, o no, en cuyo caso la composicion resulta del uso

combinado de dichos ingredientes activos, entendiéndose por “uso
combinado” la administracion de los ingredientes activos de forma asociada

entre si pero no necesariamente de forma simultanea.

Para preparar las composiciones farmacéuticas de esta invencién, se combina una
cantidad apropiada de los principios activos, en forma de sal o en forma de base, en
una mezcla intima con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que puede adquirir
una gran variedad de formas dependiendo de la forma de preparacién deseada para
la administracion. Estas composiciones farmacéuticas se encuentran deseablemente
en una forma de dosificacion unitaria adecuada para administracion por via nasal, oral,
rectal, percutanea o mediante inyeccion parenteral. Por ejemplo, al preparar las
composiciones en forma de dosificacion oral, puede emplearse cualquiera de los
medios farmacéuticos habituales, como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites,
alcoholes y otros en el caso de las preparaciones liquidas orales como las
suspensiones, los jarabes, los elixires y las soluciones; o vehiculos sélidos como
almidones, azucares, caolina, lubricantes, aglutinantes, disgregantes y similares en el
caso de polvos, pastillas, capsulas y comprimidos. Debido a su facilidad de
administracién, los comprimidos y las capsulas representan la forma unitaria de
dosificacion oral mas ventajosa, en cuyo caso se utilizan, obviamente, vehiculos

farmacéuticos soélidos.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas
anteriormente en formas unitarias de dosificacion para una administracién facil y
uniformidad de dosis. Tal y como se usa en las especificaciones y reivindicaciones, la
forma de dosificacién unitaria se refiere a unidades fisicamente separadas vy
adecuadas como dosis unitarias, en la que cada unidad contiene una cantidad

predeterminada de principio(s) activo(s) calculada para producir el efecto terapéutico
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deseado en asociacién con el vehiculo farmacéutico necesario. Son ejemplos de estas
formas unitarias de dosificacion los comprimidos (incluyendo los comprimidos
recubiertos o ranurados), las capsulas, las pastillas, bolsas de polvos, obleas,
soluciones o suspensiones inyectables, cucharaditas de café, cucharadas soperas y

otros, y multiplos segregados de los mismos.

El compuesto de la invencién, o una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto de la invencion, puede administrarse antes, durante o después de la
administracidn del otro principio activo, siempre que el tiempo entre la administracién
del compuesto de la invencién, o la composicion farmacéutica que comprende un
compuesto de la invencién, y la administracion del otro principio activo sea tal que se
permite a los principios actuar sinérgicamente en el SNC. Cuando se prevea una
administracién simultanea, puede ser particularmente conveniente una composicion
que contenga tanto el compuesto de la invencidon como el otro principio activo. O el
compuesto de la invenciéon, o la composicion farmacéutica que comprenda un
compuesto de la invencién, y el otro principio activo, pueden administrarse por
separado en forma de composiciones adecuadas. Las composiciones pueden

prepararse como se describe anteriormente.

La presente invencion también comprende productos que contienen el compuesto de
la invencion, o la composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la
invencion, y el otro principio activo como una preparacion de combinacién para un uso
simultaneo, independiente o secuencial, separado o en la prevencion o el tratamiento
de los trastornos y efectos relacionados con alteraciones cognitivas, especialmente,
la afectacion de la memoria. Estos productos pueden comprender, por ejemplo, un kit
que comprende formas de dosificacién unitarias independientes que contienen el
compuesto de la invencion, o la composicion farmacéutica que comprende un
compuesto de la invencién, y formas de dosificacién unitarias separadas que
contienen el principio activo, todo ello contenido en el mismo paquete o envase, por

ejemplo, en un blister.

Tal y como se usa en esta invencidn, el término «principio activo», «sustancia activay,

«sustancia o sustancia farmacéuticamente activa» o «principio farmacéuticamente
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activo» significa cualquier componente que potencialmente proporcione un efecto
farmacolégico u otro tipo en el diagndstico, curacion, paliacién, tratamiento o
prevencion de una enfermedad, o que afecte a la estructura o funcién del cuerpo

humano o de otros animales.

El término incluye aquellos componentes que promueven un cambio quimico en la
fabricacion del farmaco y que estan presentes en él en una forma modificada vy

prevista que proporciona una actividad o efecto especifico.

Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencién hace referencia a un agonista
de GALR2 en combinacién con un agonista de NPYY1R, o analogos de los mismos,
o sus sales, ésteres, tautdbmeros, solvatos o hidratos farmacéuticamente aceptables,
para ser usados en la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a

sindromes de demencia.

Una realizacion preferida de dicho primer aspecto de la presente invencion hace
referencia a un agonista de GALR2 en combinacién con un agonista de NPYY1R, o
analogos de los mismos, o0 sus sales, ésteres, tautomeros, solvatos o hidratos
farmacéuticamente aceptables, para ser usados en la prevencién y/o el tratamiento

del deterioro cognitivo asociado a la demencia en la enfermedad de Alzheimer.

En una realizaciéon preferida de dicho primer aspecto, el agonista de GALR2 se
selecciona entre los siguientes compuestos: AR-M 1896, galanina, galanina (2-29),
M1145, galanina 2-11 amida, M1153, CYM2503, derivados o fragmentos funcionales
de dichos productos y el agonista de NPYY1R se selecciona entre los siguientes

compuestos: neuropéptido Y, [Leu31,Pro34]-neuropéptido Y .

Un segundo aspecto de la presente invencion hace referencia a una composicion
farmacéutica o kit que comprende una combinacion de un agonista de GALR2 y un
agonista de NPYY1R, o analogos de los mismos, o sus sales, ésteres, tautbmeros,
solvatos o hidratos farmacéuticamente aceptables, para ser usados en la prevencion

y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a sindromes de demencia.
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Una realizacion preferida de dicho segundo aspecto de la presente invencion hace
referencia a una composicion farmacéutica o kit que comprende una combinacion de
un agonista de GALR2 y un agonista de NPYY1R, o analogos de los mismos, o sus
sales, ésteres, tautdmeros, solvatos o hidratos farmacéuticamente aceptables, para
ser usados en la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a

demencia de la enfermedad de Alzheimer.

En una realizacion preferida de dicho segundo aspecto de la presente invencion, los
agonistas se administran de forma simultanea, formado parte de la misma forma de

dosificacion unitaria.

En otra realizacion preferida de dicho segundo aspecto de la presente invencion, los
agonistas se administran de forma secuencial, formado parte de formas de

dosificacion unitarias independientes.

Un tercer aspecto de la presente invencion hace referencia a un método in vitro para
la identificacién y/o producciéon de compuestos utiles para la prevencién y/o el
tratamiento del deterioro cognitivo asociado a sindromes de demencia,
preferentemente para la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado
a la demencia en la enfermedad de Alzheimer, que comprende: a) medir el nivel de
expresion de GALR2 y NPYY1R después de administrar la molécula candidata y b)
donde, si después de administrar la molécula candidata, la expresion de GALR2 y
NPYY1R son activadas total o parcialmente de forma estadisticamente significativa
respecto la expresion antes de administrar la molécula candidata, esto es indicativo
de que la molécula candidata es efectiva en la prevencion y/o el tratamiento del
deterioro cognitivo asociado a sindromes de demencia, preferentemente para la
prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a la demencia en la

enfermedad de Alzheimer.

Un cuarto aspecto de la presente invenciéon hace referencia a un método in vitro para
monitorizar la respuesta a un tratamiento frente al deterioro cognitivo asociado a
sindromes de demencia, preferentemente frente al deterioro cognitivo asociado a la

demencia en la enfermedad de Alzheimer, que comprende: a) medir el nivel de
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expresion de GALR2 y NPYY 1R después de administrar el tratamiento y b) donde, si
después de administrar el tratamiento, el nivel de expresion de GALR2 y NPYY1R es
activado total o parcialmente de forma estadisticamente significativa respecto la
expresion antes de administrar el tratamiento, esto es indicativo de que el tratamiento

es efectivo.

Un quinto aspecto de la presente invencion hace referencia a un método para la
prevencion y/o tratamiento del deterioro cognitivo asociado a sindromes de demencia,
preferentemente de la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado
a la demencia en la enfermedad de Alzheimer, que comprende la administracion al
paciente de una dosis terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica que
comprende una combinacion de agonistas de GALR2 y agonistas de NPYY1R,
preferentemente incluyendo excipientes farmacéuticamente aceptables. La expresiéon
"excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un excipiente que se puede
incluir opcionalmente en las composiciones de la invencion y que no causa efectos
toxicolégicos adversos significativos para el paciente. Por "dosis o cantidad
terapéuticamente efectiva" de la composicion de la invencion se entiende una dosis
que cuando se administra provoca una respuesta terapéutica positiva en un sujeto
que padece la enfermedad. La cantidad exacta requerida variara de un sujeto a otro,
dependiendo de la especie, la edad y el estado general del sujeto, la gravedad de la
afeccion que se esta tratando, el modo de administracion y similares. La cantidad
"efectiva" apropiada puede ser determinada por un experto en la materia usando
experimentacion de rutina, en base a la informacioén proporcionada en el estado de la

técnica.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Analisis de la proteccion neuronal mediada por GAL y un agonista de
NPYY1R (a) Imagen representativa que muestra la expresion de BDNF en las distintas
zonas del hipocampo dorsal, como el giro dentado (GD), CA3 y CA1. (b) Grafica que
muestra el porcentaje de neuronas que expresan BDNF para los grupos tratados con
LCRa (Control), GAL 3nmol, Y1 3nmol, GAL+Y1 y GAL+Y1+M871. Los datos se

representan como porcentaje del grupo control (100%). ***P<0,001 versus aCSF vy
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GAL; ###P<0,001 versus el resto de grupos; 666P<0,001 versus aCSF y GAL.
Estadistica realizada con ANOVA de una via seguido por el test de comparacion
multiple de Newman-Keuls (n=4 animales en cada grupo). (c-d) Microfotografias
representativas que muestran células marcadas con BDNF en el GD. (Bregma: -
3.5mm). Abreviaturas: LCRa = Liquido cefalorraquideo artificial; GAL + Y1 =
Coadministracion de Galanina y [Leu31-Pro34]NPY; GAL + Y1 + M871
Coadministracion de GAL, [Leu31-Pro34]NPY y el antagonista de GALR2 (M871).

Figura 2. Estudio de la expresion del factor de supervivencia BCL-2 hipocampal
mediado por GAL y un agonista de NPYY1R (a) Imagen representativa que muestra
la expresion de BCL-2 en las distintas zonas del hipocampo dorsal, como el giro
dentado (GD), CA3 y CA1. (b) Grafica que muestra el porcentaje de neuronas que
expresan BCL-2 para los grupos tratados con LCRa (Control), GAL 3nmol, Y1 3nmol,
GAL+Y1 y GAL+Y1+M871. Los datos se representan como porcentaje del grupo
control (100%). **P<0,01 versus aCSF y GAL; ##P<0,01 versus el resto de grupos;
06P<0,01 versus aCSF y GAL. Estadistica realizada con ANOVA de una via seguido
por el test de comparacion multiple de Newman-Keuls (n=4 animales en cada grupo).
(c-d) Microfotografias representativas que muestran células marcadas con BCL-2 en

el GD. (Bregma: -3.5mm). Las flechas indican ejemplos de agrupaciones de células

marcadas. Abreviaturas: LCRa = Liquido cefalorraquideo artificial; GAL + Y1
Coadministracion de Galanina y [Leu31-Pro34]NPY; GAL + Y1 + M871
Coadministracion de GAL, [Leu31-Pro34]NPY y el antagonista de GALR2 (M871).

Figura 3. Deteccién de complejos heteroreceptores GALR2/NPYY1R con el ensayo
de ligazén por proximidad (ELP) en el hipocampo dorsal de rata. (a) Imagen
representativa que muestra la expresion de complejos heteroreceptores
GALR2/NPYY1R en las distintas zonas del hipocampo dorsal, como el giro dentado
(GD), CA3 y CA1. Circulos rojos: senales positivas con ELP. Circulos azules: sefales
negativas con ELP. (Bregma: -3,1 mm). (b) Grafica que muestra el porcentaje de
sefales positivas con ELP por nucleo y por campo muestral obtenidas por un
experimentador blindado a las condiciones experimentales. *P<0.05 Y1 versus aCSF

y GAL. #P<0.05 Y1 versus GAL+Y1. <<-<P <0.001 GAL+Y1 versus aCSF y GAL.
QP<0.05 GAL+Y1 versus GAL+Y1+M871 de acuerdo con ANOVA de una via seguido
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por el test de comparacion multiple de Newman-Keuls. Los datos se muestran como
la MediatError estandar y cada punto en la grafica representa los resultados de ratas
individuales de multiples fotografias analizadas (n=4 ratas por grupo). (c-f)
Microfotografias representativas de la densidad de circulos positivos en ELP en el GD.
Las flechas blancas sefialan las agrupaciones de ELP. Los nucleos se muestran de
color azul con DAPI. Abreviaturas: LCRa = Liquido cefalorraquideo artificial; GAL +
Y1 = Coadministracion de Galanina y [Leu31-Pro34]NPY; GAL + Y1 + M871 =
Coadministracion de GAL, [Leu31-Pro34]NPY y el antagonista de GALR2 (M871).

Figura 4. Deteccién de complejos heteroreceptores GALR2/NPYY1R con el ensayo
de ligazén por proximidad (ELP) en cultivos de neuronas de hipocampo (a) Grafica
que muestra el porcentaje de sefales positivas con ELP por nucleo y por campo

muestral obtenidas por un experimentador blindado a las condiciones experimentales.
***P<0.001 Y1 versus aCSF y GAL. # # #P<0.001 Y1 versus GAL+Y1. <<-<-P <0.001
GAL+Y1 versus aCSF y GAL. QQQP<0.001 GAL+Y1 versus GAL+Y1+M871 de

acuerdo con ANOVA de una via seguido por el test de comparacion multiple de
Newman-Keuls. Los datos se muestran como la MediatError estandar de multiples
microfotografias analizadas. (b,c) Microfotografias representativas de la densidad de
circulos positivos en ELP. Circulos rojos: sefales positivas con ELP. Las flechas
blancas sefalan las agrupaciones de ELP. Los nucleos se muestran de color azul con
DAPI. Abreviaturas: LCRa = Liquido cefalorraquideo artificial; GAL + Y1
Coadministracion de Galanina y [Leu31-Pro34]NPY; GAL + Y1 + M871
Coadministracion de GAL, [Leu31-Pro34]NPY y el antagonista de GALR2 (M871).

Figura 5. Valoracion de la via intracelular de crecimiento celular MAPK en cultivos
neuronales de hipocampo mediante el nivel de induccion de expresion de un plasmido
experimental que integra el gen de la luciferasa de luciérnaga como reportero génico
(pGL4-SRE-luc2p). Control: 50ng de plasmido de control interno expresando
luciferasa de Renilla (phRG-B). Los datos se muestran como la MediatError estandar
de tres experimentos independientes realizados en triplicado. Se emplearon las
siguientes concentraciones: M1145, 100 nM; M871, 1 uM; [Leu31-Pro34]NPY, 100
nM; BIBP3226, 1 uM; ***P<0.001 M1145 versus Control y M1145+M871. # # #P<0.001

Y1 versus Control y Y1+BIBP3226. <-<<-P <0.001 M1145+Y1 versus el resto de
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grupos. El andlisis estadistico se realizé de acuerdo con ANOVA de una via seguido

por el test de comparaciéon multiple de Newman-Keuls.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion anteriormente mencionada se detalla adicionalmente en los siguientes

ejemplos no limitantes y meramente ilustrativos.

Material y métodos

Sujetos: Ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, obtenidos de CRIFFA, Barcelona.
(200-250 gr.- 6-8 semanas). Los animales se estabulan con comida y agua disponibles
libremente (ad libitum). Los animales se mantienen bajo temperatura controlada
(200C), humedad (55-60%) y ciclos de luz / dia invertidos (12:12 h). El personal
capacitado bajo la supervision veterinaria ha brindado los cuidados pertinentes a los
animales, y todos los experimentos estan aprobados por el Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de Malaga de acuerdo con la Directiva
Europea (2010/63/EU) y la Directiva Espanola (Real Decreto 53/2013). Las ratas se

empezaron a utilizar tras una aclimatacion en el animalario de 1 semana.

Canulas intracerebrales: Se implanté una canula guia cronica de acero inoxidable
del calibre 22 (Plastics One In) en el ventriculo cerebral lateral derecho a las ratas
anestesiadas por via intraperitoneal con Equitesina (3,3 ml/Kg). Se utilizaron las
siguientes coordenadas estereotaxicas: + 1,4 mm lateral, -1 mm posterior al bregma,
y 3.6 mm por debajo de la superficie del craneo. Después de la cirugia, los animales
se estabularon individualmente y se recuperaron durante 7 dias. Este método de
canulacion y cuidado postquirirgico se ha estandarizado previamente en nuestro

laboratorio (Narvaez et al., 2018).

Administracion intracerebroventricular de péptidos: Las ratas canuladas se
asignaron al azar a diferentes grupos. Los péptidos estaron recién preparados,
disueltos en Liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) e inyectados en el ventriculo

lateral derecho. El volumen total fue de 5 pl por inyeccion, con un tiempo de infusién
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de 1 minuto. El agonista del NPYY1R [Leu31, Pro34] NPY (Ki = 0.39 nM para
NPYY1R) y el agonista GALR2 (M1145) (Ki = 13.1 y 420 nM para GALR2 y GALR1
respectivamente) se obtuvo de Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido). Estos
procedimientos de inyecciones intracerebroventriculares (icv) y preparacion de LCRa

ya se han estandarizado en nuestro laboratorio (Narvaez et al., 2018).

Coleccion de muestras: Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sodico
(Mebumal; 100 mg / kg, i.p.), se perfundieron intracardiacamente con
Paraformaldehido al 4% (wt / vol, Sigma), y los cerebros se extrajeron para la
inmunotincion. Se comprobé la colocacién correcta de la canula tras las inyecciones
icv cortando el cerebro en el plano coronal en un criostato (HM550, Microm
International). Los cerebros se cortaron en un plano coronal y se procesaron para la

inmunotincion usando protocolos publicados previamente (Narvaez et al., 2018).

Inmunohistoquimica: Se incubaron las secciones cerebrales en suspensidn
(cortadas de forma coronal en niveles de Bregma correspondientes al hipocampo
dorsal y ventral: de -2.16 a -4.20) durante la noche con los siguientes anticuerpos
primarios diluidos a 4°C: BDNF (1: 1000, Abcam, EE. UU.), BCL-2 (1: 500; Santa-Cruz
Biotech, EE. UU.). El procedimiento se realiz6 utilizando el método de la peroxidasa,
en series de una cada seis secciones, como previamente se ha publicado (Vega-
Rivera et al., 2015). Todas las células marcadas con BDNF y BCL-2 se contaron a
través de la extension rostro-caudal del hipocampo, usando un microscopio 6éptico
(Leica, Alemania). En el giro dentado del hipocampo, la cuantificaciéon de las células
marcadas con BDNF y BCL-2 se limité a la capa de células granulares (CG) y a la
zona subgranular (ZSG) como se ha descrito previamente (Vega-Rivera et al., 2015;
Narvaez et al., 2018).

Ensayo de ligazéon por proximidad in situ (ELP): El Ensayo de ligazén por
proximidad (ELP) in situ se realiz6 como se ha descrito previamente (Narvaez et al.
2020). Las secciones de cerebro en suspension se incubaron con soluciones de
bloqueo (suero de cabra al 5%) y de permeabilizacion (triton X100 al 0,3% en PBS)
durante 60 minutos cada una. Los anticuerpos primarios dirigidos contra GALR2
(conejo, Alomone Lab, 1: 100) y NPYY 1R (cabra, sc-21992 Santa Cruz Biotecnology
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INC, CA, 1: 200) se incubaron durante 24h. a 4°C. La deteccion de la senal de ELP
se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (kit de deteccion de ELP
Duolink in situ; Sigma) con sondas ELP PLUS o MINUS para anticuerpos de conejo o
cabra. Las secciones se montaron en portaobjetos con medio de montaje fluorescente
(Dako) que contiene DAPI (1:200), para tefiir los nucleos con color azul. Las senales
de ELP se visualizaron y cuantificaron utilizando un microscopio confocal TCS-SL

(Leica) y el programa informatico Duolink Image Tool.

Ejemplo 1. Analisis de la proteccion neuronal mediada por GAL y el agonista
NPYY1R

En lafigura 1 se observa como la coadministracion de GAL y del agonista de NPYY1R
aumenta la expresion del factor protector neuronal BDNF en hipocampo dorsal
mediada por NPYY1R. Ademas, se demuestra que estos efectos estan mediados por

GALR2, ya que se bloquean en presencia del antagonista especifico GALR2, M871.

En las figuras 1(c) y 1(d) se observa como las células marcadas con BDNF se localizan
en el giro dentado (GD), entre la capa de células granulares (Gcl) y el hilus (H).
Ademas, se observa que la coadministracion de ambos péptidos, GAL y el agonista
de NPYY1R, aumenta la deteccion del marcaje con BDNF comparado con el grupo

control.

Ejemplo 2. Estudio de la expresion del factor de supervivencia BCL-2

hipocampal mediado por GAL y el agonista NPYY1R

En la figura 2 se muestra que la coadministracion de GAL y del agonista de NPYY1R
aumenta la expresion del factor de supervivencia BCL-2 en las distintas zonas del
hipocampo dorsal, como el giro dentado (GD), CA3 y CA1. Ademas, se demuestra
que estos efectos estan mediados por GALR2, ya que se bloquean en presencia del
antagonista especifico GALR2, M871.

En las figuras 2(c) y 2(d) se observa como las células marcadas con BCL2 se localizan

en el giro dentado, entre la capa de células granulares (Gcl) y el hilus (H). Ademas,
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se observa que la coadministracion de ambos péptidos, GAL y el agonista de
NPYY1R, aumenta la deteccion del marcaje con Bcl2 en la Sgz comparado con el

grupo control.

Ejemplo 3. Estudio de complejos heteroreceptores GALR2/NPYY1R en el

hipocampo dorsal de la rata.

Se han detectado complejos heteroreceptores GALR2/NPYY1R con el ensayo de

ligazén por proximidad (ELP) en el hipocampo dorsal.

En la figura 3 se muestra un diagrama con la presencia de sefales positivas con ELP
(circulos rojos) en las distintas zonas del hipocampo dorsal, como el giro dentado
(GD), CA3 y CA1 y la ausencia de senales especificas (circulos azules) en la capa

molecular del GD y en el cuerpo calloso.

En la figura 3(b) se observa como la coadministracion de GAL y del agonista de
NPYY1R aumenta los complejos GALR2/NPYY1R. Ademas, se observa que estos
efectos estan mediados por GALR2, ya que se bloquean en presencia del antagonista
especifico GALR2, M871.

Asimismo, en las figuras 3(c) - 3(f) se observa un aumento significativo de la densidad
de los circulos positivos en ELP, correspondiente a la presencia de complejos
GALR2/NPYY1R, tras la coinyeccion de GAL y del agonista NPYY1 comparado con

el grupo control.

Ejemplo 4. Estudio de complejos heteroreceptores GALR2/NPYY1R en cultivos

de neuronas de hipocampo.

Se han detectado complejos heteroreceptores GALR2/NPYY1R con el ensayo de

ligazén por proximidad (ELP) en cultivos de neuronas de hipocampo.

Las neuronas hipocampales mostraron un aumento significativo de los complejos
GALR2/NPYY1R (Circulos ELP) tras la coadministracion de GAL y del agonista de
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NPYY1R [Figura 4 (a)]. Ademas, se observa que estos efectos estan mediados por

GALR2, ya que se bloquean en presencia del antagonista especifico GALR2, M871.

En las figuras 4(b) y 4(c) se observa un aumento significativo de la densidad de los
circulos positivos en ELP, correspondiente a la presencia de complejos
GALR2/NPYY1R, tras el tratamiento con GAL y con el agonista NPYY1 comparado

con el grupo control.

Ejemplo 5. Valoracion de la via intracelular de crecimiento celular MAPK en

cultivos neuronales de hipocampo mediante un reportero génico.

Cultivos neuronales de hipocampo de rata se cotransfectaron con 1 ug de luciferasa
de luciérnaga expresando el plasmido experimental (pGL4-SRE-luc2p) y 50ng del
plasmido de control interno expresando luciferasa de Renilla (phRG-B). Tras 4 horas
de incubacion con los diferentes agonistas o antagonistas se midi6 la actividad de la
luciferasa., observandose como la coadministraciéon de M1145 y el agonista NPYY1R

potencia la expresion de SRE (Figura 5).
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REIVINDICACIONES

1. Agonista de GALR2 en combinacion con un agonista de NPYY1R, o analogos de
los mismos, o sus sales, ésteres, tautobmeros, solvatos o hidratos farmacéuticamente
aceptables, para ser usados en la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo

asociado a sindromes de demencia.

2. Agonista de GALR2 en combinacién con un agonista de NPYY 1R para ser usados
segun la reivindicacion 1 en la prevencién y/o el tratamiento del deterioro cognitivo

asociado a la demencia en la enfermedad de Alzheimer.

3. Agonista de GALR2 en combinacion con un agonista de NPYY1R para ser usados
segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde

e el agonista de GALR2 se selecciona entre los siguientes compuestos: AR-M 1896,
galanina, galanina (2-29), M1145, galanina 2-11 amida, M1153, CYM2503, derivados
o fragmentos funcionales de dichos productos; y

e el agonista de NPYY1R se selecciona de entre los siguientes compuestos:

neuropéptido Y, [Leu31,Pro34]-neuropéptido Y .

4. Composicion farmacéutica o kit que comprende un agonista de GALR2 y un
agonista de NPYY1R, o analogos de los mismos, o sus sales, ésteres, tautbmeros,
solvatos o hidratos farmacéuticamente aceptables, para ser usados en la prevencion

y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a sindromes de demencia.

5. Composicién farmacéutica o kit para ser usados segun la reivindicacién 4 en la
prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a demencia de la

enfermedad de Alzheimer.

6. Composicién farmacéutica o kit para ser usados segun cualquiera de las

reivindicaciones 4 o 5 donde los agonistas se administran de forma simultanea.

7. Composicion farmacéutica o kit para ser usados segun la reivindicacion 6 donde los

agonistas se encuentran en la misma forma de dosificacion unitaria.

23



10

15

20

25

30

ES 2 883 838 Al

8. Composicién farmacéutica o kit para ser usados segun cualquiera de las

reivindicaciones 4 o 5 donde los agonistas se administran de forma secuencial.

9. Composicion farmacéutica o kit para ser usados segun la reivindicacién 8 donde los

agonistas se encuentran en formas de dosificacion unitarias independientes.

10. Método in vitro para la identificacion y/o produccién de compuestos utiles para la
prevencién y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a sindromes de
demencia que comprende:
(a) medir el nivel de expresion de GALR2 y NPYY 1R después de administrar la
molécula candidata, y
(b) donde, si después de administrar la molécula candidata, la expresion de
GALR2 y NPYY1R son activadas total o parcialmente de forma
estadisticamente significativa respecto la expresién antes de administrar la
molécula candidata, esto es indicativo de que la molécula candidata es efectiva
en la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a sindromes

de demencia.

11. Método in vitro segun la reivindicacion 10 donde el deterioro cognitivo asociado a
sindromes de demencia es el deterioro cognitivo asociado a la demencia en la

enfermedad de Alzheimer.

12. Método in vitro para monitorizar la respuesta a un tratamiento frente al deterioro
cognitivo asociado a sindromes de demencia que comprende:
(a) medir el nivel de expresion de GALR2 y NPYY1R después de administrar el
tratamiento, y
(b) donde, si después de administrar el tratamiento, el nivel de expresiéon de
GALR2 y NPYY1R es activado total o parcialmente de forma estadisticamente
significativa respecto la expresion antes de administrar el tratamiento, esto es

indicativo de que el tratamiento es efectivo.
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13. Método in vitro segun la reivindicacion 12 donde el deterioro cognitivo asociado a
sindromes de demencia es el deterioro cognitivo asociado a la demencia en la

enfermedad de Alzheimer.
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