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DESCRIPCION
Biofactores para el tratamiento y la profilaxis de demencia

La invencién se refiere a un agente para el tratamiento y la profilaxis de la demencia (enfermedades), en particular, un
suplemento medicinal o nutricional y su uso, que contiene una combinacién de biofactores.

La demencia esta clasificada en la CIE-10 de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Clasificacién Estadistica
Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud, 102 Revisién (2019)) en el capitulo V
"Trastornos mentales y del comportamiento", FOO-FO3 y es un sindrome resultante de una enfermedad que por lo
general es crénica o progresiva del cerebro con alteracién de muchos de las siguientes funciones corticales superiores,
como la memoria, el pensamiento, la orientacién, la comprensién, el calculo, el aprendizaje, el lenguaje y el juicio. La
conciencia no se nubla. Las alteraciones cognitivas suelen ir acompafiadas de cambios en el control emocional, el
comportamiento social o la motivaciéon. Este sindrome se presenta en la enfermedad de Alzheimer, los trastornos
cerebrovasculares y otras afecciones que afectan principal (directamente) o secundariamente (indirectamente) al
cerebro (véase también "Demencia: una prioridad de salud puablica" (2012) (https:/www.alz.co.uk/MWWHO-dementia-
report)).

La demencia de Alzheimer (EA) es la forma méas comuln de demencia y actualmente afecta a méas del 60 % de las
personas con demencia en todo el mundo. La principal caracteristica patolégica de la EA es la formacién de placas
seniles o amiloides, compuestas por el péptido AR, y agregados neurofibrilares acompafiados de degeneracién
sinéptica y neuronal y gliosis, con microtibulos hiperfosforilados asociados a la proteina tau (MAPT). El péptido AR se
forma por las actividades de al menos dos proteasas diferentes a partir de una proteina precursora, la "proteina
precursora amiloide" (APP), que se localiza en la pared celular de las neuronas. Durante la degradacién proteolitica
del APP y a través de la modificacion posterior, se forman fragmentos de AR de diferente longitud y tipo. El depésito
de AR en forma de placas sigue considerandose al menos un factor desencadenante de los sintomas de la
enfermedad. En la demencia vascular, los trastornos circulatorios del cerebro provocan la muerte de las neuronas.
Puede ser, por ejemplo, la consecuencia de varios pequefios accidentes cerebrovasculares (por ejemplo, como
resultado de una oclusidén vascular), que también pueden ocurrir en diferentes momentos (la llamada "demencia
multiinfarto").

Hasta ahora, sélo se pueden tratar en forma sintomatica los sintomas de la demencia, como la EA, que se producen
como consecuencia de la muerte de las neuronas y determinan el grado de demencia, pero no causalmente.

No se conoce ningun farmaco aprobado hasta la fecha que pueda curar los procesos de la enfermedad en la demencia
(primaria) con una enfermedad causal del cerebro. Sin embargo, se puede retrasar el curso de la enfermedad o incluso
la aparicién de la demencia o influir positivamente en ella. Ademas de reducir el riesgo individual (por ejemplo, evitar
el sobrepeso (obesidad), la falta de ejercicio, el tabaquismo, el alcohol, el estrés negativo, etc.), los biofactores, como
las vitaminas, etc., pueden contribuir eficazmente, por lo que se debe seguir un tratamiento o profilaxis a largo plazo y
continuo. Este es el objeto de la investigacién del solicitante.

La EA es una enfermedad multifactorial en la que el papel de las comorbilidades metabélicas e inflamatorias parece
ser cada vez mas importante. En este contexto, sélo el ~2 % de los casos de EA estédn causados por mutaciones
somaticas en la proteina precursora del amiloide (APP), la presenilina 1 (Psen 1) y la presenilina 2 (Psen 2) (EA
familiar, fAD), mientras que el 98 % de los casos de EA tienen una etiologia esporédica (EA esporadica, sAD), aun
desconocida, pero compleja y multifactorial [1-3]. Los estudios de asociacidén de todo el genoma (GWAS) han vinculado
previamente los alelos de la apolipoproteina E, mas concretamente la ApoE e4, con un mayor riesgo de desarrollar
tanto deterioro cognitivo leve como EA [4, 5]. Otros factores genéticos identificados sobre la base de GWAS y
asociados a la aparicion de sAD estan representados por, por ejemplo, la apolipoproteina J (APOJ), la proteina de
ensamblaje de clatrina de unidén a fosfatidilinositol (PICALM), el receptor desencadenante expresado por células
mieloides 2 (TREM2), el grupo de diferenciacién 33 (CD33) y el receptor del complemento 1 (CR1) [4-7]
Recientemente, se ha atribuido un papel cada vez mayor a las comorbilidades metabdlicas de la EA causadas por la
malnutricién, especialmente en los paises occidentales [8, 9]. Una de las comorbilidades del sAD identificadas hasta
la fecha es la diabetes (tipo | o tipo Il), una condicién patolégica comin entre las poblaciones del mundo occidental,
con una estimacién de 176 millones de personas en todo el mundo afectadas actualmente por el tipo | (~5-10 % de
los casos), por el tipo Il (~90 % de los casos) o por otras formas de diabetes, por ejemplo, la diabetes gestacional [9,
10]. La diabetes de tipo Il, que representa la mayor parte de los casos de diabetes en el mundo, es mas frecuente en
las personas mayores y esta asociada a dietas muy energéticas y de baja calidad en el contexto de un estilo de vida
sedentario, circunstancias que son comunes entre las poblaciones de los paises occidentales industrializados. Las
dietas de estos paises suelen incluir alimentos baratos y muy procesados con un alto contenido en grasas saturadas,
colesterol y carbohidratos simples, y carecen de minerales esenciales, oligoelementos y vitaminas [11-14]; por
ejemplo, en las poblaciones occidentales, y sobre todo en las personas mayores, existen a menudo carencias crénicas,
especialmente de magnesio, zinc y vitamina B, sobre todo de tiamina, acido félico o profarmacos como la benfotiamina
y la vitamina D, con carencias que van desde las asintomaticas -detectables sélo por determinaciones de laboratorio-
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hasta estados carenciales clinicamente manifiestos con o sin sintomas especificos. Resulta sorprendente que el ~80
% de los pacientes con EA desarrollen intolerancia a la glucosa o diabetes durante el curso de la demencia [15, 16],
lo que indica una interaccién mutua [17]. Esto va acompafiado de una disfuncién mitocondrial, que puede ser
(co)causal de demencia.

Ademas, las dietas occidentales combinadas con la falta de actividad fisica suelen conducir a la obesidad [14] y, en
particular, el aumento de la acumulacién de grasa visceral provoca metaflamacion [18] (la llamada "inflamacién fria"),
lo que conduce a la liberacién de citoquinas proinflamatorias IL1% y TNF-a de los macréfagos y hepatocitos infiltrados,
lo que provoca un deterioro metabélico sistémico [18, 19]. Tanto la obesidad como la diabetes exacerban o "alimentan”
la patologia de la EA[9, 11, 20].

Dado que, en una poblacién que envejece, cada vez hay més pacientes que sufren trastornos metabélicos, como la
diabetes y la la obesidad (causada principalmente por la desnutricién sola o en combinacidn con la inactividad fisica),
que son factores de riesgo importantes para el desarrollo de la demencia, en particular, de la EA, las deficiencias o la
reduccién de la ingesta de biofactores, especialmente de magnesio, zinc y vitamina B, en particular la tiamina, el 4cido
félico, o profarmacos como la benfotiamina y la vitamina D, son particularmente riesgosos para las personas mayores.
Esto va unido a la alteracidén de los procesos metabélicos en las personas mayores (por ejemplo, atrofia muscular,
etc.). En el estado de la técnica se describen los biofactores para el tratamiento y la profilaxis de la demencia. Por
ejemplo, una deficiencia vitaminica, especialmente una deficiencia de vitamina B12, ya puede causar demencia
(secundaria) (CIE10 (2019) de la OMS, F02.8). El solicitante se centra, como ya se ha explicado, en los siguientes
compuestos o sustancias, a saber, el orotato de magnesio o de zinc, la vitamina D, en particular la vitamina D3
(colecalcalciferol) y la vitamina B, en particular, la tiamina, el acido félico, la vitamina B6 y B12 (cobalamina) y la
benfotiamina.

Los orotatos, en particular, estdn demostrando ser vehiculos prometedores de Zn y Mg, ya que pueden atravesar
facilmente la barrera hematoencefélica. Los orotatos también son ventajosos porque, por ejemplo, tanto el orotato de
magnesio como el orotato de zinc, en particular, pueden pasar/permeabilizar facilmente a través de la membrana
celular y también son absorbidos preferentemente por las mitocondrias y el nlcleo celular [21]. La estimulacién
resultante del suministro de energia, por ejemplo, la produccién de ATP en las mitocondrias, es ventajosa, ya que la
demencia, especialmente la EA, puede ser causada (en parte) por una disfuncién mitocondrial (supra).

Ademas, en el estado de la técnica se describen preparados combinados de los biofactores mencionados para el
tratamiento y la profilaxis de la demencia.

De esta manera, el documento US20150132273A1 describe el treonato de magnesio en combinacién con biofactores
para el tratamiento del deterioro cognitivo. Sin embargo, el treonato resulta ser un vehiculo ineficiente para el magnesio
o el zinc, ya que el propio treonato se degrada rdpidamente en varias vias metabélicas.

En el documento WO 2017/179644 A1 se describe el uso de sales de magnesio, pero no de orotato de magnesio, en
combinacién con biofactores para el tratamiento de la demencia. El documento WO 2017/059895 Al divulga en el
ejemplo 1 un preparado de L-5-metiltetrahidrofolato (100-800 pg de acido félico equivalente) vitamina B3 (4-40 mg),
vitamina B2 (0,4-5 mg), metilcobalamina, (0,5-10 pg), vitamina B6 (0,4-5 mg), trimetilglicina (100-2000 mg), bisglicinato
de zinc 5-50 mg) y N-acetilcisteina (100-2000 mg) para el tratamiento de la demencia.

Mischoulon et al [22] divulga el folato para el tratamiento de la demencia, incluida la demencia senil después de la
enfermedad de Alzheimer y para la profilaxis de la misma. Se describe una administracién de 15 mg al dia a los
pacientes.

El documento DE 20 2017 006840 U1 desvela suplementos dietéticos que contienen de 0,1 a 3 g de orotato de zinc
dihidrato y de 1 a 15 mg de éacido félico, en forma de comprimido efervescente, bebida o polvo para el tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer, la demencia o el sindrome de fatiga, sin embargo, no se desvela el orotato de magnesio.

El documento WO2010145644A2 desvela composiciones que contienen acido orético con una sustancia portadora,
por ejemplo &cido félico, para el tratamiento de la demencia, pero no se desvela el orotato de magnesio.

El documento US6420342B1 describe composiciones alimenticias que contienen acido félico y orotato, por ejemplo
orotato de sodio para el tratamiento de enfermedades cardiacas o cardiovasculares, asi como Alzheimer o cansancio
cronica (fatiga), pero no se desvela el orotato de magnesio.

BUCK G, "NO SOLO EL MAGNESIO, TAMBIEN EL ACIDO OROTICO AYUDA CON LOS PROBLEMAS
CARIOLOGICOS", ZFA. ZEITSCHRIFT FUER ALLGEMEIN MEDIZIN, HIPPOKRATES VERLAG, STUTTGART, vol.
68, n® 12, pagina 396, desvela que no sblo el magnesio sino también el &cido orético ayuda en problemas cardiacos
como la insuficiencia cardiaca crdnica y menciona resultados clinicos positivos con orotato de magnesio para estas
enfermedades, pero no para la demencia.

Ma Fei y col. “La suplementaciéon con é&cido félico mejora la funcién cognitiva al reducir los niveles de citoquinas
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inflamatorias periféricas en sujetos chinos de edad avanzada con deterioro cognitivo leve”, vol. 6, no. 1, 37486,
SCIENTIFIC REPORTS, Nature (2016) desvelan que la suplementacién con acido félico aumenta la funcidén cognitiva,
pero no se desvela el orotato de magnesio.

Cihé&k Alois y col. "Chapter 8 - Physiological Effects", Orotic Acid, 1.2 edicién, MTP Press Limited, pagina 36, parrafo 3
(ISBN 978-94-009-8045-7) desvelan el 4cido orético para el tratamiento de la hepatitis experimental in vivo, pero el
orotato de magnesio y el 4cido félico no se desvelan

Sobre la base de este estado de la técnica, la presente invencién tiene por objeto proporcionar combinaciones de
biofactores particularmente adecuadas y eficaces para el tratamiento y la profilaxis de la demencia, en particular, para
la terapia o la profilaxis a largo plazo.

A este fin, la solicitante ha realizado amplios estudios en modelos preclinicos de EA, que demuestran la idoneidad de
las combinaciones de biofactores para la profilaxis y el tratamiento de la demencia, en particular de la EA.

Las células de neuroblastoma inmortalizadas, es decir, las células humanas SY- SY5Y-APP695, sobreexpresan el gen
neuronal APP humano, de modo que se produce una mayor formacién de R-amiloide.

El nematodo C. Elegans (CL2006) expresa amiloide 3 humano (1-42) bajo el control de un promotor especifico de los
musculos, lo que provoca la paralisis progresiva del gusano. La duracién de la vida se reduce y el gusano muestra
depésitos caracteristicos de B-amiloide.

Las ratas con Alzheimer TgF344-AD fueron sometidas a pruebas de actividad de fosforilacién oxidativa mitocondrial a
los 6-7 y 15-16 meses en comparacién con las de tipo salvaje.

Los resultados se explican y se muestran en los ejemplos y las figuras.

Sorprendentemente, una composicién de orotato de magnesio y éacido félico en células de neuroblastoma
inmortalizadas, concretamente las células humanas SY-SY5Y-APP695, mostré una inhibicién superaditiva de la
formacién de B-amiloide (Figura 1A).

Este resultado se observa especialmente también en la capacidad de esta combinacién para normalizar la produccién
de ATP en las mitocondrias y contrarrestar la disfuncién mitocondrial causante.

Por lo tanto, la invencion se refiere a una composicién, en particular, a un medicamento o complemento alimenticio o
dieta equilibrada, que comprende o consiste en orotato de magnesio y acido félico para su uso en la profilaxis y el
tratamiento de la demencia (en adelante: composicién de acuerdo con la invencién).

Los estudios antes mencionados demuestran que, ademas del orotato de magnesio y del &cido félico, un "céctel" de
orotato de magnesio o de zinc, de vitamina D, en particular de vitamina D3 (colecalcalciferol) y de vitamina B, en
particular, de tiamina, de acido félico, de vitaminas B6 y B12 (cobalamina) y de benfotiamina, favorecen el efecto al
menos de forma aditiva.

Por lo tanto, también se incluyen otras combinaciones de acuerdo con la invencién, en las que al menos dos o tres o
cuatro o cinco o seis sustancias o todas las sustancias se seleccionan del grupo orotato de magnesio, orotato de zinc,
vitamina D3, vitamina B6, acido félico, vitamina B12 y benfotiamina.

El orotato de magnesio es una sal del 4cido orético (o 6-carboxiuracilo) con la férmula

Orotato de magnesio
y esta disponible en el mercado, por ejemplo, en Wérwag Pharma GmbH (Boéblingen, Alemania).

El orotato de zinc es una sal del acido ordtico (o 6-carboxiuracilo) con la férmula
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Orotato de zinc
y esta disponible en el mercado, por ejemplo, en Wérwag Pharma GmbH (Boéblingen, Alemania).

El acido félico (o &cido pteroil-mono-glutamico) es la vitamina B9

o los tautdmeros acido (2S)-2-[(4-[(2-amino-4-oxo-1H-pteridin-6-il)metilamino]- benzoil)amino]pentanodioico (Lactam)
o é&cido (2S)-N-(4-{[2-amino-4-hidroxipteridin-6-iljmetil)amino]benzoil)glutdmico (Lactim) y pueden estar presentes
como folatos, con 2-7 residuos de glutamilo presentes. Ademas, los folatos pueden estar hidrogenados en la pteridina,
como el 5, 6, 7, 8-tetrahidrofolato o sustituidos (por ejemplo, metil-, como el 5-metiltetrahidrofolato y otros). De acuerdo
con la invencidn, tales folatos (o equivalentes de acido félico) estan incluidos en el término acido folico. También se
incluyen de acuerdo con la invencion los tautémeros y las sales del acido félico. Se prefiere el 4cido félico producido
pro sintesis de acuerdo con la invencién.

La benfotiamina es un profarmaco lipofilico de la tiamina (vitamina B1), por lo que es una provitamina, y es
comercializada, por ejemplo, por el solicitante como milgamma protekt® para el tratamiento de neuropatias y trastornos
cardiovasculares causados por la deficiencia de vitamina B1.

En otra realizacion preferida del agente de acuerdo con la invencidn, la relacién molar entre el orotato de magnesio y
el acido félico es preferentemente 2-25:1, en particular, 20:1.

Las vitaminas B y D se refieren a las vitaminas D2 y D3 y B1 a B12 disponibles en el mercado.

Las sustancias mencionadas pueden utilizarse en sus formas fisioldgicamente activas, comprender sales, cofactores
e hidratos, o esterecisémeros, tautémeros (por ejemplo, R, S, Z, E), etc.

En el contexto de la presente invencidn, se entiende que la(s) demencia(s) incluye(n), pero sin ser limitativo, la
demencia de la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Alzheimer, la demencia de la enfermedad de Alzheimer
de inicio temprano (tipo 2), la demencia de la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio (tipo 1), la demencia de la
enfermedad de Alzheimer atipica o de inicio mixto, la demencia vascular, la demencia de la enfermedad de los cuerpos
de Lewy, estando todas ellas incluidas en la invencién. Estas formas de demencia se describen en la "Clasificacién
Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud", 102 revisiéon (2019) de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el capitulo V "Trastornos mentales y del comportamiento” en F00-03
(supra).

Todas las indicaciones mencionadas se describen, por ejemplo, en el Pschyrembel, 2672 edicién 2017, De Gruyter
(Berlin).

El agente activo que contiene la combinacién de orotato de magnesio y acido félico de acuerdo con la invencién puede
ahora utilizarse ventajosamente para el tratamiento y la profilaxis de un paciente o individuo enfermo, animal, mamifero
o preferentemente humano, concretamente para el tratamiento y la profilaxis de la demencia (enfermedades).

Los agentes pueden administrarse en cualquier cantidad y dosis.

La formulacién galénica del agente de acuerdo con la invencidn puede seleccionarse del grupo que consiste en: gotas,
jugos, jarabes, comprimidos, comprimidos recubiertos, capsulas, formulaciones de liberacién prolongada, infusiones,
pomadas, emulsiones, talcos o polvos. Por supuesto, la formulacién puede contener excipientes farmacéuticos
habituales.
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En ofra realizacién, la invencién se refiere a un medicamento que comprende un agente de acuerdo con la invencién
para su uso o aplicacién en el tratamiento y la profilaxis de la demencia (enfermedad).

Otra realizacion preferida se refiere a un complemento alimenticio que contiene el agente de acuerdo con la invencién,
en particular, en forma de composicién dietética o dieta equilibrada para el tratamiento y la profilaxis de la demencia
(enfermedades). Los alimentos o productos alimenticios adecuados de acuerdo con la invencién, incluida el agua, son
aquellos que no se definen exhaustivamente en el Reglamento (CE) n® 178/2002 de 28 de enero de 2002, como los
productos de panaderia y las bebidas y preparados alimenticios para bebés. El complemento alimenticio de acuerdo
con la invencién puede mezclarse con un portador adecuado fisiolégicamente aceptable.

Los preparados farmacéuticos de acuerdo con la invencién pueden prepararse en forma de unidades de dosificacién.
Esto significa que los preparados se presentan en forma de porciones individuales, preferentemente capsulas y
ampollas, cuyo contenido de principio activo corresponde a una fraccién o un multiplo de una dosis Unica. Las unidades
de dosificaciéon pueden contener, por ejemplo, 1, 2, 3 o0 4 dosis individuales o 1/2, 1/3 o0 1/4 de una dosis individual.
Preferentemente, una dosis individual contiene la cantidad del agente de la invencién administrada en una aplicacién,
que suele corresponder a un entero, un medio, un tercio o un cuarto de una dosis diaria. Se prefiere una dosis de tres
veces al dia, preferiblemente en forma de comprimido o gotas, en particular por la mafiana, al mediodia y por la noche,
si es necesario con las comidas.

Se entiende por excipientes no téxicos e inertes aceptables para uso farmacéutico los diluyentes sélidos, semisélidos
o liquidos, las cargas y los auxiliares de formulacién de cualquier tipo, como a) cargas y extensores, por ejemplo
almidones, lactosa, azlUcar de cafia, glucosa, manitol, dextrinas, maltodextrina y silice, diéxido de silicio altamente
disperso, b) aglutinantes, por ejemplo, carboximetilcelulosa, celulosa en polvo, celulosa microcristalina, alginatos,
gelatina, polivinilpirrolidona, ¢) humectantes, por ejemplo, glicerina, d) desintegrantes, por ejemplo, agar-agar,
carbonato de calcio y carbonato de sodio, e) retardadores de la disolucién, por ejemplo, parafina, y f) aceleradores de
la absorcién, por ejemplo, compuestos de amonio cuaternario, g) agentes reticulantes, por ejemplo alcohol cetilico,
monoestearato de glicerina, h) adsorbentes, por ejemplo caolin y bentonita e i) lubricantes, por ejemplo talco, estearato
de calcio y magnesio y polietilenglicoles sélidos o0 mezclas de las sustancias enumeradas en los apartados a) hasta i).

Los comprimidos, las tabletas recubiertas, las capsulas, las pildoras y los granulos pueden estar provistos de los
recubrimientos y las fundas habituales que contienen opcionalmente agentes opacificantes, por ejemplo, no
concluyentemente, hipromelosa, celulosa microcristalina, acido estearico, diéxido de titanio, y también pueden estar
compuestos de forma que liberen el o los principios activos sélo o preferentemente en una parte especifica del tracto
intestinal, opcionalmente de forma retardada, en la que se pueden utilizar, por ejemplo, sustancias poliméricas y ceras
como sustancias incrustantes.

Por lo tanto, la invencién también se refiere a una preparacién farmacéutica que contiene un agente de acuerdo con
la invencién junto con sustancias auxiliares y aditivos.

Ejemplos vy figuras:

Los siguientes ejemplos y figuras sirven Unicamente para explicar la invencién sin limitar la invencién a estos ejemplos.
Ejemplo 1:
Modelo celular:

Cultivo de células:

Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y utilizadas fueron transfectadas de forma estable con ADN de APP695
humano de tipo salvaje (Grewal R, Reutzel M. Dilberger B et al. (2020) Purified oleocanthal and ligstroside protect
against mitochondrial dysfunction in models of early Alzheimer's disease and brain ageing. Exp Neurol 328: 113248,
Stockburger C, Gold VAM, Pallas T et al. (2014) Un modelo celular para la fase inicial de la enfermedad de Alzheimer
esporadica. J Alzheimers Dis 42: 395-411).

Las células SH-SYSY-APP se cultivaron a 37°C bajo una atmésfera del 5 % de CO2 en un medio de cultivo (DMEM)
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal de ternera inactivado por calor, 60 pg/ml de estreptomicina, 60 unidades/ml
de penicilina, 0,3 mg/ml de higromicina, aminoacidos no esenciales del MEM y 1 mM de piruvato sédico al 1 %. Las
células se pasaron cada 3 dias y se utilizaron cuando alcanzaron el 70-80 % de confluencia.

Las células se incubaron con orotato de magnesio 200 pM, &cido félico 10 pM y su combinacién durante 24 horas. La
incubacién con DMEM sirvié de control.

Medicién de AR 1-40:

Tras 24 horas de incubacién, se recogi6 el medio en los frascos de cultivo celular y se enjuagaron las células con PBS
6
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frio. A continuacién, la suspensién se centrifugé a 220 g durante 5 minutos. A continuacidén, se descarté el
sobrenadante y se resuspendieron los granulos celulares en 1,5 ml de PBS y de inhibidor de la proteasa. A
continuacién, se centrifugé la solucién a 112 g durante 5 minutos y se elimind el sobrenadante. Se recogié el sedimento
celular y se afiadieron 600 pl de tampén de extraccidn celular (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y se
incubaron durante 30 minutos. A continuaciéon, la suspensién se centrifugé a 13.000 g durante 10 minutos. El
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se almacené a -80°C. Los sobrenadantes se descongelaron en hielo y
se pipetearon en una placa 384 (Greiner Bio-One, Kremsmunster, Austria). Se utilizd un kit HTRF de beta amiloide 1-
40 (Cisbio, Codolet, Francia) para detectar la concentracién de beta amiloide. Las muestras se utilizaron segln las
instrucciones del fabricante. A continuacién se midié la densidad 6ptica a 665 y 622 nm. A continuacién, los valores
de beta amiloide se normalizaron con respecto al contenido de proteinas.

Cuantificacién de proteinas:

El contenido de proteinas se determind utilizando el kit de ensayo de proteinas PierceTM (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.). Se siguieron las instrucciones indicadas por el fabricante. Se utilizé la albumina de suero
bovino como estandar. El protocolo se basa en una publicaciéon de Smith et al. (Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT
et al. (1985) Measurement of protein using bicinchoninic acid. Analytical Biochemistry 150: 76-85).

Nematodo (Caenorhabditis elegans) C. elegans y cepas bacterianas

La cepa N2 de tipo salvaje de C. elegans se obtuvo del Centro de Genética de Caenorhabditis elegans (Universidad
de Minnesota, MN, EE.UU.). Los nematodos se mantuvieron en placas de agar de crecimiento de nematodos (NGM)
cultivadas con E. coli OP50 a 20 °C segun los protocolos estandar (Brenner S (1974) The genetics of Caenorhabditis
elegans. Genetics 77: 71-94). Se generaron poblaciones sincrénicas para todos los experimentos utilizando un
protocolo estandar de blanqueo (Theresa Stiernagle (2006) Maintenance of C. elegans. WormBook: 1-11).

Cultivo y tratamiento:

Las larvas sincronizadas se lavaron dos veces en tampén M9, se contaron y se ajustaron a 10 larvas por 10 pL. Los
nematodos se pipetearon en placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania). La concentracién de
OP50 se ajusté a 1 en la densidad 6ptica OD600 con nematodos liquidos. Se afiadié OP50-NGM como fuente de
alimentacién normalizada, utilizando 4,4 veces el volumen de larvas con soluciéon M9. Las larvas L1 se mantuvieron a
20 °C con agitacion constante y alcanzaron la edad adulta en 3 dias. Los efectores se afiadieron tras alcanzar la edad
adulta joven 48 h antes del experimento. Los efectores fueron 100 pM de orotato de magnesio y 50 pM de acido félico
disueltos en M9. Se aplicé el tampén M9 como control.

Resistencia al estrés térmico:

Se cultivaron aproximadamente 10 nematodos por pozo en una microplaca de 96 pocillos, como se ha mencionado
anteriormente. Tras 48 horas de incubacion, se aplicaron los efectores como se ha descrito anteriormente. El tiempo
hasta la muerte de los nematodos se determind utilizando un ensayo de tolerancia térmica en microplaca como se
describe en Fitzenberger et al. (Fitzenberger E, Deusing DJ, Marx C et al. (2014) El polifenol quercetina protege al
mutante mev-1 de Caenorhabditis elegans de la reduccién de la supervivencia inducida por la glucosa bajo estrés
térmico en funcién de SIR-2.1, DAF-12 y la actividad proteasomal. Molecular nutrition & food research 58: 984-994).

Los nematodos se lavaron de los pocillos con tampdn M9 en tubitos de 15 mL, seguidos de tres lavados adicionales.
En cada pocillo de una placa de microtitulacién negra de 384 pocillos (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania), se
afladieron 6,5 pL de solucién tampén M9/Tween® 20 (1% v/v). Posteriormente, se pipeted 1 pL de tampdn M9 en cada
pocillo con un nematodo bajo un estereomicroscopio (Breukhoven Microscope Systems, Capelle aan den ljssel, Paises
Bajos) y se mezcld con 7,5 pl de SYTOXTM green (concentracién final 1 M; Life Technologies, Karlsruhe, Alemania).
Para evitar la evaporacién del agua, las placas se sellaron con una pelicula de sellado Rotilab (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania). Se indujo un choque térmico (37 °C) y se midié la fluorescencia con un lector de placas
ClarioStar (BMG, Ortenberg, Alemania) cada 30 minutos durante un periodo de 17 h. Para detectar la fluorescencia
verde del SYTOXTM, la longitud de onda de excitacion se fijé en 485 nmy la emisién se detectd a 538 nm.

Ejemplo 2:

Fosforilacién oxidativa (OxPhosC) de las mitocondrias aisladas del hipocampo de ratas transgénicas F344-AD
después del tratamiento.

Tras la decapitacién de las ratas F344-AD, se aisla el hipocampo y se homogeneiza a 4°C. A continuacidn se trata el

hipocampo con OxPhosC. Tras los pasos de centrifugacién, las mitocondrias aisladas se colocan en la cdmara de un

respirometro. Mediante la adicién sucesiva de sustratos e inhibidores de la cadena respiratoria, la influencia sobre el

consumo de oxigeno en la cdmara puede medirse en un electrodo de platino y, de este modo, los complejos

individuales pueden examinarse de forma aislada en cuanto a su actividad (preparado por Tina M. Schwarzkopf,

Konrad A. Koch, Jochen Klein, Neurodegeneracion tras isquemia cerebral transitoria en ratones envejecidos: efectos
7
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beneficiosos de la bilobalida, Brain Research, Vol. 1529, 5 de septiembre de 2013, Péginas 178-187 con més
referencias).

Leyenda Tratamiento Dosificacidn

A, E (control) Sin aditivos 0

B Orotato de magnesio 500 mg/kg

C Benfotiamina 300 mg/kg

D, F (céctel) Orotato de magnesio 500 mg/kg
Benfotiamina 300 mg/kg
Vitamina B12 1 mg/kg
Acido félico 10 mg/kg
Vitamina D3 3000 U.l./kg

Los resultados se muestran en la figura 3.

La figura 1 muestra la cantidad de péptido beta-amiloide (AR1-40) en pg/mg de proteina en SH-SY5Y-APP695 después
de 24 horas de incubacién con los agentes A.) acido félico (Fol; 10 pM) y orotato de magnesio (200 pM) y su
combinacién y B.) acido félico (Fol; 10 pM) y orotato de zinc (200 pM) y su combinacién. Se presentan los valores
medios respectivos de 6 experimentos independientes (n=6) y los errores estandar asociados (x SEM).

Las significaciones (***p < 0,001 o ****p < 0,0001) se determinaron mediante un ANOVA de una via. La linea de puntos
indica el valor medio del control (217,4 pg/mg AR).

De la figura 1A resulta un efecto sinérgico para el acido félico y el orotato de magnesio, como: A combinacién > A
orotato de magnesio + A Fol.

La figura 2 muestra la duracién de la vida de C. elegans en el ensayo de estrés térmico tras el tratamiento con orotato
de magnesio y acido félico ("Fol") y su combinacién en forma de curvas de Kaplan-Meier. Los gusanos no tratados
sirvieron de control (M9 [control]). Se muestran los valores medios respectivos y los errores estdndar asociados (+
SEM). La significacién (**p < 0,01) se calculé mediante la prueba de log-rank (Mantel-Cox).

La figura 3 muestra la capacidad (U.l. = pmol/min) de fosforilacién oxidativa (OxPhosC) de las mitocondrias aisladas
del hipocampo de ratas transgénicas F344-AD. Los cuatro tratamientos (B, C, D, F) y los dos grupos de edad (6-7
meses, 15-16 meses) se representan en las abscisas. Entre los animales de 6-7 meses, no hay diferencias
significativas en la OxPhosC debido a los tratamientos, aunque el tratamiento con el céctel (grupo D) provoca un
aumento de la OxPhosC. La OxPhosC relacionada con la edad disminuye de forma estadisticamente significativa
(comparar el grupo A con el grupo E). Este efecto de la edad puede estar estadisticamente influenciado o anulado por
el tratamiento con el céctel (comparar el grupo E con el grupo F).
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REIVINDICACIONES

Agentes que comprenden orotato de magnesio y acido félico o folatos o tautdmeros y sales de los mismos para
su uso en la profilaxis y el tratamiento de la demencia.

Agentes para uso en la profilaxis y el tratamiento de una demencia de acuerdo con la reivindicacién 1 seleccionada
entre demencia de Alzheimer o enfermedad de Alzheimer, demencia en la enfermedad de Alzheimer de inicio
temprano (tipo 2), demencia en la enfermedad de Alzheimer de aparicién tardia (tipo 1), demencia en la
enfermedad de Alzheimer con forma atipica o mixta, demencia vascular, demencia en la enfermedad de los
cuerpos de Lewy.

Agentes para uso en la profilaxis y el tratamiento de una demencia de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 0 2, en la que la relacién molar entre el orotato de magnesio y el acido félico es de 2 a 25:1, en
particular, de 20:1.

Agentes para uso en la profilaxis y el tratamiento de una demencia de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en la que la composicién comprende adicionalmente al menos una o mas sustancias
seleccionadas del grupo que consiste en orotato de zinc, benfotiamina, vitamina D y vitamina B.

Agentes para uso en la profilaxis y el tratamiento de una demencia de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en la que la composicién comprende adicionalmente al menos una o mas sustancias
seleccionadas del grupo que consiste en orotato de zinc, vitamina D3, tiamina, vitamina B6, vitamina B12 y
benfotiamina.

Agentes para el uso en la profilaxis y el tratamiento de una demencia de acuerdo con una de las reivindicaciones
anteriores, en la que la composicién es un medicamento o un complemento alimenticio o una dieta equilibrada.

Preparaciones farmacéuticas que contengan un agente para usar de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, dado el caso junto con excipientes adecuados, en particular, en forma de gotas, jugo,
jarabe, comprimidos, grageas, capsulas, formulaciones de liberacién prolongada, infusiones, unguentos,
emulsiones, talcos, polvos.

Preparaciones farmacéuticas que contienen un agente para usar de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, junto con excipientes y aditivos.
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