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DESCRIPCION
Haloperidol para uso en el tratamiento de la atrofia muscular espinal
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al sector farmacéutico y se refiere a haloperidol o a una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, asi como a composiciones farmacéuticas que comprenden el mismo, para
uso en métodos para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal.

Antecedentes de la invencion

La atrofia muscular espinal (SMA) es un trastorno neuromuscular genético poco comun provocado por la pérdida de
motoneuronas alfa en la médula espinal y los nucleos del cerebro. Se creia que la atrofia muscular en la SMA era
Unicamente una consecuencia de la denervacion de las fibras musculares; sin embargo, hay cada vez mas evidencia
de que los defectos musculares se producen de manera independiente e incluso antes de la degeneracion de la
motoneurona. Los experimentos en el modelo murino de SMA y en células humanas revelaron defectos en los
procesos de proliferacion, maduracion y fusion de los mioblastos. La enfermedad afecta a 1 de cada 6.000 a 10.000
nifos y 1 de cada 40 personas es portadora de la mutacién responsable, que muestra un patrén de herencia
autosoémico recesivo.

La SMA es provocada principalmente por mutaciones en el gen SMN1. Sin embargo, como resultado de la
duplicacion en el genoma, el locus SMN (ubicacion cromosémica 59g13) contiene dos copias invertidas de SMN,
denominadas SMN1 (telomérico) y SMN2 (centromérico). Los genes SMN1 y SMN2 son casi idénticos con sélo 5
cambios de nucledtidos: uno en el intron 6 (G/A), el exdn 7 (C/T), el exdn 8 (G/A) y dos en el intron 7 (AA/GG). La
diferencia en las regiones codificantes de ambos genes es una transicion de C a T en la posicion +6 del exén 7 en
SMN2. Este cambio es critico ya que genera un patrén de corte y empalme diferente. En SMN1, se incluye el exén 7
(Ex7), lo que da como resultado una proteina SMN funcional y de longitud completa. Sin embargo, la transicion de C
a T en SMN2 provoca la exclusién de Ex7 en la mayoria de los casos, lo que da como resultado una proteina SMN
truncada en el extremo C-terminal (A7-SMN). Sin embargo, una fraccion de los ARNm de SMN2 incluye Ex7 y da
como resultado una proteina SMN funcional de longitud completa (FL-SMN), que, sin embargo, es insuficiente para
compensar la pérdida de SMN1. Ademas, la proteina SMN truncada que comprende 282 en lugar de 294
aminoacidos tiene una capacidad de oligomerizacion deteriorada y es altamente inestable.

Todos los pacientes que padecen SMA son portadores de una o mas copias del gen SMN2, que se traduce
mayoritariamente en la isoforma de SMN truncada no funcional y produce sélo una pequefa parte de la proteina
funcional.

Aunque incluso los casos mas graves de SMA normalmente se manifiestan en etapas postnatales, hay estudios que
notifican aumento de pérdida de motoneuronas, disminucion del tamafio de los miotubos y contactos sinapticos
andmalos en las uniones neuromusculares (NMJ) en las etapas prenatales. De hecho, aunque las motoneuronas
son el principal tipo de células afectadas en la fisiopatologia de la SMA, existe una creciente evidencia del caracter
multisistémico de la SMA, que afecta directamente a los musculos, el corazon, el cerebro y el pancreas.

El descubrimiento del gen SMN1 mutado y su copia de SMN2 no afectada permitié relacionar el nimero de copias
de SMN2 con la gravedad de la enfermedad (véase la tabla 1). De hecho, el nimero de copias de SMN2 esta
inversamente correlacionado con la gravedad de la enfermedad porque la cantidad de proteina funcional traducida a
partir de los transcritos de SMN2 compensa parcialmente las deficiencias de SMN provocadas por las mutaciones en
SMN1.

Tabla 1: Tipo de SMA

Tipo de SMA| Edad de apariciéon | Esperanza de vida|Numero de copias de SMN2

IA < 1 semana/congénito <1 mes 1

1B 1 semana - 3 meses < 2 anos 2,3

IC 3 -6 meses < 2 afios 2,3

A 6 - 15 meses > 2 afios 2,3,4

1153 6 - 15 meses > 2 afios 2,3,4

A < 3 anos Adulta 3,4

1B > 3 anos Adulta 3,4

v > 21 afios Adulta 4,5
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Por otra parte, a pesar de que la presencia de la copia de SMN2 no compensa totalmente la pérdida de funcién de
SMN1, constituye una diana terapéutica importante en muchos aspectos. De hecho, la mejora especifica de la
inclusién de Ex7 en SMN2 es un enfoque terapéutico prometedor, que aumenta los niveles de transcrito de longitud
completa y, como consecuencia, los niveles de proteina SMN funcional. La razén de proteina completa con respecto
a proteina truncada en los pacientes es de aproximadamente 1:4 y, por consiguiente, una terapia que aumente la
inclusion de Ex7 sera un enfoque terapéutico eficaz.

Actualmente estan explorandose dos enfoques: uno implica el uso de oligonucleétidos antisentido (ASO) promotores
de inclusién de Ex7, y el otro se basa en pequefias moléculas con propiedades de conmutacion de corte y empalme
similares.

Los ASO son oligonucledtidos monocatenarios disefiados para ser complementarios a una secuencia de ARN
seleccionada como diana. Los ASO pueden disefiarse para la modulacion del corte y empalme o el procesamiento
del ARN. Se propuso esta estrategia para disefiar oligonucleotidos terapéuticos que modifiquen el corte y empalme
alternativo del pre-ARNm de SMNZ2, favoreciendo la inclusion de Ex7 en el transcrito final. Por ejemplo,
recientemente, una terapia basada en 2’-O-metoxietilF-ASO denominada nusinersen (Spinraza™) se ha convertido en
la primera terapia aprobada por la FDA para la SMA grave, aunque todavia estan realizandose ensayos clinicos
adicionales. Los ASO no atraviesan la barrera hematoencefalica cuando se administran por via sistémica y, por
consiguiente, nusinersen requiere administracion intratecal. El protocolo de administracion de nusinersen incluye dos
fases: una dosis de carga inicial, con una frecuencia de cuatro inyecciones durante dos meses y, posteriormente,
una fase de mantenimiento en la que se administran inyecciones cada cuatro meses.

Otra terapia para la SMA aprobada recientemente (2020) para adultos y nifios mayores de 2 meses es risdiplam
(Evrysdi®). Risdiplam interactiia directamente con el empalmosoma para promover la inclusion del exon 7 en el pre-
ARNmM de SMN2 produciendo un aumento en el nivel de la proteina SMN funcional de longitud completa. Es un
farmaco liquido que se administra por via oral, ya que es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica. Esto
permite un tratamiento sin hospitalizacion y una distribucion sistémica del farmaco, no sélo a través del sistema
nervioso central sino también en otros 6rganos y tejidos periféricos.

Usando la misma diana terapéutica, es decir, promover la expresion de la proteina SMN, Zolgensma™
(onasemnogén abeparvovec) se aprobd en 2019 para pacientes pediatricos con SMA menores de 2 afios.
Onasemnogén abeparvovec es una terapia génica para la sustitucion del gen SMN1, independientemente del gen
SMN2; es decir, se dirige directamente al gen disfuncional causante de la SMA. Esta sustitucion se logra usando una
capside de virus adenoasociado no replicante (scAAV9). La administracion de esta terapia consiste en una Unica
aplicacién sistémica intravenosa, ya que atraviesa la barrera hematoencefalica y también entra en motoneuronas,
musculo y otros tejidos donde existe una alta expresion de SMN, lo que da como resultado un aumento sistémico y
duradero de la expresion de SMN1, asi como una mayor supervivencia del paciente, ya que la proteina se expresa
de manera ubicua.

A pesar de la existencia de varias terapias aprobadas, aun existe la necesidad de alternativas terapéuticas para
superar las desventajas y limitaciones de los farmacos aprobados actualmente. De hecho, las terapias
comercializadas actualmente incluyen varias limitaciones o desventajas: vias de administracion invasivas
(nusinersen), eficacia dependiente de la edad y tipo de paciente (mas eficaces cuando los pacientes se tratan en
etapas mas tempranas), efectos adversos y alto coste.

Por ejemplo, la via de administracién de nusinersen es altamente invasiva, ya que se administra por via intratecal,
varias veces al afio, durante toda la vida del paciente y, por consiguiente, requiere periodos de hospitalizacion.
Ademas, esta via de administracion puede incluir varias dificultades para pacientes con escoliosis grave o que hayan
padecido una fusién espinal. De manera analoga, la presencia de niveles bajos de la proteina SMN en tejidos
periféricos, debido a la falta de disponibilidad sistémica del farmaco debido a la via de administracion y las
consecuencias de la misma, también es una preocupacién cuando se usa nusinersen.

El desarrollo de farmacos que se administran por via sistémica, tales como onasemnogén abeparvovec, o de
administracion oral, tales como risdiplam, ha superado algunos de los problemas planteados por la via de
administracion de nusinersen. Sin embargo, onasemnogén abeparvovec soélo se ha aprobado para pacientes de 2
afios de edad o menores, y la presencia de anticuerpos anti-AAV9 preexistentes en la poblacion de pacientes con
SMA, o la presencia de anticuerpos desarrollados después del tratamiento también puede ser un problema, ya que
puede reducir los beneficios terapéuticos de esta terapia y aumentar los riesgos de respuesta inmunitaria.

Ademas, puede producirse la aparicion de efectos adversos importantes en pacientes a los que se les administran
esos tratamientos. Entre esos efectos adversos se encuentran dolores de cabeza y de espalda debidos a la
administracion de nusinersen, dafio hepatico agudo, sangrado y dafio cardiaco debido a onasemnogén
abeparvovec. Ademas, dado que el risdiplam no se ha usado durante largos periodos, todavia se desconocen los
posibles efectos adversos que pueda provocar a largo plazo, asi como los riesgos que pueda suponer en ofras
areas. Ademas, el risdiplam presenta una baja capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica. El risdiplam
en el tratamiento de la SMA también se da a conocer en el documento W02020/249577.
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Por ultimo, una de las limitaciones mas importantes de todas las terapias aprobadas es su elevado coste, que impide
el acceso a ellas a muchos pacientes. Por ejemplo, el primer afio de tratamiento con nusinersen representa
actualmente un coste de aproximadamente 750.000 ddlares, y 375.000 dolares para los afios siguientes de
tratamiento croénico. Por otra parte, el precio de risdiplam representa aproximadamente 340.000 doélares al afio y la
dosis Unica de onasemnogén abeparvovec es el farmaco mas caro del mundo, con un coste de aproximadamente
2,1 millones de délares por dosis Unica.

Por consiguiente, aun existe la necesidad de desarrollar nuevos tratamientos para la SMA, con un régimen de
administracion mas conveniente, mas asequible y menos invasivo, que sean capaces de proporcionar buenos
niveles de la proteina SMN funcional de longitud completa y tengan una buena capacidad para atravesar la barrera
hematoencefalica. En particular, todavia se necesita un farmaco capaz de aumentar la cantidad de proteina SMN
funcional de longitud completa en diferentes tejidos corporales, en particular en las motoneuronas, con una via de
administracion sencilla y costes accesibles.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencién se refiere a haloperidol, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo,
para uso en un método para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal. Este método puede dar como resultado
un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de longitud completa.

Otro aspecto de la presente invencion también se refiere a haloperidol, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, para uso en un método para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal, en donde dicho
método aumenta la expresion del transcrito de SMN2 y/o aumenta la inclusion de exén 7 en SMN2 vy, por
consiguiente, da como resultado un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de longitud completa.

Adicionalmente, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende haloperidol, o una
sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable;
para uso en un método para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal. Este método puede dar como resultado
un aumento de los niveles de proteina SMN funcional.

Aun otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende haloperidol, o
una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable; para uso en un método para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal, en donde dicho método
aumenta la expresion del transcrito de SMN2 y/o aumenta la inclusion de exén 7 en SMN2 y, por consiguiente, da
como resultado un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de longitud completa.

Finalmente, otro aspecto de la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende
haloperidol y moxifloxacino, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos, y al menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde dicha composiciéon farmacéutica comprende una razén molar de
haloperidol:moxifloxacino de desde 1:5 hasta 1:10.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. indice de fusién de mioblastos inmortalizados derivados de pacientes con SMA de tipo Il. (A) Las células se
diferenciaron inicialmente durante 3 dias y posteriormente se trataron con haloperidol durante las siguientes 72 h. Se
usaron mioblastos sanos (control; abreviado como CON) y de SMA tratados con disolvente (DMSO al 0,5 %) para
establecer una diferencia en el proceso de diferenciacion. Se us6 risdiplam a 1 yM como control positivo. Los
nucleos se marcaron con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y los mioblastos se detectaron usando un anticuerpo
anti-desmina. Los miotubos multinucleares estan marcados con flechas blancas. Se calcul6 el indice de fusion de
mioblastos diferenciados sanos y de SMA tratados con DMSO y de mioblastos de SMA tratados con el compuesto.
Los datos se recopilaron después del analisis de al menos 100 células y las estadisticas se calcularon usando la
prueba de la t de Student (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). (B) Se adquirieron imagenes representativas del
experimento bajo microscopia confocal.

Figura 2: Efecto del tratamiento con haloperidol sobre la tasa de supervivencia de las motoneuronas de SMA. (A)
Imagen representativa de motoneuronas humanas (MN) tefidas usando el marcador neuronal (TUJ1) y fotos de
fusién para el nucleo celular (DAPI), el marcador de diferenciacion de MN (ISL1) y la proteina SMN (SMN) después
del tratamiento con haloperidol a 320 nM, en comparacion con MN sanas (WT) y control con disolvente DMSO
(SMA). (B) Analisis de la tasa de supervivencia de las MN de SMA después de 10 dias de tratamiento a un intervalo
de concentraciones. (C) Niveles relativos de expresion de SMN (delta F) medidos mediante un método de
fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo (HTRF). Se us6 kenpaulona (Ken) a 10 uM como control positivo en
esos experimentos.

Figura 3: Efecto del tratamiento con haloperidol sobre el cocultivo de motoneuronas (MN) y mioblastos. Las

motoneuronas de SMA de tipo | (SMA) o sanas derivadas de células madre pluripotentes inducidas se cocultivaron
con mioblastos de SMA de tipo | o sanos diferenciados en miotubos. (A) Analisis de la tasa de supervivencia de las
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MN derivadas de SMA después del tratamiento con haloperidol en comparacion con controles no tratados (SMA),
MN normal (WT) y control positivo con kenpaulona (Ken). (B) Analisis del area de miotubos de SMA en comparacion
con los mismos controles que los anteriores. (C) Imagenes representativas de cocultivo tratado con haloperidol a
320 nM, en comparacion con células de tipo natural (WT) tratadas con disolvente y células de SMA tratadas con
DMSO solo o kenpaulona de control positivo (Ken). Los miotubos se marcaron usando el marcador MF20 (verde
oscuro), las MN se marcaron con ISL1 (rojo), los receptores de acetilcolina se marcaron con AChR (verde claro) y
los nucleos celulares se tifieron con Hoechst (azul).

Figura. 4. Efecto del tratamiento con haloperidol sobre el peso y el rendimiento motor de ratones SMN A7. A partir de
P5 (dia 5 postnatal), los ratones tratados muestran un aumento de peso notable (A) y mejoras significativas en el
rendimiento motor, tal como lo demuestra la suspension de la cola (B), el reflejo de enderezamiento (C) y las
pruebas de geotaxia negativa (D). VHL (vehiculo, solucién salina al 0,9 % con DMSO al 2 %) n=8, HALO
(haloperidol) n=5. Los resultados se expresan como media + EEM (ANOVA bifactorial, * p < 0,05; ** p<0,01; ***p <
0,001; **** p < 0,0001).

Figura. 5. Analisis de la expresion de SMN mediante inmunotransferencia de tipo Western. En P12, se evalud la
expresion de SMN en muestras de médula espinal (A1 y A2), diafragma (B1 y B2), cuadriceps (C1 y C2) y
gastrocnemio (D1 y D2): se observé respectivamente un aumento de la expresion de SMN del 58 %, 23 %, 123 % y
102 % en los ratones tratados con HALO (haloperidol) en comparacion con los ratones tratados con VHL (vehiculo,
solucion salina al 0,9 % con DMSO al 2 %) (3 HALO frente a 3 VHL).

Figura. 6. Efecto de haloperidol y moxifloxacino sobre la tasa de supervivencia de las motoneuronas de SMA. Las
células se trataron con 7 concentraciones de cada farmaco por separado y se midié la tasa de supervivencia
después de 10 dias de tratamiento.

Figura 7. Efecto de haloperidol en combinacién con moxifloxacino sobre la tasa de supervivencia de las
motoneuronas de SMA. Las células se trataron con 49 combinaciones de haloperidol y moxifloxacino a diferentes
concentraciones y se midio la tasa de supervivencia después de 10 dias de tratamiento.

Figura 8. Representacion bidimensional del analisis del efecto sinérgico. Los efectos sinérgicos y antagodnicos de las
combinaciones de haloperidol y moxifloxacino se representaron graficamente en un grafico de contorno
bidimensional donde el eje x y el eje y representan las dosis de haloperidol y moxifloxacino, respectivamente.

Figura 9. El efecto de haloperidol sobre la morfologia de las fibras musculares en los musculos esqueléticos de
ratones delta 7. Comparacion de la morfologia de fibras del cuadriceps entre ratones delta 7 SMA tratados con
tratamiento simulado (solucién salina al 0,9 % con DMSO al 2 %) y con haloperidol en P12. Las mediciones del area
de fibra muscular (A), el perimetro (B) y el diametro de Feret maximo y minimo de las fibras musculares (C). Se
analizaron al menos 100 fibras de cada animal; los resultados se muestran como promedios obtenidos de los
animales individuales. Los datos se expresan como media + EEM, n = 4 por grupo, prueba de la t de Student: **p <
0,005; ***p < 0,0005.

Figura 10. El efecto de haloperidol sobre la inervacion de los musculos del cuadriceps de ratones delta 7 SMA.
Cuantificacion del porcentaje de NMJ monoinervadas, multinervadas y desnervadas en muestras de cuadriceps de
ratones delta 7 SMA tratados con haloperidol y con tratamiento simulado (solucién salina al 0,9 % con DMSO al 2
%). Los datos se expresan como media + EEM, n = 4 por grupo, prueba de la t de Student: ****p < 0,001

Descripcion detallada

La presente invencién esta definida por las reivindicaciones. Las referencias a métodos de tratamiento en la
descripciéon detallada de la invencién en esta descripcidon deben interpretarse como referencias a los compuestos,
composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion para uso en un método para el tratamiento
del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para diagndstico).

La presente invencién se refiere a haloperidol, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo,
para uso en un método para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal. Este método puede dar como resultado
un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de longitud completa.

El haloperidol es un farmaco antipsicotico que se conoce que atraviesa la barrera hematoencefalica y es un potente
antagonista del receptor de dopamina 2, que esta indicado para el tratamiento de las manifestaciones de varios
trastornos psicoticos incluyendo la esquizofrenia, la psicosis aguda, el sindrome de Tourette, y otros trastornos
graves del comportamiento. Ademas, el haloperidol también se ha usado para el tratamiento de la corea asociada
con la enfermedad de Huntington o en cuidados paliativos, probablemente, como agente antiemético.
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Haloperidol

A este respecto, la presente invencidn muestra que, sorprendentemente, ademas de los efectos metabdlicos
conocidos en la técnica, la administracién de haloperidol puede dar como resultado un aumento de los niveles de
proteina SMN funcional de longitud completa, un efecto que hace que dicho compuesto sea Uutil en el tratamiento de
la atrofia muscular espinal.

De hecho, el ejemplo 1 muestra que el haloperidol produjo un aumento significativo en los niveles de proteina SMN
y, en particular, produjo un aumento significativo en la isoforma funcional de longitud completa de SMNZ2, tal como se
muestra en el ejemplo 2.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a haloperidol, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, para uso en un método para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal, en donde dicho
método da como resultado un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de longitud completa, en particular,
en donde dicho método aumenta la expresion del transcrito de SMN2 y/o aumenta la inclusiéon de exén 7 en SMN2.

Tal como se usa en el presente documento, una proteina SMN o SMN2 funcional de longitud completa puede ser
cualquier proteina SMN o SMN2 funcional de longitud completa. Esto también implica que se prevén todas las
isoformas de esta proteina. La presente invencion también contempla que la proteina SMN o proteina SMN2 de
longitud completa funcional tiene una secuencia que tiene un porcentaje de identidad de al menos el 85 %, el 90 %,
el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % o el 100 % con una secuencia tal como se expone en SEQ ID NO. 5. La
presente invencion contempla que la proteina SMN funcional de longitud completa tiene una secuencia tal como se
expone en una cualquiera de SEQ ID NO. 5a SEQ ID NO. 8.

Segun la presente invencion, el término “identidad” o “porcentaje de identidad” en el contexto de la proteina SMN o
SMN2 de la secuencia de SEQ ID NO. 5 se refiere a dos 0 mas secuencias polipeptidicas que son iguales o que
tienen un porcentaje especificado de aminoacidos que son iguales (por ejemplo, al menos el 85 %, el 90 %, el 95 %,
el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad) cuando se comparan con SEQ ID NO. 5 y se alinean para una
correspondencia maxima a lo largo de una ventana de comparacion, o a lo largo de una regién designada tal como
se mide usando una comparacion de secuencias tal como se conoce en la técnica o mediante alineacion manual e
inspeccion visual. Las secuencias que tienen, por ejemplo, el 85 % o mas de identidad se consideran
sustancialmente idénticas. Los expertos en la técnica saben como determinar el porcentaje de identidad entre
secuencias usando, por ejemplo, algoritmos tales como los basados en el programa informatico CLUSTALW
(Thompsom Nucl. (1994)) o FASTDB (Brutlag et al. (1990)) tal como se conoce en la técnica. También estan
disponibles para los expertos en esta técnica los algoritmos BLAST y PSI-BLAST (Altschul et al. 1977)). El programa
BLASTP para secuencias de aminoacidos usa como valor predeterminado un tamafio de palabra (W) de 6, un
umbral de expectativa de 0,05 y una comparacion de ambas cadenas. Ademas, puede usarse la matriz de
puntuacion BLOSUM 62 (Henikoff y Henikoff (1992)). Por ejemplo, puede usarse BLAST2.6, una herramienta de
busqueda de alineacion local basica (Altschul. Nucl. Acids Res. 25 (1997), 3389-3402; Altschul. (1993), 290-300;
Altschul et al. (1990), 403-410), para buscar alineaciones de secuencias locales.

Se prevé ademas que el método de la presente invencién aumente el nimero de contactos sinapticos de las uniones
neuromusculares en comparacién con el nimero de contactos sinapticos de las uniones neuromusculares antes de
administrar haloperidol. También se contempla que el método de la presente invencién reduzca el nimero de placas
motoras desnervadas en comparacién con el nimero de placas motoras desnervadas antes de administrar
haloperidol. En el ejemplo 9 y la figura 10 se describe cémo pueden medirse los contactos sinapticos de las uniones
neuromusculares o de las placas motoras desnervadas.

Ademas, se prevé que el método de la presente invencion aumente el area de fibra, el perimetro de fibra y el
diametro de Feret en comparacion con el area de fibra, el perimetro de fibra y el diametro de Feret antes de
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administrar haloperidol. En el ejemplo 8 y la figura 9 se describe como pueden medirse el area de fibra, el perimetro
de fibra y el diametro de Feret.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier sal farmacéuticamente aceptable, que al
administrarse al paciente es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) un compuesto tal como se describe en
el presente documento. Tales sales son preferiblemente sales de adicion de acido con acidos organicos o
inorganicos fisiologicamente aceptables, o sales de adicion de alcali con bases organicas o inorganicas aceptables.
Los ejemplos de sales de adicion de acido incluyen sales de adicion de acido mineral tales como, por ejemplo,
clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, sulfato, nitrato, fosfato, y sales de adicion de acido organico tales como, por
ejemplo, lactato, acetato, trifluoroacetato, maleato, fumarato, citrato, oxalato, succinato, tartrato, malato, mandelato,
metanosulfonato y p-toluenosulfonato. Los ejemplos de sales de adicion de alcali incluyen sales inorganicas tales
como, por ejemplo, sales de sodio, potasio, calcio y amonio, y sales alcalinas organicas tales como, por ejemplo,
sales de etilendiamina, etanolamina, N,N-dialquilenetanolamina, trietanolamina y aminoacidos basicos. Sin embargo,
se apreciara que las sales no farmacéuticamente aceptables también se encuentran dentro del alcance de la
invencion, ya que pueden ser Utiles en la preparacion de sales farmacéuticamente aceptables. Los procedimientos
para la formacion de sales son convencionales en la técnica. Preferiblemente, dicha sal de haloperidol
farmacéuticamente aceptable es lactato de haloperidol.

El término “éster farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier forma del compuesto activo segun la invencion
en la que el grupo hidroxilo del haloperidol forma un éster con un acido carboxilico. Preferiblemente, dicho éster de
haloperidol farmacéuticamente aceptable es decanoato de haloperidol.

El término “solvato farmacéuticamente aceptable” segin esta invencion debe entenderse como cualquier forma del
compuesto activo segun la invencion en la que dicho compuesto esta unido por un enlace no covalente a otra
molécula (normalmente un disolvente polar), incluyendo especialmente hidratos y alcoholatos.

Por tanto, la presente invencion muestra que el haloperidol, una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo, es util en la prevencion y/o el tratamiento de SMA. En este sentido, los ejemplos de la presente solicitud
muestran que, ademas del efecto de haloperidol en los niveles de proteina SMN, el tratamiento con haloperidol tuvo,
como consecuencia, efectos sobre los mioblastos y las motoneuronas.

De hecho, se ha descrito que los mioblastos deficientes en SMN, tales como los de los pacientes con SMA, tienen
capacidades de fusion alteradas. En este sentido, los mioblastos tratados con haloperidol aumentaron
significativamente el indice de fusion, recuperando esta capacidad hasta el 66,7 % (en comparacion con una tasa de
fusion de aproximadamente el 68 % para los mioblastos sanos) cuando los mioblastos de pacientes la han reducido
al 50 % (figura 1). Ademas, la administracion de haloperidol también resulté en una mayor tasa de supervivencia de
las motoneuronas (figuras 2 y 3) y aumentd el area de miotubos con respecto a los controles no tratados en
cocultivos de MN de SMA y miotubos de SMA (figura 3).

Finalmente, los ensayos in vivo realizados en un modelo murino de SMA mostraron que la administracion de
haloperidol dio como resultado un aumento de peso significativo en los ratones con SMA tratados y, ademas, la
evaluacion del comportamiento mostré que la administracion de haloperidol mejord el rendimiento motor (figura 4).
De hecho, los resultados conductuales y el rendimiento motor mejorado se correlacionaron positivamente con el
aumento de la expresion de SMN en varios tejidos (médula espinal, diafragma, cuadriceps y gastrocnemio)
proporcionado por la administracion de haloperidol (figura 5) y no se asociaron con ningun efecto secundario
notablemente perjudicial o indeseable, tales como cambios de comportamiento o fenotipos de sedacion.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende
haloperidol, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable; para uso en un método para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal. El método
puede dar como resultado un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de longitud completa, en particular,
en donde dicho método puede aumentar la expresion del transcrito de SMN2 y/o aumentar la inclusiéon de exén 7 en
SMN2 vy, por consiguiente, da como resultado un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de longitud
completa.

Se prevé ademas que la composicion farmacéutica de la presente invencidén aumente el nimero de contactos
sinapticos de las uniones neuromusculares en comparacién con el nimero de contactos sinapticos de las uniones
neuromusculares antes de la administracién o en ausencia de dicha composiciéon farmacéutica o en comparacion
con un control. También se contempla que la composicién farmacéutica de la presente invencién reduzca el nimero
de placas motoras desnervadas en comparacion con el nimero de placas motoras desnervadas antes de
administrar dicha composicion farmacéutica o en comparacion con un control. En el ejemplo 9 y la figura 10 se
describe cémo pueden medirse los contactos sinapticos de las uniones neuromusculares o de las placas motoras
desnervadas.

Ademas, se prevé que la composicién farmacéutica de la presente invencion aumente el area de fibra, el perimetro
de fibra y el diametro de Feret en comparacion con el area de fibra, el perimetro de fibra y el diametro de Feret en
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ausencia de dicha composicion farmacéutica. En el ejemplo 8 y la figura 9 se describe como pueden medirse el area
de fibra, el perimetro de fibra y el diametro de Feret. A los efectos de la presente invencion, el término “comprende”
puede reemplazarse por cualquiera de los términos “consiste en” o “consiste esencialmente en”. Por consiguiente,
“comprende” puede referirse a un grupo de caracteristicas A, B y C, que ademas puede incluir otras caracteristicas,
tales como E y D, con la condicidon de que dichas caracteristicas no hagan inviable la reivindicacion, pero dicho
término “comprende” también incluye la situacion en la que el grupo de caracteristicas “consiste en” o “consiste
esencialmente” en A, By C.

El excipiente incluido en las composiciones farmacéuticas para uso segun la presente invencion se refiere, a efectos
de la presente invencién, a un componente inerte tal como, pero no limitado a, codisolventes, tensioactivos, aceites,
humectantes, emolientes, conservantes, estabilizantes y antioxidantes.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de haloperidol, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, o al uso de una composicion farmacéutica que comprende el mismo, para la fabricacion de un
medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de la atrofia muscular espinal. Dicho medicamento puede dar
como resultado un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de longitud completa y, en particular, en donde
la administracion de dicho medicamento puede aumentar la expresiéon del transcrito de SMN2 y/o aumentar la
inclusion de exén 7 en SMN2.

Aun otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal,
en donde dicho método comprende administrar una cantidad eficaz de haloperidol, o una sal, éster o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, o de una composicién farmacéutica que comprende el mismo, a un sujeto
que lo necesita. Preferiblemente, dicho método da como resultado un aumento de los niveles de proteina SMN
funcional de longitud completa y, en particular, dicho método aumenta la expresion del transcrito de SMN2 y/o
aumenta la inclusién de exén 7 en SMN2.

En una realizacién preferida de la invencion, el sujeto es un sujeto pediatrico. En otra realizacion preferida de la
invencion, el sujeto es un adulto.

Un aspecto preferido de la invencién se refiere a haloperidol, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo, o a una composicién farmacéutica que comprende el mismo, para uso en un método para prevenir y/o
tratar la atrofia muscular espinal, en donde dicho haloperidol, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo, o composicién farmacéutica que comprende el mismo se administra a un sujeto pediatrico o a un adulto.

A efectos de la presente invencién, una cantidad eficaz de los compuestos dados a conocer en el presente
documento, cuando dicha cantidad eficaz se refiere a un uso terapéutico de dichos compuestos, es aquella que
proporciona un efecto terapéutico en el sujeto o una mejora objetivamente identificable en el estado de salud de
dicho sujeto segun lo observado por el médico u otro observador calificado.

En una realizacion preferida, dicha sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, es lactato de
haloperidol o decanoato de haloperidol. Preferiblemente, la atrofia muscular espinal es de tipo |, tipo Il, tipo Il o tipo
IV. En este sentido, el tipo 1 se presenta en bebés de 6 meses de edad o menos; el tipo 2 se presenta en bebés de
7 a 18 meses de edad; el tipo 3 se presenta a los 19 meses de edad o mayor, y el tipo 4 afecta a los adultos.

Mas preferiblemente, la atrofia muscular espinal es tipo IA, tipo IB, tipo IC, tipo lIA, tipo IIB, tipo llIA, tipo IlIB o tipo
V.

En una realizacién de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas dadas a conocer en el presente
documento pueden comprender opcionalmente al menos un segundo agente terapéutico que tenga actividades
bioldgicas aditivas o sinérgicas. A efectos de la presente invencion, el término “agente terapéutico” debe tomarse
como sinénimo y significar una entidad quimica que ejerce efectos terapéuticos cuando se administra a seres
humanos o animales.

Por consiguiente, en una realizacion preferida de la presente invencion, el haloperidol, o dicha sal, éster o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, o la composicién farmacéutica que comprende el mismo, se administra
antes de, junto con, o después de administrar un agente terapéutico adicional para uso en el tratamiento de la atrofia
muscular espinal.

En una realizacion de la presente invencion, dicho agente terapéutico adicional es una terapia de reemplazo del gen
SMN, un modificador de corte y empalme de SMN2, un agente de mejora muscular, un inhibidor de p38 MPAK, una
antimiostatina, un modificador del canal de calcio o una terapia de activacién de troponina.

Preferiblemente, dicho agente terapéutico adicional se selecciona del grupo que consiste en: moxifloxacino,
nusinersen, onasemnogén abeparvovec (AVXS-101), risdiplam (RO703406 o RG7916), BIIB110, inhibidor de
Columbia/NU-p38aMAPK, branaplam (LMI070), anticuerpo monoclonal SRK-015, albuterol, modificador de corte y
empalme RG7800, proteina recombinante RO7239361, reldesemtiv, azitromicina, bortezomib y trocostatina A o una
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combinacién de los mismos.

El moxifloxacino (nombre IUPAC acido 1-ciclopropil-7-[(1S,6S)-2,8-diazabiciclo[4.3.0]nonan-8-il]-6-fluoro-8-metoxi-4-
oxoquinolina-3-carboxilico) es un antibiético con un nucleo estructural de quinolona que puede aumentar los niveles
de proteina SMN de longitud completa al promover la inclusion de exén 7 en SMN2 de una manera dependiente de
la concentracion.

Nusinersen es un oligonucledtido antisentido modificado con fosforotioato de 2’-O-metoxietilo que promueve la
inclusion de exéon 7 en los transcritos de SMN2 mediante el bloqueo a través del impedimento estérico de un
silenciador de corte y empalme.

Onasemnogén abeparvovec, conocido anteriormente como AVXS-101 (Zolgensma®), es una terapia de reemplazo
génico que usa una capside de virus adenoasociado no replicante (scAAV9) para administrar una copia funcional del
gen SMN a las células de la motoneurona.

Risdiplam, también conocido como RO703406 o RG7916 (Evrysdi®), es una pequefia molécula que promueve la
inclusién de exén 7 en el pre-ARNm de SMN2, proporcionando una mayor expresion de la proteina SMN funcional
de longitud completa.

En una realizacion preferida, dicho agente terapéutico adicional es moxifloxacino, nusinersen o risdiplam, o una
combinacién de los mismos. Mas preferiblemente, dicho agente terapéutico adicional es nusinersen o risdiplam, o
una combinacioén de los mismos. Incluso mas preferiblemente, dicho agente terapéutico adicional es moxifloxacino o
una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

De hecho, la administracion combinada de haloperidol y moxifloxacino proporciona una actividad sorprendentemente
mejorada, proporcionando un efecto sinérgico, tal como se muestra en el ejemplo 7. De hecho, el ejemplo 7, asi
como las figuras 7 y 8, muestran el efecto sinérgico de la combinacion de moxifloxacino y haloperidol (administracion
combinada de los mismos) sobre la tasa de supervivencia de las motoneuronas de SMA usando el modelo de
independencia de Bliss para analizar la interaccion entre farmacos (Thas et al., 2021; Van der Borght et al., 2017).

Las figuras 7 y 8 muestran que la combinacién de ambos farmacos, moxifloxacino y haloperidol, mejora la
supervivencia de las motoneuronas en mayor medida que los farmacos administrados por separado, incluso cuando
moxifloxacino y haloperidol se administran por separado a dosis mas altas.

Por tanto, incluso mas preferiblemente, el haloperidol, o dicha sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del
mismo, o la composicion farmacéutica que comprende el mismo, se administra antes de, junto con, o después de
administrar moxifloxacino, proporcionando dicha administracion combinada una actividad sinérgica (superior a
aditiva), en la prevencion y/o el tratamiento de la atrofia muscular espinal, en comparacién con la actividad que
dichos compuestos proporcionan cuando se administran por separado. En una realizacion preferida, el haloperidol
para uso, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra junto con moxifloxacino,
o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, preferiblemente en una composicién
farmacéutica que comprende haloperidol y moxifloxacino, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable de
los mismos, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Mas preferiblemente, dicho haloperidol para uso se administra antes de, junto con, o después de administrar
moxifloxacino a una razén molar de haloperidol:moxifloxacino de desde 1:5 hasta 1:10; o dicho haloperidol para uso
se administra en una composicion farmacéutica que comprende haloperidol y moxifloxacino, o una sal, éster o
solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos, a una razén molar de haloperidol:moxifloxacino de desde 1:5
hasta 1:10.

Por consiguiente, otro aspecto de la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende
haloperidol y moxifloxacino, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos, y al menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde dicha composiciéon farmacéutica comprende una razén molar de
haloperidol:moxifloxacino de desde 1:5 hasta 1:10.

Una realizacion se refiere a dicha composicion farmacéutica que comprende haloperidol y moxifloxacino, o una sal,
éster o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable,
en donde dicha composicién farmacéutica comprende una razén molar de haloperidol:moxifloxacino de desde 1:5
hasta 1:10; para uso como medicamento, y en particular, para uso en la prevencion y/o el tratamiento de la atrofia
muscular espinal.

También se da a conocer el uso de dicha composicion farmacéutica que comprende haloperidol y moxifloxacino, o
una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos, y al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable, en la fabricacion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de la atrofia muscular espinal,
y en donde dicho medicamento comprende una razén molar de haloperidol:moxifloxacino de desde 1:5 hasta 1:10.
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Ademas, se da a conocer un método para prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal, en donde dicho método
comprende administrar una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica que comprende haloperidol y
moxifloxacino, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos, y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable, a un sujeto que lo necesita, en donde dicha composiciéon farmacéutica comprende
una razén molar de haloperidol:moxifloxacino de desde 1:5 hasta 1:10.

Ademas, la administracion combinada de haloperidol con risdiplam y/o nusinersen también proporciona una
actividad sorprendentemente mejorada (datos no mostrados). Por consiguiente, mas preferiblemente, el haloperidol,
o dicha sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, o la composiciéon farmacéutica que comprende
el mismo, se administra antes de, junto con, o después de administrar risdiplam y/o nusinersen.

Ademas, la dosificacion de los compuestos y composiciones dados a conocer segun la invencion varia dependiendo
del compuesto y la afeccion que esta tratandose, por ejemplo, la edad, el peso, y el estado clinico del paciente
receptor, asi como de su uso en combinacién con otros agentes terapéuticos. Otros factores incluyen: la via de
administracion, el paciente, el historial médico del paciente, la gravedad del proceso patolédgico, y la potencia del
compuesto particular. La dosis, o cantidad eficaz, debe ser suficiente para mejorar los sintomas o signos de la
enfermedad tratada sin producir una toxicidad inaceptable para el paciente.

Una realizacién preferida dada a conocer en el presente documento se refiere a la via de administracion, que puede
ser cualquier via que transporte eficazmente los compuestos y composiciones dados a conocer en la presente
divulgacion, a los sitios de accion apropiados o deseados, tales como oral, nasal, tépica, pulmonar, transdérmica,
intratecal o parenteral, por ejemplo, rectal, subcutanea, intravenosa, intrauretral, intramuscular, intranasal, disolucion
oftalmica o pomada.

Preferiblemente, el haloperidol, o dicha sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, o las
composiciones farmacéuticas que comprenden haloperidol solo o en combinacién con otros agentes terapéuticos, y
en particular que comprenden haloperidol y moxifloxacino, se administran por via oral, intratecal o parenteral, mas
preferiblemente por via oral, intratecal o mediante via de administracion transdérmica.

Para la administracién oral, pueden prepararse formas de dosificaciéon unitarias o bien sélidas o bien liquidas. Para
preparar composiciones solidas tales como comprimidos, los compuestos para uso segun la presente invencion se
mezclan en formulaciones con componentes convencionales tales como talco, estearato de magnesio, fosfato de
dicalcio, silicato de magnesio y aluminio, sulfato de calcio, almidén, lactosa, goma arabiga, metilcelulosa, y
materiales funcionalmente similares como diluyentes o portadores farmacéuticos.

Las capsulas se preparan mezclando los compuestos para uso segun la presente invencion con un diluyente
farmacéutico inerte y llenando la mezcla en una capsula de gelatina dura de tamafio apropiado. Las capsulas de
gelatina blanda se preparan mediante encapsulacion a maquina de una suspension del compuesto con un aceite
vegetal aceptable, vaselina liquida ligera u otro aceite inerte. Pueden prepararse formas de dosificacion unitarias
fluidas para administracion oral, tales como jarabes, elixires y suspensiones. Las formas solubles en agua pueden
disolverse en un vehiculo acuoso junto con azicar, agentes aromatizantes y conservantes para formar jarabe. Un
elixir se prepara usando un vehiculo hidroalcohdlico (por ejemplo, etanol) con edulcorantes adecuados tales como
azucar y sacarina, junto con un agente aromatizante aromatico. Las suspensiones pueden prepararse con un
vehiculo acuoso con la ayuda de un agente de suspension tal como goma arabiga, tragacantina, metilcelulosa y
similares.

Las composiciones farmacéuticas incluyen los compuestos descritos en la presente solicitud asociados con
excipientes farmacéuticamente aceptables, que pueden ser un portador o un diluyente, a modo de ejemplo. Tales
composiciones pueden incluirse en una capsula, sobre, papel u otro recipiente. En la elaboracién de las
composiciones pueden usarse técnicas convencionales para la preparaciéon de composiciones farmacéuticas. Por
ejemplo, los compuestos para uso segun la presente invencion pueden mezclarse con un portador, o diluirse con un
portador, o encerrarse dentro de un portador que puede tener la forma de una ampolla, capsula, sobre, papel, u
otros recipientes. Cuando el portador actia como diluyente, puede ser un material sélido, semisdlido, o liquido que
actua como vehiculo, excipiente, o medio para el compuesto activo. Los compuestos para uso segun la presente
invencion pueden adsorberse en un recipiente solido granular, por ejemplo, en un sobre. Algunos ejemplos de
portadores adecuados son agua, soluciones salinas, alcoholes, polietilenglicoles, aceite de ricino
polihidroxietoxilado, aceite de cacahuete, aceite de oliva, lactosa, terra alba, sacarosa, ciclodextrina, amilosa,
estearato de magnesio, talco, gelatina, agar, pectina, goma arabiga, acido estearico o éteres de alquilo inferior de
celulosa, acido silicico, acidos grasos, aminas de acidos grasos, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos,
ésteres de acidos grasos de pentaeritritol, polioxietileno, hidroximetilcelulosa, y polivinilpirrolidona. De manera
similar, el portador o diluyente puede incluir cualquier material de liberacion sostenida conocido en la técnica, tal
como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, solo o mezclado con una cera. Dichas composiciones
pueden incluir también agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes conservantes,
agentes edulcorantes o agentes aromatizantes. Las composiciones para uso segun la invencién pueden formularse
de manera que proporcionen una liberacion rapida, sostenida o retardada de los compuestos para uso segun la
presente invencién después de la administracion al paciente empleando procedimientos bien conocidos en la
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técnica.

Las composiciones farmacéuticas pueden esterilizarse y mezclarse, si se desea, con agentes auxiliares,
emulsionantes, sales para influir en la presion osmética, tampones y/o sustancias colorantes y similares, que no
reaccionan de manera perjudicial con los compuestos para uso segun la presente invencion.

Ademas de los compuestos para uso segun la presente invencion, las composiciones para uso segun la invencion
pueden incluir, dependiendo de la composicion y el modo de administracion deseados, portadores o diluyentes
farmacéuticamente aceptables y no tdxicos, que incluyen vehiculos cominmente usados para formar composiciones
farmacéuticas para administracion a animales o seres humanos. Los diluyentes se seleccionan de manera que no
afecten indebidamente la actividad biolégica de la combinacion. Ejemplos de tales diluyentes que son especialmente
utiles para formulaciones inyectables son agua, diversas soluciones salinas organicas o inorganicas, solucion de
Ringer, solucién de dextrosa y solucién de Hank. Ademas, la composiciéon o formulaciéon farmacéutica puede incluir
aditivos tales como otros portadores, adyuvantes; o estabilizadores no téxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos y
similares.

Ademas, pueden incluirse excipientes en las composiciones descritas. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a,
codisolventes, tensioactivos, aceites, humectantes, emolientes, conservantes, estabilizadores y antioxidantes. Puede
usarse cualquier tampoén farmacolégicamente aceptable, tal como, por ejemplo, tampones tris o fosfato. Las
cantidades eficaces de diluyentes, aditivos, y excipientes son aquellas cantidades que son eficaces para obtener una
formulacion farmacéuticamente aceptable en cuanto a solubilidad, actividad bioldgica, etc.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos para uso segun la presente invencion pueden
incorporarse en una microesfera. Los compuestos para uso segun la presente invencién pueden cargarse en
microesferas de albumina, de las cuales es posible recuperar tales microesferas en un polvo seco para
administracion nasal. Otros materiales adecuados para la preparacion de microesferas incluyen agar, alginato,
quitosano, almidon, hidroxietilalmidon, albumina, agarosa, dextrano, acido hialurénico, gelatina, colageno, y caseina.
Las microesferas pueden producirse mediante diversos procedimientos conocidos por el experto en la técnica, tales
como un procedimiento de secado por pulverizacion o un procedimiento de emulsificacion.

Otra realizacion preferida de la invencion es el esquema de dosificacion de los compuestos para uso segun la
presente invencion. El término “forma de dosificacion unitaria” se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas
como dosificaciones unitarias para sujetos, por ejemplo, sujetos mamiferos, por ejemplo, seres humanos, perros,
gatos, y roedores, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir
el efecto farmacéutico deseado en asociacion con el diluyente, portador o vehiculo farmacéutico requerido. Las
especificaciones para las formas de dosificacion unitarias de esta invencion estan dictadas por y dependen de (a) las
caracteristicas Unicas de los compuestos y extractos descritos anteriormente en el presente documento y el efecto
particular que va a lograrse y (b) las limitaciones inherentes a la técnica en la que dichos compuestos o extractos se
usan en seres humanos y animales. Ejemplos de formas de dosificacion unitarias son comprimidos, capsulas,
pildoras, paquetes de polvo, obleas, supositorios, granulos, sellos, cucharaditas, cucharadas, goteros, ampollas,
viales, aerosoles con descargas medidas, multiplos segregados de cualquiera de los anteriores y otras formas tal
como se describe en el presente documento. Las composiciones descritas en el presente documento pueden
incluirse en kits, que pueden contener una o mas formas de dosificacién unitarias de la composicién e instrucciones
de uso.

Pueden utilizarse sistemas de administracion de liberacion lenta o prolongada, incluyendo cualquiera de varios
biopolimeros (sistemas de base bioldgica), sistemas que emplean liposomas, coloides, resinas y otros sistemas de
administracion poliméricos o reservorios compartimentados, con las composiciones descritas en el presente
documento para proporcionar una fuente continua o de largo plazo del compuesto terapéutico.

En una realizacion de la presente invencion, el haloperidol, o dicha sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo, y mas preferiblemente decanoato de haloperidol, o una composicion farmacéutica que comprende el
mismo, se administra por via de administracion transdérmica, preferiblemente usando un parche cutaneo, o por via
de administracion intratecal, preferiblemente usando una bomba con catéter de puerto intratecal. Por consiguiente,
una realizacién de la invencién se refiere a un parche cutaneo que comprende haloperidol, o una sal, éster o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién farmacéutica que comprende el mismo, y mas
preferiblemente que comprende una composiciéon farmacéutica que comprende haloperidol y moxifloxacino, o una
sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos. En particular, una realizacion se refiere a dicho
parche cutaneo como medicamento y, en particular, para uso segun la presente invencion, en la prevencion y el
tratamiento de la atrofia muscular espinal. Dicho parche cutaneo liberara lentamente el haloperidol, o la composicién
farmacéutica que comprende el mismo, disuelto en un aceite con administracion intramuscular (decanoato de
haloperidol), o incluso a través de una via de administracion intratecal usando una bomba con catéter de puerto
intratecal.
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Secuencias a las que se hace referencia en el presente documento:

SEQID NO.: 5; SMN MAMSSGGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDDSDIWDDTALIKAYDK
de 01-11-1996 WKVGDKCSAIWSEDGCIYPATIASIDFKRETCVVVYTGYGNREEQNL

SDLLSPICEVANNIEQNAQENENESQVSTDESENSRSPGNKSDNIKP
KSAPWNSFLPPPPPMPGPRLGPGKPGLKFNGPPPPPPPPPPHLLS
CWLPPFPSGPPIIPPPPPICPDSLDDADALGSMLISWYMSGYHTGYY

MGFRQNQKEGRCSHSLN
SEQ ID NO.: 6; SMN-delta5 MAMSSGGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDDSDIWDDTALIKAYDK
Nimero de Uniprot: Q16637-2 AVASFKHALKNGDICETSGKPKTTPKRKPAKKNKSQKKNTAASLQQ

WKVGDKCSAIWSEDGCIYPATIASIDFKRETCVVVYTGYGNREEQNL
SDLLSPICEVANNIEQNAQENENESQVSTDESENSRSPGNKSDNIKP
KSAPWNSFLPPPPPMPGPRLGPGKIIPPPPPICPDSLDDADALGSML
[SWYMSGYHTGYYMGFRQNQKEGRCSHSLN

SEQ ID NO.: 7; SMN-delta7 MAMSSGGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDDSDIWDDTALIKAYDK
Numero de Uniprot: Q16637-3 AVASFKHALKNGDICETSGKPKTTPKRKPAKKNKSQKKNTAASLQQ
WKVGDKCSAIWSEDGCIYPATIASIDFKRETCVVVYTGYGNREEQNL
SDLLSPICEVANNIEQNAQENENESQVSTDESENSRSPGNKSDNIKP
KSAPWNSFLPPPPPMPGPRLGPGKPGLKFNGPPPPPPPPPPHLLS
CWLPPFPSGPPIIPPPPPICPDSLDDADALGSMLISWYMSGYHTGYY

MEMLA
SEQ ID NO.: 8; SMN-delta57 MAMSSGGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDDSDIWDDTALIKAYDK
Namero de Uniprot: Q16637-3 AVASFKHALKNGDICETSGKPKTTPKRKPAKKNKSQKKNTAASLQQ

WKVGDKCSAIWSEDGCIYPATIASIDFKRETCVVVYTGYGNREEQNL
SDLLSPICEVANNIEQNAQENENESQVSTDESENSRSPGNKSDNIKP
KSAPWNSFLPPPPPMPGPRLGPGKIIPPPPPICPDSLDDADALGSML
ISWYMSGYHTGYYMEMLA

Ejemplos

Los ejemplos de la presente invencién descritos a continuacion tienen como objetivo ilustrar sus realizaciones
preferidas sin limitar su ambito de proteccion.

EJEMPLO 1: Evaluacion de haloperidol en fibroblastos de SMA
Se evaluo el haloperidol en fibroblastos derivados de pacientes con atrofia muscular espinal de tipo Il
1.1. Métodos de cultivo celular

Se hicieron crecer fibroblastos derivados de pacientes con SMA (GM03813; Coriell Cell Repositories) a 37 °C en
frascos de cultivo celular con medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco) y 4,5 g/ml de glucosa. El
medio se complementd con penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml) [P/S al 1 %; Gibco] y suero bovino
fetal inactivado al 10 % (FBS; Gibco).

Para la extraccion de ARN, se sembraron 400.000 fibroblastos GM03813 en placas de cultivo de 60 mm en 4 ml de
medio DMEM complementado. Al dia siguiente se cambié el medio y se afiadié el compuesto candidato en su
maxima concentracion no toxica. Las células se incubaron durante 48 horas y luego se lavaron con PBS 1x y se
recogieron en tubos estériles de 1,5 ml. Se hizo lo mismo para la evaluacion del efecto de haloperidol sobre el nivel
de proteina SMN (ejemplo 2) con la diferencia de que se usaron 1.000.000 de fibroblastos en una placa de cultivo
celular de 100 mm y que las células se recogieron después de 2 dias con un tampon de extraccion de proteina RIPA
complementado con un céctel de inhibidores de proteasa (cOmplete; Roche).

Para la inmunotincién, se sembraron 40.000 células de fibroblastos en una placa de 24 pocillos de 400 pl con medio
DMEM complementado seguido de un cambio de medio con el tratamiento del compuesto candidato
correspondiente. Las células se incubaron durante 72 h con compuestos candidatos y se fijaron en paraformaldehido
al 4 % durante 10 min. Todos los cultivos celulares se incubaron a 37 °C con el 5 % de COax.

1.2. Ensayos

Se incubaron fibroblastos derivados de pacientes con SMA de tipo Il con haloperidol a tres concentraciones durante
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72 h. Se separaron 10 pg de proteina extraida de células tratadas con haloperidol por electroforesis con geles de
acrilamida/bis-acrilamida SDS-PAGE con el sistema de electroforesis Mini-protean (Bio-Rad). Después de realizar la
electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) usando un sistema de
electrotransferencia semiseco (Bio-Rad) durante una hora con una tensiéon constante de 15 V. Las membranas se
incubaron con una disolucion de bloqueo (leche desnatada al 5 % en PBST, PBS 1x, Tween 20 al 0,1 %) durante al
menos 1 hora a temperatura ambiente. Luego se incubaron a 4 °C durante la noche con la disolucién de bloqueo de
anticuerpo primario frente a SMN, MANSMA1 (11F3; Developmental Studies Hybridoma Bank), y posteriormente se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado con peroxidasa (Sigma) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se uso B-actina como control de carga, usando un anticuerpo contra 3-actina y un anticuerpo
anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa.

Se detectd quimioluminiscencia usando el sustrato SuperSignal West Pico Sensitivity (Pierce) y se adquirié con
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). Los niveles de SMN se midieron mediante inmunotransferencia de tipo
Western y los resultados obtenidos se compararon con los de una muestra tratada con disolvente (DMSO al 0,5 %).
La significancia estadistica se calcul6 mediante la prueba de la t de Student (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

Los resultados mostrados en la tabla 2 a continuacion indican que el haloperidol produjo un aumento significativo en
los niveles de proteina SMN en comparacion con el control con DMSO.

Tabla 2: Niveles de proteina SMN

DMSO 25 uM 37,5 uM 50 uM
0,954352 1,131872 2,264963 2,412854
0,880324 1,750877 2,210711 2,452798
1,165324 1,745168 2,469305 2,614414

Prueba de la t 0,0842 (ns) 0,0003 (***) 0,0001 (***)

EJEMPLO 2: Efecto de haloperidol sobre los niveles de transcrito de SMN2
También se evalué el efecto de haloperidol sobre el transcrito de SMN2.
2.1. Extraccion de ARN vy transcripcion inversa

La extraccion de ARN de las células se realizd con ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System (Promega) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este sistema de extraccion incluye el tratamiento con ADNasa | y, por tanto, la
transcripcion inversa del ARN de las células no incluye esta etapa. La concentracion de ARN y la contaminacion
salina se midieron con el espectrofotometro NanoDrop (ThermoFisher). Las muestras se almacenaron a -80 °C. Se
retrotranscribié 1 ug de ARN total usando la retrotranscriptasa SuperScript I (Invitrogen) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se monitorizé la contaminacion del ADN gendmico en las muestras de ARN sin la adicion de
retrotranscriptasa.

2.2. Reacciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

Para la cuantificacion de los transcritos de SMN2 de longitud completa (FL) y SMN2 sin exén 7 (A7), se us6 gPCR
Probe Mix (Solis Biodyne). La reaccion se llevd a cabo de manera multiplex, en la que se ley6 la sefial de la sonda
de SMN2 y GAPDH en una sola reaccion. Se usaron 10 ng de ADNc como patron y la concentracion de ambas
sondas fue de 250 nM.

Los conjuntos de cebadores para la deteccion de las isoformas de FL o A7 de SMN2 se usaron a una concentracion
final de 500 nM, mientras que la concentracion del conjunto de cebadores usado para GAPDH fue de 150 nM. Todas
las reacciones se llevaron a cabo con un termociclador de PCR en tiempo real Step-One (Applied Biosystems). En
todos los casos, el experimento incluyd 3 muestras bioldgicas y tres réplicas técnicas para cada muestra. Los niveles
de expresion se normalizaron con respecto al gen de referencia usando el método 2-22Ct | os cebadores se
obtuvieron de Naryshkin, N. A. et al. Science (2014) 345, 688-693.

Tabla 3: conjunto de cebadores para la deteccion de las isoformas de FL o A7 de SMN2

SEQ ID NO.: 1 (FL de SMN2, directo) |GCTCACATTCCTTAAATTAAGGAGAAA

SEQ ID NO.: 2 (A7 de SMN2, directo) |TGGCTATCATACTGGCTATTATATGGAA

SEQ ID NO.: 3 (SMN2, inverso, ambas) | TCCAGATCTGTCTGATCGTTTCTT

SEQ ID NO.: 4 (SMN2, sonda TagMan) |/5’ 6-FAM/-CTGGCATAGAGCAGCACTAAATGACACCAC-/3' BHQ_1/
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2.3. Ensayos

La linea de fibroblastos de SMA seleccionada tiene 3 copias del gen SMN2 y una delecion homocigoética de Ex7-Ex8
en SMN1 y, por tanto, sélo se midieron los transcritos del gen SMN2. Las condiciones para los cultivos celulares y
los protocolos de extraccion se describen en el ejemplo 1.

El haloperidol aumenta los niveles de proteina SMN y aumenta significativamente la isoforma de FL de SMN2 tal
como se muestra en la tabla 4 a continuacion:

Tabla 4. Niveles de isoformas de FL y A7 de SMN2. Los resultados se muestran de cada una de las 3 muestras
usadas.

DMSO 10 uM 25 uM 37,5 M 50 pM
FL de SMN2 |0,9810,96]1,05/1,10/1,03|1,06|1,15]1,37|1,07|1,32|1,47|1,51]2,54|2,11] 2,33
A7 de SMN2 |0,98]0,98]1,04]/0,90]0,8910,89(1,00{1,06]1,04]0,96|1,01|1,03]1,89|1,23] 1,23

Pruebadelat ns ns ns FL=** FL=***/ A7=*

Tal como se observa en la tabla 4, la isoforma de FL, que incluye el exén 7, aumenta junto con la concentracion de
haloperidol, mientras que la isoforma de A7 que excluye el exdn 7 no cambia de manera dependiente de la dosis. El
analisis cuantitativo de las isoformas mostré que, en la concentracién mas alta, el haloperidol duplicé la cantidad de
transcrito de FL de SMNZ2, lo que es coherente con lo observado con respecto al nivel de proteina SMN.

EJEMPLO 3: Evaluacion de haloperidol en mioblastos de pacientes con SMA

Se ha descrito que los mioblastos deficientes en SMN tienen capacidades de fusién deterioradas. Se sometié a
prueba haloperidol para determinar su capacidad para restablecer la capacidad de los mioblastos de formar
miotubos multinucleares.

3.1. Métodos de cultivo celular

Los mioblastos derivados de pacientes con SMA de tipo Il (KM1150SMAII7PV; Institut de Myologie, Paris) y los
mioblastos de control (AB1190; Institut de Myologie, Paris) se hicieron crecer a 37 °C con el 5 % de CO; en frascos
de cultivo celular con un medio KMEM que consistia en 4 vol de DMEM Glutamax 4,5 g (Gibco) + 1 vol de medio 199
(Gibco) complementado con suero bovino fetal inactivado al 20 % (FBS; Gibco), fetuina (25 pg/ml; Life
Technologies), hEGF (5 ng/ml; Life Technologies), bFGF (0,5 ng/ml; Life Technologies), insulina (5 g/ml; Sigma),
dexametasona (0,2 pg/ml; Sigma), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml) [P/S al 1 %; Gibco].

Para la inmunotinciéon de mioblastos, se sembraron 40.000 células en una placa de 24 pocillos (previamente cubierta
con colageno) con 400 ul de medio KMEM vy se incubaron durante la noche. Al dia siguiente se cambid el medio por
medio de diferenciacion DMEM Glutamax 4,5 g (Gibco) complementado con suero de caballo al 2 % (Sigma);
penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml) [P/S al 1 %; Gibco], gentamicina (50 pg/ml; Sigma) e insulina
(10 pg/ml; Sigma). Después de 72 h se cambié el medio y se administré el tratamiento con el compuesto
correspondiente (haloperidol 2,5 uM; risdiplam 1 pM). Las células se incubaron durante 72 h con los compuestos y
se fijaron en paraformaldehido al 4 % durante 10 minutos. Todos los cultivos celulares se incubaron a 37 °C con el 5
% de COz.

3.2. Ensayos

Se ha descrito que los mioblastos deficientes en SMN tienen capacidades de fusién deterioradas. Se sometié a
prueba haloperidol para determinar su capacidad para restablecer la capacidad de los mioblastos de formar
miotubos multinucleares. Para ello, se usaron dos lineas celulares inmortalizadas: una derivada de pacientes con
SMA de tipo Il (SMA; ref. KM1150SMAII7PV) y una de control sano (CON; ref. AB1190). Para ello, los mioblastos se
trataron con haloperidol 2,5 uM durante 72 h y las células se tifieron para detectar desmina, una proteina especifica
de las células musculares. Los nucleos se tifieron con DAPI. Los mioblastos se sembraron en placas de 24 pocillos
(previamente tratadas con colageno) en 400 yl de KMEM, con 40.000 células por pocillo, y se incubaron durante la
noche a 37 °C. Al dia siguiente, las células se cambiaron a medio de diferenciacion en el que se incubaron durante 3
dias. Al dia siguiente, las células se cambiaron de medio y se trataron con DMSO (0,5 %), haloperidol a 2,5 pM y
risdiplam a 1 yM (control positivo), diluido con DMSO al 0,5 %. Las células se incubaron durante 72 h y se fijaron con
paraformaldehido al 4 % durante 10 minutos. La membrana celular se permeabilizé con PBST 1x (PBS 1x, Triton X-
100 al 0,3 %) durante 15 minutos con incubacion posterior en tampén de bloqueo (PBST 1x, suero de cabra normal
al 1 %) durante 1 hora a temperatura ambiente. El anticuerpo monoclonal primario anti-desmina (ratén, Millipore) se
diluyé con tampén de bloqueo (1:50) y se incub6 durante la noche a 4 °C. Las células se lavaron 3x con PBS-T (5
min) y el anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con biotina se diluyé con tampén de bloqueo (1:200) y
se incubod durante 1 h a temperatura ambiente. Después de 3 lavados con PBS-T, las células se incubaron con
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disolucién ABC (kit ABC, VECTASTAIN) durante 45 minutos a temperatura ambiente, seguido de lavados con PBS-T
e incubacién con estreptavidina-FITC (1:200) durante 2 h. Finalmente, las células se lavaron con PBS 1x y los
nucleos se tifieron con DAPI en medio de montaje (Vectashield).

Se observd que los mioblastos tratados con haloperidol aumentaron significativamente el indice de fusiéon (nimero
de células con mas de 2 nucleos dividido entre el nimero total de células). El indice de fusion se calculd para células
sanas tratadas con DMSO al 0,5 % (CON al 0,5 %), células de pacientes tratadas con DMSO al 0,5 %, células de
pacientes tratadas con el control positivo risdiplam (1 uM) y células de pacientes tratadas con haloperidol (2,5 uM).
Se observé que los mioblastos sanos tenian un indice de fusiéon de aproximadamente el 68 % cuando los mioblastos
del paciente lo redujeron al 50 %. Tanto el tratamiento con risdiplam como con haloperidol fueron capaces de
restablecer casi totalmente la capacidad de fusion de los mioblastos de SMA, recuperandose esta capacidad hasta
el 66,7 % (Figura 1A). Las imagenes (figura 1B) se tomaron con un microscopio confocal LSM 800 (Zeiss).

EJEMPLO 4. Evaluacion de haloperidol en motoneuronas derivadas de hiPSC de pacientes con SMA
4.1. Métodos de cultivo celular

Las células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC) se derivaron en el Institute for Stem cell Therapy and
Exploration of Monogenic Diseases (ISTEM) a partir de fibroblastos primarios humanos obtenidos de Coriell (para el
control: GM03814; para SMA: GM00232) y se reprogramaron usando vectores sendai que expresan OCT4, KLF4,
SOX2 y c-Myc tal como se describio anteriormente [Fusaki et al., 2009].

Para la diferenciacion de las motoneuronas espinales (MN) a partir de hiPSC, se usé un protocolo descrito
previamente [Maury et al., 2015]. Las HiPSC se incubaron en suspensiéon en un medio de induccién neuronal que
contenia DMEM/F12 y medio neurobasal complementado con B27 (Life Technologies), suplemento N» (Life
Technologies), pen-estrep al 0,1 %, B-mercaptoetanol (B-ME) al 0,1 % (Life Technologies), acido ascérbico (0,5 pM,
Sigma-Aldrich), Chir99021 (3 uM, Stemgent), SB431542 (20 uM, Tocris), LDN 193189 (0,2 uM, Stemgent) e Y-27632
(10 uM, Stemcell) a una densidad de 0,2 x 108 células/ml en un matraz T25 o 0,25 x 10° células/ml en un matraz de
centrifugacion. Después de 2 dias, se obtuvo la caudalizacién de los progenitores neurales mediante la adicion de
acido retinoico (RA 0,1 uM) y agonista Smoothened (SAG, 0,5 uM). Después de 1 semana en suspension, se
afiadieron factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF, 10 ng/ml), factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF,
10 ng/ml) y éster t-butilico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-L-alanil]-S-fenilglicina (DAPT, 10 nM) al medio sin
SB431542 y LDN193189. Entre el dia 10 y el 14, los progenitores de MN se convierten en MN. En esta etapa (dia
10), los cuerpos embrionarios (EB) se disociaron en células individuales con tripsina-EDTA y se sembraron a 3.000
células por pocillo en placas de 384 pocillos (Corning) recubiertas con poliornitina (20 pg/ml, Sigma-Aldrich) y 5 g/ml
de laminina (Invitrogen) en 35 pl del mismo medio con Y-27632 (10 pM, Stemcell). Cuatro dias después, se
afiadieron 35 ul de medio N2B27 que contenia diferentes concentraciones de haloperidol a cada pocillo. Se us6 una
disolucion de DMSO al 0,1 % (Sigma) como control negativo. Las células se trataron cada 3 dias durante los
siguientes diez dias. Para cada cambio de medio, se reemplazaron 32 pl de medio por 38 pl de medio N2B27 que
contenia las diferentes concentraciones de haloperidol.

4.2. Cuantificacion del efecto de haloperidol sobre la supervivencia de las MN derivadas de hiPSC

Las células sembradas en placa se fijaron usando PFA al 4 % (Electron Microscopy Sciences) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Las células fijadas se incubaron con un tampon de bloqueo compuesto por PBS 1x, BSA al
1 % (Sigma) y Triton-X-100 al 0,1 % (Sigma) durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las células
se incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpos primarios (para ISL1: Ref: GT15051 Neuromics, 1:1000; TuJl:
Ref: 801201 Biolegend, 1:1000; SMN: Ref: 610647 BDTransduction, 1:200). Cada anticuerpo se diluyé en una
disolucion de PBS 1X que contenia BSA al 1 %. Las células se lavaron 3 veces en PBS y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente con anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor-488, 568, 647, diluidos a 1:1000 en
una disolucién de PBS 1X que contenia BSA al 1 % (ISL1: anticuerpo de burro anti-lgG de cabra conjugado con 568
Ref: A11057, ThermoFisher Scientific; Tudl: anticuerpo de burro anti-lgG de conejo conjugado con 647 Ref: A31573,
ThermoFisher Scientific; SMN: anticuerpo de burro anti-IgG de ratén conjugado con 488 Ref: A21202, ThermoFisher
Scientific). Ademas, durante el marcaje secundario se realizé tincion nuclear con Hoechst 33228 (1:3000, Sigma).
Finalmente, las células se lavaron 3 veces en PBS (figura 2A).

La supervivencia de las MN se determiné cuantificando el nimero de células positivas para ISL1 en cada condicion.
Las células positivas para ISL1 se detectaron automaticamente usando el sistema de analisis de alto contenido, es
decir, sistema de obtencion de imagenes de alto contenido Cellomics Array Scan VTI (Thermofisher-Cellomics). Las
imagenes se adquirieron con el objetivo 20X en modo de camara de alta resoluciéon en dos canales: nucleos (canal
1, HOECHST XF93) e ISL1 (canal 2, Texas-red BGRFR_549 15). La adquisicion se realizd para cada condicion en
4 pocillos diferentes con 16 campos por pocillo. Basandose en el canal de Hoechst, se identificaron nicleos usando
umbralizacion de intensidad, correccion de fondo y parametros de segmentacion. Luego se informé cada region
nuclear en el segundo canal (Texas-red BGRFR_549 15) para limitar la deteccion de ISL1 al area nuclear. La tincion
de ISL1 se identifica usando un umbral de intensidad fijo, correccion de fondo y parametros de segmentacion.
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En este experimento, las MN se trataron durante 10 dias a partir del dia 14 desde la induccién neuronal. Se
administré una nueva cantidad de medio con farmacos disueltos cada 3 dias hasta el dia 24 cuando se fijaron e
inmunotifieron las MN. Se usaron MN sanas como control de supervivencia celular, asi como el farmaco
neuroprotector kenpaulona que se ha comprobado previamente que disminuyo la tasa de mortalidad de MN de SMA
en un sistema experimental disefiado de este tipo.

La supervivencia de MN se presenté como un porcentaje de células positivas para ISL1 contadas el dia 24
normalizadas con respecto al dia 14 de diferenciacion (figura 2B). Por consiguiente, la administracion de haloperidol
también dio como resultado una mayor tasa de supervivencia de las motoneuronas.

La figura 2A muestra la imagen representativa de las motoneuronas tefiidas usando el marcador neuronal TUJ1
(beta-tubulina de clase lll) y fotos de fusion para el nucleo celular usando el marcador fluorescente DAPI (4’,6-
diamidino-2-fenilindol), el marcador de diferenciacion de MN ISL1 (proteina potenciadora del gen de la insulina) y la
proteina SMN (SMN) después del tratamiento con haloperidol a 320 nM, en comparacién con MN sanas y control de
disolvente DMSO.

Tal como se muestra en la figura 2B, se administré haloperidol a 8 concentraciones y demostré rescatar casi por
completo la tasa de supervivencia de SMA a una concentracién de 0,32 uM. La actividad de haloperidol que
aumenta la tasa de supervivencia de las motoneuronas de SMA fue mas eficiente que el control positivo kenpaulona
a 10 uM.

La proteina SMN también se cuantificé usando fluorescencia resuelta en el tiempo homogénea (HTRF, Cisbio
Bioassays) segun el protocolo del fabricante. Esta tecnologia permite la deteccidon y cuantificacion de la proteina
SMN en formato de placa de 384 pocillos. Para ello, las células se lisaron en 15 pl de tampon de lisado y 10 ul de
lisado celular se transfirieron a una placa blanca de pequefio volumen de 384 pocillos que contenia 5 ul de la
disolucién de anticuerpos (dilucion 1:100 de anticuerpo anti-SMN d2 y anti-criptato de SMN) (Cisbio). La placa se
incubd durante la noche a temperatura ambiente. La fluorescencia se midié a 665 nm y 620 nm en un lector de
microplacas CLARIOstar (BMG Labtech). Los valores de razén de (emisién a 665 nm/emision a 620 nm) x 10 000 se
usaron para calcular AF (%) segun la siguiente ecuacion:

AF (%) = [(Razon de muestra — Razon de control negativo) / Razén de control negativo] x 100
EJEMPLO 5. Evaluacién de haloperidol sobre el cocultivo de motoneuronas y mioblastos

También se ensayo el efecto de haloperidol en un estudio de cocultivo de motoneuronas de SMA de tipo | y
mioblastos de SMA de tipo | seguin el método descrito en Young et al., 2018 (ISERM, Paris).

Las células del musculo esquelético se obtuvieron de una biopsia del musculo cuadriceps de un lactante de 5 dias
de edad no afectado (CHQ o Ctl) (Edom et al. 1994), una biopsia del musculo paravertebral de un paciente
pediatrico de 11 afos de edad que padecia SMA (KM432-7PV o SMA de tipo I) y una biopsia del musculo
paravertebral de un paciente pediatrico de 7 afios de edad que padecia SMA (KM1150-11PV o SMA de tipo Il). Las
células primarias se aislaron del musculo esquelético tal como se describié anteriormente (Chaouch et al. 2009).
Estas células se expandieron y diferenciaron tal como se describié previamente. Brevemente, los mioblastos
primarios e inmortalizados se expandieron en una mezcla de medio 199/medio esencial minimo de Eagle modificado
por Dulbecco (razén 1:4) complementado con suero bovino fetal al 20 % (FBS), 25 ug/ml de fetuina, 0,5 ng/ml de
factor de crecimiento de fibroblastos basico, 5 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico, 5 ug/ml de insulina. Luego,
las células se cultivaron en un medio de crecimiento que consisti6 en DMEM-F12 glutamax (Life Technologies)
complementado con FBS al 20 % (Sigma-Aldrich) y penicilina/esteptomicina al 0,1 % (Life Technologies). La
diferenciacion miogénica se indujo cambiando el medio de crecimiento a DMEM complementado con suero de
caballo al 2 % (Life Technologies).

Para el cocultivo, las MN espinales deben diferenciarse de las hiPSC tal como se describié anteriormente, pero los
cuerpos embrionarios se disocian el dia 14 de la diferenciacion y se congelan. CYTOO SA disefié y proporciond
placas de 384 de pocillos microestampados (Young et al. 2018). Los mioblastos se sembraron en placa a una
densidad de 5500 células por pocillo en medio de crecimiento de mioblastos (DMEM/F12-glutamax complementado
con suero bovino fetal al 20 % (Sigma-Aldrich) y penicilina-estreptomicina al 0,1 % (ThermoFisher) con Y-27632 (10
MM, Stemcell). Después de 2 dias, el medio de crecimiento se reemplazé por el medio de diferenciacion
(DMEM/F12-glutamax complementado con suero de caballo al 2 % (ThermoFisher)). El dia 4, las MN derivadas de
hiPSC se descongelaron y se sembraron en placa a una densidad de 8000 células por pocillo en medio N2B27
complementado con factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF, 10 ng/ml, Peprotech), factor neurotréfico
derivado de la glia (GDNF, 10 ng/ml, Peprotech), éster t-butilico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-L-alanil]-S-fenilglicina
(DAPT, 10 uM, Tocris) e Y-27632 (10 yM, Stemcell). Los cultivos se han mantenido hasta 11 dias que corresponden
a 4 dias de diferenciacién miogénica y 7 dias de cocultivo con MN derivadas de hiPSC.

Después de la fijacion con PFA al 4 % (Electron Microscopy Sciences) durante 7 minutos a temperatura ambiente,
las células se incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpos primarios (enumerados en la tabla 5). Las células

16



10

15

20

25

30

35

40

ES3034601T3

se lavaron 3 veces en tampodn PBS y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios
marcados con fluorescencia Alexa apropiados (Invitrogen, 1:1000) y Hoechst (1 ug/ml).

Tabla 5: Lista de anticuerpos primarios, proveedores y diluciones

Anticuerpos Designacion Referencia | Huésped | Proveedor Dilucién
Anticuerpos Islote1 AF1837 Cabra R&D systems 1:500
primarios Tubulina B 1l (Tuj1) 801201 |Ratén |Biolegend 1:1000
Tubulina B 11l (Tuj1) PRB-435P | Conejo | Biolegend 1:1000
Cadena pesada de miosina (MF20) MF20 Raton DSHB 1:200
Receptor de acetilcolina (AchR) AcM 35 Rata DSHB 1:350
SMN Sc-32313 |Raton Santa Cruz |1:200
Biotechnology
Anticuerpos Anticuerpo de burro anti-IgG(H+L) de|A21202 Thermo Fisher|1:1000
secundarios ratén conjugado con alexa fluor 488 Scientific
Anticuerpo de burro anti-IgG(H+L) de|A-31571 Thermo Fisher|1:1000
ratén conjugado con alexa fluor 647 Scientific
Anticuerpo de burro anti-IgG(H+L) de|A-11057 Thermo Fisher|1:1000
cabra conjugado con alexa fluor 568 Scientific
Anticuerpo de burro anti-IgG(H+L) de|A-31573 Thermo Fisher|1:1000
conejo conjugado con alexa fluor 647 Scientific
Anticuerpo de burro anti-IgG(H+L) de|A-21208 Thermo Fisher|1:1000
rata conjugado con alexa fluor 488 Scientific
Hoechst (1 mg/ml) Invitrogen 1:1000

Las imagenes de cocultivo se adquirieron usando microscopia de disco giratorio (Zeiss) con objetivo 20X. Cada
imagen se tomo con apilamiento z y se realiz6 una vista ortogonal en el software Fiji. La cuantificacion de Islote1 se
determiné contando automaticamente el nimero de células positivas para Islote1 por micropatron. El area de
miotubos se cuantificé usando el software Fiji para cuantificar el area total de células tefiidas con el anticuerpo
contra a MF20 por micropatrén. Se usé un farmaco neuroprotector, kenpaulona, como control positivo.

Todos los datos cuantitativos se analizaron con Prism 8. Los valores se representan como valor medio + DE. Se us6
la prueba de la t de Student para comparar los datos entre dos grupos (*p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005; ****p <
0,0001). Se realiz6 un analisis de varianza unifactorial (ANOVA) para comparar datos entre tres o mas grupos,
seguido de una prueba de comparacién multiple de Tukey post-hoc. Se consideraron estadisticamente significativos
valores de p < 0,05 (*p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,0005; ****p < 0,0001).

Los resultados muestran que el haloperidol no s6lo aumenta la tasa de supervivencia de las MN de SMA (figura 3A)
sino que también aumenta el area de miotubos con respecto a los controles no tratados (figura 3B).

El tratamiento se administré cada 3 dias durante 7 dias desde la siembra de ambos tipos de células. Se observé un
claro aumento en el area de miotubos (figura 3B) en comparacion con las células de SMA no tratadas, lo que fue
coherente con la mayor tasa de supervivencia de las MN mostrada en la figura 3A.

La figura 3C muestra imagenes representativas de un cocultivo tratado con haloperidol a 320 nM, en comparacion
con células de tipo natural y SMA tratadas con disolvente. Los miotubos se marcaron con el marcador MF20 (verde
oscuro), las MN se marcaron con ISL1 (rojo), los receptores de acetilcolina se marcaron con AChR (verde claro) y
los nucleos celulares se tifieron con Hoechst (azul).

EJEMPLO 6. Evaluacion de la eficacia del haloperidol en un modelo murino de SMA (ratones SMN A7)

Seguidamente, se ensayo la eficacia del haloperidol (Universidad de Turin, Boido et al) en ratones SMA A7
(comprados en Jackson Laboratory, Maine, EE. UU.; numero de reserva 005025). Este raton triple mutante alberga
dos alelos transgénicos y un Unico mutante objetivo. El alelo Tg(SMN2*delta7)4299Ahmb consiste en un ADNc de
SMN que carece del exén 7, mientras que el alelo Tg(SMN2)89Ahmb consiste en el gen SMN2 humano completo.
Los ratones homocigotos para el alelo mutante Smn diana y homocigotos para los dos alelos transgénicos presentan
sintomas y neuropatologia similares a los de los pacientes con SMA de tipo Il. Al nacer, los ratones triples mutantes
son notablemente mas pequefios que sus comparieros de camada normales; en el dia 5, aparecen signos de
debilidad muscular que se acentdan progresivamente durante la semana siguiente, mostrando los ratones una
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marcha andémala, temblores en las extremidades traseras y tendencia a caerse. La supervivencia media es de
aproximadamente 13 dias.

Para discriminar su genotipo, al nacer a las crias se les corto la cola y se genotipé mediante PCR.

Los ratones con SMA tratados recibieron por via subcutanea haloperidol 0,5 mg/kg, disuelto en DMSO al 2 % en
solucion salina (grupo HALO), mientras que los ratones de control recibieron una cantidad igual de solucién salina
con DMSO al 2 % (grupo VHL). Se administré haloperidol o solucién salina diariamente, desde P2 (dia 2 postnatal)
hasta P12 (dia del sacrificio).

Durante todo el periodo, los animales se sometieron a una serie de pruebas motoras conductuales: prueba de
suspension de la cola, reflejo de enderezamiento, prueba de suspension de las extremidades traseras, geotaxis
negativa (El-Khodor et al. 2008, Boido et al. 2018). Los ratones se evaluaron diariamente a partir de P2 para
determinar su peso corporal y su comportamiento:

e Prueba de suspension de la cola (autoabrazamiento): las crias se suspendieron de la cola durante 15
segundos y la postura de sus extremidades traseras se calific6 en una escala de 4 (normal) a 0
(abrazamiento);

e Reflejo de enderezamiento: las crias se colocaron boca arriba sobre una superficie plana; se evaluo si las
crias pudieron reposicionarse o no con el lado dorsal hacia arriba durante un periodo de 30 segundos;

e Prueba de geotaxis negativa: a partir de P4, las crias se colocaron en una cuadricula inclinada con la
cabeza del ratén hacia abajo (tiempo de corte: maximo 60 s).

En P12, los animales Halo y VHL se sacrificaron, y se diseccionaron rapidamente médulas espinales frescas y
algunos musculos esqueléticos (diafragma, cuadriceps y gastrocnemio). Luego se verifico el efecto de haloperidol
sobre la expresion de SMN en estas muestras. Los tejidos se homogeneizaron en hielo usando un homogeneizador
de mortero en tampon de ensayo de radioinmunoprecipitacion (tampon de lisis RIPA) (Merck Life Sciences)
complementado con PMSF 1 mM, DTT 1 mM, ortovanadato de sodio 2 mM (ThermoFisher Scientific) y coctel
inhibidor de proteasa cOmpleteTM 1x (Merck Life Sciences). Los homogeneizados de muestra se incubaron en hielo
durante 20 minutos antes de centrifugarse para la separacion del material insoluble a 14.000 % g durante 20 minutos
a 4 °C. La concentracion de proteina total se determind en los sobrenadantes usando el reactivo Bradford (Bio-Rad).
La desnaturalizacién de proteinas se realizd6 con el tampén de muestra NUPAGE®LDS complementado con el
agente reductor de muestra NUPAGE® (ThermoFisher Scientific), calentando a 95 °C durante 5 min. La SDS-PAGE
y la transferencia se realizaron en geles de proteina prefabricados Mini-PROTEAN® TGX™ al 4-20 % y membranas
minis de nitrocelulosa Trans-Blot® Turbo™ usando un sistema de transferencia Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad),
respectivamente. Los sitios de unién no especificos se bloquearon usando leche desnatada en polvo al 5 % en PBS-
Tween-20 al 0,2 % (Merck Life Sciences) (PBS-T) durante 1 hora a ta con agitacion. Todas las membranas se
incubaron durante la noche a 4 °C con agitacion con disolucion de anticuerpos contra a SMN (anticuerpo anti-SMN
de raton, BD Bioscience 610646) diluida 1:2000 en leche desnatada en polvo al 2 % en PBS-T, y con disolucion de
anticuerpos contra a vinculina (anticuerpo anti-vinculina monoclonal de raton, clon Hvin-1, Merck Life Sciences)
diluida 1:2000 en leche desnatada en polvo al 2 % en PBS-T como control de carga. El anticuerpo secundario
conjugado con HRP (anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado con HRP, Bio-Rad) se diluyé 1:10.000 en
leche desnatada en polvo al 2 % en PBS-T y se incub6 durante 1 hora a ta con agitacion. El inmunomarcaje se
detectd con sustratos Western ECL Blotting Clarity™ (Bio-Rad) usando el sistema de obtencion de imagenes
ChemiDocTM (Bio-Rad). La cuantificacion densitométrica de bandas se realiz6 con Fiji (Image J, NIH).

La administracion de haloperidol favorecié un aumento de peso significativo en ratones con SMA tratados, a partir de
P5 (dia 5 postnatal) y aumentando progresivamente durante los dias (figura 4A).

Ademas, la evaluacion del comportamiento mostré que la administracion de haloperidol en ratones con SMA mejoré
el rendimiento motor en la prueba de suspensién de la cola (figura 4B), la prueba del reflejo de enderezamiento
(figura 4C) y la prueba de geotaxis negativa (figura 4D): de hecho, el tratamiento mejor6 significativamente la postura
de las extremidades traseras y aument6 la fuerza y la resistencia muscular en las crias con SMA Halo en
comparacioén con las VHL.

Los resultados conductuales se correlacionaron positivamente con la expresion de SMN (figura 5): en P12, se
diseccionaron las médulas espinales, los diafragmas, los cuadriceps y los musculos gastrocnemios y se realizé
inmunotransferencia de tipo Western para evaluar la expresion de proteinas en los grupos HALO y VHL. Las figuras
5A, 5B, 5C y 5D muestran un aumento de la expresién de SMN del 58 %, del 23 %, del 123 % y del 102 % en los
ratones HALO en comparaciéon con los ratones VHL, respectivamente, en las muestras de médula espinal,
diafragma, cuadriceps y gastrocnemio.
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EJEMPLO 7. Efecto combinado de haloperidol y moxifloxacino sobre la tasa de supervivencia de las motoneuronas
de SMA

Las motoneuronas diferenciadas de las células madre pluripotentes inducidas por SMA de tipo 1, obtenidas tal como
se describe en el ejemplo 4, se usaron para evaluar su tasa de supervivencia después del tratamiento con
haloperidol o moxifloxacino. Con tal propdsito, las MN de SMA de tipo 1 se trataron con 7 concentraciones de cada
farmaco por separado y se midid la tasa de supervivencia después de 10 dias de tratamiento. Se estableci6 la dosis
mas eficaz (dosis 6ptima) para aumentar la supervivencia de las motoneuronas cuando cada farmaco se administra
por separado (figura 6).

A continuacién, las MN se trataron con 49 combinaciones de diferentes concentraciones de haloperidol y
moxifloxacino y se midié la tasa de supervivencia después de 10 dias de tratamiento (figura 7). Para realizar el
ensayo se uso el mismo modelo celular.

Los resultados mostrados en la figura 8 indican que la combinacién de haloperidol y moxifloxacino proporciona una
actividad mejorada cuando se administra a dosis inferiores a las dosis optimas establecidas para la administracion
por separado (obtenidas en la figura 6). Por consiguiente, los resultados demostraron que la combinacién de
haloperidol y moxifloxacino podria usarse a dosis mas bajas, al tiempo que se rescata la supervivencia de las
motoneuronas en mayor medida que en comparacion con los farmacos administrados por separado en dosis mas
altas (figura 7).

Para evaluar la presencia de un efecto sinérgico entre haloperidol y moxifloxacino se aplicé el modelo de
independencia de Bliss que adopta una perspectiva probabilistica asumiendo que bajo aditividad, los efectos de los
farmacos no interfieren entre si. Esto permite determinar el resultado esperado en una combinacién de dosis (d1, d2)
como la suma de las respuestas independientes de los farmacos menos su efecto conjunto bajo aditividad (en
analogia con la independencia estocastica) (Thas et al., 2021; Van der Borght et al., 2017). El analisis se realizé
usando el software R, especificamente:

e R: R Core Team (2021). R: A language and environment for Statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria. URL https://www.R-project.org/.

e BIGL: Heather Turner, Annelies Tourny, Olivier Thas, Maxim Nazarov, Rytis Bagdziunas y Stijn Hawinkel
(2021). BIGL: Biochemically Intuitive Generalized Loewe Model. Version 1.6.4 del paquete R.
https://github.com/openanalytics/BIGL

Los efectos sinérgicos y antagonicos de las combinaciones de farmacos también podrian representarse en un
grafico de contorno bidimensional donde el eje x y el eje y representan las dosis de haloperidol y moxifloxacino,
respectivamente, tal como se muestra en la figura 8. Cada punto sigue una escala de grises mostrada segun el valor
de py el signo de la estadistica maxR.

Basandose en los resultados mostrados en la figura 8, se encontr6 sinergia cuando se administraron haloperidol y
moxifloxacino in vitro a dosis de entre 0,04-1,25 uM para haloperidol y entre 0,4-12 uM para moxifloxacino.

EJEMPLO 8. El efecto de haloperidol sobre la morfologia de las fibras musculares en los musculos esqueléticos de
ratones delta 7 SMA

Se verifico la eficacia de haloperidol sobre el trofismo muscular. En primer lugar, se realizaron analisis morfologicos
de los musculos cuadriceps tefiidos con H/E de ratones en el dia postnatal 12 (P12) después de 10 dias de
tratamiento con haloperidol a 0,5 mg/kg y se compararon con ratones tratados con tratamiento simulado.
Especificamente, para el analisis morfolégico del musculo esquelético cuadriceps se tifieron secciones con H/E, tal
como se describid previamente (Valsecchi et al. 2015); Rindt et al. 2015)). Para evaluar morfolégicamente el area
media de fibra, el perimetro de fibra, el diametro minimo y maximo de Feret, se dibujaron mas de 100 fibras para
cada animal con el software Neurolucida (MicroBrightField Inc.) y un microscopio asistido por ordenador
(microscopio Nikon Eclipse E600). Los datos se obtuvieron mediante el software de analisis de datos asociado
NeuroExplorer (MicroBrightField): luego se promediaron las medias obtenidas de animales individuales. Las
imagenes de las fibras de los musculos esqueléticos se adquirieron con el microscopio digital escaner de
portaobjetos Zeiss Axioscan Z.1 (Carl Zeiss AG).

Se evalu6 ademas el area media de fibra, el perimetro de fibra y los diametros de Feret de 100 fibras musculares por
animal (figuras 9 a-c). Los resultados mostraron que los ratones tratados con haloperidol mostraron un aumento
significativo en el area de fibra (+ 104 %), el perimetro de fibra (+ 43 %) y los didmetros de Feret (Feret minimo: +49
%, Feret maximo: +40 %). Estos resultados sugieren que el tratamiento con haloperidol puede retrasar eficazmente
la atrofia de las fibras musculares esqueléticas.
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EJEMPLO 9. El efecto de haloperidol sobre la inervacion de los musculos cuadriceps de ratones delta 7 SMA

Después de una rapida rehidrataciéon en PBS, las secciones de musculo esquelético en cortes recubiertos con
gelatina al 4 % se tifieron para la deteccion de NMJ. En primer lugar, las secciones se sometieron a recuperacion de
antigeno mediante incubaciones secuenciales con SDS al 1 % (5 min, ta) y disolucién de citrato de sodio calentada
hasta 95 °C (pH 6, durante 7-10 min). Posteriormente, se bloguearon los sitios de unién no especificos usando una
disoluciéon de BSA al 4 %, suero fetal bovino al 4 % y PBS-Triton-X al 0,1 % durante 1:30 h, temperatura ambiente.
Las secciones se incubaron durante la noche con el anticuerpo primario (anticuerpo contra a neurofilamento de 145
kDa, CT, clon 3H11, 1:100, Sigma-Aldrich) diluido en la disolucién de bloqueo durante 24 h a 4 °C. Posteriormente,
las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con fluorocromo apropiado (1:30 h, ta) y con a-
bungarotoxina (BTX) conjugada con Alexafluor-555 (1:500; 11554187, Invitrogen) diluida en BSA al 4 % y PBS-
Triton-X al 0,1 % (1:30 h, ta). Finalmente, los cortes se incubaron con DAPI en PBS 1X durante 3 minutos y luego se
cubrieron con un medio de montaje antidecoloracion. Las imagenes se adquirieron con un microscopio de barrido
laser confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems).

Para el andlisis de la inervacién de NMJ (al menos 50 NMJ por animal), se evaluaron la presencia y el nimero de
fibras positivas para NF que llegaban a cada NMJ y se contaron con un microscopio asistido por ordenador
(microscopio Nikon Eclipse E600) para clasificar las NMJ como monoinervadas, multinervadas o desnervadas.

Se determind el porcentaje de uniones neuromusculares (NMJ) multiinervadas, monoinervadas y desnervadas en los
cuadriceps de ratones delta 7 SMA tratados con haloperidol y con tratamiento simulado. Se analizé la inervacion de
NMJ para determinar el nimero de neurofilamentos (NF) en contacto con la placa motora; los resultados muestran
una reduccion significativa en las placas motoras desnervadas después del tratamiento con haloperidol (simulado:
33,75 + 1,31 %; haloperidol: 9,50 + 1,50 %), figura 10. Los datos se expresan como media + error estandar de la
media (EEM). El analisis estadistico se realiz6 usando el software GraphPad Prism 8.0 (software GraphPad, San
Diego, CA, EE. UU.). Se uso la prueba de la t de Student bilateral para datos independientes para comparar datos
entre dos grupos.

La administracion de haloperidol a ratones delta 7 SMA mejora el trofismo muscular esquelético y conduce a una
mejor inervacion muscular. La formacion de las NMJ se produce normalmente en los modelos de raton con SMA,
pero su maduracion se detiene (Januel et al. 2022). Se sugirié que la falta de proteina SMN en esos modelos tiene
un papel central en la formacion de las NMJ (Boido y Vercelli, 2016); por tanto, mejorar los niveles de SMN puede
mejorar la sefalizacion reciproca entre las motoneuronas y los musculos, importante para la formacién y el
mantenimiento de las NMJ (Fralish et al. 2021). El haloperidol contribuyd con éxito a mantener el fenotipo de NMJ y
la inervacion muscular en ratones tratados y retrasa la atrofia del misculo esquelético.
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REIVINDICACIONES

Haloperidol, o sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en un método para
prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal.

Haloperidol, o sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso segun la reivindicacion
1, en donde dicho método da como resultado un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de
longitud completa.

Haloperidol, o sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso segun la reivindicacion
1 6 2, en donde la atrofia muscular espinal es de tipo |, tipo Il, tipo Ill o tipo IV.

Haloperidol, o sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicho haloperidol, o dicha sal, éster o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, se administra antes de, junto con, o después de administrar un agente terapéutico
adicional para uso en el tratamiento de la atrofia muscular espinal.

Haloperidol, o sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso segun la reivindicacion
4, en donde dicho agente terapéutico adicional se selecciona del grupo que consiste en: moxifloxacino,
nusinersen, onasemnogén abeparvovec, risdiplam, BIIB110, inhibidor de Columbia/NU-p38aMAPK,
branaplam, anticuerpo monoclonal SRK-015, albuterol, modificador de corte y empalme RG7800, proteina
recombinante RO7239361, reldesemtiv, azitromicina, bortezomib y trocostatina A, o una combinacion de los
mismos.

Haloperidol, o sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso segun cualquiera de
las reivindicaciones 4 6 5, en donde dicho agente terapéutico adicional es nusinersen o risdiplam.

Haloperidol, o sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha sal, éster o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo es
lactato de haloperidol o decanoato de haloperidol.

Composicion farmacéutica que comprende haloperidol, o una sal, éster o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable para uso en un método para
prevenir y/o tratar la atrofia muscular espinal.

Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 8, en donde dicho método da como resultado
un aumento de los niveles de proteina SMN funcional de longitud completa.

Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 8 6 9, en donde dicha composicion
farmacéutica se administra antes de, junto con, o después de administrar un agente terapéutico adicional
para uso en el tratamiento de la atrofia muscular espinal.

Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 10, en donde dicho agente terapéutico adicional
se selecciona del grupo que consiste en: moxifloxacino, nusinersen, onasemnogén abeparvovec, risdiplam,
BIIB110, inhibidor de Columbia/NU-p38aMAPK, branaplam, anticuerpo monoclonal SRK-015, albuterol,
modificador de corte y empalme RG7800, proteina recombinante RO7239361, reldesemtiv, azitromicina,
bortezomib y trocostatina, o una combinacion de los mismos.

Composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en donde dicha
composicion farmacéutica se administra por via oral, transdérmica, intratecal, o parenteral.

Composicion farmacéutica que comprende haloperidol y moxifloxacino, o una sal, éster o solvato
farmacéuticamente aceptable de los mismos, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, en
donde dicha composicion farmacéutica comprende una razén molar de haloperidol:moxifloxacino de desde
1:5 hasta 1:10.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 13, para uso como medicamento.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 13, para uso en un método para prevenir y/o tratar la
atrofia muscular espinal.
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FIGURA 1 (cont.)
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FIGURA 3 (cont.)
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FIGURA 4 (cont.)
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FIGURA 5 (cont.)
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