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COMPOSICION QUE COMPRENDE GDNF Y TGF-B; Y SU USO PARA EL TRATAMIENTO DE UNA

(57) Abstract: Pharmaceutical composition comprising the glial-derived neurotrophic

factor (GDNF) and the transforming factor beta 1 (TGF-P1) in a range of GDNF:TGF-f,
3 concentrations from 2:1 to 4:1. Moreover the present invention relates to the use of said
pharmaceutical composition for the preparation of a medicament for the treatment of a
neurological disease. Preferably the neurological disease is a neurodegenerative disease.
Said disease may present with dyskinesias or other abnormal or involuntary movements.
Preferably the disease is Parkinson's disease.

(57) Resumen: Composicién farmacéutica que comprende el factor neurotréfico derivado
de la glia (GDNF) y el factor transformante beta 1 (TGF-fl) en un rango de
concentraciones de GDNF:TGF-P: de entre 2:1 a 4:1. Asimismo la presente invencion se
refiere al uso de dicha composicién farmacéutica para la elaboracion de un medicamento
para el tratamiento una enfermedad neuroldgica. Preferiblemente la enfermedad
) neuroldgica es una enfermedad neurodegenerativa. Dicha enfermedad puede cursar con
8 [ discinesias u otros movimientos anormales o involuntarios. Preferiblemente la enfermedad
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Composiciéon que comprende GDNF y TGF-B81 y su uso para el tratamiento
de una enfermedad neurolégica

La presente invencion se enmarca dentro del campo de la neurobiologia y de la
biomedicina y se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende el
factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) y el factor transformante beta 1
(TGF-B1) en un rango de concentraciones de GDNF:TGF-B; de entre 2:1 a 4:1.
Asimismo la presente invencion se refiere al uso de dicha composicion
farmacéutica para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento una
enfermedad neurologica. Preferiblemente la enfermedad neurolégica es una
enfermedad neurodegenerativa. Dicha enfermedad puede cursar con
discinesias u otros movimientos anormales o involuntarios. Preferiblemente la
enfermedad es Parkinson.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la muerte progresiva de neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra, lo que produce disminucién de la concentracion de dopamina
estriatal, condicionando aparicion de rigidez muscular, lentitud de movimientos
y temblor, sintomas que caracterizan a la EP.

Hasta ahora, debido a que la dopamina no puede cruzar la barrera
hematoencefalica (BHE) el tratamiento mas efectivo era la administracion oral
de levodopa, precursor de dopamina, que se absorbe por el intestino delgado y
cruza la barrera hemato-encefalica penetrando en el cerebro.

Desde su introduccién en la medicina a inicios de la década de 1960, la L-3,4-
dihidroxifenilalanina o levodopa se ha convertido en uno de los farmacos mas
sorprendentes en neurologia. Y, aunque después de 50 afios, continta siendo
el principal farmaco para tratar la EP, en los dUltimos afios, diversas
investigaciones han aportado nuevos conocimientos sobre los mecanismos de
accion y fisiopatologia de las complicaciones inducidas por ella.

La levodopa absorbida es convertida a dopamina por la enzima
dopadecarboxilasa (DDC). La conversion de levodopa en dopamina es
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altamente eficiente y es la dopamina que circula en el plasma, la que produce
multiples y frecuentes efectos adversos.

Las altas dosis empleadas y el alto porcentaje de conversidén de la levodopa en
dopamina hacian que solo el 5% de la levodopa administrada alcanzara el
sistema nervioso central. Por ello, se ralentizé6 el uso clinico masivo de
levodopa hasta la introduccion de inhibidores de DDC que incrementaban en
un 25% la cantidad de levodopa que iba al Sistema Nervioso Central. Esto
marc6 el inicio de una combinaciéon terapéutica que se mantiene en la
actualidad.

La levodopa cruza la BHE por medio de transportadores de la misma clase que
permiten su ingreso desde el intestino. Una vez en la circulacién encefalica,
entra a la neurona directamente y es convertida mediante la DDC en dopamina.

El efecto de la levodopa es ejercido fundamentalmente a traves de la dopamina
producida en la neurona. La dopamina actua estimulando directamente los
receptores dopaminérgicos tipo 1 y tipo 2. La dopamina liberada al espacio
sinaptico es recaptada por la neurona dopaminérgica.

Probablemente, la levodopa ademas de convertirse en dopamina, sufre
transformacion a noradrenalina, asi como a productos trazas de aminas, los
cuales actian en receptores no dopaminérgicos. Del mismo modo la dopamina
seria capaz de estimular receptores GABA inhibitorios en la sustancia negra.

Por otro lado, recientes estudios demuestran que de los pacientes que llevan 5
afios de tratamiento con levodopa, cerca de 40% desarrollan complicaciones
motoras y aparicion de movimientos involuntarios o discinesias. Ademas,
estudios in vitro muestran muerte neuronal acelerada por la presencia de
levodopa, por lo que se esta planteando la posibilidad de que la levodopa sea
toxica.

Una alternativa a la levodopa la encontramos en el empleo de factores
neurotréficos, moléculas requeridas por las neuronas para su desarrollo,
migraciéon y mantenimiento tréfico que se expresan en distintas regiones del
sistema nervioso.
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Dentro de las potenciales familias de factores neurotréficos con capacidad
terapeutica, numerosos estudios demuestran que el factor neurotrofico
derivado de la glia (GDNF) es una potente molécula que protege a las
neuronas dopamineérgicas de la neurodegeneracion en modelos animales de
EP, cuando se inyecta por ejemplo por via intraventricular, o por medio de
células trasplantadas o virus (Lin, L.F. et al., 1993. Science 260, 1130-1132;
Tseng, J.L. et al., 1997. J. Neurosci. 17, 325-333; Gash, D.M., et al., 1998. Ann.
Neurol. (suppl.) 44, G121-S125; Wider, C., et al., 2006. Rev. Med. Suisse 2,
1158-1162).

El GDNF induce arborizacién o “sprouting” de neuronas de dopamina, de tal
modo que la inhibicion de GDNF con “antisenses’ reduce el “sprouting” tras
dafio estriatal (Batchelor, P.E., et al., 2000. Eur. J. Neurosci. 12, 3462-3468),
actiua reduciendo la degeneracion de las fibras dopaminérgicas, proceso
regulado por el sistema ubiquitina-proteosoma pues la inhibicién de este
sistema aumenta la degeneracién neuronal (McNaught, K.S., et al., 2002. J.
Neurochem. 81, 301-308), protege al proteosoma suprimiendo el estrés del
reticulo y la activacién de caspasas-3 (Li, X., et al., 2007. J. Gerontol. A. Biol.
Sci. Med. Sci. 62, 943-950.) y, finalmente, también incrementa la actividad y
expresion de la enzima tirosina-hidroxilasa o TH, que sintetiza dopamina.

Aunque el uso de GDNF como terapia neurotréfica ya se ha realizado, ha
encontrado dificultades, pues por una parte el GDNF debido a su tamario tiene
grandes dificultades en atravesar la barrera hematoencefalica, y por otra, su
empleo en animales es dificil de extrapolar a humanos por la diferencia en el
tamano cerebral.

El GDNF ha fracasado en ensayos clinicos, y su administracién
intracerebroventricular (ICV) mediante bolos (25 a 4000 pg. por dosis) o por
infusién cronica con bombas osméticas (3 a 50 ug. por dia) no ha mostrado
gran eficacia terapéutica. Ademas los efectos adversos han sido frecuentes,
como nauseas (70% de los pacientes), parestesias (50% de los pacientes), y
pérdida de peso. El empleo de trasplantes celulares con células que segregan
GDNF también se ha acompafiado de dificultades serias, como la aparicién de
discinesias, o la dificil difusién de GDNF por el parénquima cerebral.
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Recientemente se ha visto que el GDNF necesita del cofactor TGF-B, (factor de
crecimiento transformante ) para tener actividad tréfica. EIl TGF-1 ademas de
actuar como agente protector de las neuronas de dopamina in vitro (Unsicker,
K., et al., 1996. Ciba Found Symp. 196, 70-80.) potenciaria las acciones del
GDNF in vitro e in vivo (Krieglstein, K., et al., 1998. J. Neurosci. 18, 9822-9834.:
Schober, A., et al,, 2007. Neurobiol. Dis. 25, 378-391.), cooperando ambos
factores funcionalmente, de forma que el GDNF favorece la regeneracion
tréfica del tejido dafiado y el cese de la degeneracion, y el TGF-B4 disminuye el
desarrollo de Ila hipersensibilidad dopaminérgica que aparece en el
caudado/putamen de los pacientes que han desarrollado la enfermedad.

Hasta la fecha no ha sido ensayada una composiciéon de la combinaciéon de
ambos factores tréficos en modelos animales, y por tanto, no se ha podido
establecer el rango GDNF.TGF-B4 mas adecuado. Para estudiar el efecto
sinérgico de ambos factores hasta ahora sélo se ha realizado in vitro,
divulgandose un rango de GDNF:TGF-B4 5:1, de forma que se utilizaba una
concentracion de GDNF de 10 ng/ml y una concentracién de TGF-B; de 2 ng/mi
(H. Peterziel, et al., 2002, The Journal of Cell Biology, 159 (1), 157-167). Por
otra parte, el ensayo de este tipo de composicion presenta una gran dificultad a
la hora de atravesar la barrera hematoencefalica.

Por tanto, persiste el problema del tratamiento de algunas patologias con
caracter neuronal, principalmente el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una composicidon farmacéutica que
comprende el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) y el factor
transformante beta 1 (TGF-B1) en un rango de GDNF:TGF-4 de entre 2:1 a
4:1. Asimismo la presente invencion se refiere al uso de dicha composicion
farmaceutica para el tratamiento de wuna enfermedad neuroldgica.
Preferiblemente la enfermedad neurolégica es una enfermedad
neurodegenerativa. Dicha enfermedad puede cursar con discinesias u otros
movimientos anormales o involuntarios, como por ejemplo, pero sin limitarse, la
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enfermedad de Parkinson, trastorno de Gilles de la Tourette, sindrome de
Lesch-Nyhan o un desorden neurolégico causado por abstinencia a drogas o
por tratamiento con al menos un neuroléptico. Preferiblemente la enfermedad
es Parkinson. Ademés., dicha composicion se administra via
intracerebroputaminal presentandose de forma adaptada a esta via de
administracién para su aplicacion sobre el caudado dafiado y/o el putamen
danado.

Es de destacar que en la presente invencién se determina el rango GDNF: TGF-
B+ mas adecuado para favorecer la accion farmacolégica de ambos
compuestos en su administracion in vivo. Con el fin de aumentar la capacidad
terapéutica del factor GDNF, |la presente invencién proporciona un metodo para
el tratamiento de enfermedades o desérdenes neuroldgicos que cursen con
neurodegeneracién y, mas especificamente con discinesias u otros
movimientos anormales e involuntarios mediante el uso de una composicién
farmacéutica que comprende los factores combinados GDNF y TGF-4 en un
rango de GDNF:TGF-B, diferente del que se divulga en el estado de la técnica
y por tanto, que un experto en la materia no consideraria obvio.

Por tanto, la presente invencion resuelve el problema técnico que plantea el
tratamiento eficaz de algunas patologias con caracter neuronal, principalmente
el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, en combinacién con la
administracion de dicha composicion farmacéutica de forma precisa en el
caudado putamen dafado via intracerebroputaminal, preferiblemente mediante
bombas de infusién, conectadas a catéteres intracerebrales.

Asi pues, un aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién
farmacéutica que comprende los siguientes compuestos, el factor neurotréfico
derivado de la glia (GDNF) y el factor transformante betal (TGF-B4), en un
rango de concentraciones de GDNF.TGF-B1 de entre 2:1 a 4:1. Es decir, para
una misma concentracibn de TGF-By se puede emplear un rango de
concentraciones de entre 2 y 4 veces superior del factor GDNF.

El empleo de factores neurotréficos, como ya se ha comentado, es una
alternativa a la levodopa. Estos factores son moléculas requeridas por las
neuronas para su desarrollo, migracioén, y mantenimiento tréfico. Se expresan
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en diferentes regiones del sistema nervioso durante el desarrollo, y son
especificos para distintas poblaciones neuronales, lo que les hace buenos
candidatos para enfermedades neurodegenerativas.

El GDNF o factor neurotréfico derivado de la glia se aislé de lineas celulares de
glia de rata y es muy especifico de neuronas dopaminérgicas. Tras el
procesamiento intracelular, el GDNF se segrega en forma glicosilada como
proteina de 134 aminoacidos, en forma de dimero de unos 32 Kda.

Se acepta que es el factor dopaminotréfico mas potente, pues como ya se ha
comentado protege a las neuronas dopaminérgicas de la neurodegeneracion
en modelos animales de EP, cuando se inyecta, por ejemplo, por via
intraventricular, o por medio de células trasplantadas o virus. Entre las
propiedades que hacen al GDNF uno de los mas potentes factores
neurotréficos, destacan:

e induccion de arborizacion o “sprouting” de las fibras nerviosas de las
neuronas de dopamina.

e reducir la degeneracién de las fibras dopaminérgicas, de forma que se
inhibe el proceso regulado por el sistema ubiquitina-proteosoma
aumentando asi la degeneracioén neuronal.

e proteger al proteosoma suprimiendo el estrés del reticulo y la activacion
de caspasas-3.

e incrementar la actividad y expresion de la enzima tirosina-hidroxilasa o
TH, enzima encargada de la sintesis de dopamina.

Por otro lado, el TGF-1 o factor transformante beta-1 pertenece a la misma
familia que el GDNF (factores TGF-B), y también ejerce efectos sobre las
neuronas dopaminérgicas. TGF-B1 se identificé en plaquetas, y tiene una masa
molecular de 25 KDa. Se sintetiza como un precursor de 390 aminoacidos que
se procesa en un péptido maduro de 112 aminoacidos.

El TGF-B4, también protege las neuronas de dopamina in vitro, y potencia las
accciones del GDNF in vitro e in vivo. Se sabe que la accién combinada de
ambos factores es necesaria para una accién tréfica mayor de GDNF, lo que
hace la combinacién de ambos muy atractiva desde el punto de vista
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terapéutico.

TGF-By y GDNF cooperan en la sefalizacién intracelular, aumentando la
expresion del receptor GFRa1 en la membrana celular, hecho de gran
importancia para aumentar el efecto de GDNF.

Ademas, datos experimentales con modelos animales de parkinsonismo
indican que el rango 2:1 a 4.1 de GDNF.TGF-3, es apropiado, y ratios de
concentraciones por encima o debajo del mismo no son igualmente efectivas.
En ratas parkinsonianas se han empleado dosis de GDNF de 6, 8 y 10 ng/dia
durante 8 dias, combinadas con TGF-B4 a dosis de 1, 2 y 3 ng/dia durante 8
dias en bombas osméticas, en distintas combinaciones o ratios. Cuando se
combinaron entre si todas las posibles dosis se obtuvo que las dosis mas
efectivas eran las que pertenecian al rango de 2:1 a 4:1 de GDNF:TGF-B,
(datos mostrados en los ejemplos).

Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere a [a composiciéon
farmacéutica que adicionalmente comprende, al menos, un excipiente
farmacolégicamente aceptable ademas de GDNF y TGF-B4, en un rango de
concentraciones de GDNF:TGF-B de entre 2:1 a 4:1.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la
absorcion de cualquiera de las secuencias de la presente invencion, estabiliza
dicha secuencia o ayuda a la preparacién de dicha composiciéon farmacéutica
en el sentido de darle consistencia o aportar sabores que lo hagan mas
agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcién de mantener los
ingredientes unidos como por ejemplo almidones, azucares o celulosas, funcién
de endulzar, funcién de colorante, funcién de proteccion del medicamento
como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la humedad, funcién de relleno de
una pastilla, capsula o cualquier otra forma de presentacién como por ejemplo
el fosfato de calcio dibasico, funcién desintegradora para facilitar la disolucion
de los componentes y su absorcion en el intestino, sin excluir otro tipo de
excipientes no mencionados en este parrafo.

Otra realizacion preferida se refiere a la composiciéon farmacéutica, segun se
describe en parrafos anteriores, que adicionalmente comprende, al menos, un
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vehiculo farmacolégicamente aceptable. Ademas, el vehiculo debe ser
farmacéuticamente aceptable. Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se
refiere a aquellas sustancias, o combinacion de sustancias, conocidas en el
sector farmacéutico, utilizadas en la elaboracién de formas farmacéuticas de
administracién e incluye, pero sin limitarse, sélidos, liquidos, disolventes o
tensioactivos. El vehiculo puede ser una sustancia inerte o de acciéon analoga a
cualquiera de los compuestos de la presente invencién. La funcién del vehiculo
es facilitar la incorporacién de los compuestos de la invencion GDNF y TGF-B,
asi como también de otros compuestos, permitir una mejor dosificacién y
administracién o dar consistencia y forma a la composicién farmacéutica.
Cuando la forma de presentacién es liquida, el vehiculo es el diluyente.

El termino “farmacolégicamente aceptable” se refiere a que el compuesto al
que hace referencia esté permitido y evaluado de modo que no cause dafio a
los organismos a los que se administra.

El termino “farmacéuticamente aceptable” se refiere a que el compuesto al que
hace referencia permita la actividad del rango de concentraciones de GDNF:
TGF-B4 de entre 2.1y 4:1.

De aqui en adelante, para hacer referencia a cualquier composicion descrita en
parrafos anteriores se puede emplear el término “composicién de la presente
invencién” o “composicién de la invencién”.

En la presente invencién se demuestra que ambos factores neurotréficos
cooperan funcionalmente. Asi, la accién de GDNF esta mediada por un efecto
tréfico sobre las neuronas de dopamina nigroestriatales, mientras que el TGF-
B1 actia aumentando la actividad de GDNF y disminuyendo la hipersensibilidad
dopaminérgica, que es un hecho que aparece en la EP avanzada, y que se ha
asociado a la aparicién de discinesias tras levodopa.

A lo largo de la presente invencién, se demuestra que la composiciéon de la
invencion origina dos hechos novedosos e inesperados:

e el efecto tréfico de GDNF es mayor, debido a un bloqueo de la
desensibilizacion de su receptor GFRa1 en el que participa el TGF-B. vy,
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9
e no se desarrolla hipersensibilidad dopaminérgica.

Ello puede tener repercusiones muy favorables para el tratamiento de
enfermedades o desordenes neuronales, preferentemente neurodegenerativos,
que cursen con discinesias u otros movimientos anormales e involuntarios,
como se puede ver en los ejemplos, donde el tratamiento de estos factores
combinados en ratas parkinsonianas producia una reduccion de la
sintomatologia motora en las ratas. Ademas, con el tratamiento prolongado
tampoco se observaba el desarrollo de discinesias invalidantes y secundarias a
la hipersensibilidad dopaminérgica como ocurre con el uso de levodopa.

Por ello, otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de la
composicién de la invencion para la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad neurolégica. El término
“enfermedad neurolégica” hace referencia a aquellas enfermedades en las que
se produce una lesidén o una disfuncién del sistema nervioso, ya sea central o
* periférico. Son trastornos del cerebro, la médula espinal y los nervios de todo el
cuerpo. En conjunto, esos 6rganos controlan todas las funciones del cuerpo y
cuando algo funciona mal en alguna parte del sistema nervioso, es posible que
tenga dificultad para moverse, hablar, tragar, respirar o aprender. También
pueden aparecer problemas relacionados con [a memoria, los sentidos o el
estado de animo.

Una realizacién preferida de la presente invencion se refiere al uso de la
composicién farmacéutica de la invencién para la elaboracion de un
medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad neuroldgica,
donde dicha enfermedad neurolégica es una enfermedad neurodegenerativa.
El término “enfermedad neurodegenerativa” hace referencia a aquellas
enfermedades causadas por un aumento en los procesos de muerte celular,
reduciendo el nimero de neuronas, genera cambios en la conducta causando
el empeoramiento de muchas de las actividades corporales, incluyendo el
equilibrio, el movimiento, el habla, la respiracién y la funcién cardiaca. Muchas
de estas enfermedades son genéticas, lo que significa que son hereditarias o
gue existe una mutaciéon genética. Algunos cuadros clinicos, como lo es el
alcoholismo, un tumor o un derrame, pueden causar otros tipos. Existen
todavia otros tipos que pueden ser causados por toxinas, sustancias quimicas
O Virus.
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Segun una realizacion mas preferida, la enfermedad neurolégica cursa con
discinesias u otros movimientos anormales o involuntarios. Segun otra
realizacidbn mas preferida de la presente invencién, la enfermedad neuroldgica
es Parkinson, trastorno de Gilles de la Tourette, sindrome de Lesch-Nyhan o un
desorden neurolbgico causado por abstinencia a drogas o por tratamiento con
al menos un neuroléptico.

Todas estas enfermedades o desérdenes neuroldgicos han sido seleccionados
debido a que en todas ellas se desarrollan discinesias e hipersensibilidad
dopaminérgica

En una realizacién aln mas preferida, la enfermedad neurolégica es Parkinson.

Tal como se ha comentado anteriormente, el GDNF es una macromolécula que
no atraviesa la barrera hematoencefalica, por lo que con el fin de facilitar a
estas macromoléculas el transporte a través de la barrera hematoencefalica,
una realizaciéon mas preferida del uso de la composicion farmacéutica de la
presente invencion se refiere al uso donde el medicamento de la presente
invencion se presenta en una forma adaptada a la administracion
intracerebroputaminal. El término “forma adaptada” hace referencia al modo de
adecuar el medicamento de la presente invencion para que pueda ser
administrado via intracerebroputaminal.

La administracidbn por via intracerebroputaminal de la composicién de la
invencién, puede efectuarse a través de varios métodos como, por ejemplo,
pero sin limitarse a microcapsulas de liberacién lenta implantadas en el
caudado/putamen, virus infundidos que liberen ambos factores o infusiones
intraputaminales continuas con bombas de infusidbn conectadas a catéteres
intracerebrales. La infusién continua permite el transporte de la composiciéon de
la invencién de forma controlada y directamente al caudado dafiado y/o
putamen dafiado, consiguiendo asi un mayor efecto tréfico en esta zona, junto
a una reduccién del desarrollo de hipersensibilidad dopaminérgica en el
caudado/putamen. E! primer efecto estaria mediado por GDNF y el segundo
por TGF-B.

Otra realizacion preferida de la invencién se refiere a la composicién
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farmacéutica de la invencion, donde el medicamento tiene una cantidad de
GDNF capaz de aicanzar una concentracion diaria en tejido cerebral de entre 5
y 50 pg/dia.

Es conocido que el rango de concentraciones de GDNF de entre 5 y 50 ug/dia
es el mas adecuado en humanos (Nutt JG. et al. 2003 Neurology. Jan 14;
60(1):69-73). Ademas también pueden emplearse los rangos de 8 a 50 pg/dia,
15 a 50 pg/dia, 17 a 45 ug/dia, 21 a 40 pg/dia, 25 a 37 pg/dia, 27 a 31 ug/dia o
el rango de GDNF que va desde 8 a 12 pg/dia.

Por otro lado, debido a que tal y como se demuestra en la invencion, la dosis
de TGF-B1 debe ser de 2 a 4 veces inferior a la de GDNF de forma que ambas
concentraciones se mantengan en el rango de 2:1 a 4:1 de GDNF:TGF-f34, el
medicamento tiene una cantidad de TGF-B; capaz de alcanzar una
concentracién diaria en tejido cerebral de entre 1 a 25 pg/dia, ademas también
pueden emplearse los rangos que van de 1 a 20 yg/dia, de 1 a 15 pg/dia, 1 a
10 pg/dia o el rango de TGF-B4 que va desde 1 a 3 pg/dia.

Otro aspecto de la invencion se refiere al kit que comprende la composicion de
la invencion.

En una realizacién preferida del aspecto anterior, ademas el kit comprende
bombas de infusién y catéteres intracerebrales.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcién y
en parte de la practica de la invencion. Las siguientes figuras y ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Rotaciones inducidas por anfetamina/apomorfina.
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Las Figuras 1A y B, muestran el numero de rotaciones por hora que realiza el
animal cuando se le inyecta anfetamina y no reciben ningun tratamiento, y
posteriormente, al segundo mes, cuando se les implantan las minibombas con
vehiculo control, GDNF solo, GDNF + TGF-B; combinados, o con TGF-8 solo.
La figura 1A incluye los datos con la ratio 4:1 de GDNF: TGF-4, con dosis de 8
ng/dia de GDNF (x 8 dias) y de 2 ng/dia de TGF-B4 (x 8 dias). La figura 1B
incluye los datos con la ratio 2:1 de GDNF: TGF-B4, con dosis de 6 ng/dia de
GDNF (x 8 dias) y de 3 ng/dia de TGF-B1 (x 8 dias) (Medias + EEM, * p<0.05,
** p<0.01 vs. 2 meses después de inducir parkinsonismo en la rata, test de
Newman-Keuls).

La Figuras 1C y D, muestran el nUmero de rotaciones por hora que realiza el
animal cuando se le inyecta apomorfina y no reciben ningin tratamiento, y
posteriormente, al segundo mes, cuando se les implantan las minibombas con
vehiculo control, GDNF solo, GDNF + TGF-f3; combinados, o con TGF-$4 solo.
La figura 1C incluye los datos con la ratio 4.1 de GDNF: TGF-B4, con dosis de 8
ng/dia de GDNF (x 8 dias) y de 2 ng/dia de TGF-B¢ (x 8 dias). La figura 1D
incluye los datos con la ratio 2:1 de GDNF: TGF-f34, con dosis de 6 ng/dia de
GDNF (x 8 dias) y de 3 ng/dia de TGF-B4 (x 8 dias) (Medias * EEM, * p<0.05,
** p<0.01 vs. 2 meses después de inducir parkinsonismo en la rata, test de
Newman-Keuls).

FIG. 2. Inmunotincion de la seiial estriatal de tirosina-hidroxilasa (TH).

La Figura 2 muestra inmunotincion de la sefal estriatal de tirosina-hidroxilasa
(TH) después de un mes tras el cese de la infusion constante (mediante bomba
osmética implantada) de vehiculo salino, GDNF+TGF-B1 o GDNF sélo, durante
8 dias en ratas con estriado lesionado.

En la Figura 2A se observa el estriado lesionado (a la derecha de la imagen)
tras infusion de salino.

En la Figura 2B se observa el estriado lesionado (a la derecha de la imagen)
tras infusion de GDNF + TGF-B1 a una ratio de 4:1 (dosis de 8 ng/dia de GDNF
y de 2 ng/dia de TGF-B+).
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La Figura 2C es una ampliacién de la Figura 2B, la zona mas tefiida es la zona
de infusion.

En la figura 2D se observa el estriado lesionado (a la derecha de la imagen)
tras infusion de GDNF+ TGF-B4 a una ratio de 2:1 (dosis de 6 ng/dia de GDNF
y de 3 ng/dia de TGF-B4).

En la Figura 2E se observa el estriado lesionado (a la derecha de la imagen),
tras infusion de GDNF sélo en esa zona (8 ng/dia por 8 dias).

Barra: 1 mm.

FIG. 3. Inmunoblotting del receptor GRFalfa1 (receptor de GDNF).

En la Figura 3 se muestran los resultados de un inmunoblotting del receptor
GRFalfa1 (receptor de GDNF) en los estriados contralateral y lesionado de
ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA, después de un mes tras el cese
de la infusién constante (mediante bomba osmética implantada) de vehiculo
salino, GDNF+TGF-B (ratio 4:1) o GDNF sélo, durante 8 dias.

Se marca con un asterisco el estriado lesionado con infusién de GDNF y con
almohadilla el estriado lesionado con infusién combinada de GDNF+TGF-f;.

EJEMPLOS

La invencion se basa en el tratamiento con infusiones intraputaminales de dosis
farmacolégicamente efectvas de GDNF y TGF-B; combinados a ratas
parkinsonianas. Las infusiones se realizaron con bombas de infusién conectadas a
catéteres intracerebrales, con el fin de mantener una inyeccién con flujo constante
de estos factores tréficos. En humanos, la dosis recomendada de GDNF es 5-50
pg/dia y la de TGF-B4 es de 1-10 pg/dia, manteniendo siempre una mayor
concentracion de GDNF en el rango de ratios de 2:1 a 4:1. Datos experimentales
con modelos animales de parkinsonismo indicaron que este rango de ratios es
apropiado, y ratios de concentraciones por encima o debajo del mismo no son
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igualmente efectivas. Esta ratio de combinaciones es también novedosa, pues
hasta la fecha s6lo combinaciones 5:1 en cultivo celular se habian ensayado.

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por
los inventores que describen cémo el tratamiento con infusiones
intraputaminales de dosis farmacolégicamente efectivas de GDNF y TGF-B,
combinados y su correspondiente vehiculo en solucién dio lugar a una mejor
recuperacion de la sintomatologia motora de ratas a las que se les habia
inducido la enfermedad de Parkinson que si las ratas se trataban mediante los
factores GDNF o TGF-B4 por separado, demostrando los efectos aumentados
por la cooperaciéon entre ambos factores. Por otro lado, también se comprobé
que el efecto tréfico mediado por GDNF se ve incrementado por TGF-31 porque
éste bloquea la desensibilizacion o regulacién a la baja de los receptores
GFRa1 de GDNF e induce el freno de la degeneracion, incremento de la
regeneracion y aumento de los niveles de dopamina (aumenté la expresion de
la enzima tirosina-hidroxilasa de dopamina). El TGF-B4 indujo per se una
disminuciéon del desarrollo de la hipersensibilidad de receptores de dopamina,
que surgié como consecuencia del proceso degenerativo de la enfermedad y
origind discinesias a la levodopa.

EJEMPLO 1. Parkinsonismo inducido por 6-hidroxidopamina.

Se crearon modelos animales de ratas parkinsonianas inyectando 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), la neurotoxina mas ampliamente utilizada en el
desarrollo de modelos experimentales de EP en roedores. Cuando es administrada
por via sistémica destruye las neuronas adrenérgicas de los ganglios simpaticos
pero carece de accioén toxica a nivel del sistema nervioso central. Sin embargo, la
inyeccion intracerebral de 6-OHDA produce una destruccion selectiva de neuronas
catecolaminérgicas. Esta especificidad es debida a su alta afinidad por el sistema
de transporte de catecolaminas.

En los ultimos afios, la inyeccién estriatal de 6-OHDA esta siendo utilizada como
modelo de degeneracién neuronal debido a que produce atrofia y degeneracion
lenta y progresiva de las neuronas de la sustancia negra. Este modelo resulta muy
interesante por varias razones. En primer lugar representa un modelo de
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parkinsonismo en un estadio inicial de la enfermedad ya que la pérdida neuronal
que se obtiene oscila entre un 60-70%. Por otro lado permite, de acuerdo a la dosis
de 6-OHDA inyectada en el estriado, obtener una lesion parcial nigroestriada y por
tanto puede ser el modelo ideal a utilizar para el estudio del efecto neuroprotector
de determinadas sustancias.

Los animales con lesién unilateral de la via nigroestriada, presentaron una rotacién
ipsilateral a la lesion cuando se les administraron sustancias que aumentan la
liberacion de dopamina como anfetamina (Figura 1A, B), y mostraron una rotacion
contralateral al lado de la lesién cuando recibieron agonistas dopaminérgicos como
apomorfina (Figura 1C, D). La rotacion contralateral inducida por apomorfina u
otros agonistas dopaminérgicos, fue debida al incremento del nimero de
receptores dopaminérgicos que aparecieron en el estriado homolateral a la lesion
como consecuencia de la denervacion. Por el contrario la anfetamina, al
incrementar la liberacion de dopamina en las terminales presinapticas incrementé
la concentracion de dopamina Unicamente en estriado contralateral a la lesién,
produciéndose un desequilibrio funcional a favor del estriado contralateral.

La lesion unilateral de la sustancia negra indujo cambios en el sistema
nigroestriado que intentaron compensar el déficit de dopamina inducido por la
perdida de neuronas dopaminérgicas. Asi, se ha descrito una induccion vy
activacion de tirosina hidroxilasa (enzima limitante de la sintesis de catecolaminas)
en las neuronas dopaminérgicas todavia funcionantes (Figura 2), un aumento de la
cantidad de dopamina liberada en el estriado por las terminales dopaminérgicas
existentes y un incremento en el nimero de receptores dopaminérgicos estriatales
postsinapticos (Figura 3). Este incremento aparecié unicamente cuando la pérdida
de neuronas dopaminérgicas fue superior al 90% y tuvo lugar después de 4
semanas de haberse producido la denervacién dopaminérgica.

1.1 Medida de las rotaciones inducidas a ratas parkinsonianas.

1.1.1 Rotaciones inducidas por anfetamina.

Todas las ratas parkinsonianas sin tratamiento giraron durante los dos meses tras
la lesién con 6-OHDA. Tras implantar las minibombas con GDNF solo, GDNF +
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TGF-B1 combinados, TGF-B; solo o vehiculo salino, se redujo el giro
progresivamente, en todos los casos excepto en las control o con TGF-B; solo,
indicativo de recuperacion funcional. La combinacion GDNF: TGF-B4 (4:1 o 2:1)
tuvo mas efecto que el GDNF sélo (Figuras 1A, B).

La anfetamina se inyecté en 5 momentos determinados: una semana después de
la induccién del parkinsonismo, 1 mes después de la induccion del parkinsonismo,
2 meses después de la inducciéon del parkinsonismo, 9 dias después de la
implantacié la bomba y 1 mes después de la implantacion de la bomba.

(Medias + EEM, * p<0.05, ** p<0.01 vs 2 meses después de inducir parkinsonismo
en la rata).

1.1.2 Rotaciones inducidas por apomorfina.

Las rotaciones aumentaron en todas las ratas parkinsonianas sin tratamiento
durante dos meses tras la lesion con 6-OHDA, indicativo de desarrollo de
hipersensibilidad dopaminérgica. La implantacién de bombas con GDNF, TGF-B4 o
ambos factores combinados redujo la hipersensibilidad dopaminérgica, siendo el
efecto mayor cuando se combinaron ambos factores o cuando se anadié TGF-B,
s6lo. Todos los efectos mencionados se mantuvieron durante un mes tras el cese
de las bombas, indicando que la recuperacion funcional y la hipersensibilidad
disminuida eran efectos mantenidos (Figuras 1C, D).

La apomorfina se inyectdé en 5 momentos determinados: una semana después de
la induccion del parkinsonismo, 1 mes después de la induccién del parkinsonismo,
2 meses después de la induccion del parkinsonismo, 9 dias después de la
implantacion de la bomba y 1 mes después de la implantacién de la bomba.

(Medias £ EEM, ** p<0.01 vs 2 meses tras la induccion del parkinsonismo).

1.2 Inmunotincion de la sefal estriatal de tirosina-hidroxilasa (TH).

Se puede observar en la Figura 2 que la inmunotincion de la sefal estriatal de
tirosina-hidroxilasa (TH), enzima de sintesis de la dopamina, después de un mes
tras el cese de la infusién constante (mediante bomba osmética implantada) de
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vehiculo salino, GDNF+TGF-B1 o GDNF sélo durante 8 dias en ratas con estriado
lesionado, mostr6 que:

» el estriado lesionado presentaba ausencia de sefial oscura de inmunotincion
de TH, indicativa de degeneracién dopaminérgica (comparese con el
estriado contralateral no lesionado) cuando se infundid vehiculo salino
(Figura 2A),

e se observd una clara recuperacion de la sefial TH en el estriado cuando se
infundié GDNF + TGF-B4 durante 8 dias a ratios 4:1 (Figura 2B y C) o 2:1
(Figura 2D), con una mayor sefial de TH en la zona de infusién (Figura 2C,
imagen ampliada de la zona de infusién). Dicha sefial fue indicativa de que
se habia regenerado el tejido dopaminérgico tras la infusion de ambos
factores neurotréficos (comparese la sefial con el estriado contralateral,
normal, no lesionado),

* la infusién de GDNF indujo un aumento de la sefial de TH en el estriado
inyectado, indicativo de su efecto tréfico, pero dicha sefial fue menor en
densidad y tamarfio al de la combinacion GDNF+ TGF-B; a ambas ratios
(4:1 0 2:1) (Figura 2E).

Barra: 1 mm

1.3 Inmunoblotting del receptor GRFalfal (receptor de GDNF) en los
estriados contralateral vy lesionado.

El inmunoblotting del receptor GRFalfal (receptor de GDNF) en los estriados
contralateral y lesionado de ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA,
después de un mes tras infusién constante (mediante bomba osmética implantada)
de vehiculo control, GDNF, TGF-B4 o ambos combinados en el estriado lesionado
mostré cémo la sefal del receptor (bandas a 55KDa) disminuyd tras la infusién de
GDNF indicativo de “regulacién a la baja” por desensibilizacion del receptor
(asterisco), pero ello no ocurri6 tras combinar GDNF con TGF-B4 (almohadilla), lo
que explica a nivel molecular por qué se facilita in vivo la accion trofica del GDNF a
través de su receptor.
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Los datos experimentales permiten afirmar por tanto que ambos factores
neurotréficos cooperan funcionalmente: el GDNF favorece la regeneracion tréfica
del tejido dafiado y el cese de la degeneracion, y el TGF-B1 disminuye el desarrollo
de la hipersensibilidad dopaminérgica que aparece en el caudado/putamen en la
EP. Este ultimo efecto es novedoso e inesperado, y con importantes repercusiones
funcionales pues la hipersensibilidad dopaminérgica anémala se considera causa
de discinesias y fracasos en la accion de levodopa en los enfermos de Parkinson.

Asi, el tratamiento combinado dio lugar a una mejor recuperacion de la
sintomatologia motora en la EP y al no desarrollo de discinesias invalidantes y
secundarias a la hipersensibilidad dopaminérgica, de forma que puede ser aplicado
a cualquier enfermedad o desorden neuronal, neurodegenerativo que curse con
discinesias u otros movimientos anormales o involuntarios.



WO 2011/089288 PCT/ES2011/000008

19
REIVINDICACIONES

1. Composicién farmacéutica que comprende el factor neurotréfico derivado de
la glia (GDNF), y el factor transformante betal (TGF-B4) en un rango de
GDNF:TGF-$34 de entre 2:1 a 4:1.

2. Composiciéon farmacéutica segun la reivindicacién 1, que adicionalmente
comprende, al menos, un excipiente farmacolégicamente aceptable.

3. Composicién farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2,
que adicionalmente comprende, al menos, un vehiculo farmacolégicamente
aceptable.

4. Uso de la composicidon segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para
la elaboracion de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de al
menos una enfermedad neurolégica.

5. Uso de la composicién segun la reivindicacion 4, donde la enfermedad
neurolégica es una enfermedad neurodegenerativa.

6. Uso de la composicién segln cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5,
donde la enfermedad neurolégica es una enfermedad que cursa con
discinesias u otros movimientos anormales o involuntarios.

7. Uso de la composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6,
donde la enfermedad neurolégica es Parkinson, trastorno de Gilles de la
Tourette, sindrome de Lesch-Nyhan o un desorden neurolégico causado por
abstinencia a drogas o por tratamiento con al menos un neuroléptico.

8. Uso segun la reivindicaciéon 7, donde la enfermedad neurologica es
Parkinson.

9. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, donde dicho
medicamento se presenta en una forma adaptada a la administracion
intracerebroputaminal.

10.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, donde el medicamento
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tiene una cantidad de GDNF capaz de alcanzar una concentracion diaria en
tejido cerebral de entre 5 y 50 ug/dia.

11.Kit que comprende la composicién segun cualquiera de las reivindicaciones
1a3

12.Kit segun la reivindicacién 11 que ademas comprende bombas de infusion y
catéeteres intracerebrales.
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