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RESUMO
"METODOS PARA PREVENIR, TRATAR E DIAGNOSTICAR DISTURBIOS DA
AGREGACAO DE PROTEINAS"

Estdo divulgados métodos para prevenir, tratar, ou
diagnosticar num individuo um distlrbio no dobramento ou
agregacao de proteinas, ou na formacéao, deposicéo,
acumulacéo, ou persisténcia amiloide consistindo na
administracdo ao referido individuo de uma guantidade
farmaceuticamente eficaz de estereoisdmeros, enantidmeros

ou respetivos derivados de inositol.



DESCRICAO
"METODOS PARA PREVENIR, TRATAR E DIAGNOSTICAR DISTURBIOS DA

AGREGACAO DE PROTEINAS"

PEDIDOS DE PATENTE RELACIONADOS

Este pedido de patente reivindica a prioridade dos
Pedidos de Patente Provisérios N°s de Série 60/451,363,
60/520,958 e 60/523,534, apresentado a 27 de fevereiro de
2003, 17 de novembro de 2003 e 19 de novembro de 2003,

respetivamente.

CAMPO DA INVENCAO

A invencédo refere-se a compostos para serem utilizados
em métodos para o tratamento da Doenca de Alzheimer e
outras amiloidoses; mais particularmente, a métodos para a
inibicdo e a reducdo da formacdo de fibrilhas amiloides na
intervencdo terapéutica na doenca de Alzheimer e outras

amiloidoses.

DESCRICAO DA TECNICA RELACIONADA

A doenca de Alzheimer é caracterizada
neuropatologicamente por depdsitos amiloides, emaranhados
neurofibrilhares, e perda neuronal seletiva. O componente
principal dos depdsitos amiloides ¢é amiloide-B(AB), um
péptido de 39-43 residuos. As formas soluveis de AP geradas
a partir da clivagem da proteina precursora de amiloide sé&o
produtos normais do metabolismo. A importdncia dos residuos
1-42 (AB42) na doenca de Alzheimer foi evidenciada na
descoberta de que as mutacgcdes no coddo 717 do gene da

proteina precursora de amiloide, genes presenilina 1 e



presenilina 2 resultam num aumento da producdo de AR42 em
relacdo a APR1-40. Estes resultados, em conjunto com a
presenca de AB42 tanto em placas maduras como em amiloide
difusa encaminham para a hipdtese de que esta espécie mais
amiloidogénica pode ser o elemento critico na formacdo da
placa. Esta hipbdétese foi corroborada pelo facto de a
deposicédo de AR42 preceder a de A40 na sindrome de Down nas
mutacdes PS1 e na hemorragia cerebral hereditédria com

amiloidose.

Muitos estudos in vitro tém demonstrado que AR pode
ser neurotdxica ou pode aumentar a suscetibilidade dos
neurdénios para agressdes excitotdxicas, metabdlicas ou
oxidativas. Inicialmente pensava-se dque apenas a forma
fibrilhar de A era téxica para os neurdnios, mas a
caracterizacdo mais minuciosa das estruturas de AR
demonstrou gque os dimeros e 0s pequenos agregados de AR
também sdo neurotdxicos. Estes dados sugeriram gue a
prevencdo da oligomerizacdo de AR seria uma estratégia
provavel para impedir a neurodegeneracdo relacionada com a
DA. VArios estudos tém demonstrado gque a neurotoxicidade
induzida por AR in vitro pode ser eliminada por compostos
que podem aumentar a resisténcia neuronal, visando vias
celulares envolvidas na apoptose, blogquear vias a jusante
depois da inducdo por AR de rotas destrutivas, ou bloquear
a oligomerizacdo de AR e finalmente, a formacgdo de
fibrilhas. O local em que a AP atua para induzir
neurotoxicidade ainda tem de ser esclarecida, mas o0s seus
efeitos téxicos tém sido blogqueados por uma variedade de

agentes diferentes.

A fixacdo de fibrilhas de AR a membranas de células
neuronais e gliais pode ser um passo inicial e passivel de
intervencdo durante a progressdo da DA. A formacdo de

placas amiloides, bem como a neurotoxicidade e a inflamacédo



podem ser consequéncias diretas ou indiretas da interacéo
de A com moléculas contendo porcdes de acgucares. Estudos
anteriores demonstraram que a interacdo de Ap com
glicosaminoglicanos resulta na agregacéao de AR
possivelmente adicionando a sua insolubilidade e
persisténcia das placas. 0Os glicosaminoglicanos também tém
sido implicados na toxicidade neuronal e na ativacéo
microglial. Alternativamente, a interacéao com oS
glicolipidos tais Ccomo ganglidésidos resulta na
estabilizacdo e prevencdo da formacdo de fibrilhas AR, bem
como, o local de producédo de AB. A familia de
fosfatidilinositdis, por outro lado, resulta na aceleracédo
da formacéo de fibrilhas. O grupo principal de
fosfatidilinositol é o mio-inositol, um acucar simples de
ocorréncia natural envolvido na biossintese de lipidos, na

transducdo de sinais, e no controlo da osmolaridade.

E também digno de nota que uma variedade de outras
doencas humanas demonstram também a deposicdo de amiloide e
geralmente envolvem &rgdos sistémicos (isto &, &érgdos ou
tecidos que se encontram fora do sistema nervoso central),
com a acumulacido de amiloide levando a disfuncdo ou a falha
de oO6rgdos. Na doenca de Alzheimer e doencas amiloides
"sistémicas", ndo hé& atualmente uma cura ou um tratamento
eficaz, e o paciente morre geralmente dentro de 3 a 10 anos

apds o inicio da doenca.

A patente U.S. No. 4,847,082 divulga a utilizacdo de
dcido fitico, de um sal fitato, de um 1isdémero ou
hidrolisado do &acido fitico para o tratamento da doenca de
Alzheimer. Também divulga gque o0s isdmeros do &cido fitico
ou sal fitato compreendem as conformacdes de
hexaquisfosfato de mio-inositol, hexaquisfosfato de cilo-
inositol, hexaquisfosfato de D-quiro-inositol,

hexaquisfosfato de L-quiro-inositol, hexaquisfosfato de



neo-inositol e hexaquisfosfato de muco-inositol. O &cido

fitico é hexaquisfosfato de inositol (IPo6).

A Patente U.S. No. 5,112,814 divulga a utilizacdo de
dcido fitico e dos isdmeros respetivos para o tratamento da
doenca de Parkinson. Tal como no caso da Patente U.S. No.
4,847,082, os isdmeros de 4&cido fitico divulgados nesta
patente retém os seis grupos fosfato no actcar de inositol

de seis &tomos de carbono.

E digno de nota que em publicacdes posteriores, a
capacidade do monofosfato de inositol, 1,4-bifosfato de
inositol e 1,4,5-trifosfato de inositol para inibir a
fibrilogénese do péptido beta-amiloide foi investigada e
que se verificou ndo ser eficaz (J. Mol. Biol. 278: 183-
194, 1998).

Barak et al. divulgam a utilizacdo de inositol para o
tratamento da Doenca de Alzheimer (DA). (Prog Neuro-
psychopamacol & Biol Psychiat. 20: 729-735, 2000). No
entanto, esta referéncia nédo divulga a utilizacdo de
isémeros de inositol. Os doentes tratados com inositol néo
apresentaram quaisquer diferencas significativas em
resultados da funcédo cognitiva global (indice CAMCOG) entre
inositol e placebo (dextrose) em pacientes com DA, enquanto
duas subescalas especificas do indice CAMCOG demonstraram

melhoria significativa (orientacdo e linguagem).

Levine J. faz a revisdo do artigo de Barak et al.
acima referido e afirma especificamente que o tratamento
com inositol ndo é benéfico em DA ou no défice cognitivo
induzido por ECT (Eur Neuropsychoparm. 1997; 7, 147-155,
1997) .



Colodny L, et al. sugerem estudos adicionais quanto a
utilidade do inositol na doenca de Alzheimer, referindo-se
ao artigo acima mencionado de Barak et al. e, portanto, néo
divulgam nem sugerem tal utilizacdo para os 1isdmeros de

inositol (Altern Med Rev 3(6):432-47, 1998).

McLaurin et al. divulgaram que o mio-inositol
estabiliza uma pegquena micela de ABR42 (J. Mol. Biol.
278,183-194, 1998). Além disso, McLaurin et al. divulgam
que epi- e cilo- mas ndo quiro-inositol eram capazes de
induzir uma transicdo estrutural de forma aleatdria para
estrutura R no AR42 (J Biol Chem. Jun 16; 275 (24):18495-
502, 2000; e J Struct Biol 130: 259-270, 2000). Em
alternativa, nenhum dos estereoisdmeros foram capazes de
induzir uma transicdo estrutural no AR40. A microscopia
eletrénica demonstrou que o 1inositol estabiliza pequenos
agregados de APR42. Estas referéncias também divulgam que as
interacdes inositol-AB resultam num complexo que € néo
téxico para células PC-12 diferenciadas por fator de
crescimento do nervo e culturas neuronais humanas

primarias.

Tem sido realizado muito trabalho sobre a doenca de
Alzheimer, mas pouco ¢é convencionalmente conhecido sobre
compostos ou agentes para regimes terapéuticos para parar
ou inverter a formacéo, deposicéo, acumulacdo e/ou
persisténcia de amiloide que ocorre na doenca de Alzheimer

e outras amiloidoses.

Ha4 portanto uma necessidade desesperada de novos
compostos ou agentes para regimes terapéuticos para parar
ou inverter a formacéao, deposicéo, acumulacéao e/ou
persisténcia de amiloide que ocorre na doenca de Alzheimer

e outras amiloidoses.



SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo proporciona cilo-inositol em
associacéo com outro tratamento para utilizacéo no
tratamento ou prevencdo de uma patologia do sistema nervoso
central ou periférico ou dérgdo sistémico associado a um
distirbio do dobramento ou agregacdo de proteinas, ou
formacéao, deposicéao, acumulacéao ou persisténcia de
amiloide, em qgue esse outro tratamento é selecionado do
grupo de inibidores de beta-secretase, inibidores de gama-
secretase, inibidores de épsilon-secretase, outros
inibidores da agregacéo de folhas
beta/fibrilogénese/formacdo de ADDL, antagonistas de NMDA,
compostos anti-inflamatdérios ndo-esteroides, antioxidantes,
hormonas, nutrientes e suplementos alimentares; inibidores
de acetilcolinestérase, agonistas muscarinicos,
antipsicéticos; antidepressivos, terapia genética e/ou
abordagens a base de farmacos para regular positivamente a
neprilisina; terapia genética e/ou abordagens a base de
farmacos para regular positivamente a enzima de degradacéo
da insulina, vacinas, agentes imunoterapéuticos e
anticorpos contra AR, estatinas e outros féarmacos de
reducdo do colesterol, terapias a base de células
estaminais e outras células, inibidores de qguinases que
fosforilam a proteina TAU e inibidores de qguinases que

modulam a producdo de AR.

A patologia do sistema nervoso central ou periférico

ou 6rgdo sistémico pode ser selecionada do grupo de: doenca

de Alzheimer, formas pré-senis e senis; angiopatia
amiloide; deterioracéo cognitiva ligeira; deméncia
relacionada com a doenca de Alzheimer; taupatia; o-

sinucleinopatia; doenca de Parkinson; Esclerose Lateral
Amiotrdfica; doenca do neurdédnio motor; Paraplegia

espéstica; doenca de Huntington; ataxia espinocerebelar;



doencas neurodegenerativas associadas a agregados
intracelulares e/ou intraneuronais de proteinas com
poliglutamina, polialanina ou outras repeticdes decorrentes
de expansdes patoldgicas de elementos tri- ou tetra-
nucledbdtidos com genes correspondentes; doencas
cerebrovasculares; sindroma de Down; traumatismo craniano
com acumulacdo pobds-traumdtica de péptido beta-amiloide;
doenca relacionada com Prides; Deméncia Familiar Briténica;
Deméncia Pré-senil com Ataxia Espéastica; angiopatia
Amiloide Cerebral, tipo Briténico; Deméncia Pré-senil com
Ataxia espastica Angiopatia Amiloide Cerebral, Tipo
Dinamarqués; Encefalopatia com corpos de inclusdo de
neuroserpina, forma familiar (FENIB) ; Polineuropatia
amiloide; Miosite de Corpos de Inclusdo devido ao péptido
beta-amiloide; Amiloidose do tipo Familiar e Finlandés;
Amiloidose sistémica associada ao mieloma multiplo; Febre
Familiar do Mediterréneo; infecdes e inflamacbdes crdénicas;
e Diabetes Mellitus Tipo II associado ao polipeptideo

amiloide dos ilhéus.

A patologia do sistema nervoso central ou periférico

ou 6rgdo sistémico pode ser a sindroma de Down.

A patologia do sistema nervoso central ou periférico

ou 6rgdo sistémico pode ser a doenca de Alzheimer.

A patologia do sistema nervoso central ou periférico
ou Oérgdo sistémico pode ser a deterioracdo cognitiva

ligeira.

o) outro tratamento pode ser um inibidor de

acetilcolinestérase, tal como donepezil.

O outro tratamento pode ser um antagonista de NMDA,

tal como memantina.



A presente invencdo também proporciona uma Ccomposicao
para utilizacdo no tratamento ou prevencdo de uma patologia
do sistema nervoso central ou periférico ou 6rgdo sistémico
associada a um disturbio no dobramento ou agregacdo de
proteinas, ou formacéao, deposicéo, acumulacéao ou
persisténcia de amiloide compreendendo cilo-inositol e

outro tratamento como definido acima.

O cilo-inositol pode ser para administracdo oral.

O cilo-inositol pode estar na forma de uma comprimido

oral, liguido ou suspensdo oral.

O outro tratamento pode ser selecionado do grupo de:
inibidores de gama-secretase ou inibidores de épsilon-
secretase especificos ou ndo especificos de APP, Alzhemed,
memantina, Ibuprofeno, Celebrex, Vitamina E, estrogénios,
Gingo biloba, donepezil, AF102B, Cevimelina, EVOXAC,
AF150(S), AF247B, haloperidol, clozapina, olanzapina,
Sertralina, Citalopram Hbr, ELAN AN-1792, Lovastatina,

Sinvastatina e cloreto de litio.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1A mostra a estrutura de mio-, epi- e cilo-
inositol enquanto as Figuras 1B-1H mostram a versdo de
membéria de referéncia espacial do teste do labirinto de
dgua de Morris em ratinhos TgCRND8. O tratamento com mio-
inositol ndo alterou a funcdo cognitiva (1B). Aos 6 meses
de idade, os TgCRND8 né&do-tratados (n=10) mostram diminuicdo
cognitiva em relacdo aos controlos ndo Tg e ratinhos
tratados com epi- (1C) e cilo-inositol (1D) (n=10 por

grupo, p<0,02 ndo tratados vs. tratados). O desempenho dos



ratinhos TgCRND8 tratados com epi-inositol permaneceu
deficitdrio no que diz respeito a crias da mesma ninhada
ndo-Tg (1lE), engquanto que o desempenho dos ratinhos TgCRNDS
com cilo-inositol aproximou-se do das crias da mesma
ninhada n&o TG (1F). O comportamento das crias da mesma
ninhada ndo Tg ndo foi afetado tanto pelo tratamento epi-
(1G) como pelo cilo-inositol (1H). As barras verticais

representam S.E.M.

As Figuras 2A-21 mostram aos 6 meses de idade, a carga
da placa e astrogliose em ratinhos TgCRND8 tratados com
epi- e cilo-inositol. Os animais de controlo tém uma
elevada carga de placa e astrogliose no hipocampo (2A) e
cbébrtex cerebral (2B). Uma ampliacdo maior demonstra que a
ativacdo astrocitédria ndo estéd associado apenas a carga de
placa (2C). O tratamento com epi-inositol tem um efeito
modesto sobre a carga amiloide com uma diminuicdo da
astrogliose (2D, 2E e 2F). O tratamento com cilo-inositol
diminuiu significativamente a carga amiloide e a gliose
(2G, 2H, e 2I). Uma ampliacdo maior ilustra o menor tamanho
de placa médio em ratinhos tratados com cilo-inositol (2I).
Os astrécitos foram rotulados com anticorpo anti-GFAP e a
carga de placa foi identificada utilizando anticorpo anti-
AR. Barras com escala 450 micra (A, B, D, E, G, H) e 94

micra (C, F, I).

As Figuras 3A-3D mostram que a espécie AR, 1-42, 1-40
e 1-38, em ratinhos TgCRND8 de controlo e tratados foi
indistinguivel (3A), como foi o grau de processamento de
APP (3B). A carga amiloide wvascular foi quantificada em
seccdes sagitais em série em ratinhos TgCRND8 tratados e
ndo tratados. Os ratinhos TgCRND8 tém uma carga amiloide
vascular significativa que estd associada a vasos de

tamanho pequeno e médio, a carga estd diminuida em ratinhos
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TgCRND8 tratados com cilo-inositol (3A). O tratamento com
cilo-inositol diminuiu significativamente a carga vascular
total, em comparacdo com ratinhos TgCRND8 n&do tratados e
tratados com epi-inositol (3C). O cilo-inositol diminui a
deposicdo de placas como ilustrado pela diminuicédo

significativa no tamanho médio da placa (3D).

A Figura 4 mostra o efeito da é&gua sobre a funcéo
cognitiva de ratinhos TgCRND8 e ndo Tg utilizando a versé&o
de memdéria de referéncia espacial do Labirinto Aquatico de

Morris num paradigma de ensaio de trés dias.

A Figura 5 mostra o efeito de cilo-inositol na funcéo
cognitiva dos ratinhos TgCRND8 e ndo Tg utilizando a versédo
de memdéria de referéncia espacial do Labirinto Aquatico de

Morris num paradigma de ensaio de trés dias.

A Figura 6 mostra o efeito de epi-inositol na funcéo
cognitiva dos ratinhos TgCRND8 e ndo Tg utilizando a verséo
de membéria de referéncia espacial do Labirinto Aquatico de

Morris num paradigma de ensaio de trés dias.

A Figura 7 mostra o efeito de mio-inositol na funcéo
cognitiva dos ratinhos TgCRND8 e ndo Tg utilizando a versédo
de membéria de referéncia espacial do Labirinto Aguético de

Morris num paradigma de ensaio de trés dias.

A Figura 8 mostra o efeito de cilo-inositol, epi-
inositol e mio-inositol na funcdo cognitiva dos TgCRNDS
(fase de aprendizagem e teste de memdria), e em comparacio
com ratinhos de tipo selvagem utilizando a versdo de
membéria de referéncia espacial do Labirinto Aquédtico de

Morris num paradigma de ensaio de trés dias.
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A Figura 9 mostra a percentagem de &rea do cérebro
coberta com placas em ratinhos TgCRND8 nédo tratados em
comparacdo com ratos tratados com <cilo-inositol, epi-

inositol ou mio-inositol.

As Figuras 10A e 10B mostram as taxas de sobrevivéncia
de ratinhos TgCRND8 tratados com &gua em comparacado com
epi-inositol ou mio-inositol (10A) ou em comparagcdo com

cilo-inositol (10B).

As Figuras 11 A-D mostram os resultados da versdo de
membéria de referéncia espacial do teste de Labirinto
Agquéatico de Morris em ratinhos TgCRND8 com 6 meses de
idade, ndo-tratados ou tratados com manitol (A, B). Os
ratinhos TgCRNDS tratados com manitol néao foram
significativamente diferentes dos ratinhos TgCRND8 né&o
tratados (p=0,89; A). O desempenho dos ratinhos TgCRNDS
tratados com manitol era significativamente diferente de
crias ndo Tg da mesma ninhada tratadas com manitol (p=0,05;
B). A carga de placa foi analisada aos 6 meses de idade,
utilizando as anédlises de imagem guantitativas (C). Os
ratinhos TgCRND8 tratados com manitol eram indistinguiveis
dos ratinhos TgCRND8 né&do tratados quando a contagem da
placa foi wutilizada como uma medida da carga total de
placas (p=0,87). As barras verticais representam S.E.M..
Grédficos de Sobrevivéncia Cumulativos de Kaplan-Meier para
ratinhos TgCRND8 tratados e ndo tratados com manitol (D).
Os dois grupos de animais, n=35 por grupo, ndo eram
significativamente diferentes, conforme determinado pelo

teste estatistico de Tarone-Ware, p=0,87.

As Figuras 12A e B mostram os resultados de um teste
de membéria de referéncia espacial em estudos de tratamento

quando realizados num paradigma experimental de 3 dias. O
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desempenho de ratinhos TgCRND8 tratados com cilo-inositol
era comparavel ao de crias ndo Tg da mesma ninhada tratadas
com c¢ilo-inositol (p = 0,38; A). Em concordancia, os
ratinhos TgCRND8 tratados com cilo-inositol permaneceram
indistinguiveis de crias ndo Tg da mesma ninhada depois de

dois meses de tratamento (p=0,67, B).

As Figuras 13A e B mostram niveis de AB dentro do SNC
apdés a administracdo de varias doses de cilo-inositol que
foram administradas uma vez por dia durante um més a
ratinhos TgCRND8 com cinco meses de idade. Os niveis de
AB42 soltvel estavam reduzidos em todas as doses e eram
significativamente diferentes dos controlos nédo tratados
(D) . Em contraste, o) AR42 insoluvel néao era
significativamente diferente em todas as condic¢des (B). As

barras verticais representam S.E.M.

Figura 14. Ratinhos TgCRND8 a quem foram administradas
vadrias doses de cilo-inositol, uma vez por dia durante um
més, foram analisados quanto aos niveis de ABR40 cerebral.
Nenhuma diferenca foi detetada nos niveis de AB40 soluvel
(A) e 1insoltvel (B) em ratinhos TgCRND8 ndo tratados e

tratados com cilo-inositol em todas as doses analisadas.

A Figura 15 mostra o desempenho cognitivo de ratinhos
TgCRND8 com 6 meses de idade tratados com alo-inositol em
comparacdo com o das suas crias ndo transgénicas da mesma

ninhada.

As Figuras 16A-D mostram que aos 2 meses de idade, a
carga de placa em ratinhos TgPS1IxAPP estd diminuida em
ratinhos tratados com cilo-inositol. Os animais de controlo
tém uma carga de placa elevada no hipocampo (A) e no cdbdrtex

cerebral (B). O tratamento com c¢ilo-inositol diminuiu
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significativamente a carga de amiloide (C, D). A carga de
placa identificada utilizando anticorpo anti-AB (castanho).

Barra de escala 300 um.

As Figuras 17A-C mostram a quantificacdo da carga de
placa em ratinhos TgPS1xAPP apds o tratamento com cilo-
inositol. A percentagem de 4rea do cérebro coberta de
placas (A), o tamanho médio das placas (B) e a contagem de
placas (C) estavam significativamente reduzidas. As barras

verticais sdo S.E.M.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A  presente invencdo divulga propriedades novas,
imprevisiveis e inesperadas de certos estereoisdmeros de
inositol em relacéao ao tratamento de distuarbios
relacionados com a amiloide, tais como a doenca de

Alzheimer.

Verificou-se surpreendentemente que certos
estereoisdmeros de inositol e compostos relacionados
bloqueiam o declinio cognitivo progressivo induzido por AR
e a patologia da placa de amiloide cerebral, e melhoram a
sobrevivéncia, quando administrados a um modelo de ratinho
transgénico da Doenca de Alzheimer humana durante a fase

incipiente de deposicédo de AB.

Como divulgado acima, os dados anteriores sugeriram
que alguns, mas ndo todos, o0s estereoisdmeros de inositol
podem ter um efeito sobre a agregacdo de amiloide em
células neuronais de cultura in vitro (McLaurin et al., J.
Biol. Chem. 275 (24):18495-18502 (2000)). Essas observacdes
ndo forneceram qualgquer método para prever gquais, se algum,
dos estereoisdémeros estudados (mio-, epi-, cilo- e quiro-

inositdis) teriam esses efeitos, nem se quaisquer outros
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estereoisdmeros teriam esses efeitos. Além disso, esses
estudos ndo poderiam prever se quaisquer estereoisdmeros de
inositol teriam efeitos sobre a deposicdo de amiloide,
defeitos cognitivos ou expectativa de vida in vivo. Os
resultados imprevisiveis aqui apresentados mostram gue
apenas determinados estereoisbdmeros de inositol, em
particular cilo- e alo-inositdbdis, reduzem a carga de placa
amiloide, melhoram a cognicdo e aumentam a expectativa de
vida em modelos animais de distuirbios relacionados com a
amiloide, enguanto outros estudados ndo tiveram esses

efeitos.

Estudos anteriores também sugeriram que apenas certos
estereoisdémeros de inositol (por exemplo, epi- e cilo-
inositdis) poderdo inibir a agregacdo de novo de amiloide
in vitro. O0s resultados inesperados aqui apresentados
mostram que o cilo-inositol inibe a deposicdo de amiloide
cerebral j& estabelecida, e féd-1lo no cérebro vivo. Isto néao
estd implicito em dados in vitro publicados anteriormente,
que consideraram apenas determinados tipos de células
neuronais em cultura, e ndo os tecidos complexos do cérebro
vivo, € apenas sugeriram que oS 1inositdis podem inibir a
agregacdo de novo, ndo tendo, assim, relevancia para a

doenca estabelecida.

Dados in vitro anteriores também sugerem que a
administracdo de epi- e cilo-inositol afeta os niveis de
amiloide AR40, bem como os niveis de AR42. O estudo de
dosagem in vivo aqui apresentado revelou o resultado
imprevisivel de que a administracdo de alo- ou cilo-
inositol reduziu especificamente o©os niveis de AR42,
enquanto que os niveis de ABR42 insoluvel e de ABR40 soluvel

ou insoluvel ndo foram afetados.
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A observacdo qgue mostra alteracdes na atividade da
glia e inflamacdo é nova e surpreendente e ndo poderia ter

sido prevista pelos dados in vitro previamente publicados.

A observacdo que demonstra que o cilo-inositol melhora
a expectativa de vida em modelos animais transgénicos
também ¢é nova e surpreendente, uma vez que ndo foi
demonstrado anteriormente que qualquer féarmaco para a
Doenca de Alzheimer aumentasse a sobrevivéncia e

prolongasse a expectativa de vida in vivo.

A presente invencdo relaciona-se com a utilizacdo de

cilo-inositol em associacdo com outro tratamento.

Mesmo quando administrado depois de a patologia
amiloide estar bem instalada h& véarios meses, o cilo-
inositol inverte eficazmente a acumulacdo de AR cerebral e

a patologia amiloide.

Por conseguinte, este composto é considerado Util no
tratamento ou prevencdo num individuo de uma doenca do
sistema nervoso central ou periférico ou num brgdo
sistémico associada com um disttrbio no dobramento ou
agregacéao de proteinas, ou na formacéo, deposicéo,
acumulacdo, ou persisténcia de amiloide. Este composto é
também considerado Util na prevencdo do dobramento anormal
de proteina, agregacdo anormal de proteina, na formacédo,
deposicdo, acumulacdo ou persisténcia de amiloide, ou
interacdes amiloide lipidos, originando também a
dissociacdo de proteinas anormalmente agregadas e/ou a
dissolucdo ou rutura de fibrilha de amiloide ou amiloide

pré-formado ou pré-depositado num individuo.
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De um modo preferido, a patologia do sistema nervoso
central ou periférico ou dérgdo sistémico resulta na
deposicdo de proteinas, fragmentos de proteinas e péptidos
em lédminas e/ou fibrilhas e/ou agregados beta-pregueados.
De um modo mais preferido, a patologia do sistema nervoso
central ou periférico ou o6rgdo sistémico é selecionada do
grupo de: doenca de Alzheimer, formas pré-senis e senis;
angiopatia amiloide; deterioracéo cognitiva ligeira;
deméncia relacionada com a doenca de Alzheimer; taupatia;
a-sinucleinopatia; doenca de Parkinson; Esclerose Lateral
Amiotrdfica; doenca do neurénio motor; Paraplegia
espéstica; doenca de Huntington, ataxia espinocerebelar,
Ataxia de Friedrich; doencas neurodegenerativas associadas
a agregados intracelulares e/ou intraneuronais de proteinas
com poliglutamina, polialanina ou outras repeticdes
decorrentes de expansdes patoldgicas de elementos tri- ou
tetra-nucledtidos no seio de genes correspondentes; doencas
cerebrovasculares; Sindroma de Down; traumatismo craniano
com acumulacdo pobds-traumdtica de péptido beta-amiloide;
doenca relacionada com Prides; Deméncia Familiar Briténica;
Deméncia Familiar Dinamarquesa; Deméncia Pré-senil com
Ataxia Espéstica; Angiopatia Amiloide Cerebral, tipo
Britanico; Deméncia Pré-senil com Ataxia Espéastica
Angiopatia Amiloide Cerebral, Tipo Dinamarqués;
Encefalopatia com corpos de inclusdo de neuroserpina, forma
familiar (FENIB); ©Polineuropatia amiloide; Miosite de
Corpos de Inclusdo devido ao ©péptido beta-amiloide;
Amiloidose do tipo Familiar e Finlandés; Amiloidose
sistémica associada ao mieloma multiplo; Febre Familiar do
Mediterrédneo; infecdes e inflamacdes crdnicas; e Diabetes
Mellitus Tipo II associado ao polipeptideo amiloide dos

ilhéus (IAPP).

Também, de um modo preferido, as deméncias

relacionadas com a doenca de Alzheimer s&do vasculares ou a
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deméncia de Alzheimer e taupatia selecionadas a partir do
grupo de deméncia com grdos argirofilicos, degeneracédo
corticobasal, deméncia pugilistica, emaranhados
neurofibrilhares difusos com calcificacaéo, deméncia
frontotemporal com parkinsonismo, doenca relacionada com
Prides, doenca de Hallervorden-Spatz, distrofia miotdnica,
doenca de Niemann-Pick do tipo C, doenca do Neurdénio Motor
ndo de Guam com emaranhados neurofibrilhares, doenca de
Pick, parkinsonismo péds-encefalitico, angiopatia amiloide
cerebral ©por proteinas de prides, gliose subcortical
progressiva, paralisia supranuclear progressiva,
panencefalite esclerosante subaguda e deméncia apenas com

emaranhados.

Também de um modo preferido, a o-sinucleinopatia ¢
selecionada a partir do grupo de deméncia com corpos de
Lewy, atrofia de multiplos sistemas com inclusdes
citoplasmaticas gliais, sindrome de Shy-Drager, degeneracédo
do estriado negro, atrofia olivopontocerebelar,
neurodegeneracdo com acumulacdo de ferro cerebral do tipo

I, disfuncédo olfativa e esclerose lateral amiotré6fica.

Novamente, de um modo preferido, a Doenca do Neurdnio
Motor estd associada a filamentos e agregados de
neurofilamentos e/ou proteinas de superdxido dismutase, a
paraplegia Espastica estd associada ao funcionamento
defeituoso de proteinas chaperones e/ou triplo A e a ataxia

espinocerebelar é DRPLA ou Doenca de Machado-Joseph.

Também, de um modo preferido, a doenca relacionada com
Prides ¢é selecionada de entre o grupo da doenca de
Creutzfeldt-Jakob, doenca de Gerstmann-Straussler-
Scheinker, e wvariante da doenca de Creutzfeldt-Jakob e a
Polineuropatia Amiloide é polineuropatia amiloide Senil ou

Amiloidose Sistémica.
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De um modo mais preferido, a patologia do sistema
nervoso central ou periférico ou érgdo sistémico & a doenca
de Parkinson, incluindo tipos familiares e ndo familiares.
De um modo muito preferido, a patologia do sistema nervoso
central ou periférico ou o6rgdo sistémico é a doenca de

Alzheimer.

De um modo preferido, o composto ¢é administrado ao
individuo a uma dose de cerca de 1 mg a cerca de 1 g por
kg, de um modo preferido 1 mg a cerca de 200 mg por kg, de
um modo mais preferido 10 mg a cerca de 100 mg por kg, e de
um modo muito preferido cerca de 30 mg a 70 mg por kg do
peso do referido individuo. A administracdo pode ser
realizada por uma variedade de modos, tais como por via
oral (comprimido oral, liquido ou suspensdo oral), por via
intravenosa, por via intramuscular, por via
intraperitoneal, por via intradérmica, por via
transcuténea, por via subcuténea, por via intranasal, por
via sublingual, por supositdério retal ou por inalacéo,
sendo a administracéo oral a mais preferida. A
administracdo dos compostos da presente invencdo pode ser
realizada em varios intervalos, tais como uma vez por dia,
duas vezes por dia, uma vez por semana, uma vez pPor més, ou

de forma continua.

O cilo-inositol ¢ administrado em associacdo com
outros tratamentos tais 1nibidores de Dbeta-secretase,
inibidores de gama-secretase (especificos ou nao
especificos de APP), inibidores de épsilon-secretase
(especificos ou nédo especificos de APP), outros inibidores
da formacdo de folhas beta/fibrilogénese/formacdo de ADDL
(por exemplo Alzhemed), antagonistas de NMDA (por exemplo,
memantina), compostos anti-inflamatdédrios ndo-esteroides

(por exemplo, Ibuprofeno, Celebrex), antioxidantes (por
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exemplo, Vitamina E), hormonas (por exemplo, estrogénios),
nutrientes e suplementos alimentares (por exemplo, Gingko
biloba); inibidores de acetilcolinesterase (por exemplo
donezepil), agonista muscarinico (por exemplo, AF102B
(Cevimelina, EVOXAC), AF150(S), e AF267B), antipsicdéticos
(por exemplo, haloperidol, clozapina, olanzapina) ;
antidepressivos incluindo triciclicos e inibidores de
reabsorcdo de serotonina (por exemplo, Sertralina e
Citalopram Hb), terapia genética e/ou abordagens a base de
farmacos para regular positivamente a neprilisina (uma
enzima que degrada AR); terapia genética e/ou abordagens a
base de féarmacos para regular positivamente a enzima de
degradacdo da insulina (uma enzima que degrada AR),
vacinas, agentes imunoterapéuticos e anticorpos para AR
(por exemplo ELAN AN-1792), as estatinas e outros farmacos
para diminuir o colesterol (por exemplo, Lovastatina e
Sinvastatina), terapias a base de <células estaminais e
outras células, inibidores de quinases (CDK5, GSK3a, GSK3pB)
que fosforilam a proteina TAU (por exemplo, cloreto de
litio) ou inibidores de quinases que modulam a producdo de
AB (quinases GSK3a, GSK3B, Rho/ROCK) (por exemplo, cloreto

de litio e ibuprofeno).

Cré-se que estas outras terapias atuam através de um
mecanismo diferente e possam ter efeitos
aditivos/sinérgicos com a presente invencdo. Além disso,
muitas destas outras terapias terdo efeitos secundérios
baseados no mecanismo e/ou outros que limitam a dose ou o

periodo em que podem ser administrados sozinhos.

O cilo-inositol ¢é também Util no diagndéstico da
presenca de proteina anormalmente dobrada ou agregada e/ou
fibrilhas de amiloide ou amiloide num individuo utilizando
um método que compreende a administracdo ao referido

individuo de um composto radicativo ou composto marcado com
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uma substéncia que emite um sinal detetéavel, numa
quantidade suficiente e sob condic¢cles que permitam a
ligacdo do <referido composto a proteina anormalmente
dobrada ou agregada e/ou as fibrilas ou amiloide, caso
estejam presentes; e a detecdo da radiocatividade ou do
sinal a partir do composto ligado a proteina anormalmente
dobrada ou agregada e/ou as fibrilhas ou amiloide,
diagnosticando assim a presenca de proteina anormalmente

dobrada ou agregada e/ou fibrilhas de amiloide ou amiloide.

Alternativamente, uma amostra suspeita de conter
proteina anormalmente dobrada ou agregada e/ou fibrilhas de
amiloide ou amiloide é recolhida de um individuo e faz-se
contactar com um composto radiocativo ou com um composto
marcado com uma Substédncia que emite um sinal detetdvel sob
condicdes que permitam a ligacdo do referido composto a
proteina anormalmente dobrada ou agregada e/ou as fibrilhas
de amiloide ou amiloide, caso estejam presentes; e
posteriormente detetar a radioatividade ou o sinal a partir
do composto ligado & proteina anormalmente dobrada ou
agregada e/ou as fibrilhas ou amiloide, diagnosticando
assim a presenca de proteina anormalmente dobrada ou
agregada e/ou fibrilhas de amiloide ou amiloide no referido

individuo.

De um modo preferido, o referido sinal detetével & um
sinal fluorescente ou de um ensaio de imunoabsorcéo
enzimdtica e a referida amostra é sangue total (incluindo

todos os componentes celulares) ou plasma.

Tal como aqui demonstrado abaixo, o cilo-inositol pode
abolir a acumulacdo cerebral de AR, a deposicdo de placas
amiloides cerebrais, e o declinio cognitivo num modelo de
ratinho transgénico da Doenca de Alzheimer quando

administrado durante a fase "pré-sintomdtica tardia", antes
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do aparecimento de défices cognitivos declarados e
neuropatologia amiloide nestes ratinhos. Além disso, mesmo
quando administrado apdés o inicio dos défices cognitivos e
da neuropatologia da placa amiloide, o cilo-inositol pode
inverter eficazmente a deposicdo de amiloide e a
neuropatologia. E importante ressalvar que o mecanismo de
acdo deste composto segue uma concecdo racional com base na
sua capacidade para modular a montagem de mondmeros de AR

em oligbémeros e/ou protofibrilhas neurotdxicos.

Os exemplos sdo apenas para referéncia.

Exemplo 1 - Desenvolvimento do modelo de ratinho de

Alzheimer e métodos de administracdo dos compostos

Os ratinhos TgCRND8 sdo um modelo murino robusto da
doenca de Alzheimer, tal como descrito por Janus et al.
(Nature 408: 979-982 (2000). Eles expressam um transgene de
proteina precursora de amiloide humana (APP695) sob a
regulacdo do promotor do prido de cobaio Sirio numa base
ndo consanguinea C3H/B6. O transgene APP695 tem duas
mutacdes que causam DA em humanos (K670N/M671L e V717F).
Com inicio a cerca dos 3 meses de 1idade, os ratinhos
TgCRND8 tém défices de aprendizagem espacial progressivos
que s&do acompanhados pelo aumento dos niveis cerebrais de
AR e por um numero crescente de placas de amiloide
extracelular cerebral que sdo semelhantes as observadas nos
cérebros de seres humanos com DA (C. Janus et al, Nature
408: 979-982 (2000)).

Grupos de ratinhos TgCRND8 agrupados por idade e sexo
e crias ndo transgénicas da mesma ninhada (n=35 em cada
grupo) ou ndo foram tratados ou foi-lhes administrado um

composto da presente invencdo tal como indicado abaixo a 30



22

mg/dia/ratinho com inicio nas cerca de 6 semanas de idade.
Os ratinhos foram acompanhados para obter resultados das
determinacdes da funcdo cognitiva, niveis cerebrais de AR,
patologia cerebral e sobrevivéncia aos 4 e 6 meses de

idade.

Métodos dos Estudos de Prevencéao

Ratinhos - Grupos experimentais de ratinhos TgCRNDS
foram alimentados com mio-, epi- e cilo-inositol a
30 mg/ratinho/dia. Dois grupos entraram no estudo as 6
semanas de idade e os resultados foram analisados aos 4 e 6
meses de idade. O peso corporal, as caracteristicas da
pelagem e o comportamento na gaiola foram monitorizados.
Todas as experiéncias foram realizadas de acordo com as

orientac®es do Canadian Council on Animal Care.

Testes comportamentais - Apds treino prévio néo
espacial, os ratinhos foram submetidos a treino de
discriminacdo de local durante 5 dias com 4 ensaios por
dia. Os dados comportamentais foram analisados utilizando
um modelo misto de anédlise fatorial da variadncia (ANOVA)
com farmaco ou gendtipo e sessdes de treino como fatores de

medidas repetidas.

Carga cerebral de amiloide - O0Os cérebros foram
removidos e um hemisfério foi fixo em paraformaldeido a 4%
e embebidos em cera de parafina no plano sagital médio.
Para gerar conjuntos de seccdes aleatdrias uniformes
sisteméticas, foram recolhidos cortes em série de 5pum em
todo o hemisfério. Foram utilizados conjuntos de seccgdes em
intervalos de 50mm para anélises (10-14 secc¢des/conjunto).
As placas foram identificadas apds recuperacdo do antigénio

com &acido férmico, e incubadas com o anticorpo priméario
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anti-AB (Dako M-0872), seguido pelo anticorpo secundério
(conjunto de Dako StreptABCcomplex /rédbano). Os produtos
finais foram visualizados com DAB contracorados com
hematoxilina. A carga de placa amiloide foi avaliada
utilizando o software de andlise de imagem Leco IA-3001 em
interface com um microscépio Leica ligado a uma cémara de
video Hitachi KP-MIU CCD. A carga vascular foi analisada de
forma semelhante e foi utilizado um dissecador para medir o

didmetro dos vasos afetados.

Contetido de AP Cerebral e Plasmatico - Amostras de
metades de cérebro foram homogeneizadas numa solucdo de
sacarose tamponada, seguido de ou dietilamina a 0,4%/NaCl
100 mM para niveis de AR soltvel, ou &cido férmico frio
para o 1isolamento da AR total. Apdbds neutralizacdo, as
amostras foram diluidas e analisadas quanto a AR40 e ABR42
utilizando kits disponiveis no mercado (BIOSOURCE
International). Cada hemisfério foi analisado em triplicado
com indicacdo da média + S.E.M.. Foram realizadas anédlises
por transferéncia de Western em todas as fracdes utilizando
géis de ureia para as andlises de espécies de ABR. A AR foi
detetada utilizando 6E10 (BIOSOURCE International) e

Quimioluminescéncia Intensificada (Amersham).

Analise de APP no cérebro - Amostras de metades de
cérebro de ratinho foram homogeneizadas em Tris 20 mM pH
7,4, sacarose 0,25 M, EDTA 1 mM e EGTA 1 mM, e uma mistura
de inibidores de protease, misturada com DEA (dietilamina)
a 0,4%/NaCl 100 mM e centrifugada a 109.000 Xg. Os
sobrenadantes foram analisados quanto aos niveis de APP por
transferéncia de Western utilizando mAb 22Cl11, enguanto que
0s sedimentos foram analisados quanto a holoproteina APP

utilizando mAb Cl/6.1.
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Quantificacdo da Gliose - C(Cinco seccgdes sagitais,
espacadas uniformemente, selecionadas aleatoriamente, foram
recolhidas de hemisférios fixos com paraformaldeido e
congelados de ratinhos tratados e de controlo. As seccles
foram imunomarcadas para astrdécitos com anti-IgG,, GFPA de
rato (Dako, diluido 1:50) e para microglia com anti-IgGy,
CD68 de rato (Dako; 1:50). As imagens digitais foram
obtidas com uma camara fotografica digital CoolSnap
(Photometrics, Tuscon, Arizona) montado num microscdpio
Zeiss Axioscope 2 Plus. As imagens foram analisadas
utilizando o software de imagem Openlab 3.08 (Improvision,

Lexington MA) .

Censo de Sobrevivéncia - A probabilidade de
sobrevivéncia foi avaliada pela técnica de Kaplan-Meier,
calculando a probabilidade de sobrevivéncia a cada
ocorréncia de morte, tornando-a assim adequada para
tamanhos de amostra pequenos. Para as anélises de
sobrevivéncia, foram utilizados 35 ratinhos em cada grupo
de tratamento. A comparacgdo entre o0s tratamentos foi

descrita utilizando o teste de Tarone-Ware.

Exemplo 2 - Prevencdo de défices cognitivos

A funcdo cognitiva de ratinhos TgCRND8 foi avaliada
utilizando a versdo de memdéria de referéncia espacial do
Labirinto Aquatico de Morris wutilizando um paradigma de
ensaio de cinco dias (Figuras 1C-1H). Os dados dos ratinhos
TgCRND8 tratados e ndo tratados, e de crias ndo Tg tratadas
e ndo tratadas da mesma ninhada (n = 10 para todas as
combinac&es) foram analisados utilizando um modelo misto de
andlise de variadncia (ANOVA) com tratamento (ndo tratados,
epi- ou cilo-inositol) e gendétipo (TgCRND8 versus ndo Tg)

como fatores "entre individuo". 0Os ratinhos TgCRNDS
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tratados com epi- ou cilo-inositol tiveram um desempenho
significativamente melhor do que os ratinhos TgCRND8 né&o
tratados (p <0,02; Figs. 1C e D). Quando comparados com
crias ndo Tg da mesma ninhada tratadas ou nédo tratadas, os
ratinhos TgCRND8 tratados com epi-inositol tiveram uma
curva de aprendizagem ligeiramente mais lenta durante os
trés primeiros dias de treino. No entanto, apdés 4 dias de
treino, os ratinhos TgCRND8 tratados com epi-inositol né&o
eram estatisticamente diferentes das crias ndo Tg da mesma
ninhada (Fig. 2E). Em contraste, os ratinhos TgCRNDS
tratados com cilo-inositol eram indistinguiveis das crias
ndo Tg da mesma ninhada em todos os dias. Assim, ambos os
estereoisbdmeros inibiram o desenvolvimento de défices
cognitivos, e o cilo-inositol realmente impediu os défices
a um tal grau que os ratinhos TgCRND8 tratados com cilo-
inositol eram indistinguiveis dos ratinhos normais. Este
desempenho melhorado nédo foi devido a um efeito néo
especifico sobre sistemas comportamentais, motores ou
percetuais porque o tratamento com epi- e cilo-inositol né&o
teve qualquer efeito sobre o desempenho dos ratinhos nédo Tg
(figuras 2G e 2H). O desempenho melhorado também ndo foi
devido aos efeitos nutricionais ou caldricos porque o0 peso
do corpo, a atividade e a condicdo de pelagem n&do eram
diferentes entre os grupos tratados e n&o tratados. Além
disso, o tratamento com manitol (um acucar de peso
molecular semelhante) n&o teve nenhum efeito sobre o
comportamento. Os efeitos de género ndo eram significativos

entre qualquer grupo de tratamento (p=0,85).

Exemplo 3 - Redugdo da Carga cerebral de Af e

Neuropatologia Amiloide

Aos qguatro meses de idade, os ratinhos TgCRND8 néo

tratados tém uma expressdo robusta de ABR40 e AR42 (Tabela
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1). O tratamento com epi-inositol, tal como descrito no
Exemplo 1, reduziu os niveis tanto de AB40 (reducdo de 43 *
2% em ambos os conjuntos soluvels e insoluveis, p < 0,05)
como de AR42 (reducdo de 69% no conjunto soluvel, p=0,05;
reducdo de 28% no conjunto insoluvel, p=0,02) aos 4 meses
de idade. No entanto, estas melhorias nao foram
sustentadas, e aos 6 meses de idade, os niveils cerebrais de
AR aumentaram para niveis semelhantes aos observados em

ratinhos TgCRND8 ndo tratados (Tabela 1).

Em contraste, aos quatro meses de idade, o tratamento
com cilo-inositol diminuiu o AR40 cerebral total em 62%
(p=0,0002) e o AB42 cerebral total em 22% (p=0,0096; Tabela
1 ). Aos 6 meses de idade, o tratamento com cilo-inositol
causou uma reducdo de 32% dos niveis de ABR40 (p=0,04) e 20%
de reducdo de AR42 (p=0,02) em comparacdo com ratinhos

TgCRND8 ndo tratados.

Uma vez que as concentrag¢des diminuidas de AR
detetadas apds o tratamento com inositol poderiam ter
resultado do efluxo alterado de AR para o plasma, niveis de
AR-B no plasma foram examinados aos 4 e 6 meses de idade
(Tabela 1). Os ratinhos TgCRNDS8 tém concentracdes
plasmdticas elevadas de AR aos 4 meses de idade e
permanecem constantes aos 6 meses de idade, apesar da carga
de placa no SNC estar ainda a aumentar aos 6 meses de idade
(Tabela 1). Nem o tratamento com epi-inositol nem com cilo-
inositol teve qualquer efeito sobre os niveis plasmaticos
de AR em comparacdo com ratinhos TgCRND8 ndo tratados
(p=0,89). A explicacdo mais parcimoniosa para esta
observacdo ¢é que o inositol alterou seletivamente a
fibrilhacdo de AR no SNC, mas ndo afetou a atividade de R-
ou y-secretase, ou 0s mecanismos normais de eliminacédo do

AR para o plasma. No entanto, esta observacdo é
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significativa por duas razdes. Primeiro, uma qgueda nos
niveis de A no plasma e CSEF ¢é normalmente detetada a
medida que o percurso clinico progride em pacientes com DA
ndo tratados (Mayeux et al., Ann,. Neurol. 46, 412, 2001).
Em segundo lugar, os pacientes do estudo de imunizacdo com
AN1792 que desenvolveram uma forte resposta ao anticorpo e
uma resposta clinica aparente nao tiveram niveis
plasmdticos de ABR-B alterados (Hock et al., Neuron 38: 547
2003) . Portanto, estes resultados indicam que ndo ¢é
necessario alterar os niveis plasmadticos de AR para se

obter um resultado terapéutico eficaz.

Para confirmar gque os estereoisdmeros do inositol néo
tiveram qualquer efeito sobre a expressao ou o
processamento proteolitico da APP, foram examinados os
niveis de holoproteina APP, sAPP-a, e varias espécies de AR
no cérebro de ratinhos TgCRND8 tratados com inositol e né&o
tratados. De acordo com o0s nossos dados reportados
anteriormente (McLaurin, et al., Nat. Med. 8, 1263, 2002),
AR42, AR40 e AB38 sdo as espécies predominantes no cérebro
de ratinhos TgCRND8 (Figura 3A), e o0s niveis no SNC de APP
glicosilado imaturo e maduro (Figura 3B), e de sAPP-a eram
indistinguiveis, independentemente do tratamento. Em
conjunto, estes resultados indicam que o epi- e o cilo-
inositol tém um efeito direto e seletivo na oligomerizacédo

de AR e ndo no processamento de APP.

As alteracdes da carga de péptido AB-R foram
acompanhadas por uma diminuicdo significativa na carga de
placa (Tabela 1, Figuras 2A-2I). Nos ratinhos TgCRNDS
tratados com epi-inositol, houve uma reducdo significativa
no tamanho médio de placa aos 4, mas ndo aos 6 meses de
idade em comparacdo com ratinhos TgCRND8 ndo tratados (95 %
4,3 pm® versus 136 + 15 um?, p = 0,04; 370 * 9 um® versus

423 + 22 um?’, p = 0,06, respetivamente). Estes resultados
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indicam que a niveis de AB modestos,
de AR,

concentracdes mais elevadas de AR,

0 epi-inositol impede

a oligomerizacéado mas uma vez iniciada a

0 epi-inositol é incapaz
de inibir a fibrilogénese. O tratamento com cilo-inositol
diminuiu o tamanho médio de placa de 136+15 pm’ para 103+4

pm? 0,01)

(P

tratados

aos 4 meses de idade. Em ratinhos TgCRNDS
6 de idade,

diminuicdo dos niveis de péptido AR foi acompanhada por uma

com cilo-inositol aos meses a

reducdo de 20%

no numero de

placas

(P 0,005),

diminuicdo de 35% na &rea cerebral coberta com placas

0,015)

423 £

vsS.

que por cada medida,

apds o tratament

e uma diminuicdo do tamanho de placa médio

21pm?,

D 0,009) .

o com cilo-inositol.

(339

(p
+

uma

10

Estes resultados demonstram

houve uma reducdo na carga de placa

Tabela 1. O tratamento com inositol diminuili os Niveis de
AR40 e APR42
AB40 AB42 Area Total

(ng/g cérebro

himido * s.e.m.)

(ng/g cérebro

hitmido + s.e.m.) § AR Total

Solﬁvel§ Insoluvel

Soltvel { Insoluvel

i Area de
Contagem:

: Placa
da Placa' 5

i (pm?)

de Placa /
Area Total

de Cérebro

34 meses de prevencgdo

igInositol

27318 i 5658+248 1694284

L 4059+179% | 4802+176

| 4409+135% | 5089173

678+64 65042+5199

598+19* | 63847+2895

0,015%0, 001* :

E6 meses de prevencgdo

iControlo| 187+29 | 3576+172 | 626+87 : 158024237 (201914211 960+44 :411288+11912} 0,120+0,001
2 188+24 | 3668+149 | 665+39 113943277+ 18464229

i iInositol : :

S e R e § :
3 105+8% (24534251%t [475+26% 774+10*t 26237945373+ 10,07940,0131 |

%glnositol

: 12588+821 {15621+151

Niveis

Plasmidticos de AR (pg/mL)

4 meses de

6 meses de
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AR40 Ap42 § E Area Total
(ng/g cérebro (ng/g cérebro § E Area de de Placa /
3 Contagem: .
himido * s.e.m.) himido +* s.e.m.) {AB Total i Placa Area Total
i da Placa‘: 5
H : i : (pm”) de Cérebro
Soluvel | Insoliivel {Solluvel{ Insolivel § (%)

‘4 meses de prevencdo

g R R g R R R g R

prevencdo ] prevencdo
iControlo : 1018427 § 915+59
! IEpi-Inositol : 1082+164 : 952156

lo-Inositol

952+49

905£55

EAnova com PLSD de Fisher, t p<0,001 e * p<0,05

Exemplo 4 - Reduc¢do da atividade da glia e da inflamacgdo

As reacodes astrogliais e microgliais s&o
caracteristicas neuropatoldégicas da DA tanto humana como de
todos os modelos de ratinho amiloide (Irizarry et al., J
Neuropathol Exp Neurol. 56, 965, 1997; KD. Bornemmann et
al. Ann N Y Acad Sci 908 260 2000). Portanto, o efeito do
tratamento com epi- e cilo-inositol foi investigado na
astrogliose e microgliose nos cérebros de ratinhos TgCRNDS
(Figuras 3A-3D). Seccbes sagitais em série foram coradas
com o marcador astrocitico de proteina é&cida fibrilhar
glial (GFAP) e quantificadas quanto a percentagem de &rea
do cérebro coberta por astrogliose. 0Os ratinhos TgCRND8 tém
uma astrogliose Dbasal elevada aos 4 meses de idade
(0,45910,048%), que aumenta ligeiramente pelos 6 meses de
idade (0,584%#0,089%), e que ndo é limitada as &reas da
placa (Figuras 2A-C). O epi-inositol diminuiu a resposta
astroglidtica para 0,388+0,039% aos 6 meses de idade
(p=0,04; Fig. 2D-F). O <cilo-inositol, por outro lado,
diminuiu a astrogliose muito mais eficazmente para
0,269+0,028% aos 6 meses de idade (p=0,0006) (Fig. 2G-I). A
ativacéo da microglia também foi atenuada

significativamente em ratinhos TgCRND8 tratados com cilo-
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inositol (0,20£0,008% de &rea cerebral), gquando comparado
com ratinhos TgCRND8 nédo tratados agrupados por idade e
sSexo (0,31£0,01%, p <0,001). No entanto, os ratinhos
tratados com epi-inositol nao demonstraram reducéao
significativa na ativagcdo da microglia aos 6 meses
(0,24840,02%, ©p=NS). Tomados em conjunto, estes dados
indicam que o tratamento com cilo-inositol diminui a

resposta inflamatdéria induzida por AP no SNC.

Exemplo 5 - Redugdo da carga de amiloide vascular

A doenca de Alzheimer é caracterizada pela presenca de
depdsitos parenquimatosos e vasculares de amiloide. Em
ratinhos TgCRND8 ndo tratados com seis meses de idade
aproximadamente 0,03% da &area do cérebro estd associada a
amiloide wvascular. N&do foi possivel detetar diferenca na
carga amiloide wvascular apds o tratamento com epi-inositol
aos © meses de idade (Figura 3C). Em contraste, o)
tratamento com cilo-inositol diminuiu significativamente a
carga amiloide vascular (p = 0,05) (Fig. 3C), e a deposicédo
amiloide estava predominantemente localizada em vasos mais
pequenos, <25 m’ de didmetro (56 * 2% versus 70 * 8%, em
pequenos vasos em ratinhos TgCRND8 ndo tratados). O tamanho
médio das placas cerebrovasculares foi significativamente
diminuido nos ratinhos tratados com cilo-inositol em
comparacdo com o0s ratinhos n&o tratados (15416 versus

363+34, p =0,008; Figura 3D).

Exemplo 6 - Melhoria da Sobrevivéncia

Os ratinhos TgCRND8 tém uma sobrevivéncia de 50% aos
175 dias, que apds o tratamento foi melhorada para 72% com
cilo-inositol (n=35 por grupo, p <0,02 para cilo-inositol

versus controlo, Figura 10B). O tratamento com mio-inositol
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ndo afetou significativamente a sobrevivéncia global
(Figura 10A). Experiéncias de controlo confirmaram que a
sobrevivéncia melhorada dos ratinhos tratados com cilo-
inositol ndo foi um efeito indireto do aumento da ingestéo
caldérica. Assim, o tratamento de ratinhos de tipo selvagem
com cilo-inositol ndo teve qualquer efeito na sobrevivéncia
ou noutros pardmetros, tais como o peso, © estado da
pelagem ou o comportamento na gaiola. Além disso, o peso, O
estado da pelagem e o comportamento na gaiola de alojamento
dos ratinhos TgCRND8 tratados com inositol n&do variaram dos
de ratinhos TgCRND8 né&doc tratados. Experiéncias simulténeas
com manitol, um  acgucar simples de peso molecular
semelhante, também ndo tiveram nenhum efeito sobre a

sobrevivéncia de ratinhos TgCRNDS.

Exemplo 7 - Tratamento e Inversdo da deposicdo de amiloide

Tomados em conjunto, 0s estudos de prevencao
demonstraram que o cilo-inositol inibe a deposicdo de
amiloide parengquimatosa cerebrovascular e resulta em
melhoria na sobrevivéncia e funcdo cognitiva no modelo de
rato TgCRND8 da doenca de Alzheimer. No entanto, a maioria
dos doentes com doenca de Alzheimer, provavelmente sé6 iréa
procurar tratamento quando tém sintomas e quando a
oligomerizacdo, deposicdo, toxicidade e formacdo de placas
AR estdo j& Dbastante avancados no SNC. Um estudo piloto
foi, portanto, iniciado em ratinhos TgCRND8 com 5 meses de
idade. Estes ratinhos tém cargas de placa e AB
significativas que s&o comparaveis as do cérebro dos seres

humanos com a DA.
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Métodos de Estudo dos Tratamentos

Ratinhos - A grupos experimentais de ratinhos TgCRNDS
foram administrados mio-, epi- e cilo-inositol a
30 mg/ratinho/dia. Um grupo entrou no estudo aos 5 meses de
idade e o0s resultados foram analisados aos 6 meses de
idade. O peso corporal, as caracteristicas da pelagem e o
comportamento na gaiola foram monitorizados. Todas as
experiéncias foram realizadas sobre as orientacgdes do

Canadian Council on Animal Care.

Censo de Sobrevivéncia - A probabilidade de
sobrevivéncia foi avaliada pela técnica de Kaplan-Meier,
calculando a ©probabilidade de sobrevivéncia em cada
ocorréncia de morte, tornando-a assim adequada para
tamanhos de amostra pequenos. Para as andlises de
sobrevivéncia, foram utilizados 35 ratinhos para cada grupo
de tratamento. A comparacdo entre os tratamentos foi

descrita utilizando o teste de Tarone-Ware.

Teste Comportamental - Estudo de Inversdo - Os
ratinhos participaram no teste do Labirinto Aquatico de
Morris com uma plataforma escondida no dia um sem treino
prévio. Os ratinhos foram testados durante 3 dias com seis
ensaios por dia. Ao quarto dia, a plataforma foi removida
da piscina e cada ratinho recebeu um ensaio de natacdo de
30 s. No ultimo dia, os animais foram submetidos a um teste
indicativo, a fim de avaliar a capacidade para nadar, a
visdo e a cognicdo em geral. O teste indicativo é
constituido pela plataforma colocada num quadrante
diferente do que o utilizado no ensaio e é identificada com
uma bandeira. Os animais sdo deixados 60 s para encontrar a
plataforma. Os animais gque ndo encontram a plataforma néo

sdo utilizados nas anadlises finais de memdéria espacial. Os
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dados sobre o comportamento foram analisados utilizando um
modelo misto de analise fatorial de variadncia (ANOVA) com
fdrmacos ou gendétipo e sessdes de treino como fatores de

medidas repetidas.

Carga cerebral de amiloide - O0Os cérebros foram
removidos e um hemisfério foi fixo em paraformaldeido a 4%
e embebidos em cera de parafina no plano sagital médio.
Para gerar conjuntos de seccdes aleatdrias uniformes
sisteméticas, foram recolhidos cortes em série de 5Sum em
todo o hemisfério. Foram utilizados conjuntos de seccgdes em
intervalos de 50mm para anélises (10-14 secc¢des/conjunto).
As placas foram identificadas apds recuperacdo do antigénio
com A&acido férmico, e incubadas com o anticorpo priméario
anti-AB (Dako M-0872), seguido pelo anticorpo secundério
(conjunto de Dako StreptABCcomplex /rédbano). Os produtos
finais foram visualizados com DAB contracorados com
hematoxilina. A carga de placa amiloide foi avaliada
utilizando o software de analise de imagem Leco IA-3001 em
interface com um microscépio Leica ligado a uma cémara de

video Hitachi KP-M1U CCD.

Contetido de AP Cerebral e Plasmatico - Amostras de
metades de cérebro foram homogeneizadas numa solucdo de
sacarose tamponada, seguido de ou dietilamina a 0,4%/NaCl
100 mM para niveis de AR soltvel, ou &acido férmico frio
para o 1isolamento da AR total. Apdbds neutralizacdo, as
amostras foram diluidas e analisadas quanto a AR40 e AR42
utilizando kits disponiveis no mercado (BIOSOURCE
International). Cada hemisfério foi analisado em triplicado

com indicacdo da média * S.E.M..

Resultados e Significdncia - Todos os animais que

entraram no estudo de inverséao sobreviveram e nao
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apresentaram sinais exteriores de angustia ou toxicidade. A
funcéo cognitiva dos ratinhos TgCRNDS foi avaliada
utilizando a versdo de memdéria de referéncia espacial do
Labirinto Aquatico de Morris wutilizando um paradigma de
ensaio de trés dias (Figuras 4-8). 0Os dados dos ratinhos
TgCRND8 tratados e ndo tratados, e de crias ndo Tg tratadas
e ndo tratadas da mesma ninhada (n = 10 para todas as
combinac&es) foram analisados utilizando um modelo misto de
anadlise de variancia (ANOVA) com tratamento (ndo tratados,
mio-, epi- ou cilo-inositol) e gendétipo (TgCRND8 wversus néo
Tg) como fatores "entre individuo". Neste paradigma, os
ratinhos TgCRND8 estavam significativamente prejudicados em
comparacdo com crias da mesma ninhada de tipo selvagem
(Figura 4). Em contraste, os ratinhos TgCRND8 tratados com
cilo-inositol eram indistinguiveis de crias ndo Tg da mesma
ninhada em todos os dias. (p=0,38; Figura 5). Quando
comparados com crias ndo Tg tratadas da mesma ninhada, os
ratinhos TgCRNDS tratados com epi-inositol eram
praticamente significativamente diferentes (p=0,07; Figura
6). Da mesma forma, os ratinhos TgCRND8 tratados com mio-
inositol eram significativamente diferentes de crias ndo Tg
tratadas da mesma ninhada (p=0,05, Figura 7). Quando a fase
de aprendizagem do teste do Labirinto Aquatico de Morris é
comparada entre os tratamentos, todos 0s ratinhos
apresentaram comportamento semelhante (Figura 8). Em
contraste, apenas o cilo-inositol era indistinguivel de
crias ndo Tg da mesma ninhada (Figura 8). Assim, o cilo-
inositol realmente inverteu os défices cognitivos de tal
forma que os ratinhos TgCRND8 tratados com o cilo-inositol
eram indistinguiveis dos ratos normais. Este desempenho
melhorado ndo foi devido a um efeito ndo especifico sobre
sistemas comportamentais, motores ou percetuais porgque o
tratamento com epi- e cilo-inositol n&o teve qualquer

efeito sobre o desempenho dos ratinhos ndo Tg. O desempenho
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melhorado também ndo foi devido aos efeitos nutricionais ou
caldéricos porque o peso do corpo, a atividade e a condicéo
de pelagem ndo eram diferentes entre o0s grupos tratados e

ndo tratados.

De forma a determinar se a cognicdo melhorada estava
associada com a diminuicdo da carga de placa e carga de AR,
o tecido cerebral foi examinado post mortem. As alteracdes
na cognicéo foram acompanhadas por uma mudanca
correspondente na carga de placa e na carga de AR (Figura 9
e Tabela 2). O tratamento com mio-inositol ndo afetou a
carga da placa ou a carga AR (Figura 9 e Tabela 2). Nos
ratinhos TgCRND8 tratados epi-inositol, né&do houve uma
diminuicdo significativa no tamanho médio de placa em
comparacdo com ratos TgCRND8 ndo tratados (Figura 9), mas a
carga de AR diminuiu significativamente (Tabela 2). Estes
resultados sugerem gque a niveis modestos de AR, o epi-
inositol impede a oligomerizacdo de AR, mas a concentracdes
mais elevadas de AR o epi-inositol ¢ incapaz de inibir
completamente a fibrilogénese. O tratamento com cilo-
inositol diminuiu significativamente a carga da placa e a
carga AB. Estes resultados demonstram que por cada medida,
houve uma reducdo na carga de placa apds o tratamento com
cilo-inositol. Estes resultados s&do compardveis em termos
de dimensdo do efeito aos estudos de profilaxia de 6 meses,

e apoiam ainda mais o potencial do cilo-inositol.

Uma vez gque a diminuicdo das concentracdes de AR
detetadas apds tratamento com inositol podiam ter resultado
do efluxo alterado de AR para o plasma, foram examinados o0s
niveis de AR no plasma (Tabela 2). Os ratinhos TgCRND8 tém
concentracdes plasmidticas de AR elevadas aos 6 meses de
idade. Nem o tratamento com mio-inositol, o epi-inositol ou

o cilo-inositol teve qualquer efeito sobre os niveis
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plasmdticos de AR em comparacdo com ratinhos TgCRND8 né&o
tratados (p=0,89). A explicacdo mais parcimoniosa para esta
observacdo ¢ que o 1inositol alterou seletivamente a
fibrilhacdo de AR no SNC, mas ndo afetou a atividade de R-
ou y-secretase, ou 0s mecanismos normais de eliminacédo do
AR para o plasma. No entanto, esta observacdo é
significativa por duas razdes. Primeiro, uma queda nos
niveis de AP no plasma e CSF é normalmente detetada a
medida que o percurso clinico progride em pacientes com DA
ndo tratados. Em segundo lugar, os pacientes do estudo de
imunizacdo com AN1792 que desenvolveram uma forte resposta
ao anticorpo e uma resposta clinica aparente nédo tiveram
niveis plasmadticos de AR-R alterados. Portanto, estes
resultados indicam que ndo é necessdrio alterar os niveis
plasmdticos de AR para se obter um resultado terapéutico

eficaz.

Em conjunto, estes dados revelam que o cilo-inositol
selecionado pode abolir a acumulacdo cerebral de AR, a
deposicdo de placas amiloides cerebrais e o declinio
cognitivo num modelo de ratinho transgénico da Doenca de
Alzheimer, quando administrado durante a fase
"presimtomatica tardia", antes do aparecimento de défices
cognitivos declarados e neuropatologia amiloide nestes
ratinhos. Além disso, mesmo quando o cilo-inositol ¢é
administrado apdés o inicio dos défices cognitivos e
neuropatologia da placa amiloide, estes compostos podem
inverter eficazmente a deposicéo de amiloide, a
neuropatologia e os défices cognitivos. Portanto, estes
resultados indicam que o cilo-inositol ¢é eficaz na
prevencdo da doenca e no tratamento da doenca existente em

doentes ja& diagnosticados com AD.
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Tabela 2. O tratamento com inositol diminui os Niveils de

AR40 e AR42

AB40 Ap42 Area Total

(ng/g cérebro (ng/g cérebro de Placa /

Contagem Area de Placa

hiimido * s.e.m.) himido * s.e.m.) AB Total 5 Area Total
da Placa (pm”)
de Cérebro
Soltvel InsolGvel Soluvel Insolivel %)
4 meses de prevencdo
Controlo 7516 1163+9 273418 56581248 71691284 696+25 1007667564 0,026+0, 004
Mio-
42+6 485+143 174+9 4268+308 4969+434 649+50 91902+7453 0,023+0, 004
Inositol
Epi-
43+7* 615+32¢ 85+7+t 4059+£179* 4802%176 678+64 6504215199 0,020+0, 001
Inositol
Cilo-
37+5%* 437+80t 206+8* 4409+135* 5089+173 598+19~* 6384712895 0,015+0,001~*
Inositol
6 meses de prevencdo
Controlo 187%29 3576172 626+87 1580+£237 20191211 960%44 411288+11912 0,120+0,001
Mio-
221+19 3436+189 543+71 13289+£535 174891354 927178 400013+19638 0,100+0, 005
Inositol
Epi-
P 188+24 3668+149 665139 13943+277t 184641229 979+32 380456+13498 0,096%0,04
Inositol
Cilo-
) 105+£8* 24534£251*t 475+26* 12588+82t 15621+151 774+10*t 262379+53373t+ 0,079+0,013%+
Inositol
1 més de tratamento
Controlo 207%16 49651457 426+14 1450341071 201014854 1441+29 486002+16156 0,159+0,014
Mio-
194+12 4187+226 487+25 15622+675 20490+526 1324+69 469968+35664 0,153+0,088
Inositol
Epi-
P 264+11 3637+113 540+14 12830+330 172714415 1342+114 459706+49966 0,134+0,017
Inositol
Cilo-
178+11 35274241 374423 111154647 151944579 1260+27* 420027+14986* 0,119+0,010*
Inositol
Niveis plasmaticos de AR (pg/mL)
4 meses de 1 més de
6 meses de prevencdo
prevencdo tratamento
Controlo 1018+27 915459 2287+151
Mio-Inositol 942430 969+67 2110+£174
Epi-Inositol 1082+164 952456 2158+157
Cilo-Inositol 952+49 905155 1980+146

Anova com PLSD de Fisher,

t p<0,001 e * p<0,05:

IP=em curso.
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Exemplo 8 - Estudo do tratamento durante dois meses com

cilo-inositol

De forma a determinar as gamas de eficdcia mais
alargadas do cilo-inositol para o tratamento da doencga,
ratinhos TgCRND8 com 5 meses de idade foram alimentados com
cilo-inositol ou nédo tratados durante dois meses (n=10 por
grupo) . A funcdo cognitiva dos ratinhos TgCRND8 com 7 meses
de idade tratados com cilo-inositol foi comparada com a de
TgCRND8 ndo tratados e c¢rias ndo Tg da mesma ninhada
tratadas no paradigma de trés dias do Labirinto Aguéadtico de
Morris. Os dados sobre o comportamento foram analisados
utilizando um modelo misto de anédlise fatorial de varidncia
(ANOVA) com farmaco e gendtipo como varidveis entre
individuos e sessbdes de treino como variavel intra-
individuos. Como foi observado com o tratamento de 1 més
com cilo-inositol (Fig. 12A), os ratinhos TgCRND8 tratados
durante dois meses com cilo-inositol eram indistinguiveis
das c¢rias ndo Tg da mesma ninhada tratadas com cilo-
inositol (Fig. 12B). De forma a correlacionar a melhoria da
cognicdo com a patologia, os niveis de AR40 e AR42 foram
analisados no cérebro (Tabela 3). Os niveis de ABR40 e ABR42
insoluveis foram reduzidos em 20% apds o tratamento com
cilo-inositol. Estes resultados demonstram que os efeitos

do cilo-inositol persistem durante a progressdo da doenca.
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Tabela 3. O tratamento com inositol diminui os niveis de

AR40 e AR42

AB40 Cerebral AR42 Cerebral (ng/g Niveis

(ng/g cérebro cérebro htmido + Plasmdticos de AR
himido * s.e.m.) S.e.m.) (pg/mL)
Soltvel InsolGivel SolGivel 1Insoluvel AB40 AB42

2 meses de tratamento
Controlo 487+£14 69244287 764+£51 2582741238 5212+£219 34554331
Cilo-

3951460 5703%612* 688428 20818+1404* 4507+£207 3035+236
inositol

ANOVA com PLSD de Fisher, * p<0,05.

Exemplo 9 - Efeito da Dose no Resultado Patoldégico em

ratinhos TgCRND8 com a Doenca.

A ratinhos  TgCRNDS de 5 meses de idade foi
administrado por sonda, uma vez por dia, cilo-inositol em
dgua em doses de 10 mg/kg, 30 mg/kg, 100 mg/kg ou néao
tratados. Os animais foram sacrificados depois de um més de
tratamento e analisados quanto aos resultados patoldgicos.
A anédlise dos niveis de AR no cérebro de todos 0s grupos
demonstrou que todas as doses de féarmaco foram eficazes na
mesma medida em baixar os niveis de ABR42 solavel em
comparacdo com ratinhos TgCRND8 né&do tratados (20% de
reducédo, Fj,15= 3,1, p=0,07; Fig. 13A). As analises de dose
individual demonstram que doses de 10mg/kg e 30 mg/kg foram
significativamente diferentes dos controlos nédo tratados
(p=0,03 e p=0,02, respetivamente). Nenhuma das doses
escolhidas eram significativamente diferentes umas das
outras (Fz,11 = 0,6, p = 0,57; Fig. 13A). A administracéo
por sonda ndo teve nenhum efeito significativo sobre o AR42
insoltvel (F3,15 = 0,69, p=0,58; Fig. 13B), ou o AR42
soltivel e insoluvel (Fj3,;5 = 0,04, p=0,99 e F3,15 = 0,36,
p=0,79, respetivamente; Fig. 14A e 14B).
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Exemplo 10 - Eficdcia de alo-inositol para o tratamento de

ratinhos TgCRND8 portadores da doencga.

Para avaliar se o alo-inositol pode também ser eficaz
na prevencdo da progressdo adicional e/ou se pode inverter
parcialmente um fendétipo semelhante a DA bem estabelecido,
o inicio do tratamento dos ratinhos TgCRND8 foi atrasado
até aos 5 meses de idade. Grupos de crias TgCRND8 e né&o
transgénicas da mesma ninhada foram tratadas durante 28
dias com alo-inositol, ou ndo foram tratadas. Nestas
experiéncias, a dosagem e a administracdo oral de
compostos, e o0s ensaios comportamentais e neuroquimicos
foram os mesmos que os utilizados nas experiéncias de

tratamento descritas acima.

0O grupo de ratinhos TgCRND8 de 6 meses de idade
tratados com alo-inositol teve um desempenho
significativamente melhor do que o de ratinhos TgCRND8 né&o
tratados (Fi,13 = 0,45, p=0,05; dados ndo ilustrados). O
desempenho cognitivo de ratinhos TgCRND8 de 6 meses de
idade, tratados com alo-inositol ainda era

significativamente diferente do de outras crias néo

transgénicas da mesma ninhada (F;,.3 = 5,9, p=0,05; Fig.
15). O efeito benéfico do tratamento com inositol ndo foi
devido a efeitos nao especificos sobre sistemas

comportamentais, motores, ou percetuais porque o tratamento
com inositol ndo teve qualquer efeito sobre o desempenho
cognitivo de ratinhos n&do Tg (F;,12 = 0,98, p=0,49). Os
niveis cerebrais de AR foram analisados para ratinhos
TgCRND8 com tratamento versus ndo tratados para determinar
se o comportamento melhorado pode ser correlacionado com as
alteracdes de AR (Tabela 4). O tratamento com alo-inositol
reduziu o AB42 soltvel (reducdo de 20%, p <0,05), um

efeito semelhante ao observado para o cilo-inositol. O alo-
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inositol ndo alterou significativamente o AR42 insoluvel ou
AR42 (fracdes soluveis e insoluveis) . Uma possivel
explicacdo para a diminuicdo da AR42 é a eliminacdo de AR42
na periferia com um consequente aumento do AR42 plasméatico.
Os niveis de AR42 no plasma apds o tratamento com alo-
inositol eram indistinguiveis dos niveis plasmaticos de
TgCRND8 né&do tratados (Tabela 5). De acordo com os outros
estereoisdmeros do 1nositol, estes resultados demonstram
que o0s niveis plasmédticos de AR ndo sdo afetados pelo

tratamento com alo-inositol.

Tabela 4. O tratamento com alo-inositol diminuil os niveis

de APR42
AB40 Cerebral (ng/g AB42 Cerebral (ng/g Niveis
cérebro humido * cérebro humido £ Plasmaticos de
s.e.m.) s.e.m.) AB (pg/mL)

Soltvel Insolavel Soltvel Insolavel
1 més de tratamento
Controlo 252448 41054851 666139 16448+£2120 23594147
Blo 281421 37871342 547+47* 163361910 2458195
inositol

ANOVA com PLSD de Fisher, * p<0,05.

Tabela 5. Bioquimica do Sangue - Estudo da Dose de cilo-

inositol
N&o tratados 100 30 10 Niveis de
mg/ kg mg/kg mg/kg Referéncia (Vita-
n=4 n=4 n=3 n=>5 Tech & CCAC)
Biogquimica

Proteina 4612 g/L 49+2 50£2.6 50£3 35-72
total
Albumina 35+0 g/L 31+1 33+2 33+4 25-48
Globulina 12+1 g/L 1942 17+1 1742 18-82
Bilirrubina 2,4%1 umol/L 1,9+0 2,01 1,9%0,6 2-15
ALP 81+10 U/L 76111 81+10 73122 28-94
ALT 42+4 U/L 38+4 42+4 51420 28-184
Glicose. 1142 mmol/L 1142 1242 7+2 9,7-18,6

Ureia 943 mmol/L 7,4%1 943 10£2 12,1-20,6
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Nao tratados 100 30 10 Niveis de
mg/ kg mg/ kg mg/kg Referéncia (Vita-

n=4 n=4 n=3 n=5 Tech & CCAC)
Biogquimica
Creatinina 3615 umol/L 31+4 3545 4045 26-88
Hemdblise Normal Normal Normal Normal
Icteria Normal Normal Normal Normal
Lipemia Normal Normal Normal Normal

Exemplo 11 - O Tratamento com Inositol ndo afeta a Quimica

do Sangue

De forma a excluir quaisquer efeitos nocivos do
tratamento com inositol na qguimica do sangue e na funcéo
dos ¢6rgdos, o sangue foi analisado apds o tratamento de um
més com cilo- e alo-inositol (Tabela 5,6). A proteina
total, albumina, globulina, bilirrubina, fosfatase
alcalina, glicose, ureia e creatinina nao foram
significativamente diferentes entre os grupos de tratamento
ou de ratinhos TgCRND8 nédo tratados. Todos os niveis
estavam dentro da normalidade, conforme determinado para
ratinhos de tipo selvagem ndo transgénicos. Além disso a
hembélise, icteria e lipemia estavam todas normais. Estes
resultados sugerem que o alo- e cilo-inositol ndo exibem
efeitos nocivos evidentes na quimica do sangue ou na funcéo

dos érgéos.

Tabela 6. Bioquimica do Sangue - Estudo de Tratamento de 1

Més
N&o tratados Alo-Inositol Niveis de Referéncia
(Vita-Tech & CCAC)
n=4 n=4
Biogquimica
Proteina total 4612 g/L 4842 35-72
Albumina 35+0 g/L 3242 25-48
Globulina 12+1 g/L 1743 18-82

Bilirrubina 2,4+1 umol/L 2,9%3 2-15
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N&o tratados Alo-Inositol Niveis de Referéncia

(Vita-Tech & CCAC)

n=4 n=4

Biogquimica
ALP 81+10 U/L 95+16 28-94
ALT 42+4 U/L 44+4 28-184
Glicose 1142 mmol/L 1043 9,7-18,6
Ureia 9+3 mmol/L 18,6%13 12,1-20,6
Creatinina 3615 umol/L 69164 26-88
Hemblise Normal Normal
Icteria Normal Normal
Lipemia Normal Normal

Exemplo 12 - A eficdcia de cilo-inositol na prevengédo de

patologia semelhante a DA num modelo de ratinho transgénico

duplo da doenca de Alzheimer, PS1 x APP

Os ratinhos Tg PS1 x APP sdo um modelo acentuado da
doenca de Alzheimer, que expressam um transgene PS1 humano
mutante que codifica duas mutacdes familiares (M146L e
L286V) em conjunto com o transgene APP humano que codifica
as mutacdes familiares Indiana e Sueca. Estes animais
desenvolvem uma expressdo robusta de niveis de AR cerebral
e deposicdo de amiloide aos 30-45 dias de idade. Num ensaio
profildtico, os ratinhos TgPS1xAPP foram tratados com cilo-
inositol desde o desmame e foram avaliados gquanto aos
efeitos sobre a neuropatologia aos 2 meses de idade
(Figuras 16 e 17). Em comparacdo com ratinhos TgPS1xAPP né&o
tratados, os ratinhos TgPS1xAPP tratados com cilo-inositol
exibiram uma diminuicéo significativa em todas as
determinacdes de carga da placa aos 2 meses de idade. (%
drea do cérebro coberto de placas = 0,157£0,007 wvs.
0,065+0,016, p <0,001; tamanho médio da placa = 17748 pm2
vs. 149+5 pm’, p <0,05; contagem das placas 30541324 wvs.
1514+510, p <0,01; (Fig. 17). Estes resultados demonstram
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que o cilo-inositol impede a deposicdo de amiloide em dois

modelos robustos da doenca de Alzheimer.

Exemplo 13 - Efeito do aumento da ingestdo caldérica em

ratinhos TgCRND8

De modo a excluir a contribuicdo do aumento da
ingestdo caldérica ou efeitos ndo especificos, os ratinhos
TgCRND8 foram tratados com um aclUcar simples de peso
molecular semelhante, o manitol. Aos 6 meses de idade, os
ratinhos TgCRND8 tratados com manitol eram indistinguiveis
dos ratinhos TgCRND8 ndo tratados (Fig.11A) e eram
significativamente diferentes de crias ndo Tg da mesma
ninhada tratadas com manitol (Fig. 11B). O manitol n&o teve
efeito sobre o comportamento dos ratinhos ndo Tg, uma vez
que o0s ratinhos ndo Tg tratados com manitol eram
indistinguiveis dos ratinhos nd&o Tg n&do tratados. Estes
resultados correlacionam-se com os estudos patoldgicos gque
indicam que o manitol ndo alterou a carga de placa em
ratinhos TgCRND8 (Fig. 11C). A monitorizacdo simultadnea da
sobrevivéncia demonstrou gque o manitol ndo teve efeito

sobre a sobrevivéncia de ratinhos TgCRND8 (Fig. 11D).

Embora a presente invencdo tenha sido descrita em relacédo a
formas de realizacdo particulares respetivas, muitas outras
variacdes e modificacles e outras utilizacgdes serédo
evidentes para o0s peritos na técnica. A presente invencéo,
portanto, ndo estd limitada pela divulgacdo especifica aqui

presente, mas apenas pelas reivindicacdes anexas.

Lisboa, 09 de Outubro de 2014



1.

REIVINDICACOES

Cilo-inositol em associacdo com outro tratamento para
utilizacdo no tratamento ou prevencdo de uma patologia
do sistema nervoso central ou periférico ou orgéo
sistémico associada a um disturbio no dobramento ou
agregacdo de proteinas, ou na formacdo, deposicédo,
acumulacdo ou persisténcia amiloide em que esse outro
tratamento ¢ selecionado do grupo de inibidores de
beta-secretase, inibidores de gama-secretase,
inibidores de épsilon-secretase, outros inibidores da
agregacdo de folhas Dbeta/fibrilogénese/formacdo de
ADDIL, antagonistas de NMDA, compostos anti-
inflamatdérios ndo-esteroides, antioxidantes, hormonas,
nutrientes e suplementos alimentares; inibidores de
acetilcolinestérase, agonistas muscarinicos,
antipsicdéticos; antidepressivos, terapia genética e/ou
abordagens a base de farmacos para regular
positivamente a neprilisina; terapia genética e/ou
abordagens a base de farmacos para regular
positivamente a enzima de degradacdo da insulina,
vacinas, agentes imunoterapéuticos e anticorpos contra
AR, estatinas e outros fédrmacos de reducdo do
colesterol, terapias a base de células estaminais e
outras células, inibidores de quinases que fosforilam
a proteina TAU e inibidores de quinases que modulam a

producdo de AR.

Cilo-inositol para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 1, em que a patologia do sistema nervoso
central ou periférico ou 6rgdo sistémico é selecionada
do grupo de: doenca de Alzheimer, formas pré-senis e

senis; angiopatia amiloide; deterioracdo cognitiva



ligeira; deméncia relacionada com a doenca de
Alzheimer; taupatia; «a-sinucleinopatia; doenca de
Parkinson; Esclerose Lateral Amiotrdéfica; doenca do
neurénio motor; Paraplegia espéastica; doenca de
Huntington; ataxia espinocerebelar; doencas
neurodegenerativas associadas a agregados
intracelulares e/ou intraneuronais de proteinas com
poliglutamina, polialanina ou outras repeticdes
decorrentes de expansdes patoldgicas de elementos tri-
ou tetra-nucledtidos com genes correspondentes;
doencas cerebrovasculares; sindroma de Down;
traumatismo craniano com acumulacdo pds-traumdtica de
péptido beta-amiloide; doenca relacionada com Prides;
Deméncia Familiar Briténica; Deméncia Pré-senil com
Ataxia Espéstica; angiopatia Amiloide Cerebral, tipo
Britdnico; Deméncia Pré-senil com Ataxia espastica
Angiopatia Amiloide Cerebral, Tipo Dinamarqués;
Encefalopatia com corpos de inclusdo de neuroserpina,
forma familiar (FENIB) ; Polineuropatia amiloide;
Miosite de Corpos de Inclusdo devido ao péptido beta-
amiloide; Amiloidose do tipo Familiar e Finlandés;
Amiloidose sistémica associada ao mieloma multiplo;
Febre Familiar do Mediterrédneo; infecdes e inflamacdes
crbénicas; e Diabetes Mellitus Tipo II associado ao

polipeptideo amiloide dos ilhéus.

Cilo-inositol para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 2, em que a patologia do sistema nervoso
central ou periférico ou 6rgdo sistémico €& a sindroma

de Down.

Cilo-inositol para utilizacdo de acordo com a
reivindicacédo 2, em que a patologia do sistema nervoso
central ou periférico ou dérgdo sistémico pode ser a

doenca de Alzheimer.



5. Cilo-inositol para utilizacéo de acordo com a
reivindicacédo 2, em que a patologia do sistema nervoso
central ou periférico ou dérgdo sistémico pode ser a
deterioracdo cognitiva ligeira.

6. Cilo-inositol para utilizacdo de acordo com gualquer
uma das reivindicacdes 1 2 ou 4, em qgque o outro
tratamento é um inibidor da acetilcolinestérase.

7. Cilo-inositol para utilizacéo de acordo com a
reivindicacéo 6, em que o inibidor da
acetilcolinestérase é o donepezil.

8. Cilo-inositol para utilizacdo de acordo com qualqgquer
uma das reivindicacdes 1 2 ou 4, em gue o outro
tratamento é um antagonista de NMDA.

9. Cilo-inositol para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 8, em que o antagonista de NMDA ¢
memantina.

10. Composigcdo para utilizacdo no tratamento ou
prevencdo de uma patologia do sistema nervoso central
ou periférico ou o6rgdo sistémico associada a um
distirbio no dobramento ou agregacdo de proteinas, ou
formacdo, deposicdo, acumulacdo ou persisténcia de
amiloide compreendendo cilo-inositol e outro
tratamento como definido em qualquer uma das
reivindicacdes 1 ou 6 a 9.

11. Cilo-inositol para utilizacdo de acordo com

qualquer reivindicacdo precedente para administracéio

oral.



12. Cilo-inositol para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 11, na forma de um comprimido oral,

liquido ou suspensédo oral.

13. Cilo-inositol para wutilizacdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacgdes 1, 2 ou 4, em que ©O
referido outro tratamento & selecionado do grupo de:
inibidores de gama-secretase ou inibidores de épsilon-
secretase especificos ou ndo especificos de APP,
Alzhemed, memantina, Ibuprofeno, Celebrex, Vitamina E,
estrogénios, Gingo biloba, donepezil, AF102B,
Cevimelina, EVOXAC, AF150(S), AF247B, haloperidol,
clozapina, olanzapina, Sertralina, Citalopram Hbr,
ELAN AN-1792, Lovastatina, Sinvastatina e cloreto de

litio.

Lisboa, 09 de Outubro 2014
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