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(57) Resumo: USO DE UM ACIDO ALFA-CETOGLUTARICO OU
DE UM SAL FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL DE ACIDO ALFA-
CETOGLUTARICO. Uso de uma substancia para tratar de condigbes
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di-ou tripeptideos das substancias mencionadas.
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«“USO DE UM ACIDO ALFA-CETOGLUTARICO OU DE UM SAL
FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL DE ACIDO  ALFA-
CETOGLUTARICO”

Campo da Invencio

A presente invengdo refere-se a composigdes médicas e usos
das referidas composi¢des para o tratamento, alivio e profilaxia das condigGes
associadas com a debilitacdo da cartilagem e com a dor a isso relacionada, ou
a profilaxia da artrose e da artrite reumatoide, e da dor a ela relacionada.

Fundamentos

Tanto quanto um dentre trés adultos no mundo industrial pode
presentemente sofrer de sintomas cronicos das articulagdes, ou de artrite. O
sintoma mais comum, a dor persistente das articulagdes, pode aparecer como
dor nos quadris, dor nos joelhos, dor na méo ou dor no pulso, bem como dor
nas articulagdes em outras areas do corpo. Os sintomas causam sofrimento e
perdas econdmicas quando as pessoas sdo forgadas a parar de trabalhar ou a
reduzir as horas de trabalho. Grandes somas sdo também gastas no tratamento
médico. Obviamente, existe a necessidade de solucdes eficazes quanto ao
custo para alivio ou cura dos sintomas das articulagdes e da artrite.

Sumario da Invencéao

As formas de realizagio da invengfo incluem o uso de uma
substdncia que inclui pelo menos um membro selecionado do grupo
consistindo de acido alfa-cetoglutarico, glutamina, 4cido glutdmico e sais
farmaceuticamente aceitaveis destes 4acidos, amidas de 4acido alfa-
cetoglutarico € um aminoacido ou um di- ou tripeptideo e dipeptideos de
glutamina e outro aminodcido, tripeptideos de glutamina e outros
aminoécidos, dipeptideos de 4cido de glutamina e outros aminoacidos,
tripeptideos de 4cido glutdmico e outros aminoacidos e sais
farmaceuticamente aceitaveis dos referidos dipeptideos e tripeptideos,
misturas fisicas farmaceuticamente aceitas do acido alfa-cetoglutarico ou um
seu sal farmaceuticamente aceitidvel, e pelo menos um aminoacido, para a

fabricagdo de uma preparagdo farmacéutica para o tratamento ou profilaxia de
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uma condicdo de debilitagdo inflamatéria ou ndo inflamatdria da cartilagem e
dor relacionada ao acima.

Outras formas de realizagdo incluem o uso como estabelecido
acima, para o tratamento ou profilaxia da artrose e da artrite reumatoide e da
dor relacionada ao acima.

Outras formas de realizagdo incluem o uso como estabelecido
acima, para o tratamento ou profilaxia da debilitagdo da cartilagem nas
condi¢cdes que envolvam a perda de peso e/ou a nutrigdo prejudicada, ou
gastrectomia, gastrectomia parcial ou bandeamento gastrico.

Outras formas de realizag¢do incluem o uso conforme acima
estabelecido para o tratamento ou profilaxia da debilitagdo da cartilagem em
condi¢des que envolvam a mé nutrigdo.

Outras formas de realizag¢fo incluem o uso como estabelecido
acima, para abrandar a dor associada com a debilitagdo da cartilagem nas
condi¢gdes supramencionadas.

Outras formas de realizagdo incluem o uso como estabelecido
acima, para o tratamento ou a profilaxia da osteoporose relacionada a
gastrectomia.

Breve Descricido dos Desenhos

A presente invengdo serd ainda explanada na descrigdo a
seguir, com o auxilio das formas de realizagdo preferidas, estudos dos
exemplos e desenhos anexos, dentre os quais:

- a figura 1 é um diagrama que descreve o efeito do alfa-
cetoglutarato dietético e da gastrectomia sobre os pesos corporais de ratos;

- a figura 2 apresenta quatro fotos de transiluminagdo da
porgéo superior do crénio (calvaria) de ratos experimentais;

- a figura 3 é um diagrama mostrando a drea das lacunas, como

encontradas nas fotos de transiluminagdo da calvéria de ratos experimentais.
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Descricdo Detalhada

Assim, de acordo com um aspecto da presente invengdo, €
proporcionado o novo uso de pelo menos um membro selecionado do grupo
consistindo de acido alfa-cetoglutarico, glutamina, 4cido glutdmico e sais
farmaceuticamente aceitaveis destes 4acidos, amidas de éacido alfa-
cetoglutarico e um aminoacido ou um di- ou tripeptideo e dipeptideos de
glutamina e outro aminoacido, tripeptideos de glutamina e outros
aminoacidos, dipeptideos de acido de glutamina e outros aminoacidos,
tripeptideos de 4acido glutdmico e outros aminoicidos e sais
farmaceuticamente aceitaveis dos referidos dipeptideos e tripeptideos,
misturas fisicas farmaceuticamente aceitas de acido alfa-cetoglutarico ou um
seu sal farmaceuticamente aceitavel, e pelo menos um aminoacido para a
fabricacdo de uma preparagdo farmacéutica para o tratamento ou profilaxia de
uma condic¢do de artrose, artrite reumatica e destrui¢do da cartilagem, e dof
relacionada aos distirbios acima.

De acordo com uma forma de realizagdo preferida da
invencéo, o 4cido alfa-cetoglutarico da invengéo ou um seu sal metal alcalino
ou de metal alcalino-terroso ou uma combina¢do destes, sdo usados.
Preferivelmente o alfa-cetoglutarato de sddio € usado.

Em conformidade com outro aspecto da presente invengéo, €
fornecido um método para o tratamento ou profilaxia de uma condi¢do de dor
aumentada de pelo menos um membro selecionado do grupo consistindo de
artrose em mamiferos, incluindo o homem, método este que compreende
administrar a um paciente em necessidade de tal tratamento ou profilaxia de
uma quantidade de dor efetiva de pelo menos um membro selecionado do
grupo consistindo de acido alfa-cetoglutarico, glutamina, acido glutdmico e
sais farmaceuticamente aceitaveis destes acidos, amidas de acido alfa-
cetoglutarico e um aminodcido ou um di- ou tripeptideo, dipeptideos de

glutamina e outro aminodcido, tripeptideos de glutamina e outros
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aminoacidos, dipeptideos de 4cido glutdmico e outros aminoacidos,
tripeptideos de 4cido glutdmico e outros aminodcidos, e sais
farmaceuticamente aceitaveis dos referidos peptideos e tripeptideos, misturas
fisicas farmaceuticamente aceitas de acido alfa-cetoglutarico ou um seu sal
farmaceuticamente aceitavel e pelo menos um aminoécido.

De acordo com formas de realizagdo preferidas destes
aspectos, o acido alfa-cetoglutirico ou um seu sal de metal alcalino ou
alcalino-terroso ou uma combinagdo destes, sdo administrados. De maior
preferéncia, o alfa-cetoglutarato de sédio ¢ administrado.

As preparagdes farmacéuticas do principio ou principios ativos
usadas de acordo com a presente inven¢do podem ser administradas a um
vertebrado, incluindo mamiferos e passaros, tais como roedores, um
camundongo, rato, porquinho-da-india, ou um coelho; um péssaro, tal como
um peru, galinha ou frango e outras aves e animais de circulagfo livre; uma
vaca, um cavalo, um porco ou leitdo e outros animais de fazenda, um cio, um
gato e outros animais de estimagdo, e, em particular, seres humanos.

A administra¢do pode ser realizada de diferentes maneiras,
dependendo de que espécie de vertebrado se trata, da condigdo do vertebrado
em necessidade de tais métodos, e da indicag8o especifica a ser tratada.

Em uma forma de realizagdo, a administragdo ¢ feita como um
alimento ou suplemento alimenticio, tal como um suplemento dietético e/ou
um componente na forma de alimentagdo sélida e/ou bebida. Outras formas
de realizagdo podem ser apresentadas em suspensdes ou solugdes, tais como
uma bebida mais descrita abaixo. Igualmente, as formas podem ser em
capsulas ou tabletes, tais como mastigaveis ou soliveis, por exemplo tabletes
efervescentes, bem como po e outras formas secas conhecidas da pessoa
habilitada na técnica, tais como pelotas, micropelotas e grios.

A administragdo pode ser como alimentagdo ou suplemento

alimenticio parenteral, retal ou oral, como descrito acima. Veiculos
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parenterais incluem a solugdo de cloreto de sédio, a dextrose de Ringer,
cloreto de dextrose e sddio, 6leos de Ringer lactados ou fixos.

O alimento ou suplemento alimentar podem também ser
emulsificados. O ingrediente ou ingredientes terapéuticos ativos podem entdo
ser misturados com excipientes, os quais sejam farmaceuticamente aceitaveis
e compativeis com o ingrediente ativo. Excipientes adequados séo, por
exemplo, a 4gua, solugdo salina, dextrose, glicerol, etanol ou coisa parecida, e
combinacgBes destes. Além disso, se desejavel, a composi¢do pode conter
quantidades menores de substancias auxiliares, tais como agentes umectantes
ou emulsificantes, agentes de tamponamento do pH, os quais intensificam a
eficacia do ingrediente ativo.

Diferentes formas do alimento ou suplemento alimentar
parenterais podem ser fornecidas, tais como formulagbes de alimentos
s6lidos, liquidos ou liofilizados ou de outra forma secados. Podem incluir
diluentes de varios tampdes (por exemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato), pH e
intensidade i6nica, aditivos tais como albumina ou gelatina para impedir a
absorcdo as superficies, detergentes (por exemplo, Tween 20, Tween 80,
Pluronic F68, sais de acido biliar), agentes solubilizantes (por exemplo,
glicerol, polietilenoglicerol), antioxidantes (por exemplo acido ascorbico,
metabissulfito de soédio), preservativos (por exemplo, Timerosal, alcool
benzilico, parabenos), substincias de massa ou modificadores da tonicidade
(por exemplo, lactose, manitol), ligagSes covalentes de polimeros tais como o
polietileno glicol & composi¢do, complexagdo com ifons de metal, ou
incorporagdo do material dentro ou em preparagdes particuladas de compostos
poliméricos, tais como o &cido polilactico, o 4cido poliglicdlico, hidrogéis,
etc., ou em lipossomas, microemulsdes, micelas, fantasmas eritrociticos, ou
esferoplastos.

Em uma forma de realizagdo, o alimento ou suplemento

alimentar sio administrados na forma de uma bebida, ou uma sua composigéo
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seca, em qualquer dos métodos de acordo com a invengdo.

A bebida compreende uma quantidade eficaz do ingrediente
ativo ou seus ingredientes, junto com um portador solivel em agua aceitavel
do ponto de vista nutricional, tal como minerais, vitaminas, carboidratos,
gorduras e proteinas. Todos estes componentes sdo fornecidos em uma forma
seca se a bebida for fornecida em uma forma seca. Uma bebida fornecida
pronta para o consumo ainda compreende agua. A solugdo de bebida final
pode também ter uma tonicidade e uma acidez controladas, por exemplo
como uma solugdo tamponada de acordo com as sugestdes gerais do
paragrafo acima.

O pH ¢é preferivelmente na faixa de cerca de 2 a 5, e em
particular de cerca de 2 a 4, para prevenir o desenvolvimento bacteriano e
fungico. Uma bebida esterilizada pode também ser usada, com um pH de
cercade 6 a 8.

A bebida pode ser fornecida sozinha ou em combinagdo com
uma ou mais composi¢des terapeuticamente eficaz.

De acordo com uma outra forma de realizag¢do, as preparagoes
farmacéuticas como medicamentos para uso oral e retal, podem ser na forma
de tabletes, pastilhas, capsulas, pds, suspensdes aquosas ou oleosas, xaropes,
elixires, solugdes aquosas e outras contendo o ingrediente ou ingredientes
ativos em mistura com um portador e/ou aditivos farmaceuticamente
aceitaveis, tais como diluentes, preservativos, solubilizantes, emulsificantes,
adjuvantes e/ou portadores tteis nos métodos e usos apresentados na presente
invengdo.

Além disso, como aqui usado, “portadores farmaceuticamente
aceitaveis” sdo bem conhecidos daqueles versados na técnica e podem incluir,
porém sem limitar, 0,01 a 0,05 M de tampéo de fosfato ou 0,8% de solugédo
salina. Adicionalmente, tais portadores farmaceuticamente aceitaveis podem

ser solugdes, suspensdes e emulsdes aquosas ou ndo aquosas. Exemplos de
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solventes ndo aquosos sdo o propileno glicol, o polietileno glicol, 6leos
vegetais como o azeite, e ésteres orginicos injetaveis tais como o oleato de
etila. Portadores aquosos incluem a &agua, solugdes alcoolicas/aquosas,
emulsdes ou suspensdes, incluindo solugdo salina e meios tamponados.
Veiculos parenterais incluem a solug@o de cloreto de sédio, a dextrose de
Ringer, dextrose e cloreto de sodio, dleos de Ringer ou fixos lactados.
Preservativos e outros aditivos também podem estar presentes, tais como, por
exemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, gases inertes e
outros.

Os aminodacidos que fazem parte das amidas com 4cido alfa-
cetoglutdrico ou de peptideos com glutamina ou é&cido glutdmico ou
tripeptideos com glutamina e/ou acido glutdmico, podem ser qualquer dos
aminoacidos que ocorram como componentes nos peptideos por natureza. O
mesmo se aplica as misturas fisicas farmaceuticamente aceitas de acido alfa-
cetoglutarico ou sais destes com pelo menos um aminoacido. Preferivelmente
o aminoacido ou aminoacidos sdo selecionados do grupo consistindo de
arginina, ornitina, leucina, isoleucina e lisina.

Referidos aminoacidos sfo preferivelmente usados em sua
configuragdo L.

Exemplos de amidas de acido alfa-cetoglutirico com um
aminoacido ou um di- ou tripeptideo incluem, sem limitar, amidas de acido
alfa-cetoglutarico com um aminoacido selecionado do grupo consistindo de
glutamina, 4cido glutdmico, arginina, ornitina, lisina, prolina, isoleucina e
leucina, e amidas de acido alfa-cetoglutarico com um dipeptideo de glutamina
e qualquer dentre 4cido glutdmico, arginina, ornitina, lisina, prolina,
isoleucina e leucina, e com um dipeptideo de acido glutdmico e qualquer
dentre arginina, ornitina, lisina, prolina, isoleucina e leucina.

Exemplos de di- e peptideos de glutamina e 4cido glutdmico

com outros aminoacidos incluem aqueles mencionados acima com relagdo as
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amidas de acido alfa-cetoglutarico com di- ou tripeptideos.

Exemplos de misturas fisicas de acido a-cetoglutarico ou sais
deste com pelo menos um aminoacido, incluem, porém sem limitar, as
misturas fisicas de pelo menos um membro selecionado do grupo consistindo
de 4cido alfa-cetoglutérico e os seus sais de sodio, potdssio, calcio e magnésio
com qualquer dentre glutamina, acido glutdmico, arginina, ornitina, leucina,
isoleucina, lisina e prolina e quaisquer combinagdes dos referidos
aminoacidos.

A relagdo molar do 4cido alfa-cetoglutarico ou seus sais para o
aminoacido ou aminoécidos das referidas misturas fisicas, situar-se-4 em geral
dentro dos limites de 1:0,01 a 1:2, preferivelmente de 1:0,1 a 1:1,5, e o mais
preferivel de 1:0,2 a 1:1,0.

A dosagem a ser administrada variara dependendo do principio
ou principios ativos a serem usados, da condigdo a ser tratada, da idade, sexo,
peso etc. do paciente que esteja sendo tratado, mas situar-se-a geralmente
dentro da faixa de 1 a 1000 mg/kg de peso corporal/dia, ou de 10 a 400 mg/kg
de peso corporal e por dia, preferivelmente de 10 a 100 mg/kg de peso
corporal/dia. '

A invencdo sera agora ilustrada ainda por meio de exemplo, o

qual ndo deve ser interpretado de modo a limitar o escopo da inveng3o.

EXEMPLO

Fundamento: A remogdo cirurgica do estdmago (gastrectomia,
Gx) leva a osteagporose em animais e nos seres humanos. A gastrectomia afeta
principalmente a estrutura do osso trabecular. N&o estd claro se a Gx também
afeta negativamente a placa epifisaria. O a-cetoglutarato dietético (AKG) ¢
um precursor da hidroxiprolina - o aminodcido mais abundante no pro-
colageno do osso e da cartilagem. O objetivo dos estudos foi elucidar o efeito
do AKG sobre a gastrectomia dependente das perdas dsseas/cartilagens.

Meétodos: 40 ratos Sprague-Dawley fémeas foram usados.
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Vinte ratos foram submetidos a gastrectomia e divididos entre 2 grupos:
Gx+AKG e GxtPlacebo. Outros 20 ratos foram submetidos a operagdo
ficticia e divididos entre outros 2 grupos: Ficticio+AKG e Ficticio+Placebo.
Apos 8 semanas, os animais foram sacrificados e as calvarias, os fémures e as
tibias foram coletados. A densidade de massa 6ssea (BMD) e a concentracdo
mineral éssea (BMC) nos fémures da direita e as tibias foram estimadas e a
histomorfometria dos ossos da esquerda foi estimada. As medigdes de
transiluminagdo das calvarias foram também realizadas.

Resultados: O a-cetoglutarato dietético revelou um forte efeito
protetor sobre as perdas Osseas das calvarias dos ratos submetidos a
gastrectomia. O AKG apresentou um forte efeito antidestrutivo sobre as
células das placas epifisarias, o volume Osseo trabecular e a forma das
trabéculas dos ratos submetidos & gastrectomia.

Conclusées: O AKG minimiza a destruicdo Ossea e da
cartilagem desenvolvida ap6s a ressec¢do do estomago nos ratos.

A remogdo cirurgica do estomago conduz a osteopenia € a
artrite nos seres humanos, nos ratos e em outros animais experimentais. A
gastrectomia € associada com a osteopenia nos seres humanos. As disfungdes

gastricas também podem contribuir para o desenvolvimento da osteoporose na

- idade avangada. Por isso, a maior parte dos estudos concernentes a doenga

ossea lida com pacientes apos a ressecg@o gastrica.

A gastrectomia afeta principalmente o osso trabecular e as
vezes também o osso cortical, induzindo um efeito pronunciado da destruigdo
do osso da calvaria. A redugdo da massa dssea cortical e trabecular apos a
gastrectomia tem sido relatada em ambos os sexos de seres humanos. O
volume Osseo trabecular na tibia e no fémur € reduzido em 60% apds 16
semanas da gastrectomia. As perdas ésseas aumentam o risco de fraturas dos
quadris, vértebras e outros sitios entre os pacientes de gastrectomia, o que €

um sério problema hoje em dia.
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Postula-se que a perda Ossea em pacientes submetidos a
gastrectomia ndo € um resultado das deficiéncia dietéticas (por exemplo o
calcio) ou da falta de acido gastrico ou Vitamina D. O mecanismo por tras da
osteopenia originada pela gastrectomia ¢ ainda desconhecido. Considera-se,
entretanto, que a causa primaria da osteoporose seja as re-sinteses do
colageno Osseo ap0s sua destruigdo maciga pelos osteoclastos. O principal
componente no pro-colageno dsseo é a prolina - os aminoacidos sintetizam-se
no trato gastrintestinal a partir do AKG através do glutamato e através da
prolina que, por sua vez, é transformada no pré-colageno oOsseo em
hidroxiprolina na presenca de AKG, vitamina C e Fe2+. Foi recentemente
mostrado que o AKG tem sido eficaz em prevenir a perda 0ssea em ratos
submetidos & ovariectomia, € em ossos desnervados nos perus. Considerando-
se tudo acima, o principal objetivo dos estudos foi investigar se a AKG
dietética pode prevenir as perdas Osseas e das cartilagens em ratos submetidos
a gastrectomia.

Animais e procedimentos cirurgicos

Quarenta ratos Sprague-Dawley fémeas, com 10 semanas de
idade (220 a 230 g), foram alojados em gaiolas Macrolon® (2 ratos em cada
gaiola) e lhes foi dada uma dieta de pelotas alimenticias padrdo para ratos
(Lactamin, Vadstena, Suécia) e veiculo ou AKG ad libitum (& vontade)
dissolvidos em 4gua (Tabela 1). O estudo durou por 8 semanas. Os ratos
foram pesados a cada semana.

Os ratos beberam entre 25 e 50 mililitros por dia. No principio,
pode ser verificado que os ratos bebiam entre 10 e 20% do peso corporal.

Os ratos do grupo AKG beberam aproximadamente 25 ml de
bebida de AKG por dia. Em 25 ml de bebida existe 0,36 g de AKG, o que da
aproximadamente 1 a 1,4 g de AKG por quilograma de peso corporal dos
ratos e por dia. Os ratos no grupo de placebo (controle) beberam

aproximadamente 50 ml de bebida de placebo por dia.
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Cirurgia

Vinte ratos foram submetidos a gastrectomia e divididos em 2
grupos: Gx+AKG e Gx+Placebo (10 ratos em cada grupo). A porgdo
glandular do estdmago (isto é, a parte produtora de acido, o fundo e o antro
pildérico) foi submetida a ressecg¢do, apés o que a parte ndo glandular
(estdmago anterior) foi unida com o duodeno de ponta-a-ponta. 20 ratos
foram operados de forma ficticia e divididos entre 2 grupos: ficticio+AKG e
Ficticio+Placebo (10 ratos em cada grupo). A operagéo ficticia envolveu uma
incisio abdominal mediana, manipulagédo ‘do estbmago e fechamento da
incisdo. A anestesia foi obtida por inje¢do subcutinea de Ketalar® (50 mg/kg;
Parke-Davis, Morris Plains, NJ, U.S.A.) e Stresnil® (40 mg/kg; Janssen-Cilag
Pharma, Viena, Austria). A analgesia foi obtida por injecio subcutinea de
Temgesic® (0,18 mg/kg; Schering-Plough, Kenilworth, NJ, U.S.A.). O
tratamento foi iniciado dos grupos Ficticio+Placebo e Gx+Placebo com
veiculo, enquanto FicticiotAKG e Gx+AKG foram tratados com AKG.

Ratos Gx receberam a inje¢do por via intramuscular uma vez
semana sim, semana ndo (iniciando na primeira semana apods a cirurgia), com
0,4 mg/kg de vitamina B, [Betolvex® 1 mg/ml, Dumex, Copenhague,
Dinamarca] para compensar pela perda do fator intrinseco o qual é essencial
para a absorg¢do da vitamina B;; e 20 mg de Fe**/kg do complexo de hidréxido
férrico polimaltose (Ferrum® 50 mg de Fe**/ml, Vifor (International) Inc., St.
Gallen/Suiga) como um suplemento para a fraca absor¢do antecipada de ferro,
por causa da perda de acido gastrico. Estas suplementag¢des ndo tiveram efeito
sobre o desenvolvimento do peso corporal dos ratos que n3o haviam sofrido
procedimentos cirargicos.

Durante a experiéncia, 8 animais morreram. O nimero final de
animais (n) foi de 7 no grupo Ficticio+Placebo, 10 no FicticiotAKG, 8 no
Gx+Placebo e 7 no Gx+AKG.

Todos os ratos foram sacrificados por exsanguina¢do da aorta
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abdominal sob anestesia como mencionado acima.

Os estudos foram aprovados pelo Animal Welfare Committee
local, Lund, Suécia.
Coleta e analise de tecidos

As calvérias foram retiradas de cada rato por dissecagdo e
desprovidas do tecido macio pela remog@o do periosteo cuidadosamente. A
secagem foi evitada pela cobertura de cada calvaria com gaze embebida em
solugdo salina e armazenando-as em um recipiente impermedavel ao ar em +4
°C até o exame. Cada calviria foi colocada sobre uma placa de vidro no topo
de uma fonte de luz (tubo fluorescente comercial), emitindo luz de
intensidade constante. As imagens de transilumina¢do resultantes foram
fotografadas pelo uso de uma cdmara conectada a um microscopio de
operagdo, ampliagdo de 16 vezes. As imagens foram submetidas a andlise de
computador histomorfométrica realizada por ImageJ v. 1.33a. O percentual de
perda Ossea (como area de lacunas observadas) foi estimado.

Tanto os fémures quanto as tibias foram coletadas e
armazenadas em 70% de etanol até outra analise.

Os fémures e as tibias direitas foram submetidas a analise de
PIXIMUS®, a qual deu a BMD em g/cm’ e a BMC em g/em’.

Os fémures e as tibias esquerdas fixadas em etanol foram
descalcificadas em 4cido de nitrogénio a 7% por 48 horas. Os espécimes
de fémur distal e de tibia proximal (consistindo em epifise com 8 mm da
parte da metafise) foram usados para outros processos histolégicos. Os
espécimes foram imersos em parafina. As segdes longitudinais dos
espécimes de fémur e tibia (6 pm de espessura) foram cortadas por
micrétomo automatico Microm HM 360. Vinte fatias (com intervalo de 20
um apés cada 5) por 1 osso de 1 individuo, foram cortadas. As fatias
foram manchadas com hematoxilina/eosina sob condigdes padrao.

Imagens microscopicas foram tomadas de cada fatia manchada. As
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fotografias usadas para avaliar o osso trabecular foram tiradas com o uso
de um microscépio 6ptico Nikon Eclipse E800, amplia¢do de 40 x e uma
camara fotografica digital Nikon D70. As imagens microscopicas das
secdes do fémur e da tibia foram submetidas a analise de computador
histomorfométrica. As trabéculas foram analisadas com o uso de ImageJ
v. 1,33a. As fotos usadas para avaliar a placa epifisaria foram obtidas por
meio da técnica de contraste Nomarski e coletadas por AXIOVERT 200
M equipada com uma cabega de varredura a laser LSM 5 Pascal, Zeiss,
ampliagdo de 100 vezes, com comprimento de onda de laser de argdnio de
514 nm. A placa epifisaria foi analisada com o uso da Analise v. 3.0. As
imagens da cartilagem articular foram capturadas com o uso do modo
fluorescente de AXIOVERT 200 M equipado com uma cabega de
varredura a laser LSM 5 Pascal, Zeiss, ampliagdo de 100 vezes, com
comprimento de onda de laser de argonio de 514 nm. As gravuras da
cartilagem articular foram avaliadas pelo Zeiss LSM Image Examiner v.
3.1.0.99. Os parametros considerados, com respeito as trabéculas abaixo
da placa epifisaria, foram: o volume do osso trabecular (BV/TV%),
medido para se obter as caracteristicas do 0sso esponjoso, e as dimensdes
fractais trabeculares (Método de Contagem de Caixa). Os pardmetros com
respeito a placa epifisaria foram: numero de células da cartilagem dentro
da ROI (Regido de Interesse) consistindo da zona de Repouso, zona
Proliferativa e zona da cartilagem Hipertréfica. A estimativa do contetido
relativo de coldgeno da cartilagem articular foi feita pela medi¢do da
intensidade da fluorescéncia do colageno manchado com a eosina na ROI
de escolha aleatoria (a mesma area para cada fatia - 6 circulos com 83 pum
de didmetro cada um, ao longo da cartilagem articular), com o nivel
cinzento de 12 bits do detector da cabega de varredura a laser LSM 5
Pascal como uma escala de medi¢do. As medigdes foram tomadas

exatamente nas mesmas condigdes padrdo para cada fatia.



10

15

20

25

14

Estatistica

Os dados foram comparados com um meio de andlise da
variagio (ANOVA), o teste-t de Student, e p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
Resultados

No final da experiéncia, a massa corporal dos animais
cirurgicamente tratades foi 8% menos do que os operados ficticiamente. N&o
houve nenhuma diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
(Figura 1).
Transiluminacao da calvaria

A transiluminagdo da calvaria apresentou crescimento
significativo, em percentual, das lacunas o6sseas nos ratos Gxtplacebo e
Gx+AKG, em comparagdo com ratos FicticiotPlacebo e Ficticio+tAKG
(Figura 2). Os ratos Gx+AKG também apresentam um percentual
significativamente menor das lacunas, em comparagdo com O grupo
Gx+Placebo (*p = 0,031) (Figura 3). As diferengas entre Ficticio+Placebo e
Ficticio+AKG ndo foram estatisticamente significativas.
Densidade Mineral Ossea (BMD) e/conteiido de Mineral Osseo (BMC) no
fémur e na tibia

A BMD e o BMC foram menores nos ratos Gx+Placebo e
Gx+AKG em comparagdo com os ratos Ficticio+Placebo e FicticiotAKG
(dados n3o mostrados). Entretanto, a BMD no grupo Gx+AKG tendeu a ser
maior do que no Gx+Placebo (p =0,19).
Histomorfometria
Andlise da cartilagem articular

A quantidade de coladgeno da cartilagem no grupo Gx+AKG
foi semelhante aquela nos grupos de controle (operados por simulagdo) e foi

significativamente mais elevada em comparagdo com o grupo Gx+Placebo

(Tabela 2).
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Analise da placa epifisdria

A estimativa quantitativa das células da placa de crescimento
epifisario apresentou um aumento no numero de células no grupo Gx+AKG
(tanto no fémur quanto na tibia) em comparagdo com Gx+Placebo. Além
disso o numero de células da cartilagem no grupo Gx+AKG foi
significativamente mais elevado do que em ambos os grupos Ficticios
(Tabelas 3 e 4).

Volume do osso trabecular

O volume do osso trabecular decresceu nos ratos Gx+Placebo
e Gx+AKG, em comparagdo com os ratos Ficticio+Placebo e FicticiotAKG.
Entretanto, a redu¢io da area das trabéculas no grupo Gx + AK foi menor do
que no grupo Gx + Placebo (Tabelas 5 e 6).

Dimensdo fractal das trabéculas dsseas

A dimensio fractal em Gx+AKG foi semelhante aos grupos de
controle e foi mais elevada do que no Gx+Placebo (Tabelas 7 e 8).

Discussio

O objetivo da experiéncia foi avaliar o efeito do o-
cetoglutarato dietético sobre a perda o6ssea causada por gastrectomia. Os
dados obtidos confirmam essa hipétese. De fato, o AKG dietético preveniu as
perdas dos ossos da cartilagem em ratos submetidos é‘gastrectomia. Nossos
resultados acham-se de acordo com as experiéncias recentes mostrando que o
AKG previne o desenvolvimento da osteoporose em ratos submetidos a
ovariectomia e em mulheres pés-menopausicas.

A gastrectomia causou a perda de colageno da cartilagem e de
células da cartilagem nos ratos Gx+Placebo, mas ndo nos Gx+AKG. Mais
22% de células da cartilagem foram confirmados no grupo Gx+AKG do que
no grupo Gx+Placebo. Isto indica que o AKG foi eficaz em prevenir a perda
das células da cartilagem nos ratos submetidos a gastrectomia. A analise

revelou um efeito protetor do AKG sobre o colageno 0sseo e da cartilagem. A
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quantidade de colageno no grupo Gx+AKG ficou dentro da faixa dos grupos
de controle para a experiéncia e foi de cerca de 18% mais elevada do que nos
ratos Gx+Placebo. |

Um efeito protetor do AKG sobre o osso da calvaria nos ratos
submetidos a gastrectomia foi observado. As calvarias dos ratos Gx+tAKG
apresentou 20% menos lesGes do que aquelas dos ratos Gx+Placebo. Os
valores da BMD e do BMC demonstraram que a gastrectomia causou
osteopenia nos ratos Gx+Placebo e nos Gx+AKG, o que estd de acordo com
outras experiéncias. Entretanto, usando métodos histomorfométricos mais
sensiveis, n6s mostramos que o AKG é possivelmente eficaz em prevenir a
osteopenia nos ratos GX.

Além disso, o volume dos ossos trabeculares examinados
apresentou 38% menos decréscimo nos ratos Gx+AKG em comparagdo com
os animais Gx+Placebo. Além disso, a dimensdo fractal das trabéculas no
grupo Gx+AKG apresentou quase o mesmo nivel dos grupos operados por
ficticios. Assim, o o-cetoflutarato de fato tem uma forte influéncia sobre a
remodelagdo da estrutura das trabéculas Osseas.

A gastrectomia tem um forte efeito destrutivo sobre o
esqueleto, causando osteopenia e artropatia. O AKG nfo pode interromper
totalmente estas lesdes, mas ele definitivamente limitou as mudangas nos
0ssos e na cartilagem relacionadas a gastrectomia destrutiva profunda e,
provavelmente, melhorou a remodelagdo do sistema esquelético. As
implica¢bes destas observagdes podem ser importantes para consideragdo
clinica em seres humanos, por exemplo onde a gastrectomia parcial seja
recomendada para perda de peso em pacientes obesos. Todos estes pacientes
desenvolvem osteoporoses e artropatia. Assim, pode-se considerar que o
AKG dietético para estes pacientes pode interromper ou limitar estas

mudangas Osseas destrutivas.
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Tabela 1. Composicio das bebidas de AKG e de placebo

Ingredientes AKG (g/dms) Placebo (g/dm’)

AKG (a-ceto glutarato) 14,6 0

Acido cloridrico HCI 0 3,32
Glicose C¢H205 30,0 30,0
Sacarose CioH2011 15,0 15,0
Hidréxido de s6dio NaOH 3,6 3,6
Hidroxido de potassio KOH 0,75 0,75
Hidréxido de calcio Ca(OH), 0,46 0,46
Hidréxido de magnésio Mg(OH), 0,18 0,18
pH 4,6 4,6

Para se obter o0 mesmo nivel de pH em cada solugéo, a bebida
de Placebo foi titulada com HCI 0,1 M a pH 4,6 (o nivel de pH da bebida de
AKG).

Tabela 2. Efeito do AKG e da gastrectomia sobre o conteudo relativo de

colageno da cartilagem articular

Tratamento fluorescéncia SD
Gx+AKG 2363" 623
Gx+Placebo 1928 647
FicticiotAKG  2475° 457
Ficticio+Placebo 2171* 374

Uma letra diferente fornecida com um resultado em uma
coluna descreve diferenca significativa quando p < 0,05

n = 7 em Gx+AKG, n = 8 em Gx+Placebo, n = 10 em
Ficticio+AKG, n = 7 em Ficticio+Placebo

Tabela 3. Efeito do AKG e da gastrectomia sobre o numero de condrdcitos da

placa epifisaria dos fémures

Tratamento Ntmero de células/mm’ SD
Gx+AKG 2220° 490
Gx+Placebo 1760° 360
Ficticio+tAKG 1890° 330

Ficticio+Placebo 1850° 220
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Uma letra diferente fornecida com um resultado em uma
coluna descreve diferenca significativa quando p < 0,05

n = 7 em Gx+AKG, n = 8 em Gx+Placebo, n = 10 em
Ficticio+tAKG, n = 7 em Ficticio+Placebo

Tabela 4. Efeito do AKG e da gastrectomia sobre o numero de condrocitos da

placa epifisaria das tibias

Tratamento Ntmero de células/mm®> SD
Gx+AKG 2470 470
Gx-+Placebo 1950° 330
FicticiotAKG 1840° 410
Ficticio+Placebo 2110° 340

Uma letra diferente fornecida com um resultado em uma
coluna descreve diferencga significativa quando p < 0,05

n = 7 em Gx+AKG, n = 8 em GxtPlacebo, n = 10 em
Ficticio+AKG, n = 7 em Ficticio+Placebo

Tabela 5. Efeito do a-cetoglutarato e da gastrectomia sobre o volume do osso

trabecular dos fémures

Tratamento - Area das trabéculas (%) SD

Gx+AKG 18,8° 3,7
Gx+Placebo 11,2° 2,1
FicticiotAKG 25,5°¢ 7,8
Ficticio+Placebo 24,5° 5,9

Uma letra diferente fornecida com um resultado em uma

coluna descreve diferenga significativa quando p < 0,05
n = 7 em Gx+AKG, n = 8 em GxtPlacebo, n = 10 em

Ficticio+AKG, n = 7 em Ficticio+Placebo
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Tabela 6. Efeito do a-cetoglutarato e da gastrectomia sobre o volume do osso

trabecular das tibias
Tratamento Area das Trabéculas (%) SD

Gx+AKG 16,7 3,4
Gx+Placebo 10,5° 2,5
Ficticio+AKG 24.9¢ 53
Ficticiot+Placebo 21,1° 5,7

Uma letra diferente fornecida com um resultado em uma

coluna descreve diferenga significativa quando p < 0,05
n = 7 em Gx+AKG, n = 8 em GxtPlacebo, n = 10 em
Ficticio+AKG, n = 7 em Ficticio+Placebo

Tabela 7. Efeito do a-cetoglutarato e da gastrectomia sobre a dimensio fractal

das trabéculas dos fémures

Tratamento Dimenséo Fractal [D] SD

Gx+AKG 1,22° 0,02
Gx+Placebo 1,19° 0,03
Ficticio+tAKG 1,24° 0,04
Ficticio+Placebo 1,25° 0,03

Uma letra diferente fornecida com um resultado em uma
coluna descreve diferenca significativa quando p < 0,05

n = 7 em Gx+AKG, n = 8 em GxtPlacebo, n = 10 em
Ficticio+AKG, n = 7 em Ficticio+Placebo

Tabela 8. Efeito do a-cetoglutarato e da gastrectomia sobre a dimensdo fractal

das trabéculas das tibias

Tratamento Dimensao Fractal [D]  SD

Gx+AKG 1,22° 0,02
Gx+Placebo 1,17% 0,02
Ficticio+AKG 1,22° 0,03

Ficticio+Placebo 1,21° 0,04
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Uma letra diferente fornecida com um resultado em uma
coluna descreve diferenga significativa quando p < 0,05

n = 7 em Gx+AKG, n = 8 em Gx+Placebo, n = 10 em
Ficticio+AKG, n = 7 em Ficticio+Placebo

Legenda das Figuras

Figura 1. Efeito do a-cetoglutarado dietético e da gastrectomia
sobre os pesos corporais de ratos. Grupos de controle: Grupos Experimentais
FICTICIO+PLAC, GX+PLAC: FICTICIO+AKG, GX+AKG (FICTICIO -
ratos operados de forma simulada, GX - ratos submetidos a gastrectomia).

Figura 2: Fotos da calvaria selecionadas dos animais
analisados. Grupos de controle: FICTICIO+PLAC, GX+PLAC:
FICTICIO+AKG, GX+AKG (FICTICIO - ratos operados de forma simulada,
GX - ratos submetidos a gastrectomia).

Figura 3. Efeito do a-cetoglutarado dietético e da gastrectomia
sobre a transilumina¢do da calvaria. Grupos de controle: Grupos
Experimentais FICTICIO+PLAC, GX+PLAC: FICTICIO+AKG, GX+AKG
(FICTICIO - ratos operados de forma simulada, GX - ratos submetidos a
gastrectomia).

*p = 0,0288
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REIVINDICACOES

1. Uso de um 4cido alfa-cetoglutiarico ou de um sal

farmaceuticamente aceitavel de 4cido alfa-cetoglutérico, caracterizado pelo

fato de ser para a manufatura de uma preparagdo farmac€utica para o
tratamento ou profilaxia de debilitagdo da cartilagem em condigdes
envolvendo perda de peso e/ou nutri¢éo debilitada; ma nutrigdo; gastrectomia,
a gastrectomia parcial ou o bandeamento gastrico.

2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o 4cido alfa-cetoglutarico ou um sal farmaceuticamente aceitavel
de acido alfa-cetoglutarico é em uma mistura fisica farmaceuticamente aceita
com pelo menos um amino4cido.

3. Uso de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo

fato de que o aminodcido é selecionado de: glutamina, 4cido glutmico,
arginina, ornitina, leucina, isoleucina, lisina, prolina, isoleucina e
combinagdes dos mesmos.

4. Uso de acordo com as reivindicagbes 1 a 3, caracterizado

pelo fato de que o sal farmaceuticamente aceitdvel do 4cido alfa-cetoglutarico
¢ um sal de alcali ou um sal de metal alcalino terroso ou uma combinagio dos
mesmos.

5. Uso de acordo com as reivindicagdes 1 a 4, caracterizado

pelo fato de que o sal farmaceuticamente aceitavel do 4cido alfa-cetoglutarico

¢ alfa-cetoglutarato de sodio.
6. Uso de amidas de 4cido alfa-cetoglutdrico e de um

aminoacido, um dipeptideo ou um tripeptideo, caracterizado pelo fato de ser

para a manufatura de uma preparagdo farmacéutica para o tratamento ou
profilaxia de debilitagdo da cartilagem em condi¢des envolvendo perda de
peso e/ ou nutrigdo debilitada; ma-nutri¢fo; gastrectomia; gastrectomia parcial
ou bandeamento gastrico.

7. Uso de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo
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fato de que o aminoéacido que forma a amida com o 4cido alfa-cetoglutarico ¢
selecionado de: glutamina, 4cido glutdmico, arginina, ornitina, lisina, prolina,
isoleucina e leucina.

8. Uso de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo

fato de que o dipeptideo que forma a amida com 4cido alfa-cetoglutarico ¢
dipeptideo de glutamina e qualquer de: acido glutdmico, arginina, ornitina,
lisina, prolina, isoleucina e leucina.

9. Uso de acordo com as reivindicages 1 a 8, caracterizado

pelo fato de que a dosagem dada a um paciente situa-se no intervalo de 1 a
1000 mg/kg de peso corporal/dia da substincia.

10. Uso de acordo com as reivindicagdes 1 a 8, caracterizado

pelo fato de que a dosagem dada a um paciente situa-se no intervalo de 10 a
400 mg/kg de peso corporal/dia da substancia.

11. Uso de acordo com as reivindicagdes 1 a 8, caracterizado

pelo fato de que a dosagem dada aos pacientes situa-se no intervalo de 10 a

100 mg/kg de peso corporal/dia da substancia.
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RESUMO
“USO DE UM ACIDO ALFA-CETOGLUTARICO OU DE UM SAL
FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL DE ACIDO  ALFA-
CETOGLUTARICO”

Uso de uma substancia para tratar de condigdes médicas das
articulagdes, por exemplo artrose, artrite reumatéide e debilitagdo da
cartilagem. O uso inclui o emprego de 4cido alfa-cetoglutarico, glutamina ou
acido glutdmico, assim como sais, amidas, di- ou tripeptideos das substéncias

mencionadas.



A requerente apresenta novas vias das reivindicagées para conformar o pedido

com o Relatorio Preliminar Internacional sobre Patenteabilidade.
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REIVINDICACOES

1. Uso de uma substincia que inclui pelo menos um membro

selecionado do grupo consistindo em 4cido alfa-cetoglutarico, sais
farmaceuticamente aceitaveis de acido alfa-cetoglutarico e amidas de acido
alfa-cetoglutdrico, misturas fisicas farmaceuticamente aceitas de 4cido alfa-
cetoglutarico ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, e pelo menos

um aminoacido, caracterizado pelo fato de ser para a fabricagdo de uma

preparag¢do farmacéutica para o tratamento ou profilaxia de uma condi¢io de
debilitagdo inflamatéria ou ndo inflamatoria da cartilagem, ou outra condigdo
articular.

2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o referido pelo menos um membro € selecionado do grupo
consistindo em acido alfa-cetoglutarico e sal do 4cido alfa-cetoglutarico.

3. Uso de acordo com as reivindicagdes 1 a 2, caracterizado

pelo fato de ser para o tratamento ou profilaxia da artrose.

4. Uso de acordo com as reivindica¢des 1 a 2, caracterizado

pelo fato de ser para o tratamento ou profilaxia da artrite reumatoide.

5. Uso de acordo com as reivindica¢des 1 a 2, caracterizado

pelo fato de ser para o tratamento ou profilaxia da debilitagdo da cartilagem
em condi¢des que envolvam a perda de peso e/ou a nutrigdo debilitada.

6. Uso de acordo com as reivindicagdes 1 a 2, caracterizado

pelo fato de ser para o tratamento ou profilaxia da debilitagdo da cartilagem
em condigdes que envolvam a gastrectomia, a gastrectomia parcial ou o

bandeamento gastrico.

7. Uso de acordo com as reivindica¢des 1 a 2, caracterizado
pelo fato de ser para o tratamento ou profilaxia da debilitagdo da cartilagem
em condi¢Ges que envolvam é ma nutric¢ao.

8. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

anteriores, caracterizado pelo fato de que a dosagem dada a um paciente situa-
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se no intervalo de 1 a 1000 mg/kg de peso corporal/dia da substincia.

9. Uso de acordo com as reivindicagdes 1 a 8, caracterizado

pelo fato de que a dosagem dada a um paciente situa-se no intervalo de 10 a

400 mg/kg de peso corporal/dia da substéncia.

10. Uso de acordo com as reivindicagdes 1 a 8, caracterizado
pelo fato de que a dosagem dada aos pacientes situa-se no intervalo de 10 a

100 mg/kg de peso corporal/dia da substancia.
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