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DESCRIPCION

Combinacién farmacéutica que comprende una biguanida y un inhibidor de la acetilcolinesterasa para usar en
enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una combinacién farmacéutica para usar en el tratamiento, prevencién y/o
estabilizacién de enfermedades relacionadas con la edad y/o enfermedades degenerativas. En particular, dicha
combinacién farmacéutica comprende una biguanida y un inhibidor de la acetilcolinesterasa y/o un N-6xido, un hidrato,
una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma. La invencién también se dirige al uso de dicha
combinacién farmacéutica para la prevencion, estabilizacion y/o reduccion de las quejas relacionadas con la edad y/o
dolencias degenerativas; y para mejorar una medida de la esperanza de vida y/o la duracién de la salud como se
detalla en el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

Antecedentes de la invencion

El envejecimiento es la pérdida gradual de funcion y el deterioro a nivel celular, de tejido y érgano, lo que conduce a
una pérdida progresiva de integridad fisiolégica, una mayor susceptibilidad a la enfermedad y a los estresantes
externos, y finalmente conduce a la muerte. A medida que aumenta el envejecimiento de la poblaciéon mundial, la
incidencia de las enfermedades relacionadas con la edad aumenta cada afio. Y de ahi que se hayan hecho numerosos
intentos para tratar las enfermedades relacionadas con la edad, asi como para retrasar la aparicion del complejo
proceso del envejecimiento. Como resultado, se han identificado una serie de vias relacionadas con el envejecimiento
a las que se podria dirigir la accion para prolongar la esperanza de vida y la duracién de la salud. Por ejemplo, hay
evidencias abrumadoras de que las mutaciones de un solo gen en las vias de deteccion de nutrientes, como la
sefializacién de la insulina/factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) o las vias de sefializaciéon de la diana
mecanica de la rapamicina (mTOR), prolongan la esperanza de vida y la salud en invertebrados. Estas vias también
se han evaluado en modelos de mamiferos, en los que la duracién de la salud y la esperanza de vida se han extendido
mediante manipulacién genética o farmacos. Aunque esto plantea saltos para nuevas intervenciones, que incluyen
farmacos que ralentizan el proceso de envejecimiento y ralentizan la apariencia de la enfermedad relacionada con la
edad mediante la modulacidn de las vias conservadas del envejecimiento, hasta ahora, excepto por algun tratamiento
sintomatico, desafortunadamente, no hay intervencién conocida que se demostréd que ralentiza eficientemente el
proceso de envejecimiento humano. Después de todo, ademas de tratar las enfermedades y trastornos existentes por
medio de la medicina, la necesidad y la demanda de medidas para permanecer sanas y retrasar el envejecimiento
estan aumentando.

Durante las ultimas décadas, se han utilizado varios organismos modelo para obtener mas informacion sobre la ciencia
compleja del envejecimiento. Caenhorhabditis elegans (C. elegans) es un organismo animal modelo utilizado
cominmente para estudiar el envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad, que tiene ventajas
prominentes tales como, ciclo de vida corto, manipulacién experimental simple y recursos genéticos ricos. Ademas,
es el primer organismo multicelular cuya secuenciacion del genoma completo se ha completado, cuyo genoma
comprende 2/3 de los genes relacionados con la enfermedad humana, y los modelos de enfermedades transgénicas
pueden obstruirse faciimente por medio de marcaje de GFP y tecnologia de ARNiI del genoma completo, es posible
realizar una investigacion sistematica y completa de seguimiento de la vida en la patologia degenerativa y fArmacos
potenciales a nivel individual, lo que es especialmente importante para el estudio del envejecimiento y las
enfermedades relacionadas con la edad. Por lo tanto, el uso de C. elegans promueve en gran medida la explicacién
de los mecanismos patologicos relacionados con la edad y el desarrollo de compuestos activos. La metformina se ha
utilizado ampliamente y esta aprobada como un farmaco antidiabético para el tratamiento de la diabetes tipo 2.
Aumenta la sensibilidad a la insulina y, por lo tanto, mejora la accién de la insulina a nivel celular sin afectar la secrecion
de insulina. También se ha demostrado que la metformina ejerce efectos positivos sobre varios factores de riesgo
cardiovascular. Ademas, se ha demostrado que la metformina se dirige también a varios mecanismos de
envejecimiento. Especificamente para el envejecimiento, la metformina conduce a niveles de insulina disminuidos, la
sefializacién disminuida de IGF-1, la inhibicion de mTOR, la inhibiciéon del complejo mitocondrial | en la cadena de
transporte de electrones y la reduccion de la producciéon endégena de especies reactivas de oxigeno, la activacién de
la quinasa activada por AMP (AMPK) y la reduccién en el dafio del ADN. También se demostré que la metformina
influye favorablemente en los procesos metabdlicos y celulares estrechamente asociados con el desarrollo de
afecciones relacionadas con la edad, tales como inflamacion, autofagia y senescencia celular (Barzilai y col., Cell
Metab. 2016). Mediante el uso de un sistema modelo de C. elegans, los efectos que promueven la salud y la vida util
de la metformina en la diabetes tipo 2 también se confirmaron.

Los estudios en seres humanos han demostrado ademas que la metformina reduce significativamente el riesgo de
cancer en pacientes diabéticos (Fuming y col. Oncol Lett. 2018) y reduce el riesgo de enfermedad coronaria (Hong y
col., Diabetes Care. 2014). Sin embargo, todos estos efectos se han observado cuando se administra metformina a
una dosis terapéutica considerablemente alta, que es de al menos 1500 mg/dia 0 mas. Ademas, hasta ahora, no se
identificaron efectos sinérgicos de la metformina en combinacién con otro compuesto sobre las enfermedades
relacionadas con la edad.
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La galactoamina, un inhibidor de la acetilcolinesterasa que modula alostéricamente los receptores nicotinicos, es
ampliamente conocido como farmaco administrado a pacientes con la enfermedad de Alzheimer. En C. elegans, se
demostré que la galantamina facilita la neurotransmision colinérgica de forma similar a como lo hace en humanos, y
que rescata el fenotipo de paradlisis en un modelo transgénico de enfermedad de Alzheimer en C. elegans (Xin y col.,
Plos One, 2013), pero no se han descrito efectos de la galantamina en C. elegans en la locomocion, la movilidad u
otras formas de deterioro relacionadas con la edad. En seres humanos, se ha demostrado que la galantamina reduce
significativamente la muerte por infarto de miocardio (Nordstrom y col., 2013). Ademas, la galantamina alivia la
inflamacién y la resistencia a la insulina en sujetos con sindrome metaboélico (Consoim-Colombo y col.; JCI Insight.
2017). Sin embargo, todos estos efectos se han observado cuando se administra galantamina en una dosis terapéutica
considerablemente alta, que es de al menos 24 mg/dia 0 mas. Ademas, también para la galantamina, no se
identificaron efectos sinérgicos sobre las enfermedades relacionadas con la edad cuando la galantamina se combiné
con otro compuesto.

En la presente invencién, los inventores han identificado un efecto potenciador e incluso un efecto sinérgico sobre las
enfermedades relacionadas con la edad mediante el uso de metformina de biguanida, en combinacién con el inhibidor
de la acetilcolinesterasa galantamina. En particular, este efecto se observo incluso al administrar al menos uno de los
compuestos, 0 ambos compuestos, en su dosis subterapéutica.

Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona una combinacion farmacéutica que comprende una biguanida, y/o un N-6xido, un
hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma, y un inhibidor de la acetilcolinesterasa, y/o un N-
oxido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo. Tipico para la invencion es que dicha
combinacién farmacéutica es para usar en el tratamiento, prevencién, estabilizacion, retraso en el inicio y/o reduccién
de los sintomas de enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas. Ademas, también se describe el uso
de dicha combinacion farmacéutica para la prevencién, estabilizacion y/o reduccion de las quejas relacionadas con la
edad y/o dolencias degenerativas y el uso de dicha combinaciéon farmacéutica para mejorar una medida de la
esperanza de vida y/o la duracion de la salud.

La combinacion farmacéutica seglin todas las diferentes realizaciones de la presente invencién comprende una
biguanida y/o un N-6xido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma y un inhibidor de la
acetilcolinesterasa y/o un N-6xido, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo. En una realizacion
adicional, la biguanida es metformina, también denominada 1,1-dimetil-biguanida o N,N-dimetil-biguanida. En otra
realizaciéon adicional de la presente invencion, el inhibidor de acetilcolinesterasa se selecciona del grupo que
comprende galantamina, donepezilo, rivastigmina y memantina. En otra realizaciéon adicional, la combinacion
farmacéutica segun la invencion comprende metformina en combinacién con galantamina, donepezilo, rivastigmina
y/o memantina, y/o un N-6xido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma. En ain una
realizacioén adicional, la combinacion farmacéutica segun la presente invencién comprende metformina y galantamina
y/o un N-éxido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma. En adn otra realizacion, la
combinacién farmacéutica segun la presente invencion comprende metformina y donepezilo, y/o un N-éxido, un
hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, o metformina y memantina, y/o un N-6xido, un
hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma, o metformina y rivastigmina, y/o un N-6xido, un
hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo. En otra realizacion, la invenciéon comprende
metformina en combinacion con galantamina y donepezilo y/o un N-6xido, un hidrato, una sal farmacéuticamente
aceptable o solvato de la misma; o metformina en combinaciéon con galantamina y memantina y/o un N-6xido, un
hidrato, una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma; o metformina en combinacién con galantamina
y rivastigmina y/o un N-éxido, un hidrato, una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma; o metformina
en combinacién con donepezilo, rivastigmina y memantina y/o un N-6xido, un hidrato, una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable de la misma. En aun una realizacién adicional, la invencién comprende metformina en
combinacién con galantamina, donepezilo y memantina y/o un N-6xido, un hidrato, una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable de la misma.

En un primer objetivo de la presente invencién, la combinaciéon farmacéutica en todas sus diferentes realizaciones
como se describio anteriormente en la presente memoria es para usar en el tratamiento, prevencion, estabilizacion,
retraso en el inicio y/o reduccion de los sintomas de enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas en un
sujeto.

En una realizacién adicional, dichas enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas se seleccionan del
grupo que comprende enfermedades hepaticas inflamatorias, enfermedades del sistema neuromusculoesquelético,
sarcopenia y fragilidad.

En un aspecto adicional y mas preferido, las enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas se seleccionan
del grupo que comprende enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas del sistema
neuromusculoesquelético, fragilidad y/o enfermedades inflamatorias hepaticas en aun otra realizacion, la combinacion
farmacéutica segln todas sus realizaciones es para usar en el tratamiento, prevencién, estabilizacion, retraso en el
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inicio y/o reduccion de los sintomas de enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas seleccionadas de
enfermedades del sistema neuromusculoesquelético y/o fragilidad. En el contexto de la presente invencion, las
enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativa del sistema neuromusculoesquelético se seleccionan de
trastornos extrapiramidales y de movimiento, enfermedades de la unién mioneural y muisculo, atrofias sistémicas
afectan principalmente al sistema nervioso central, distrofia muscular, distrofia muscular de Duchenne, atrofia muscular
espinal y enfermedades relacionadas, enfermedades de neuronas motoras tales como esclerosis lateral amiotrofica,
movimientos involuntarios anormales, anomalias de la marcha y movilidad, ataxia, enfermedades
neuromusculoesqueléticas asociadas mitocondriales y sarcopenia. Por lo tanto, en un aspecto especifico, la
combinacién farmacéutica segun todas sus realizaciones es para usar en el tratamiento, prevencion, estabilizacién,
retraso en el inicio y/o reduccion de los sintomas de fragilidad.

En otro aspecto especifico, la combinacién farmacéutica segun todas sus realizaciones es para usar en el tratamiento,
prevencidn, estabilizacion, retraso en el inicio y/o reduccion de los sintomas de la sarcopenia.

En aun otro aspecto especifico, la combinacién farmacéutica segun todas sus realizaciones es para usar en el
tratamiento, prevencidn, estabilizacion, retraso en la apariciéon y/o reduccién de trastornos extrapiramidales y de
movimiento, enfermedades de la unidon mioneural y musculo, atrofias sistémicas afectan principalmente al sistema
nervioso central, distrofia muscular, distrofia muscular de Duchenne, atrofia muscular espinal y enfermedades
relacionadas, enfermedades de neuronas motoras tales como esclerosis lateral amiotréfica, movimientos involuntarios
anormales, anomalias de la marcha y movilidad, o ataxia.

Como ya se ha descrito anteriormente, y en una realizacion particular, la combinacién farmacéutica segun todas sus
realizaciones es para usar en el tratamiento, prevencion, estabilizacién, retraso en el inicio y/o reduccidon de los
sintomas de enfermedades neuromusculoesqueléticas asociadas mitocondriales. Dichas enfermedades
neuromusculoesqueléticas asociadas a mitocondrias se seleccionan de enfermedades del nucleo central y
enfermedades asociadas a la atrofia dptica 1 (OPA1). Dichas OPA1 asociadas se seleccionan de atrofia dptica,
hipertension asociada a OPA1 y atrofia asociada a OPA1. En otro aspecto, la combinacion farmacéutica segun todas
sus diferentes realizaciones es para usar en el tratamiento, prevencion, estabilizacion, retraso en el inicio y/o reduccion
de los sintomas de enfermedades hepaticas inflamatorias relacionadas con la edad y/o degenerativa; en particular las
enfermedades inflamatorias hepaticas asociadas a un aumento de los niveles de citoquinas.

Como se ha descrito anteriormente, es tipico que dicha combinacion farmacéutica sea para usar en el tratamiento,
prevencién, estabilizacion, retraso en el inicio y/o reduccion de los sintomas de enfermedades relacionadas con la
edad y/o degenerativas segun todas las diferentes realizaciones. En un aspecto particular de la invencion, la
combinacién farmacéutica segan todas sus realizaciones es para usar en la prevencion o retraso en el inicio de dichas
enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas. En otro aspecto, la combinacion farmacéutica segun todas
sus realizaciones es para usar en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas. En aln
otro aspecto adicional, la combinacién farmacéutica segun todas sus realizaciones es para usar en la estabilizacién
de enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas segun todas las diferentes realizaciones. En aun otro
aspecto, la combinacion farmacéutica segun todas sus realizaciones es para usar en la reduccion de sintomas de
enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas segun todas sus realizaciones. En un aspecto adicional,
dichas enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas se seleccionan de enfermedades relacionadas con
la edad y/o degenerativas del sistema neuromusculoesquelético, sarcopenia y/o fragilidad.

En un segundo objetivo, la presente invencién proporciona el uso de una combinacion farmacéutica para la prevencion,
estabilizacién y/o reduccion de las quejas relacionadas con la edad, disfuncionamiento degenerativo y/o dolencias
degenerativas. En particular, la presente invencién proporciona ademas el uso de una combinacién farmacéutica para
la prevencidn, estabilizacion y/o reduccion de las dolencias relacionadas con la edad, disfuncionamiento degenerativo
y/o dolencias degenerativas que se seleccionan del grupo que comprende debilidad muscular, menor fuerza muscular,
degeneracion neuromuscular y movilidad reducida.

En un tercer objetivo, la presente invencién proporciona el uso de una combinacion farmacéutica para mejorar una
medida de la esperanza de vida util y/o la duracién de la salud. En un aspecto adicional, la medida mejorada de la
esperanza de vida y/o la extensién de salud se selecciona del grupo que comprende una mejora en funcién de una
discapacidad relacionada con la edad, una estabilizaciéon de empeoramiento de una discapacidad relacionada con la
edad, la mitigacion o estabilizacion de las quejas relacionadas con la edad, la mitigacion o estabilizacion de
disfuncionamiento degenerativo y dolencias degenerativas, en relaciéon con la afecciéon del sujeto antes de la
administracion de la combinacién farmacéutica o en relacion con una poblacion de control.

La combinacion farmacéutica de los usos de las diferentes realizaciones de la invencién comprende una biguanida y/o
un N-éxido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma y un inhibidor de la
acetilcolinesterasa y/o un N-6xido, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo. En una realizacion
adicional, la biguanida es metformina, también denominada 1,1-dimetil-biguanida o N,N-dimetil-biguanida. En otra
realizaciéon adicional de la presente invencion, el inhibidor de acetilcolinesterasa se selecciona del grupo que
comprende galantamina, donepezilo, rivastigmina y memantina. En otra realizaciéon adicional, la combinacion
farmacéutica segun la invencion comprende metformina en combinacién con galantamina, donepezilo, rivastigmina
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y/o memantina, y/o un N-6xido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma. En ain una
realizacioén adicional, la combinacion farmacéutica segun la presente invencién comprende metformina y galantamina
y/o un N-6xido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma. En otra realizacion mas, la
combinacién farmacéutica segun la presente invencion comprende metformina y donepezilo, y/o un N-éxido, un
hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma, o metformina y rivastigmina, y/o un N-6xido, un
hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la misma, o metformina y memantina, y/o un N-6xido, un
hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En vista de la presente invencion, las dolencias relacionadas con la edad, el disfuncionamiento degenerativo y/o las
dolencias degenerativas incluyen, pero no se limitan a, debilidad muscular, menor fuerza muscular, degeneracion
neuromuscular, movilidad reducida, y fragilidad. En un aspecto particular, y en vista de la presente invencién, las
dolencias relacionadas con la edad, el disfuncionamiento degenerativo y/o las dolencias degenerativas se seleccionan
de debilidad muscular, menor fuerza muscular, degeneracion neuromuscular, movilidad reducida.

En otra realizacion, la invencién proporciona el uso de una combinacién farmacéutica como se ha descrito
anteriormente para la prevencion, estabilizacion del empeoramiento, retraso en la aparicién y/o reduccion de la
fragilidad, en donde la reduccién de la fragilidad o la estabilizacion del empeoramiento de la fragilidad se selecciona
del grupo de parametros que comprenden el aumento de la fuerza, la estabilizacién de la pérdida de fuerza, el aumento
de la masa corporal magra, la estabilizacion de la pérdida de peso, la mejora de la movilidad, |a estabilizacion de la
reduccién de la movilidad, el aumento de la energia, la estabilizacion de la pérdida de energia, el aumento de los
niveles de actividad, la estabilizacion de la pérdida de actividad, aumento de la resistencia, estabilizacion de la pérdida
de resistencia, mejora de la respuesta conductual a una sefial sensorial, estabilizacién de una respuesta conductual a
una sefial sensorial, disminucién o estabilizacidén de uno o mas marcadores o biomarcadores inflamatorios, mejora de
la homeostasis de la glucosa y del estado metabolico o catabdlico, mejora de la neurotransmision o de la transmision
neuromuscular, y disminucion de uno o mas biomarcadores de activacion de la coagulacion, en donde la reduccién o
estabilizacién es relativa al estado del sujeto antes de la administracion de la combinacién farmacéutica o relativa a
una poblacién de control.

En adn otra realizacién, la invencion proporciona una combinacion farmacéutica como la resumida anteriormente para
usar en el tratamiento, prevencion, estabilizacién del empeoramiento, retraso en la aparicion, y/o reduccion de la
fragilidad, en donde la reduccién de la fragilidad o la estabilizacion del empeoramiento de la fragilidad se selecciona
del grupo de parametros que comprenden el aumento de la fuerza, la estabilizacién de la pérdida de fuerza, el aumento
de la masa corporal magra, la estabilizacion de la pérdida de peso, la mejora de la movilidad, |a estabilizacion de la
reduccién de la movilidad, el aumento de la energia, la estabilizacion de la pérdida de energia, el aumento de los
niveles de actividad, la estabilizacion de la pérdida de actividad, aumento de la resistencia, estabilizacion de la pérdida
de resistencia, mejora de la respuesta conductual a una sefial sensorial, estabilizacién de una respuesta conductual a
una sefial sensorial, disminucién o estabilizacidén de uno o mas marcadores o biomarcadores inflamatorios, mejora de
la homeostasis de la glucosa y del estado metabolico o catabdlico, mejora de la neurotransmision o de la transmision
neuromuscular, y disminucion de uno o mas biomarcadores de activacion de la coagulacion, en donde la reduccién o
estabilizacién es relativa al estado del sujeto antes de la administracion de la combinacién farmacéutica o relativa a
una poblacién de control.

En todas las diferentes realizaciones de la presente invencion, la combinacidn farmacéutica segun la invencion puede
administrarse en una dosis diaria terapéutica o subterapéutica a un sujeto, en particular a un sujeto humano. En ain
otra realizacién, al menos uno de los componentes de la combinacion farmacéutica de la presente invencion se
administra en una dosis subterapéutica a un sujeto. En otra realizacion, al menos uno de los componentes de la
combinacién farmacéutica segun esta invenciéon se administra en una dosis terapéutica. En adn otra realizacion, uno
de los componentes de la combinacion farmacéutica se administra en una dosis subterapéutica, mientras que el otro
componente se administra en una dosis terapéutica. En otra realizacién, todos los componentes de la combinacion
farmacéutica de la presente invencién se administran en una dosis subterapéutica al sujeto.

En una realizacion preferida, en la combinacion farmacéutica, la biguanida o su N-Oxido, hidrato, sal o solvato
farmacéuticamente aceptable de la misma se administra en una dosis subterapéutica, preferiblemente en una dosis
diaria subterapéutica maxima aproximadamente de 1500 mg/dia por sujeto; mas preferiblemente en una dosis diaria
subterapéutica que es aproximadamente 5 mg/dia por sujeto 0 mas y maxima aproximadamente de 1500 mg/dia por
sujeto; aun mas preferiblemente en una dosis diaria subterapéutica entre unos 5 mg/dia y unos 1000 mg/dia por sujeto,
aun mas preferiblemente en una dosis diaria subterapéutica entre unos 5 mg/dia y unos 850 mg/dia por sujeto, o entre
unos 5 mg/dia y unos 800 mg/dia por sujeto, o entre unos 5 mg/dia y unos 750 mg/dia por sujeto, o entre unos 5 mg/dia
y unos 700 mg/dia por sujeto, o entre unos 5 mg/dia y unos 500 mg/dia por sujeto.

En otra realizacién, en la combinacién farmacéutica, la biguanida o su N-6xido, hidrato, sal o solvato
farmacéuticamente aceptable de la misma también se pueden administrar en una dosis terapéutica, preferiblemente
en una dosis diaria terapéutica de mas de 1500 mg/dia por sujeto; incluso mas preferiblemente en una dosis diaria
terapéutica que es mas de 1500 mg/dia y menos de 3000 mg/dia por sujeto.
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En otra realizaciéon preferida, en la combinacion farmacéutica, el inhibidor de la acetilcolinesterasa o su N-6xido,
hidrato, sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo se administra en una dosis subterapéutica,
preferiblemente en una dosis diaria subterapéutica de menos de aproximadamente 16 mg/dia por sujeto; ain mas
preferiblemente en una dosis subterapéutica que es mas de aproximadamente 0,08 mg/dia y menos de
aproximadamente 16 mg/dia por sujeto, preferiblemente menos de aproximadamente 12 mg/dia por sujeto. En otra
realizacion, el inhibidor de la acetilcolinesterasa o su N-6xido, hidrato, sal o solvato farmacéuticamente aceptable del
mismo se administra en una dosis diaria subterapéutica que es mas de aproximadamente 2 mg/dia y menos de
aproximadamente 16 mg/dia por sujeto, preferiblemente menos de aproximadamente 12 mg/dia por sujeto.

En otra realizacién, en la combinacion farmacéutica, el inhibidor de la acetilcolinesterasa o su N-6xido, hidrato, sal
farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo se administra en una dosis terapéutica, preferiblemente en una
dosis diaria terapéutica de mas de 16 mg/dia por sujeto; ain mas preferiblemente en una dosis diaria terapéutica que
esta entre 16 mg/dia y 24 mg/dia por sujeto.

En otra realizacion preferida, la combinacidn farmacéutica segln esta invencion es una combinacién farmacéutica que
comprende una biguanida, preferiblemente metformina y un inhibidor de la acetilcolinesterasa, seleccionado de
galantamina, donepezilo, rivastigmina o memantina, en donde tanto la biguanida como el inhibidor de la
acetilcolinesterasa se administran ambos en una dosis subterapéutica. En dicho contexto, la biguanida se administra
en una dosis diaria subterapéutica de un maximo de aproximadamente 1500 mg/dia por sujeto, preferiblemente un
maximo de aproximadamente 1000 mg/dia por sujeto; Mas preferiblemente en una dosis diaria subterapéutica que es
aproximadamente 5 mg/dia 0 mas y un maximo de aproximadamente 1500 mg/dia por sujeto; alin mas preferiblemente
en una dosis diaria subterapéutica entre aproximadamente 5 y aproximadamente 1000 mg/dia por sujeto. También en
dicho contexto, el inhibidor de la acetilcolinesterasa se administra en una dosis diaria subterapéutica de menos de
aproximadamente 16 mg/dia por sujeto; ain mas preferiblemente en una dosis subterapéutica que es mas de
aproximadamente 0,08 mg/dia y menos de aproximadamente 16 mg/dia por sujeto, preferiblemente menos de
aproximadamente 12 mg/dia por sujeto. En una realizacién alin mas preferida, en una dosis diaria subterapéutica que
es mas de aproximadamente 2 mg/dia y menos de aproximadamente 16 mg/dia por sujeto, preferiblemente menos de
aproximadamente 12 mg/dia por sujeto. En una realizacién alin mas preferida, en una dosis diaria subterapéutica que
esta entre 3 mg/dia y 12 mg/dia por sujeto.

En otro aspecto de la invencidn, la combinacion farmacéutica en todas las diferentes realizaciones de la invencion se
prepara para administracion oral o cualquier otra administracion no invasiva. La combinacion farmacéutica segun las
diferentes realizaciones de la invencidén se caracteriza ademas porque la biguanida y el inhibidor de la
acetilcolinesterasa o su N-oOxido, hidrato, sal o solvato farmacéuticamente aceptable se formulan por separado en
composiciones farmacéuticas. En un aspecto adicional, la biguanida y el inhibidor de la acetilcolinesterasa o su N-
oxido, hidrato, sal o solvato farmacéuticamente aceptable se administran simultaneamente al sujeto. Alternativamente,
la biguanida y el inhibidor de la acetilcolinesterasa o su N-6xido, hidrato, sal o solvato farmacéuticamente aceptable
se administran en diferentes momentos.

En otro aspecto, la biguanida y el inhibidor de la acetilcolinesterasa o su N-Oxido, hidrato, sal o solvato
farmacéuticamente aceptable se formulan en una sola formulacion farmacéutica en la presente combinacion
farmacéutica.

Breve descripcion de los dibujos

Con referencia especifica ahora a las figuras, se enfatiza que los detalles mostrados son a modo de ejemplo y con
fines de discusion ilustrativa de las diferentes realizaciones de la presente invencidn solamente. Se presentan con el
fin de proporcionar lo que se considera la descripcion mas til y sencilla de los principios y aspectos conceptuales de
la invencion. A este respecto no se hace ninguan intento para mostrar detalles estructurales de la invencion con mas
detalle de lo necesario para una comprension fundamental de la invencién. La descripcion tomada con los dibujos
hace evidente para los expertos en la técnica como las varias formas de la invencion pueden incorporarse en la
practica.

Figura 1. Ensayo de esperanza de vida mediante el uso de C. elegans para evaluar el efecto de prolongacién de la
vida de una dosis Unica de metformina, galantamina y la combinacion de metformina y galantamina. Se muestran los
datos agrupados de multiples ensayos que miden la supervivencia de C. elegans. El tratamiento se inici6 el primer dia
de vida adulta y los animales recibieron una dosis. Los datos completos de la esperanza de vida se muestran en la
Tabla 1.

Figura 2. Ensayo de la esperanza de vida mediante el uso de C. elegans para evaluar el efecto de prolongacion de la
vida de una dosis repetida de metformina, galantamina y la combinacién de metformina y galantamina. El tratamiento
se inicié el primer dia de vida adulta y los animales recibieron dosis repetidas. Los datos completos de la esperanza
de vida se muestran en la Tabla 1.

Figura 3. La dosificaciéon unica de galantamina y/o metformina en C. elegans influye positivamente en multiples
parametros de locomocién (es decir, actividad media (A) y actividad maxima (B)) durante el envejecimiento, asi como
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en el namero medio de “dias sanos” (C). Este Ultimo es un parametro mas saludable, definido como el namero de
dias de los cuales la actividad de un animal es superior al 15 % de la actividad maxima media de la afeccion de
controles no tratados (dentro del mismo ensayo). En los paneles A y B, la actividad de referencia (es decir, antes de
un estimulo de luz azul) se muestra a la izquierda de la linea de puntos, mientras que la actividad estimulada (es decir,
después de un estimulo de luz azul) se muestra a la derecha de la linea de puntos. Las barras de error indican el SEM.
Los niveles de significacion estadistica (y los cambios porcentuales) se indican contra el control no tratado en la parte
inferior de cada grafico. La significacion estadistica contra “25 mM Met + 100 uM Gal” se indica mediante lineas
adicionales. * panova < 0,05, ** panvova < 0,01, *** pavova <0,001, NS no significativo.

Figura 4. La dosificacion repetida de C. elegans con galantamina y/o metformina afecta positivamente multiples
parametros de locomocion y conductual en adultos posreproductivos (velocidad media (A), velocidad maxima (B),
fraccién corriendo (C), ocupacion de celdas (D)). Las barras de error indican el SEM. Los niveles de significacion
estadistica (y los cambios porcentuales) se indican contra el control no tratado en la parte inferior de cada grafico. La
significacion estadistica contra “25 mM Met + 100 yM Gal” se indica mediante lineas adicionales. * p < 0,05, ** p <
0,01, ** p < 0,001, NS no significativo. Los datos de locomocién completa se muestran en la Tabla 2.

Figura 5. La combinacién de 25 mM de Met con los inhibidores de la acetilcolinesterasa Don y Riv 0 el compuesto
similar al inhibidor de la acetilcolinesterasa Mem induce un fenotipo de locomociéon muy similar al de la combinacién
de 25 mM de Met con el inhibidor de la acetilcolinesterasa Gal (velocidad media (A), velocidad maxima (B), fraccion
de carrera (C), ocupacién de celdas (D)). Los niveles de significacion estadistica (y los cambios porcentuales) se
indican contra el control no tratado en la parte inferior de cada grafico. * p < 0,05, NS no significativo. Los datos de
locomocion completa se muestran en la Tabla 3.

Figura 6. La transcripcion del gen citoprotector de la glutation S-transferasa 4 (gst-4) es activada por Met y Gal de
forma sinérgica. Se muestran los datos de un ensayo de transcripcion génica in vivo en C. elegans. Cada circulo
(réplica biologica) consiste en miles de animales. Las barras de error indican el SEM. Se muestran los datos agrupados
de tres ensayos independientes. Los niveles de significacion estadistica (y los cambios porcentuales) se indican contra
el control no tratado en la parte inferior.

La significacién estadistica contra la “25mM Met + 100 yM Gal” se indica mediante lineas adicionales.
*** panvova < 0,001, NS no significativo.

Figura 7. Los C. elegans adultos tratados con una combinacion de Met y Gal muestran una morfologia muscular
mejorada en comparacién con los animales de control no tratados. (A) La relacidén dimensional representa la medicion
de la longitud y el ancho del miofilamento, mientras que (B) la suavidad representa una medida para el contorno
perfecto de miofilamento. Los niveles de significacion estadistica (y los cambios porcentuales) se indican contra la
afeccién de controles no tratados. * pavova < 0,05, NS no significativo.

Figura 8. Los musculos especificos de ratones tratados con Opaf’en combinacion con metformina y
galantamina mantuvieron la masa grasa, su metabolismo se restauré y previnieron la esteatosis hepatica.
(A) Peso corporal, (B) masa magra y (C) masa grasa medida en ratones hembra tratados con Opa71” (controles) y
con Opa7’complementada con vy sin metformina mas galantamina después del tratamiento con
tamoxifeno. (D) Contenido de tejido adiposo blanco (WAT) de ratones macho tratados con Opa?” y con Opa1-
- complementada con y sin metformina mas galantamina. (E) Consumo de alimentos. (F-H) Respuesta metabélica in
vivo al tratamiento combinado. (F) Producciéon de didxido de oxigeno (VOz) (G) (VCOz ) (H)Gasto de
energia (l) Niveles inflamatorios de IL6 del musculo esquelético. Los datos son la media £+ SEM, Hembras: n=2-4,
Machos: n=3, *p < 0,05, **p < 0,01 y ****p < 0,0001.

Figura 9. La combinaciéon de metformina y galantamina mejoré el rendimiento fisico en los musculos
especificos de ratones tratados con Opa7-. (A) Tiempo transcurrido en la cinta de correr y (B) fuerza de agarre
medida en ratones hembra tratados con Opa7-- con y sin metformina mas tratamiento con galantamina 60 y 50 dias
después del tratamiento con tamoxifeno, respectivamente. (C-F) Curvas de fuerza-frecuencia realizadas in vivo en los
musculos gastrocnemios. (C-D) Fuerza absoluta y (E-F)y la fuerza especifica maxima generada durante la
contraccion tetanica en respectivamente ratones hembra y macho tratados con Opa?”- con y sin metformina mas
tratamiento con galantamina. Los datos representan la media £ SEM, Hembras: n = 2-4, Machos: n=3, *p < 0,05, **p
<0,01.

Figura 10. Combinacién de metformina y galantamina parcialmente conservada en la masa muscular en
ratones tratados con Opaf -*. (A-F) Peso muscular de los controles de hembras y ratones macho controles, tratados
con (Opat1tfy y con Opa?1’- complementada con y sin metformina mas tratamiento con galantamina,
respectivamente. (A, D) Tibial anterior (B, E) Gastrocnemio (C, F) Séleo (G) Cuantificacion del nimero de miofibras y
de (H) Fibras NCAM-positivas denervadas en ratones hembra controles tratados con (Opa7™) y con Opa1”- con y sin
metformina mas tratamiento con galantamina. Los datos son la media £ SEM, Hembras: n=2-4, Machos: n=3, *p <
0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 y ****p < 0,0001.
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Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién esta dirigida a una combinacion farmacéutica para usar en el tratamiento, prevencion,
estabilizacién, retraso en el inicio y/o reduccion de los sintomas de enfermedades relacionadas con la edad y/o
degenerativas, en particular enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas del sistema
neuromusculoesquelético, sarcopenia y/o fragilidad.

A la luz de la presente invencion, el término “tratar” o “tratamiento” se refiere a una accién que da lugar a un
tratamiento curativo 0 a una disminucién o reduccién de la gravedad de un sintoma o de una enfermedad o afeccion
0 a una disminucién de la frecuencia de los brotes de una enfermedad o trastorno. Los términos incluyen un tratamiento
remitente de un trastorno (es decir, un tratamiento que hace que el trastorno entre en remisién). El término “tratar” o
“tratamiento” incluye la administraciéon de un agente donde la enfermedad o afeccidon se mejora 0 mejora al menos
parcialmente, y/o hay algun alivio, mitigacién o disminucién en al menos un sintoma clinico, y/o hay un retraso en la
progresion de la afeccidon o enfermedad, y/o prevencion o retraso del inicio de la afeccion o enfermedad. Por lo tanto,
los términos “tratar” y “tratamiento” se refieren tanto a regimenes de tratamiento profilactico como terapéutico. El
término “tratamiento” se utiliza indistintamente en la presente memoria con el término “método terapéutico” y se refiere
tanto a medidas terapéuticas como profilacticas/preventivas. Aquellos que necesitan tratamiento pueden ser tanto los
que ya padecen un determinado trastorno médico como los que pueden acabar padeciéndolo (es decir, los que
necesitan medidas preventivas).

Como se utiliza en la presente memoria, “prevencion” o “profilaxis” se refiere a métodos en los que se reduce el riesgo
de desarrollar una enfermedad o una afeccion o sintoma. La prevencién incluye la reduccion en el riesgo de desarrollar
una enfermedad o afeccién y/o una prevencion del empeoramiento de los sintomas o la progresion de una enfermedad
o reduccién en el riesgo de empeoramiento de los sintomas o la progresion de una enfermedad o afeccién.

Como se utiliza en la presente memoria, “estabilizacion” de los sintomas de enfermedades relacionadas con la edad
o degenerativas se refiere a la afeccion en donde no hay una disminucién ni un aumento en el nimero y/o la extension
de la gravedad de los sintomas.

Como se utiliza en la presente memoria, “una combinacion” se refiere a cualquier asociacién entre dos o entre mas
elementos. La asociacion puede ser espacial o referirse al uso de los dos 0 mas elementos para un propoésito comun.
Como se utiliza en la presente memoria, una “composiciéon” se refiere a cualquier mezcla de dos o mas productos o
compuestos (por ejemplo, agentes, moduladores, reguladores, etc.). Puede ser una solucion, una suspension, liquido,
polvo o una pasta, formulaciones acuosas o no acuosas o cualquier combinacién de las mismas.

La presente invencidn se dirige asi a una combinacion farmacéutica que comprende una biguanida, y/o un N-éxido,
un hidrato, una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma; y un inhibidor de acetilcolinesterasa, y/o un
N-6xido, un hidrato, una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

Las formas de N-dxido estan destinadas a comprender compuestos en donde uno o varios atomos de nitrégeno estan
oxidados al denominado N-6xido.

Para uso farmacéutico, los compuestos de la invencion pueden utilizarse como un acido o base libre, y/o en forma de
una sal de adicion de acido y/o adicion de base farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, obtenida con acido o base
organico o inorganico no téxico), en forma de un hidrato, solvato y/o complejo, y/o en forma o un profarmaco o
prefarmaco, tal como un éster. Como se utiliza en la presente memoria y a menos que se indique lo contrario, el
término “solvato” incluye cualquier combinacion que pueda estar formada por un compuesto de esta invenciéon con un
disolvente inorganico adecuado (p. ej., hidratos) o disolvente organico, tal como, pero sin limitarse a, alcoholes,
cetonas, ésteres y similares. Dichas sales, hidratos, solvatos, etc. y su preparacion seran claras para el experto en la
materia; se hace referencia, por ejemplo, a las sales, hidratos, solvatos, etc. descritos en las patentes US-A-
6.372.778, US-A-6.369.086, US-A-6.369.087 y US-A-6.372.733.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos segun la invencién, es decir, en forma de productos
solubles en agua, solubles en aceite, incluyen las sales no toxicas convencionales o las sales de amonio cuaternario
que se forman, por ejemplo, a partir de acidos o bases inorganicos u organicos. Los ejemplos de tales sales de adicion
de acido incluyen acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato,
canforato, canforsulfonato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato,
glucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, 2-
hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, metanosulfonato, 2-naftaleno-sulfonato, nicotinato, oxalato, palmoato,
pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato y
undecanoato. Las sales base incluyen sales de amonio, sales de metales alcalinos tales como sales de sodio y potasio,
sales de metales alcalinotérreos tales como sales de calcio y magnesio, sales con bases organicas tales como sales
de diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina y sales con aminoacidos tales como arginina, lisina, etc. Ademas, los grupos
que contienen nitrégenos basicos pueden cuaternizarse con agentes tales como haluros de alquilo inferior, tales como
cloruro, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo; dialquil sulfatos como dimetilo, dietilo, dibutilo; y sulfatos
de diamilo, haluros de cadena larga tales como cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo,
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haluros de aralquilo como bencilo y fenetil-bromuros y otros. Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen las
sales etanolato de sal de sulfato y sulfato.

Generalmente, para uso farmacéutico, los compuestos de las invenciones pueden formularse como una preparacion
farmacéutica 0 composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de la invencién y al menos un
portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable y/o adyuvante, y opcionalmente uno 0 mas compuestos
farmacéuticamente activos adicionales.

Por medio de ejemplos no limitantes, dicha formulacion puede estar en una forma adecuada para administracion oral,
para administracion parenteral (tal como por inyeccidn intravenosa, intramuscular o subcutanea o infusion
intravenosa), para administracion topica (incluyendo ocular), para administracién por inhalacion, por un parche de piel,
por un implante, por un supositorio, etc. Dichas formas de administracion adecuadas -que pueden ser semisoélidas o
liquidas, dependiendo de la forma de administracion-, asi como los métodos y portadores, diluyentes y excipientes
para usar en la preparacién de las mismas, seran evidentes para el experto en la técnica; se hace referencia de nuevo,
por ejemplo, a las patentes US-A-6.372.778, US-A-6.369.086, US-A-6.369.087 y US-A-6.372.733, asi como a los
manuales estandar, como la ultima edicién de Remington's Pharmaceutical Sciences.

A la luz de la presente invencion, una “enfermedad relacionada con la edad” se refiere a una afeccién anormal
caracterizada por un érgano, parte, estructura o sistema desordenado que funciona incorrectamente del cuerpo que
se produce con mas frecuencia en las personas mayores. Ademas, como se utiliza en la presente memoria, una
“enfermedad degenerativa” se refiere a una enfermedad que es el resultado de un proceso continuo basado en
cambios degenerativos de las células, afectando a los tejidos u 6rganos, que se deterioraran cada vez mas a lo largo
del tiempo.

A la luz de la presente invencién, las enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas incluyen, pero no se
limitan a enfermedades hepaticas inmunitarias, enfermedades del sistema neuromusculoesquelético que incluyen
sarcopenia y fragilidad. Las enfermedades del sistema neuromusculoesquelético se seleccionan del grupo que
comprende trastornos extrapiramidales y de movimiento, enfermedades de la miconeuralina y musculo, atrofias
sistémicas afectan principalmente al sistema nervioso central, distrofia muscular, distrofia muscular de Duchenne,
atrofia muscular espinal y enfermedades relacionadas, enfermedades de neuronas motoras tales como esclerosis
lateral amiotrofica, movimientos involuntarios anormales, anomalias de la marcha y movilidad, ataxia, enfermedades
asociadas mitocondriales y sarcopenia.

En la presente invencion, las enfermedades asociadas mitocondriales relacionadas con la edad y/o degenerativas son
enfermedades asociadas con el funcionamiento deficiente o deteriorado de las mitocondrias, a disfunciones
neuromusculoesqueléticas. Dichas enfermedades se seleccionan de enfermedades del nucleo central y enfermedades
asociadas a la atrofia éptica 1 (OPA1). La enfermedad del nlcleo central es un trastorno neuromuscular hereditario
asociado a un deterioro de la funcién mitocondrial. La enfermedad se caracteriza por zonas con actividad oxidativa
reducida que discurren a lo largo del eje longitudinal de la fibra muscular (“nacleos centrales”), y rasgos clinicos de
una miopatia congénita. El OPA 1 esta ubicado en la membrana mitocondrial interna y ayuda a regular la estabilidad
mitocondrial y la produccién de energia. Las mutaciones del gen OPA1 se han asociado con la atrofia dptica tipo 1,
que es una neuropatia optica heredada dominante que resulta en una pérdida progresiva de la agudeza visual que
conduce en muchos casos a la ceguera.

Como se utiliza en la presente memoria, “sarcopenia” significa una pérdida de masa, calidad y resistencia del masculo
esquelético. La sarcopenia puede conducir a la fragilidad, por ejemplo, en las personas mayores.

El término “fragilidad” se refiere a un estado adverso, principalmente gerontolégico, de salud, que puede incluir una
reserva funcional baja, una osteoporosis acelerada, un buen color, una disminucién de la fuerza muscular, una alta
susceptibilidad a la enfermedad y una disminucion de la libido (véase p. ej. Bandeen-Roch y col., The Journals of
Gerontology Series A: Biological Sciences and Medical Sciences 61. 262-266, 2006). La fragilidad puede
caracterizarse al cumplir tres de los cinco atributos siguientes: pérdida de peso involuntaria, debilidad muscular,
lentitud al caminar, agotamiento y escasa actividad fisica. Ademas, la reduccién de la fragilidad o la estabilizacion del
empeoramiento de la fragilidad se caracteriza por uno o mas de los siguientes parametros aumento de la fuerza,
estabilizaciéon de la pérdida de fuerza, aumento de la masa corporal magra, estabilizaciéon de la pérdida de peso,
mejora de la movilidad, estabilizacion de la reduccién de la movilidad, aumento de la energia, estabilizaciéon de la
pérdida de energia, aumento de los niveles de actividad, estabilizacion de la pérdida de actividad, aumento de la
resistencia, estabilizacion de la pérdida de resistencia, mejora de la respuesta conductual a una sefial sensorial,
estabilizacién de una respuesta conductual a una sefial sensorial, una disminucién o estabilizacion de uno o mas
marcadores o biomarcadores inflamatorios, una mejora de la homeostasis de la glucosa y del estado metabdlico o
catabolico, una mejora de la neurotransmision o de la transmisiéon neuromuscular, y una disminucién de uno o mas
biomarcadores de activacién de la coagulacion, en donde la reduccidn o estabilizacion es relativa al estado del sujeto
antes de la administracién de la combinacién farmacéutica o relativa a una poblacién de control.

La presente invencidn se refiere ademas al uso de una combinacién farmacéutica para la prevencion, estabilizacion
y/o reduccion de las dolencias relacionadas con la edad y/o dolencias degenerativas. Estos se seleccionan del grupo
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que comprende debilidad muscular, menor fuerza muscular, degeneracién neuromuscular, movilidad reducida,
respuesta inmunitaria deteriorada, desequilibrio metabdlico, debilidad general, fragilidad.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “debilidad muscular” se refiere a una afeccién en la que se reduce
la resistencia de uno 0 mas mdasculos. El término “fuerza muscular” se refiere a la capacidad de un musculo o un
grupo de musculos para producir tensién o ejercer fuerza por medio del sistema esquelético.

El término “muasculo esquelético” incluye tejido del masculo esquelético, asi como componentes del mismo, tales como
las fibras del masculo esquelético (es decir, fibras del musculo esquelético rapido o lento), las miofibrillas que
comprenden las fibras del muasculo esquelético, el sarcomero esquelético que comprende las miofibrillas y los diversos
componentes del sarcomero esquelético descritos anteriormente.

El término “degeneracién neuromuscular” se refiere a cualquier degeneracion que afecte a cualquier parte de los
nervios y/o masculos.

El término “movilidad reducida” se refiere a la movilidad fisica reducida y se refiere a cualquier limitacion en el
movimiento fisico independiente e intencionado del cuerpo o de una o mas extremidades del cuerpo.

A la luz de la presente invencion, “respuesta inmunitaria reducida” se refiere a una reaccion inmunolégica reducida,
ya sea celular y/o humoral, del organismo a patégenos, incluyendo bacterias y virus o cancer.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion “dolencias degenerativas” se utiliza para cualquier malestar o
quejas que eventualmente dara como resultado una enfermedad degenerativa.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “inhibir el desarrollo” o el término “retraso en la aparicion” de una
sefial de envejecimiento significa retrasar el inicio, ralentizar la progresidn o reducir la manifestacion, de un signo de
envejecimiento.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “mejorar el rendimiento” se refiere a cualquier aspecto del
rendimiento, que incluye el rendimiento cognitivo o el rendimiento fisico, tal como, pero sin limitarse a, la capacidad
de ser autosuficiente, para cuidar (algunas, pero no necesariamente todas) necesidades personales, de ser
ambulatorio o de cualquier otra manera movil, o interaccion con otros.

Ademas, la presente invencion esta dirigida al uso de una combinacién farmacéutica segan la invencion para mejorar
una medida de la esperanza de vida y/o la duracién de la salud. El término “esperanza de vida”, como se utiliza en la
presente memoria, se refiere a la esperanza de vida maxima observada en un grupo de individuos. Alternativamente,
la esperanza de vida también se refiere a la esperanza de vida promedio esperada en un grupo de individuos.

El término “duracion de la salud” se refiere al periodo de tiempo durante el cual un individuo cumple una o mas
medidas seleccionadas de la extension de salud. Un aumento en la “extension de salud” se refiere a una extension
en el periodo de salud, segun tales medidas, en comparacion con el periodo de salud en una poblaciéon de control.
Puede medirse un aumento en la extension de salud, por ejemplo, determinando el periodo de tiempo que un individuo
continta con la(s) medida(s) seleccionada(s) de la extension de salud. Alternativamente, puede determinarse un
periodo de salud de aumento midiendo un grado de mejora en una 0 mas medidas seleccionadas de la extensién de
salud que se correlaciona con un aumento en el periodo de tiempo que un individuo continta cumpliendo las medidas
seleccionadas de la extensidn de salud. Alternativamente, el lapso de salud es el periodo de vida durante el cual un
individuo es completamente funcional y esta libre de enfermedades crénicas.

Como se utiliza en la presente memoria, una “poblacion de control” se refiere a una poblacién que no se ha tratado
con la combinaciéon segan la presente invencion, en donde los miembros de esa poblacién tienen una o mas
caracteristicas y/o afecciones de un sujeto que se trata con la combinacion de la presente invencioén. Por lo tanto, por
ejemplo, si un sujeto esta siendo tratado por fragilidad, la poblacién de control relevante tendria fragilidad; y si un
sujeto esta siendo tratado para cualquier enfermedad relacionada con la edad, la poblacion de control relevante tendria
la misma enfermedad relacionada con la edad.

El término “marcador inflamatorio” se refiere a una afeccién enddégena, a menudo la presencia, nivel y/o forma de una
molécula, que indica la presencia de inflamacion. Por ejemplo, la proteina C reactiva (CRP) es un marcador
inflamatorio que se ha demostrado que predice futuros episodios cardiovasculares en individuos con y sin enfermedad
cardiovascular establecida. Los marcadores inflamatorios implicados en el proceso inflamatorio que conduce a la
aterotrombosis incluyen, por ejemplo, la PCR, la adiponectina, la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1),
el ligando CD40 y la fosfolipasa A(2) asociada a lipoproteinas (Lp-PLA(2)).

El término “homeostasis de la glucosa” se refiere al estado de, o tendencia hacia, niveles normales (no patologicos)
de glucosa, que varian apropiadamente en respuesta a diversos estimulos. Una medida ilustrativa de la homeostasis
de la glucosa incluye los niveles de insulina, glucosa y péptido similar al glucagéon-1 (GLP-1) estimulados por las
comidas.
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El término “biomarcador” de activacion de la coagulacion “se refiere a una afeccidon endogena, a menudo la presencia,
nivel y/o forma de una molécula, que indica la activacién de la via que conduce a la formacion de un coagulo sanguineo.
Los biomarcadores ilustrativos de activacion de la coagulacion incluyen, por ejemplo, los fragmentos de protrombina
1y 2, el complejo de trombina-antitrombina y los productos de degradacion de la fibrina.

El término “inmunosenescencia” se refiere al deterioro gradual del sistema inmunitario provocado por el
envejecimiento natural. Implica tanto la capacidad del sujeto para responder a las infecciones como el desarrollo de la
memoria inmunitaria a largo plazo, especialmente mediante la vacunacioén. Por ejemplo, la inmunosenescencia incluye
la reduccion de la respuesta a la vacunacion en las personas que envejecen.

El término “sujeto”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un animal, tal como un mamifero, por ejemplo
un ser humano, que ha sido o sera el objeto de tratamiento, observacion o experimento. Los métodos descritos en la
presente memoria pueden ser (tiles tanto en terapia humana como en aplicaciones veterinarias. En algunas
realizaciones, el sujeto es un mamifero, y en algunas realizaciones adicionales, el sujeto es un ser humano. En una
realizacion preferida, el sujeto es un sujeto humano. En una realizaciéon ain mas preferida, el sujeto es un sujeto
humano con una enfermedad relacionada con la edad, por ejemplo un sujeto humano con una enfermedad relacionada
con la edad por encima de 50 afios. En otra realizacion, el sujeto es un sujeto humano con una enfermedad
degenerativa. En aln otra realizacién, el sujeto es un sujeto humano con una enfermedad relacionada con la edad y
una enfermedad degenerativa.

En todas las diferentes realizaciones de la presente invencion, la combinacidn farmacéutica segun la invencion puede
administrarse en una dosis diaria terapéutica o subterapéutica a un sujeto, en particular a un sujeto humano.

El término “dosis subterapéutica” cuando se utiliza para describir la cantidad del inhibidor de biguanida y/o
acetilcolinesterasa se refiere a una dosis de dichos compuestos que no proporciona el efecto terapéutico deseado
para la enfermedad que se esta tratando cuando se administra solo a un paciente. Esto también puede denominarse
“cantidad sinérgicamente eficaz”, con referencia a la sinergia observada cuando se administran los compuestos juntos.

En una realizacion, la cantidad de biguanida o el inhibidor de la acetilcolinesterasa administrado es aproximadamente
el 20 % menos que la cantidad terapéuticamente efectiva. En una realizacion, la cantidad de inhibidor de biguanida o
acetilcolinesterasa administrado es aproximadamente 50 % menos que la cantidad terapéuticamente efectiva.
Alternativamente, la cantidad de inhibidor de biguanida o acetilcolinesterasa administrado es aproximadamente 25 %,
30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 % 0 90 % menos que la cantidad terapéuticamente
efectiva.

Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de metformina, dependiendo del paciente y/o afeccion, tal como el
peso corporal, puede ser de aproximadamente 2000 mg/dia o de aproximadamente 2500 mg/dia. En consecuencia,
la dosis diaria subterapéutica agregada de metformina para un paciente humano es de aproximadamente 400 mg/dia
0 aproximadamente 500 mg/dia. En otra realizacién, la dosis diaria subterapéutica agregada para un paciente humano
es de aproximadamente 1000 mg/dia o aproximadamente 1250 mg/dia.

También, por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de galantamina, dependiendo del paciente y/o afeccion,
tal como el peso corporal, puede ser de aproximadamente 16 mg/dia o aproximadamente 24 mg/dia. En consecuencia,
la dosis diaria subterapéutica agregada de galantamina para un paciente humano es de aproximadamente 3,20 mg/dia
0 aproximadamente 4,80 mg/dia. En otra realizacién, la dosis diaria subterapéutica agregada para un paciente humano
es de aproximadamente 8 mg/dia o aproximadamente 12 mg/dia.

La presente invencion se refiere a una combinacién farmacéutica que comprende dos compuestos diferentes. En este
contexto, diferentes formas de analisis de los efectos farmacoldgicos de dos (0 mas) compuestos estan disponibles y
son ampliamente aceptadas en este campo. Por ejemplo, el término “efectos sinérgicos” se refiere al fendémeno donde
el tamafio del efecto de la combinacién es mayor que la suma de los efectos individuales. Como esta definicion es
muy estricta, particularmente dada la variabilidad biolégica, se aplicara el modelo de agente Unico superior (HSA)
(Borisy, PNAS, 2013). Segun este modelo, las combinaciones de farmacos se consideran sinérgicas si el efecto
combinatorio es significativamente mayor que el efecto mas grande de cualquiera de los farmacos individuales a la
misma concentracion que en la mezcla. En el contexto de la presente invencion, se considera que los efectos
sinérgicos de la combinacion farmacéutica de la presente invencion son relevantes y dan como resultado efectos
fisioldgicos.

En la parte experimental de esta invencidn, los inventores utilizaron el C. elegans, un organismo modelo para estudiar
el envejecimiento (Carretero y col., Curr Top Med Chem 2017; Kenyon, Nature 2010). Caenorhabditis elegans es un
nematodo pequefio que se ha convertido en uno de los modelos mas intensamente estudiados en la investigacion
biolégica. Desde la segunda mitad del siglo XX, se han realizado en este nematodo muchos descubrimientos
fundamentales en las ciencias de la vida, incluido el descubrimiento de vias genéticas que promueven la longevidad.
Estas vias han permanecido relativamente sin cambios durante la evolucién, lo que permite su diseccién en un
invertebrado simple, tal como C. elegans. Varios cambios que tienen lugar durante el envejecimiento en C. elegans se
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comparten con el envejecimiento en seres humanos, incluyendo una mayor elasticidad de la piel, una reduccion en la
masa muscular, pérdida de integridad muscular, pérdida de motilidad y aumento de la susceptibilidad a las infecciones.
Ademas, multiples formas de aprendizaje y memoria disminuyen con la edad, tanto en C. elegans como en mamiferos.
Ademas, las principales redes genéticas y bioquimicas que subyacen al envejecimiento y la enfermedad relacionada
con la edad parecen evolutivamente bien conservadas. Por lo tanto, organismos modelo susceptibles tales como C.
elegans permiten un enfoque relativamente agil y de alto rendimiento para estudiar y comprender estos fenémenos.
En la actualidad, investigadores de todo el mundo utilizan C. elegans para descifrar vias de sefializacion
evolutivamente conservadas que intervienen en la longevidad y para evaluar el potencial terapéutico de intervenciones
destinadas a paliar el envejecimiento humano. En esencia, C. elegans combina las ventajas experimentales de los
microorganismos (es decir, facilidad de manipulacion y manipulacion experimental) con los beneficios de un contexto
multicelular (es decir, modelado de procesos complejos tales como envejecimiento organico, patogénesis y
comportamiento).

El método mas comun para medir el envejecimiento de C. elegans se basa en la inspeccion manual de la supervivencia
de los gusanos en placas de agar recubiertas de bacterias.

Ademas, en los ejemplos se utilizé un modelo de ratén con atrofia 6ptica 1 (OPA1) en masculos especificos, como se
muestra a continuacion. Este modelo de raton transgénico recapitula eficazmente aspectos fisiopatologicos clave de
la pérdida y resistencia muscular relacionada con la sarcopenia, y muestra un envejecimiento precomucoso (p. ej.,
cabello blanco, cifosis). La delecion de OPA1 especificamente en los musculos esqueléticos da como resultado la
disfunciéon mitocondrial, el aumento del estrés oxidativo y la inflamacion. Ademas, el modelo de ratén OPA1 es un
modelo para ratones reconocido para enfermedades asociadas mitocondriales relacionadas con OPA1, tal como
atrofia Optica y como causa de la hipertensidn por atrofia 6ptica (Archer, 2013, New Engl J Med 369; 23).

Ejemplos

Ejemplo 1: Modelo de Caenorhabditis elegans
Materiales y métodos

Sustancias quimicas de interés

Hidrobromuro de galantamina (Gal; CAS 1953-04-4, referencia PHR1623), clorhidrato de donepezilo (Don; CAS
120011-70-3, referencia PHR1584), clorhidrato de memantina (Mem; CAS 41100-52-1, referencia PHR1886) y
clorhidrato de 1,1-dimetilbiguanida (Met; CAS 1115-70-4, referencia D150959) se compraron en Sigma-Aldrich (Saint
Louis, EE. UU.). Tartrato de rivastigmina (Riv; CAS 129101-54-8, referencia A18484M) fue suministrado por Interquim
S. A. (Barcelona, Espafia). Se prepararon soluciones madre en agua Milli-Q ultrapura a 3,8 mg/ml (Gal), 416 mg/mi
(Don), 216 mg/ml (Mem) y 100 mg/ml (Riv).

Ensayos de esperanza de vida mediante el uso de caenorhabditis elegans

La cepa N2 de C. elegans de tipo salvaje se obtuvo del Caenorhabditis Genetic Center (Universidad de Minnesota,
EE. UU)) y se cultivo a 20 °C en medio de crecimiento de nematodos estandar (NGM) sembrado con una fina capa
de Escherichia coli OP50, a menos que se indique lo contrario. La esperanza de vida de C. elegans se midi6 de forma
analoga a los métodos descritos anteriormente’2, El primer dia de la edad adulta siempre se registré como dia 0. Se
utilizé FUdR (5-fluoro-2'-desoxiuridina, Sigma-Aldrich) en todos los ensayos de esperanza de vida para evitar la
produccién de progenie. Se realizaron mdltiples ensayos independientes. Se utilizé6 un minimo de 100 animales por
afeccién por ensayo, para asegurar una potencia estadistica suficiente.

Durante el “ensayo de dosificacién individual”, utilizamos la plataforma WorMotel para imagenes recurrentes a largo
plazo de C. elegans®. Esta plataforma semiautomatizada permite una monitorizacién longitudinal no sesgada de los
fenotipos de envejecimiento de C. elegans, incluyendo mediciones diarias de la supervivencia, asi como la
cuantificacion de la locomocion. Desde el inicio de la edad adulta, los animales se confinaron en pocillos individuales
de placas de microtitulaciéon (es decir, chips WorMotel microfabricados preparados como se describe en?®) que se
sembraron con E. coli HT115(DE3) como fuente de alimento y se suplementaron con los compuestos correspondientes
a diferentes dosis (Tabla 1). Se analizaron cuatro placas de microtitulaciéon replicadas, con las cuatro afecciones
probadas presentes en cada placa de microtitulacién (en ubicaciones aleatorias). Los animales se mantuvieron en las
mismas placas de microtitulacion durante la duracién del experimento (es decir, 30 dias). El tiempo de la muerte se
determina como el tiempo final de movimiento distinto de cero. Nétese que esta plataforma de formacién de imagenes
es incompatible con la dosificacion repetida. Se utilizé el software estadistico R para construir curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier, calcular la media y la mediana de la esperanza de vida y llevar a cabo todos los andlisis estadisticos
relacionados. Para comparar la supervivencia entre dos afecciones, se utilizaron pruebas de orden logaritmico (es
decir, la funcién survdiff del paquete survival, ajustada para comparaciones multiples mediante el método Benjamini-
Hochberg). Los valores de p correspondientes se denominan pPorden rogaritmico.
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Durante el “ensayo de dosificacion repetida”, seguimos el método estandar en el campo (es decir, la inspeccion
manual de la supervivencia de las poblaciones sincronizadas por edad en placas de agar recubiertas de bacterias?),
que es robusto y técnicamente relativamente sencillo. En resumen, al inicio de la edad adulta, los animales se
transfirieron a placas de ensayo NGM estandar (controles no tratados) o placas de ensayo NGM complementadas con
los compuestos correspondientes a diferentes dosis (Tabla 1). Los animales se transfirieron a placas de ensayo NGM
estandar recientes o placas de ensayo NGM recientes complementadas con los compuestos correspondientes a
diferentes dosis tres veces en la primera semana y semanalmente después (durante una duracién total de 33 dias).
Este programa de dosificacion se realiza en conformidad con los protocolos estandarizados
del Caenorhabditis Intervention Testing Program (CITP)*. La Met se afiadié al NGM antes del autoclave, mientras que
la Gal se pipeteo en las placas de ensayo sembradas (al menos dos horas antes de transferir los animales a las placas
de ensayo). Se afiadié un mismo volumen de liquido a todas las placas, también a las placas de la afeccidn de controles
y Met no tratados (es decir, tratamiento simulado). Se censuraron los animales que se arrastraron fuera de las placas
de ensayo o murieron por eclosidn interna. El nimero de gusanos vivos y muertos se califico cada uno a dos dias.

Ensayo de locomocién

La locomocioén de C. elegans se caracteriza por movimientos sinusoidales (es decir, flexiones del cuerpo), y disminuye
progresivamente durante la vida adulta. Como en otros animales, el mantenimiento del movimiento coordinado se
considera un parametro primordial de la duracion de la salud®. Mas especificamente, la actividad locomotora maxima
es un buen indicador de la forma fisica y la salud general de C. elegans’ ¢, mientras que se ha demostrado que la tasa
de disminucion de la actividad locomotora en la mediana edad predice la esperanza de vida’.

A. Seguimiento de locomocién basado en WorMotel (dosificacion tnica)

Cada periodo de formacién de imagenes, la actividad de locomocion media y maxima antes y después de un estimulo
de luz azul se cuantifican (como se describe en?®). Los valores de actividad resultantes se denominan “locomocion de
linea base” y “locomocion estimulada”, respectivamente. Los animales que se mueven mucho presentan valores de
actividad elevados, mientras que los que se mueven lentamente o los mas viejos presentan valores de actividad bajos.
La “actividad media” de un animal representa el promedio de los valores de actividad locomotora que se detectaron
para ese animal durante toda la duracion del experimento. La “actividad maxima” representa el valor maximo de
actividad locomotora detectado para un animal, independientemente del dia de deteccion. Los “dias sanos” se definen
como el nimero total de dias en los que se observo que la actividad de un animal vivo era superior al 15 % de la
actividad maxima media de la afeccién de controles no tratados presente en la misma réplica de la técnica (es decir,
chip). Un aumento de los “dias sanos” indica un aumento de la esperanza de vida basada en la locomocién. Los
resultados se analizaron mediante ANOVA unidireccionales y bidireccionales, con la correcciéon Holm-Sidak para
comparaciones multiples en el software GraphPad Prism. Todos los valores de p correspondientes se denominan
COMO PanovA.

B. Seguimiento de locomocién basado en camara (dosificacion repetida)

Para cuantificar los efectos de la locomocidn con mas detalle, utilizamos un sistema de seguimiento automatizado
para C. elegans que es compatible con placas de petri estandar. El sistema de rastreo de maltiples camaras permite
la cuantificacion objetiva de la velocidad media de locomocidn, la velocidad maxima de locomocién y los multiples
parametros de comportamiento mediante andlisis de imagenes basados en las rutas. Se utilizé un sistema similar al
de Peymen y col.8. Se realizaron dos ensayos distintos. En un primer ensayo (Tabla 2), se analizaron los efectos de
locomocion de Gal, Met y una combinacién de ambos compuestos. Esto permitié probar los efectos sinérgicos entre
Gal y Met en multiples parametros de locomocién. En un segundo ensayo (Tabla 3), se caracterizaron los efectos de
locomocion de la combinacion de Met con diferentes inhibidores de acetilcolinesterasa (es decir, Gal, Don y Riv), asi
como la combinacion de Met con el compuesto similar al inhibidor de la acetilcolinesterasa Mem. De este modo,
pudimos comprobar si existe un efecto de clase de los inhibidores de la acetilcolinesterasa en su conjunto (en
combinaciéon con Met). Los animales de tipo salvaje sincronizados se cultivaron en presencia de los compuestos
correspondientes a diferentes dosis del paso L4 (es decir, el dia 0) y el FUdR, hasta el inicio de la medicién. Se volvioé
a dosificar a los animales tres veces (en los dias 2, 4 y 7) mediante la transferencia a placas de NGM tratadas con
compuesto nuevo. Antes de la obtencidn de imagenes, para cada réplica se transfirieron manualmente 20 animales
vivos bien alimentados de su placa de cultivo a una placa NGM sin sembrar y, tras 5 minutos, se transfirieron a otra
placa NGM sin sembrar utilizada para |la obtencion de imagenes. La adquisicion de imagenes se realizéd con el software
multicAmara StreamPix 6 (camara GigE PRO GP11004M con objetivo KOWA LM16JC10M) durante 11 mina 2fpsy
una exposicion constante, tras lo cual se realizé el seguimiento de los gusanos mediante un codigo MATLAB
personalizado de seguimiento de particulas. Para cada animal mévil (es decir, un animal que se movié durante al
menos 2 minutos durante el periodo de obtencidn de imagenes), se extrajeron las velocidades de locomocién media
y maxima, asi como las métricas de comportamiento “ocupacion de celdas” y “fraccién corriendo”. Este dltimo
representa la fraccién de tiempo en que se detectd un animal que estaba corriendo (en lugar de parar o dar la vuelta).
La ocupacioén de celda es una métrica que cuantifica la eficiencia de blusqueda espacial de un gusano. Los valores de
ocupacién de celdas representan el nimero de celdas Unicas (cuadrados de 1 mm? que el gusano visitd durante el
periodo de obtencion de imagenes. Ambos parametros conductuales disminuyen durante el envejecimiento. Los
experimentos se realizaron por triplicado (o cuadruplicado), con 20 gusanos por afeccion por réplica. Los resultados
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se analizaron mediante multiples pruebas t, con la correccion Holm-Sidak para comparaciones multiples en el software
GraphPad Prism. Los valores de p correspondientes se denominan p.

Ensayos de actividad génica in vivo

El cuerpo transparente de C. elegans permite realizar mediciones directas y no invasivas de la transcripcién génica in
vivo mediante reporteros fluorescentes transgénicos®. Medimos la transcripcion del reportero GFP gst-4,.:GFP C.
elegans para comprender mejor las redes de sefializacion intracelular que se ven afectadas por Met y/o Gal. Ademas,
hemos comprobado si Met y Gal tienen un efecto sinérgico o potenciador en la activacion de la transcripcion del
gen gst-4.

El gen GST-4 codifica la enzima citoprotectora y metabolizante de farmacos glutatién S-transferasa 4 (GST-4). Gst-
4 es una diana directa de SKN-1, un ortélogo de la familia de proteinas relacionadas con el factor nuclear E2 (Nrf2) de
los mamiferos que es un factor de transcripcidon clave implicado en la proteccion contra el estrés oxidativo y
xenobidtico. En respuesta a las agresiones oxidativas, SKN-1/Nrf2 es fosforilada por PMK-1/p38 MAPK (entre otras)
en el citoplasma, tras lo cual migra al nacleo para inducir la expresion de una amplia gama de enzimas antioxidantes
y desintoxicantes como gst-4. En la investigacién sobre el envejecimiento en C. elegans, la activacién transcripcional
de gst-4 se utiliza a menudo como indicador de la actividad de SKN-1. No obstante, se ha demostrado que gst-
4 también puede activarse transcripcionalmente por la via de sefializacion del factor de crecimiento epidérmico (EGF)
a través de EOR-1, un factor de transcripcion BTB/dedo de zinc similar a la proteina dedo de zinc de la leucemia
promielocitica de mamiferos (PLZF). La regulacion positiva de las enzimas GST desintoxicantes es una caracteristica
comun de C. elegans longevos y esta conectado a la longevidad no solo en gusanos, sino en todas las especies,
incluidos los seres humanos '°. La fluorescencia de la GFP se cuantificd mediante un método automatizado, como se
ha descrito anteriormente'’. En resumen: Animales JMET69 con genotipo Isfgst-4(1491 bp)::gfp;unc-119(+)]is[unc-
54,::mCherry;unc-119(+)] se cultivaron en presencia y ausencia de farmacos (es decir, Met y/o Gal) en placas de NGM
sembradas con E. coli OP50, desde L1 hasta el paso tardia L4, antes de transferir a una placa de 96 pocillos para la
cuantificacion de fluorescencia. Se muestran los valores con correccion de fondo. No se utilizéd la normalizacién de
BCA. Las medias se compararon estadisticamente mediante un ANOVA unidireccional con la prueba de
comparaciones multiples de Sidak en el programa GraphPad Prism. Los valores de p correspondientes se
denominan PANOVA.

Cuantificacion de la morfologia muscular y el deterioro en C. elegans

La pérdida progresiva de masa muscular y funcién con envejecimiento en C. elegans muestra una progresion muy
similar a la sarcopenia en seres humanos '2. Los sarcémeros son unidades musculares fundamentales, responsables
de la contraccion muscular. Los sarcdmeros de C. elegans consisten en filamentos alternados que contienen miosina
y actina, similares a los sarcémeros de los vertebrados. Si bien los miofilamentos sarcéticos en la pared corporal de
los animales jovenes estan organizados en filas simétricas paralelas, los miofilamentos sarcédmero en animales
mayores se desorganizan progresivamente con una forma y orientacion mas irregulares.

Mediante el uso de una cepa indicadora transgénica que tiene una fusién de la cadena pesada de miosina con GFP
fluorescente (cepa RW1596; myo-3,.:MYO-3.:GFP), la estructura muscular de C. elegans se puede visualizar in
vivo. Combinado con microscopia confocal y analisis bioinformatico, esto ofrece no solo lecturas cualitativas, sino
también cuantitativas para la evaluacion del nivel organizativo de las fibras musculares. Se ha optimizado un método
analitico para cuantificar el deterioro muscular en el laboratorio del profesor Bart Bareckman (UGent; unpublished
data). Se utiliz6 esta técnica para verificar si los animales tratados con Gal y/o Met, muestran un fenotipo muscular
que se asemeja al de los individuos mas jévenes no tratados.

Los animales RW1596 sincronicos se cultivaron en presencia de los compuestos correspondientes a diferentes dosis
(véase la Figura 7) y FUdR, del paso L4 (es decir, dia 0) en adelante. Se volvié a dosificar a los animales una vez, en
el dia 7, mediante transferencia a placas NGM recién tratadas. Las mediciones se realizaron a finales de la edad adulta
(es decir, el dia 14), utilizando al menos 30 animales por afeccion.

Para cada animal, se extrajeron las dos métricas morfoldgicas “relacidén de aspecto” y “suavizado “. La relacion de
aspecto es una medida de la dimensién general (es decir, la forma alargada) de un sarcémero. Cuanto mayor es este
valor, mas alargado es el sarcomero. La relacién de aspecto se calcula como la relacién de la longitud del eje mayor
(= longitud) y la longitud del eje menor (= ancho) para los miofilamentos individuales dentro de un sarcomero. A medida
que los animales envejecen, la relacién de aspecto disminuye. La suavidad es una medida de la suavidad de los
contornos de los miofilamentos. Cuanto mas bajo sea este valor, mas “dentado” y “deformado” estara el borde de un
miofilamento. La suavidad se indica en unidades arbitrarias. Un valor de 1 corresponde a la suavidad maxima
observada en los filamentos musculares (es decir, al principio de la edad adulta), mientras que un valor de 0
corresponde a la suavidad observada en gusanos de control muy viejos (dia 18). Se compararon estadisticamente
dos afecciones mediante un ensayo t de Student de dos colas mediante el software GraphPad Prism.

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 965 834 T3

Resultados

Efecto sinérgico de la combinacion de metformina y galantamina en la extensién de la vida util La dosis Gnica
de los compuestos individuales aumenté significativamente la supervivencia de C. elegans en comparacion con los
controles no tratados (Met: porvenrog. = 0,00215; Gal: pordeniog. = 0,000176) (Figura 1, Tabla 1). Para probar la sinergia
del farmaco, utilizamos el modelo mas alto de actividad unica (HSA)'3. Segin este modelo, las combinaciones de
farmacos se consideran sinérgicas si el efecto combinatorio es significativamente mayor que el efecto mas grande de
cualquiera de los farmacos individuales. Mediante este modelo, se descubrid la sinergia del farmaco ya que el
tratamiento con Met 25 mM y Gal 100 uM dio como resultado un aumento adicional en la supervivencia en
comparacion con los compuestos individuales (Met: porgen 1og. = 0,049; Gal: Porgen 10g. = 0,0244) (Figura 1). Se observo
un efecto potenciador mas fuerte de la combinacion Met y Gal para animales que recibieron dosis repetidas de Met y
Gal (Figura 2, Tabla 1). De nuevo, la combinacién de ambos farmacos (Met y Gal) indujo la extension de la esperanza
de vida mas fuerte: la media de la esperanza de vida aumenté con el 22,1 % en comparacién con el control no tratado
(Porden 1og. < 1E-6), con el 12,5 % en comparacién con el grupo tratado con Gal (porden og = 0,000006) y con el 8,3 % en
comparacion con el grupo tratado con Met 25 mM (porden 10g. = 0,037). La esperanza de vida maxima de los animales
tratados con la combinacion Gal y Met aument6 con el 29 % en comparacién con el control no tratado, con un 23 %
en comparacién con el grupo tratado con Gal y con un 17 % en comparacion con el grupo tratado con Met. En general,
la combinacion de farmacos Met y Gal indujo efectos significativamente mayores sobre la supervivencia que el efecto
mas grande producido por cualquiera de sus componentes individuales (Tabla 1), indicativo de un efecto sinérgico
entre Met y Gal.

Tabla 1. Datos de supervivencia detallados obtenidos a partir de los ensayos de esperanza de vida mediante el uso
de C. elegans. El tratamiento con Met, Gal, asi como con una combinacion de Met y Gal, mejora significativamente la
supervivencia de los adulfos de C. elegans. Se muestran los datos agrupados de multiples ensayos. N el numero total
de muertes observadas para cada afeccion, SEM el error estandar de la media, LS la esperanza de vida, MLS la media
de la esperanza de vida, * porden tog < 0,05 Pordentog. < 0,01, ™ Pordentog. <0,001, ™ Pordentog. < 0,0001. La mediana de Ia
mediana de la esperanza de vida util (Mediana de LS) se define como el dia en el que el 50 % de los animales todavia
estan vivos (es decir, el cuantil 50° de la curva de supervivencia). La esperanza de vida méxima (LS maxima) se define
como el dia en el que el 10 % de los animales todavia estan vivos (es decir, el cuantil 90° de la curva de supervivencia).

Afeccion [Gal] [Met] MLS % Median LS Aumentar Disminucién N
(uM) (mM) SEM adelLS | maxima MLS contra MLS contra
(dias) (dias) (dias) control no combinacion
tratado Met25 + Gal100
Dosificacié
n unica
No tratados 0 0 17,41 18 25 -14,8 %™ 170
0,44
Gal 100 100 0 19,63 20 27 +12,8 %*** -39%* 183
0,44
Met 25 0 25 19,08 20 28 +9,6 % ** -6,7% * 127
0,58
Met 25 + 100 25 20,44 £ 21 29 +17,5 % **** 153
Gal 100 0,52
Dosificacié
n repetida
No tratados 0 0 15,80 16 21 -18,1 % **** 148
0,31
Gal 100 100 0 16,87 17 22 +6,8 %* -12,5 %**** 149
0,32
Met 25 0 25 17,68 18 23 +11,9 %**** -8,3 % 116
0,50
Met 25 + 100 25 19,29 20 27 +22,1 %*** 87
Gal 100 0,57

Una dosificacién Gnica de C. elegans con la combinacion de galantamina y metformina afecta positivamente la
locomocion y la duracién de la salud basada en la locomocién

Un solo tratamiento de C. elegans con los compuestos individuales (Gal y Met) aument6 significativamente multiples
parametros de actividad de locomocién durante la edad adulta (Figura 3). Por ejemplo, Gal aumenté significativamente
la actividad inicial maxima en un 15 % (panova = 0,0054) mientras que Met aument6 la actividad inicial maxima en un
35 % (panova < 0,0001) en comparacion con los grupos de control no tratados. La combinacién de Gal y Met indujo el
mayor aumento porcentual en el porcentaje de actividad inicial maxima: 41 % en comparaciéon con los controles no
tratados (panova < 0,0001). Ademas, para la mayoria de los parametros de locomocion, se observd un efecto mejorado
significativo para los animales tratados con la combinacion de Met y Gal, en comparacién con al menos uno de los
tratamientos de un solo compuesto (Figura 3). Ninguno de los compuestos individuales indujo un efecto mejor
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significativo que la combinacién de Gal y Met, sugiriendo una eficacia mejorada cuando se combinan tanto Gal como
Met.

En comparacion con los controles no tratados, la combinaciéon de Gal y Met aumenté el niamero total de dias sanos
(es decir, extension de salud basada en la locomocién) en un 30 %, que fue significativamente mejor que el efecto
observado para Met (+14 %, p avova = 0,037) pero no significativamente diferente del efecto observado para Gal (+
20 %, panova = 0,095) (Figura 3C). En resumen, la actividad de locomocion durante el envejecimiento asi como la
extension de salud basada en la locomocion (es decir, el periodo de vida que un animal que muestra niveles sanos de
funcién muscular) se mejora significativamente en animales tratados con la combinacion de Met y Gal.

La dosificacion repetida de C. elegans con la combinacion de galantamina y metformina afecta positivamente los
parametros de locomocién y conductual de manera sinérgica

Para obtener mas informaciéon sobre los efectos sobre la extension de la salud basada en la locomocion, se
cuantificaron cuatro parametros de locomocién y conductual en adultos de C. elegans después de la dosificacion
repetida con Gal, Met y la combinacién. Los niveles mas altos para los cuatro parametros (es decir, parecidos a los
fenotipos de locomocién de los individuos mas jovenes) se observaron en los animales tratados con la combinacion
de 25 mM Met y 100 uM Gal (Tabla 2, Figura 4). En los animales tratados con esta combinaciéon de Met y Gal, la
velocidad media de locomocién aumentd en un 141 % (p < 0,000001), la velocidad maxima en un 24 % (p < 0,001), la
fraccién de tiempo dedicada a correr en un 46 % (p < 0,000001) y la ocupacién de celdas en un 239 % (p < 0,000001)
en comparacion con los controles no tratados. En esencia, la disminucion relacionada con la edad de estos cuatro
parametros basados en locomocion se mitiga significativamente por la combinacion de Met y Gal. Ademas, se observo
un efecto sinérgico significativo entre Met y Gal para los parametros “velocidad de locomocién media” y “ocupacion
de celdas” en comparacion con los tratamientos de un solo compuesto (Tabla 2, Figura 4). Tomados en conjunto,
nuestros resultados indican que la combinacién de Met y Gal es capaz de mejorar la extension de la salud basada en
la locomociéon mas que Met o Gal solos.

A continuacion, para evaluar la amplitud de nuestra estrategia de mezcla de compuestos, ensayamos la locomocion
de animales de C. elegans tratados con otros miembros del grupo de inhibidores de la acetilcolinesterasa (siempre en
combinacion con Met). La combinacion de 25 mM de Met con otros inhibidores de acetilcolinesterasa (es decir, Don y
Riv) o compuestos similares a inhibidores de acetilcolinesterasa (es decir Mem) indujo un fenotipo de locomocion
similar a la combinacion de Met 25 mM con el inhibidor Gal de acetilcolinesterasa (Figura 5, Tabla 3). Cuando se
consideran las cuatro afecciones probadas (Tabla 3), esencialmente no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos del compuesto (panova =0,25). De las 16 comparaciones estadisticas realizadas (es decir,
pruebas f multiples), solo una fue significativa: cuando se combiné Mem con Met, la velocidad maxima de locomocion
disminuy6 (-14,5 %; p = 0,0036), en comparacién con la afecciéon en donde Met se combindé con Gal (Tabla 3). No
obstante, se encontré que las 15 otras comparaciones estadisticas de locomocion y parametros conductuales no eran
significativamente diferentes (Figura 5). Por lo tanto, cuando se combinan con Met, todos los inhibidores de
acetilcolinesterasa probados parecen actuar de manera similar.

Tabla 2. La locomocién los C. elegans adultos de edad mediana (es decir, los adultos posrreproductivos del dia 7)
aumenta significativamente después de la dosificacion repetida con Gal y Met, asi como con una combinacién de
ambos. Se muestran los datos agrupados de multiples réplicas. Los efectos sinérgicos significativos entre Gal y Met
(segun la definicidn del modelo de HSA) se indican en negrita. La significacion (contra la afeccion de control no tratada)
se indica mediante: NS no significativo, “p < 0,05, " p < 0,01, ™ p < 0,001. N la cantidad total de animales probados,
SEM el error estandar de la media, # el nimero de ensayos repetidos realizados. La fraccion corriendo representa la
fraccién de tiempo que un animal dedic6 a correr (en lugar de parar o dar la vuelta). La ocupacién de celdas indica el
namero de celdas Unicas (cuadrados de 1 mm?) que un gusano visitdé durante el periodo de obtencién de imagenes.
Los datos corresponden a la Figura 4.

Ensayos Afeccion [Gal] [Met] Velocidad Velocidad Fraccion Ocupacion N N.°
(MM)  (mM) media (um/s) maxima corriendo celular
+ SEM (um/s) £ (%) £ (Gnicas
SEM SEM areas
visitadas)
+ SEM
Met + Gal No tratados 0 0 50+3 242 £13 48 £ 2 11 £1 60 3
Gal 100 100 0 48 £ 4 NS 270 £17NS 48 £ 2 NS 1M1 x1N 80 4
Met 25 0 25 102+£5™ 262+8N 8712 2813 ™ 60 3
Met%‘:’)gea' 100 25 120£6™  299+8™ 702~ 37%3™ 60 3
¢Sinergia Si No No Si
significativa
entre Gal y
Met?
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P Met 25+ Gal 100 i - ) ]
contra Gal 100 p<1E-6 p=0,14 p <1E-6 p <1E-6

P et 25 + Gal 100 p=0046 p=00092 p=017 p=0,037
contra Met 25

Tabla 3. La combinacién de Met con diferentes inhibidores de acetilcolinesterasa (es decir, Don, Riv y Gal) o
compuestos similares a inhibidores de acetilcolinesterasa (es decir Mem), da como resultado fenotipos de locomocién
similares. Significacion (contra Met 25 + afeccién Gal 100) se indica mediante: N® no significativo, “p < 0,05. El
movimiento de locomocion se cuantificd el dia 7 de la edad adulta, similar a los datos presentados en la Tabla 2. Se
muestran los datos agrupados de multiples réplicas. N la cantidad total de animales probados, SEM el error estandar
de la media, # el nimero de ensayos repetidos realizados. Las concentraciones finales de Gal (100 uM), Don
(80,92 uM), Riv (57,12 uM) y Mem (132,2 uM) se basan en sus dosis clinicas diarias maximas. Los datos corresponden
a la Figura 5.

Afeccion Velocidad Velocidad Fraccion Ocupaciéon N N.°
media maxima (um/s)  corriendo celular
(um/s) £ + SEM (%) £ SEM  (Unicas
Ensayos SEM areas
visitadas) £
SEM
Met (mM) + ofro
AChEI (uM)
Mer2s+Gal 12645 375 £ 10 69 1 202 80 4
WLZSDON qa74ens  37axt1Ne 651N 3143 60 3
g"fﬁ 2D+RV og NS 342400 69£2NS  25:2NS B0 3
Met 25 + NS . NS NS
Mem 132,2 116 £ 9 32113 64 2 303 60 3

La transcripcion de la glutation S-transferasa 4 aumenta por Gal y Met de forma sinérgica

Se ensayaron los niveles de transcripcidn dela glutation S-transferasa 4 (gst-4)en poblaciones de C.
elegans sincronizadas por edad, tras el tratamiento farmacol6gico. Como se esperaba de la bibliografia’#, los animales
tratados con Met mostraron una mayor cantidad significativa de los niveles de ftranscripcién de gst-
4 (+26 %, pavova <0,0001, Figura 6) en comparacién con los controles no tratados. El tratamiento con Gnicamente
100 uM de Gal no indujo un aumento significativo en la transcripcion de gst-4 (+9 %, panova = 0,37). Sin embargo, la
combinaciéon de Met 25 mM y Gal 100 uM indujo la activacion mas fuerte de la transcripcion de gst-4. La sefial
fluorescente aument6 un 62 % en comparacion con 100 uM de Gal (panova < 0,0001) y un 28 % en comparacion con
el tratamiento con solo 25 mM de Met (panova < 0,0001). Por lo tanto, encontramos que Gal y Met actian de forma
sinérgica para activar la transcripcion de gst-4 . Este efecto fue altamente consistente y se observo de manera robusta
en ensayos independientes adicionales, tanto en presencia como en ausencia de estrés oxidativo (datos no
mostrados). La activacién de gst-4 es indicativa de una proteccién mejorada contra el estrés oxidativo y xenobiéticos
(desintoxicacién), asi como la activacion de los factores de transcripcion de la prolongevidad Nrf2/SKN-1 y/o
PLZF/EOR-1. Como se ha indicado anteriormente, la regulacion positiva de enzimas GST esta vinculada a la
longevidad en multiples especies (incluyendo seres humanos) y es una caracteristica comun de los C.
elegans longevos. Por lo tanto, la activacion sinérgica de gst-4 esta en linea con nuestras observaciones anteriores
de un efecto sinérgico entre Gal y Met sobre la longevidad. Por lo tanto, como la activacién gst-4 protege contra el
estrés oxidativo, investigando el efecto de la combinacion de Gal y Met sobre la resistencia al calor y el estrés oxidativo
utilizando el método de puntuacién automatizada de supervivencia libre de etiquetas (FLASS), un método para
automatizar los ensayos de supervivencia que utilizan la fluorescencia asociada a la muerte para determinar la
mediana del tiempo de muerte, como se ha descrito anteriormente 1.

La morfologia muscular de C. elegans se mejora mediante una combinacion de Gal y Met

Los C. elegans tratados con una combinacién de Gal y Met muestran mejoras cuantitativas y cualitativas en la
morfologia muscular en la edad adulta tardia, en comparacion con los animales de la afeccién de controles no tratados
(Figura 7A-B). En comparacion con el control no tratado, C. elegans tratado con la combinacion de Met 25 mM y Gal
100 uM tienen una relacidon de aspecto sarcomero significativamente mayor (+7,7 %, p= 0,045, Figura 7A).
Esencialmente, la dimensién general de su sarcdmero (es decir, la relacién de aspecto) se asemeja a la de personas
mas jovenes. El tratamiento con Gnicamente 25 mM de Met o con Gnicamente 100 uM de Gal no indujo aumentos
significativos en la relacién de aspecto (Figura 7A).

La otra métrica muscular morfoloégica que se cuantifico fue la suavidad del contorno de los miofilamentos. En
comparacion con la afeccién de controles no tratados, observamos un aumento del 55 % en la suavidad del contorno
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de miofilamentos para animales tratados con una combinacion de Met 25 mM y Gal 100 yM (Figura 7B). Sin embargo,
solo se observd una tendencia (p = 0,076), probablemente debido a una mayor variacion bioloégica de este parametro.
No obstante, en imagenes microscopicas representativas, se observo que los miofilamentos dentro de los sarcomeros
de animales tratados con la combinacién de Gal y Met tienen una forma y orientacién mas regulares que las de los
animales no tratados. Mas especificamente, los miofilamentos de animales tratados con la combinacion de Gal y Met
tienden a organizarse en paralelo simétrico, en contraste con los animales no tratados cuyos miofilamentos tienden a
tener una forma y orientacidn algo mas irregulares. Esto sugiere una funcién muscular mejorada en animales tratados
con una combinacion de Gal y Met, que concuerda con nuestra observacion previa de la tasa de locomociéon mejorada
en estos animales (véase mas arriba).

Ejemplo 2: Modelo de ratén
Introduccion

Basandonos en la evidencia de que los componentes metformina y galantamina se dirigen a vias conocidas implicadas
en el envejecimiento y la fragilidad, investigamos los efectos de esta combinacion sobre la sarcopenia y la fuerza
muscular en el modelo de raton con atrofia dptica 1 (OPA1) en misculos especificos, asi como sobre el cambio general
en los parametros de envejecimiento. Este modelo de ratén transgénico recapitula eficazmente aspectos
fisiopatolégicos clave de la pérdida y resistencia muscular relacionada con la sarcopenia y muestra un envejecimiento
precoz (p. &j., cabello blanco, cifosis)'®. La delecion de OPA1 especificamente en los masculos esqueléticos da como
resultado la disfuncién mitocondrial, el aumento del estrés oxidativo y la inflamacion.

Material y métodos
Modelo de raton OPA1

La generacion y caracterizacion de los ratones tratados con Opa?”’- se describe en detalle en otra parte’®'’, La
delecidon especifica de OPA1 para masculos especificos se obtuvo cruzando la linea del OPA1" con ratones que
portan Cre-ER accionado por el promotor de la actina esquelética humana (HSA). La recombinacion de CreLoxP
inducida por tamoxifeno se activo mediante administracion oral de comida que contiene tamoxifeno (Tam400/Cre ER
Harlan) que se proporcion6 a voluntad durante 5 semanas. Los animales con ingesta de alimentos recibieron, a titulo
indicativo, 1 mg de tamoxifeno al dia. Los experimentos se realizaron en ratones hembra y macho.

Dietas

Los ratones inactivos tratados con OPA1 en musculos especificos se mantuvieron con pienso casero (Certificado de
Dieta Estandar de Mucedola S.R.L.) o un pienso casero complementado con metformina y galantamina. La
combinacion se formulé para proporcionar dosis diarias de 2,5 mg de galantamina y 410 mg de metformina por kg de
peso corporal. Las dietas del estudio se compraron a Mucedola S.R.L.

Pruebas preclinicas de la composicion del cuerpo y la energia

Los cambios en la composicién corporal ocurren a lo largo de la duracién de la vida humana. En general, la vejez
temprana se asocia a un aumento progresivo de la masa grasa y a una disminucién de la masa corporal magra y de
la densidad mineral ésea, mientras que en pasos posteriores de la vida, los seres humanos empiezan a perder peso,
en particular las reservas de grasa.

Peso corporal y composicion corporal

El peso corporal se controlé semanal o quincenalmente. Las mediciones de masa magra y grasa en ratones vivos se
evaluaron mediante EchoMRI-100 (EchoMRI, Houston TX, EE. UU.).

Evaluacién metabolica

La tasa metabdlica de ratdon se evalué mediante calorimetria indirecta mediante el uso del sistema de jaulas
metabolicas FenoMaster (TSE, Berlin, Alemania), que proporciond mediciones directas de consumo de oxigeno (VO2)
y produccién de diéxido de carbono (VCO2). Basandose en estos parametros, se calculd el gasto de energia’®.
Ademas, se monitorizé el consumo de alimentos.

Pruebas preclinicas de la funcién y el rendimiento neuromusculares

La funcién y el rendimiento neuromusculares son resultados clinicos clave en la evaluacion de la salud general de las

personas mayores, ya que estan muy relacionados con acontecimientos adversos para la salud como caidas,
depresion, discapacidad y muerte.
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Rendimiento fisico

El deterioro funcional de las personas mayores, a menudo asociado a un declive de las capacidades motoras y
cognitivas y a una morbilidad sustancial, se considera un factor determinante de la salud en la tercera edad. En ratones,
se ha desarrollado una bateria de pruebas para evaluar los resultados conductuales en ratones que envejecen. Cinta
de correr. El protocolo de entrenamiento concéntrico consisti6 en correr en una cinta ergométrica (Biological
Instruments, LE 8710 Panlab Technology 2B) hasta el agotamiento, con un descenso constante de 5° a 13 cm/s. Se
registro el tiempo dedicado a correr total de cada ratén.

Fuerza de aqgarre. La fuerza de agarre se realizd permitiendo que los ratones agarren una rejilla y posteriormente
tirando de los ratones de la cola y registraran el tiempo hasta la liberacién.

Las mediciones de fuerza in vivo se realizaron en animales vivos utilizando un sistema de palanca muscular 3058
(Aurora Scientific, ON, Canada) como se ha descrito previamente'®. Brevemente, el protocolo de fuerza/frecuencia
consistié en una serie de estimulaciones a frecuencias crecientes (pulso Unico, 20 Hz, 40 Hz, 55 Hz, 75 Hz, 100 Hz y
150 Hz). Cada estimulacion se realiza >30 segundos después del Ultimo, el voltaje aplicado variade 4 a6 V, la duracion
de cada tren se establece en 200 ms mientras que la duracion de cada pulso individual se establece en 200.

Cosecha de tejido muscular, higado y tejido adiposo blanco

67 dias después de la induccion, se sacrificaron ratones y se recogieron los musculos (gastrocnemio, tibial anterior,
séleo) utilizando métodos de diseccidn estandarizados. Los tejidos musculares se limpiaron del exceso de grasa y
tejido conjuntivo, se pesaron en una balanza analitica y se recogieron para su posterior analisis. Se conservo el tejido
muscular para histologia y ARN. Se recogié tejido de higado y se conservé para histologia. Se recogié tejido adiposo
blanco y se pesd en una balanza analitica.

Expresion génica

El ARN total se aisl6 de los musculos mediante el uso de TRIzol (Invitrogen). Se generd ADN complementario mediante
el uso de la transcriptasa inversa SuperScript Ill (Invitrogen). La expresion génica se determiné mediante qPCR como
se describe’®. La PCR cuantitativa se realizé con los siguientes cebadores: ILBFw: TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC;
IL6Rv: TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC GAPDHFw: CACCATCTTCCAGGAGCGAG; GAPDHRv:
CCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC.

Histologia e inmunofluorescencia

Las criosecciones de los musculos gastrocnemios y del higado se tifieron con succinato deshidrogenasa (SDH) y con
tinte de aceite rojo O, respectivamente. El nimero total de miofibras del mdsculo gastrocnemio se calculd a partir de
la seccion transversal completa del miembro posterior basandose en la imagen de mosaico ensamblada (aumento de
20X). Para la inmunotincion se utilizé el anticuerpo para NCAM (dilucién 1:200 en tamp6n de bloqueo, Millipore, St.
Louis, MO). La WGA conjugada con Cy3 se utilizé para identificar el sarcolema. Las imagenes se capturaron utilizando
una camara digital de dispositivos de carga acoplada Leica DFC300-FX y el software Leica DC Viewer.

Métodos estadisticos y definicién de sinergia

Todos los datos se presentan como media £ SEM. Las comparaciones entre 2 grupos se realizaron mediante pruebas
t de Student de 2 colas. Para los analisis estadisticos de las diferencias entre grupos, se realizd un ANOVA
unidireccional con la correccion adecuada para comparaciones multiples (pruebas de comparacién mdltiple de Tukey,
software GraphPad Prism). Se utiliz6 un ANOVA de medidas repetidas para evaluar los cambios temporales
significativos entre dos (0 mas) grupos. Los valores de P por debajo de 0,05 se consideraron significativos.

Resultados

Los musculos especificos de ratones tratados con Opa? - en combinacion con metformina y galantamina mantuvieron
la masa grasa, su metabolismo se restaurd y previnieron la esteatosis hepatica

El tratamiento con combinacion de metformina y galantamina no tuvo efecto sobre el peso corporal (Figura 8A) y la
masa magra (Figura 8B) en ratones hembra tratados con Opa?”-. Sin embargo, la masa grasa se mantuvo en los
ratones hembra tratados con Opa?-- de edad avanzada (Figura 8C), que se ha asociado con una mayor supervivencia
en los estudios sobre roedores y humanos?®?'22, En paralelo, los ratones macho tratados con Opa?” evitaron
parcialmente la pérdida de tejido adiposo blanco (Figura 8D). Aunque los ratones hembra tratados con Opa?~- tuvieron
una masa grasa aumentada en comparacion con los tratados con Opa7', este grupo consumid la misma cantidad de
calorias (Figura 8E). A continuacion, se explord la relacién entre la masa corporal y la tasa metabdlica mediante la
evaluacidn del metabolismo in vivo mediante el sistema de jaulas metabdlicas PhenoMaster. La calorimetria indirecta
revelé que la combinaciéon de galantamina y metformina normalizada tanto al consumo de oxigeno como a la
produccién de didxido de carbono, especialmente durante la fase ligera, en los ratones hembra tratados con Opa? -
I~ para controlar ratones (Figura 8F-G). En paralelo, los ratones hembra tratados con Opa7-- tuvieron un mayor gasto
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de energia en comparacion con los ratones no tratados con Opa1”-, a pesar de la mayor masa grasa (Figura 8H). Por
lo tanto, la masa grasa aumentada observada en los ratones tratados con Opa7”- no puede explicarse por la ingesta
de alimentos o el gasto de energia. Estos datos sugieren que el tratamiento combinado con galantamina y metformina
corrige el fenotipo de ayuno extremo observado en ratones no tratados con Opa? *-. A continuacion, para evaluar la
esteatosis hepatica en estos ratones, realizamos una tincion con aceite rojo O. Los ratones hembra tratados con Opaf-
- mostraron esteatosis hepatica, que se previno por completo en los ratones tratados con Opa?7--. Los niveles de
expresién muscular de IL6 en ratones hembras tratados con Opa? - se normalizaron a los niveles de control, indicativo
de una disminucion de la inflamacién (Figura 8l).

La combinacion de metformina y galantamina mejoré el rendimiento fisico en masculos especificos de ratones tratados
con Opat -~

A continuacion, se determiné si el rendimiento fisico, un marcador importante de la duracion de la salud, se conservo
en los ratones tratados con Opa7--. Para determinar la salud fisica de estos animales, se incluy6 una cinta de correry
mediciones de la fuerza de agarre y de fuerza. Los ratones hembra tratados con Opa?-- corrieron tres veces mas que
los ratones no tratados con Opa?”- (Figura 9A). Ademas, se observo un efecto significativo con el tratamiento
combinado en la fuerza de agarre (Figura 9B). El tratamiento mostré un aumento en la fuerza absoluta (Figura 9C) y
en la fuerza especifica maxima (Figura 9E), generada durante la contraccion tetanica, en ratones hembra tratados
con Opatl’- , pero este efecto no fue significativo. La falta de significancia en las hembras es probablemente un
resultado de un namero insuficiente y de la mayor variabilidad biolégica. Sin embargo, en ratones macho tratados
con Opa7-, se observé un aumento significativo de la fuerza absoluta y la fuerza especifica maxima en comparacién
con los ratones no tratados con Opa?”- (Figura 9D-F), que indican una debilidad muscular reducida en los ratones
tratados con Opa7”-. En general, estas pruebas indican que la combinacién de galantamina y metformina mejoré la
idoneidad general de los ratones tratados con Opa?--, que se asocian a menores tasas de mortalidad por todas las
causas cardiovasculares 2,

Combinacion de metformina y galantamina parcialmente conservada en la masa muscular en ratones Opal *

Los musculos de tanto los ratones no tratados como tratados con Opa? “~ son mas pequefios en comparacion con los
ratones control, tanto en hembras (Figura 10A-C) como en machos (Figura 10D-F). En hembras, el masculo tibial
anterior, una fibra glucolitica tipo Il (contraccion rapida), se conservo parcialmente en los ratones tratados con Opa?-
- (Figura 10A), mientras que en los machos el gastrocnemio y el mudsculo sé6leo se rescataron parcialmente en los
ratones tratados con Opa?-- (Figura 10E). Este es un hallazgo importante ya que la atrofia muscular asociada a la
edad es mayor en los masculos glucoliticos (tibial anterior, gastrocnemio) en comparacion con los masculos oxidativos
(por ejemplo, musculo soldado). La tincién de succinato deshidrogenasa (SDH) aumenté en los ratones hembra no
tratados con Opa7”/en comparacion con los animales de control no tratados con Opa1-, lo que indica un aumento del
metabolismo oxidativo. Sin embargo, las regiones del citoplasma de miofibra tipo lIA estan desprovistas de
mitocondrias en los ratones tratados con Opa?-- (datos histopatolégicos archivados), un patron de localizacién que se
asemeja a la enfermedad del nlcleo central, y esto se mantuvo en los ratones tratados con Opa7”-. En linea con la
tincién SDH, se observaron fibras de tipo IIA aumentadas en los animales tratados con Opa7-- en comparacion con
los controles y los ratones tratados con Opa7--(Figura 10G). A continuacion, examinamos la expresion de la molécula
de adhesién celular neural (NCAM), una molécula enriquecida en la membrana postsinaptica de la unién mioneural
(NMJ) pero en gran parte ausente en miofibras adultas. Sin embargo, después de la pérdida de inervacién, NCAM se
vuelve a expresar a lo largo de toda la fibra muscular. Es importante destacar que la pérdida de inervacion de miofibras,
que se produce durante el envejecimiento normal y que coincide con una aceleracion de atrofia muscular, se previno
parcialmente en los ratones hembra tratados con Opa?”-, como se muestra por las fibras positivas NCAM reducidas
(Figura 10H). Ademas, la salud 6sea también se evaluara en estos ratones. Varios parametros (por ejemplo, el
volumen éseo trabecular, la conectividad trabecular y la densidad mineral dsea trabecular y el grosor cortical) se
evaluaran con micro-TC. Los ratones tratados con Opa? “- se trataran adicionalmente con los componentes
individuales galantamina y metformina individualmente y se realizara el mismo analisis que se describi6 anteriormente.

Combinacién de metformina y galantamina en trayectorias de salud fisioldgicas, metabdlicas y funcionales
longitudinalmente

El efecto del farmaco combinado (metformina mas galantamina) en trayectorias de salud fisioldgicas, metabdlicas y
funcionales se medira en dos cepas de ratones y ambos sexos durante toda la duracién de su vida, denominado
estudio de envejecimiento longitudinal en ratones-2 (SLAM-2). El conjunto de este estudio se basa en el estudio SLAM-
1 en el National Institute on Envejecimiento (NIH, EE. UU.), que probd el mismo envejecimiento y fenotipos
relacionados con la edad pero sin una intervencion. SLAM-2 sera un estudio muy extenso, comenzando las mediciones
en ratones a una edad de 12 meses. A lo largo de la vida se realizaran diversas pruebas en distintos momentos finales,
centrandose principalmente en cuatro fenotipos clave del envejecimiento: metabdlico (p. ej., diabetes, NAFLD,
sindrome metabdlico), neuromuscular (por ejemplo, sarcopenia, osteoporosis, estabilidad NMJ), cardiovascular (p. ej.,
insuficiencia cardiaca) y cognitivo (p. €j., Alzheimer), que tienen gran relevancia para la salud humana, ya que estos
ambitos son la principal causa de discapacidad, mortalidad y morbilidad. Los resultados de SLAM-2 revelaran cémo
cambian las trayectorias de parametros bioldgicos vy fisiolégicos con la intervencion de un compuesto que se sabe que
tiene efectos positivos en el envejecimiento sano, en comparacion con los resultados iniciales de SLAM-1.
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Ademas, en un estudio separado, se examinara la eficacia sobre la extensién de la salud y la esperanza de vida de
ambos compuestos individuales, asi como el farmaco de combinacion. Una bateria de pruebas similares a las descritas
en SLAM-2 se realizara longitudinalmente a intervalos regulares, semanalmente y mensualmente, a lo largo de la
duracion de la vida de los animales.

Combinacién de metformina y galantamina para promover la resistencia mejorada

En paralelo con los estudios sin estrés, los efectos de la combinacion de metformina y galantamina se examinaran en
el contexto de los modelos estresados (resiliencia). Tres de las dolencias clinicas mas comunes asociadas con el
envejecimiento humano son la diabetes tipo Il relacionada con la obesidad (inducida por la sobrenutricién), la
sarcopenia (descanso en cama a largo plazo) y la inestabilidad de la unién mioneural (traumatismo, cirugia). Tres
modelos de ratdn bien establecidos y eficientes en el tiempo que pueden utilizarse para examinar estas complicaciones
+ /-combinaciéon de tanto metformina como galantamina son (l) ratones alimentados con dieta rica en grasas
(HFD), (ll) suspensiéon de patas traseras, y (lll) aplastamiento o corte del nervio ciatico, respectivamente. En el
contexto de estos modelos, se realizard un panel de pruebas estandarizadas a corto plazo en ratones jévenes y de
mediana edad para determinar la eficacia de la combinacion de metformina y galantamina en la promocién de la mejora
de la resistencia.

Ejemplo 3; Estudio en humanos
A. Estudio de prueba de concepto en pacientes con obesidad sarcopénica

Este estudio de prueba de concepto exploratorio se realizara para evaluar en qué medida la combinaciéon de
metformina y galantamina tiene un impacto favorable en los parametros sarcopénicos de la masa muscular y la fuerza
muscular en pacientes con obesidad sarcopénica. También pretende evaluar el efecto de diferentes dosis de
metformina y galantamina en los parametros a evaluar, incluyendo biomarcadores del envejecimiento. Este estudio es
un estudio de prueba de concepto de concepto aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo de 24 semanas, que
consiste en 3 periodos consecutivos de tratamiento de 8 semanas con 3 niveles de dosis crecientes.

La metformina se proporcionara como formulacién de liberaciéon inmediata, liberacién sostenida, liberacion retardada
o liberacion controlada, lo que permite proporcionar dosis diarias de 250 mg (nivel de dosis 1), 500 mg (nivel de dosis
2) y 1000 mg (nivel de dosis 3). La galantamina se proporcionara como formulaciéon de liberaciéon inmediata o de
liberacion sostenida, lo que permite proporcionar dosis diarias de 3 mg (nivel de dosis 1), 6 mg (nivel de dosis 2) y
12 mg (nivel de dosis 3). La combinacion de metformina y galantamina se proporcionara como una combinacion fija,
por ejemplo de 250 mg de metformina y 3 mg de galantamina (nivel de dosis 1), 500 mg de metformina y 6 mg de
galantamina (nivel de dosis 2) y 1000 mg de metformina y 12 mg de galantamina (nivel de dosis 3). Se proporcionaran
formulaciones coincidentes de placebo.

B. Estudio de prueba de concepto en pacientes sarcopénicos que sufren artroplastia total de cadera

Este estudio de prueba de concepto exploratorio esta disefiado para evaluar en qué medida la combinacion de
metformina y galantamina tiene un impacto favorable en los parametros sarcopénicos de la masa muscular y la fuerza
muscular en pacientes con sarcopenia que tienen programada una artroplastia total de (THA) de la cadera. También
se ha disefiado para evaluar si, y en qué medida, los pacientes tratados con la combinaciéon de metformina y
galantamina experimentan un mejor resultado funcional tras la THA. Este estudio es un estudio exploratorio de prueba
de concepto, aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo, de 24 semanas de duracidn, que consta de una fase
de tratamiento de 12 semanas antes de la cirugia y una fase de tratamiento de 12 semanas después de la cirugia.

La combinacion de metformina y galantamina se proporcionard como una combinacion fija de, por ejemplo, 250 mg
de metformina y 3 mg de galantamina (nivel de dosis 1), 500 mg de metformina y 6 mg de galantamina (nivel de dosis
2) y 1000 mg de metformina y 12 mg de galantamina (nivel de dosis 3). Se proporcionaran formulaciones coincidentes
de placebo. El tratamiento es parcialmente antes de la cirugia y parcialmente postoperatorio.
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REIVINDICACIONES

Una combinacion farmacéutica para usar en el tratamiento, prevencion, estabilizacion, retraso en el inicio y/o
reduccién de los sintomas de enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas en un sujeto,
comprendiendo dicha combinacién farmacéutica:

-una biguanida, y/o un N-6xido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la
misma, y

-un inhibidor de acetilcolinesterasa, y/o un N-dxido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo,

y en donde las enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas son enfermedades del sistema
neuromusculoesquelético, fragilidad y/o enfermedades inflamatorias hepaticas.

La combinaciéon farmacéutica segun la reivindicacion 1, para usar en el tratamiento, prevencion,
estabilizacién, retraso en el inicio y/o reduccion de los sintomas de enfermedades relacionadas con la edad
y/o degenerativas del sistema neuromusculoesquelético y/o fragilidad.

La combinacién farmacéutica para usar segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las
enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas del sistema neuromusculoesquelético se
seleccionan del grupo que comprende trastornos extrapiramidales y de movimiento, enfermedades de la
uniéon mioneural y masculo, atrofias sistémicas que afectan principalmente al sistema nervioso central,
distrofia muscular, distrofia muscular de Duchenne, atrofia muscular espinal y enfermedades relacionadas,
enfermedades de neuronas motoras tales como esclerosis lateral amiotrofica, movimientos involuntarios
anormales, anomalias de la marcha y movilidad, ataxia, enfermedades neuromusculoesqueléticas asociadas
mitocondriales y sarcopenia.

La combinacién farmacéutica para usar segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las
enfermedades relacionadas con la edad y/o degenerativas del sistema neuromusculoesquelético son
trastornos extrapiramidales y de movimiento, enfermedades de la unién mioneural y muisculo, atrofias
sistémicas afectan principalmente al sistema nervioso central, distrofia muscular, distrofia muscular de
Duchenne, atrofia muscular espinal y enfermedades relacionadas, enfermedades de neuronas motoras tales
como esclerosis lateral amiotrofica, movimientos involuntarios anormales, anomalias de la marcha y
movilidad, o ataxia.

La combinacion farmacéutica para usar segun la reivindicacion 1 a 4, en donde la enfermedad relacionada
con la edad y/o degenerativa del sistema neuromusculoesquelético es sarcopenia.

La combinacion farmacéutica para usar segun la reivindicacién 1 a 4, en donde las enfermedades
relacionadas con la edad y/o degenerativas del sistema neuromusculoesquelético son enfermedades
neuromusculoesqueléticas asociadas mitocondriales; en particular, enfermedades
neuromusculoesqueléticas asociadas mitocondriales seleccionadas de enfermedades del nucleo central y
enfermedades asociadas a la atrofia dptica 1 (OPA1).

Uso no terapéutico de una combinacién farmacéutica para la prevencion, estabilizacion y/o reduccion de
dolencias relacionadas con la edad y/o dolencias degenerativas, comprendiendo dicha combinacion
farmacéutica:

-una biguanida, o un N-éxido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la
misma, y

-un inhibidor de acetilcolinesterasa, o un N-6xido, un hidrato, una sal farmacéuticamente aceptable
o solvato del mismo,

en donde las dolencias relacionadas con la edad y/o las dolencias degenerativas se seleccionan del grupo
que comprende debilidad muscular, menor fuerza muscular, degeneracién neuromuscular o movilidad
reducida.

Uso no terapéutico de una combinacion farmacéutica para mejorar una medida de la esperanza de vida y/o
de la duracién de la salud, comprendiendo dicha combinacién farmacéutica:

-una biguanida, o un N-éxido, un hidrato, una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de la
misma, y

-un inhibidor de acetilcolinesterasa, un N-0xido, un hidrato, una sal farmacéuticamente aceptable o
solvato del mismo,
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en donde la medida mejorada de la esperanza de vida y/o de la duracion de la salud se selecciona del grupo
que comprende la mitigacién o estabilizaciéon de las dolencias relacionadas con la edad, la mitigacion o
estabilizacién de las dolencias degenerativas disfuncionales y degenerativas, en relaciéon con la afeccion del
sujeto antes de la administracién de la combinacién farmacéutica o en relacién con una poblacion de control,
y en donde las dolencias relacionadas con la edad y/o las dolencias degenerativas se seleccionan del grupo
que comprende debilidad muscular, menor fuerza muscular, degeneracién neuromuscular o movilidad
reducida.

La combinacion farmacéutica para usar segan cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o el uso no terapéutico
de una combinacién farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, en donde la biguanida es
metformina.

La combinacion farmacéutica para usar segan cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o el uso no terapéutico
de una combinacion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el inhibidor
de acetilcolinesterasa se selecciona del grupo que comprende galantamina, donepezilo, rivastigmina y
memantina; preferiblemente en donde el inhibidor de acetilcolinesterasa es galantamina.

La combinacion farmacéutica para usar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o el uso no
terapéutico de una combinacion farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en donde
la biguanida y el inhibidor de acetilcolinesterasa se administran en una dosis subterapéutica al sujeto.

La combinacion farmacéutica para usar segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o el uso no
terapéutico de una combinacion farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en donde
el sujeto es un sujeto humano.

La combinacion farmacéutica para usar segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o el uso no
terapéutico de una combinacion farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, en donde
la biguanida y el inhibidor de acetilcolinesterasa o su N-oxido, hidrato, sal o solvato farmacéuticamente
aceptable se formulan por separado en composiciones farmacéuticas o se formulan en una sola composicion
farmacéutica.
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