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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é considerada uma doenca neurodegenerativa crénica que se
manifesta lentamente e vai se agravando ao longo do tempo. Seus sintomas mais comuns séo
a perda de memoria, que pode ser confundida com um processo natural do envelhecimento.
Além de causar problemas cognitivos mais sérios, problemas comportamentais, de humor,
sintomas psicologicos e no corpo. A acdo da enzima BACE-1 vai fazer com que a via
amiloidogénica seja ativada, e isso faz com que haja uma liberac¢ao de peptideo AB42, que se
acumula em &reas do cérebro, alterando os mecanismos neuronais e causando toxicidade.----
A hipdtese da cascata amildide indica que o acumulo de oligdmeros neurotdxicos do tipo AP
¢ o principal evento molecular na patogénese da DA. A BACE-1 é responsavel pelo
processamento proteolitico da proteina precursora amiloide (APP) e isso gera uma limitacéo
na velocidade de geragdo de AP. ----- Essa enzima € entdo considerada como um grande alvo
terapéutico, pois 0s seus inibidores possuem grande chance de modificar positivamente o
curso da DA. Os estudos analisados demonstraram que ha diminuicdo nos niveis dos
peptideos AP42, com base na utilizagdo de drogas desenvolvidas. Esse resultado, porém, ndo
vem acompanhado do aumento nas capacidades cognitivas, provando que o acumulo crénico
desses peptideos neurotdxicos vai afetar diretamente, e de maneira irreversivel, a capacidade
cognitiva. E possivel evidenciar que o uso de medicamento, antes da fase sintomatica, € uma
possivel forma de combater o acumulo desses peptideos, levando a uma possivel melhora nos
quadros cognitivos. Nesse estudo serdo mostrados os desafios e resultados obtidos com a

utilizacdo desses inibidores.

Palavras-chave: Alzheimer; Inibidor; BACEL; Tratamento.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is considered a chronic neurodegenerative disease that manifests
itself slowly and is worsening over time. Its most common symptoms are memory loss, which
can be confused with a natural aging process. In addition to causing more serious cognitive
problems, behavioral problems, mood swings, psychological symptoms and in the body. The
action of the enzyme BACE-1 will cause the amyloidogenic pathway to be activated, and this
leads to a release of the Ap42 peptide, altering neuronal mechanisms and increasing toxicity.
The amyloid cascade hypothesis indicates that the accumulation of AP-type neurotoxic
oligomers is the main molecular event in the pathogenesis of AD. BACE-1 will perform the
proteolytic processing of the amyloid precursor protein (APP) and this generates a limitation
on the generation rate of AP. This enzyme is then considered as a major therapeutic target, as
its inhibitors have a high chance of positively modifying the course of AD. The studies
analyzed have shown that there is a decrease in the levels of the AP42 peptides, based on the
use of developed drugs. This result, however, is not accompanied by an increase in cognitive
abilities, proving that the chronic accumulation of these neurotoxic peptides will directly and
irreversibly affect cognitive ability. It is possible to show that the use of medication, before
the symptomatic phase, is a possible way to combat the accumulation of these peptides,
leading to a possible improvement in the cognitive frameworks. This study will show the
challenges and results obtained with the use of these inhibitors.

Keywords: Alzheimer; Inhibitor; BACEL; Treatment.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sistema Nervoso

O sistema nervoso é responsavel pela coordenacdo de funcdes fundamentais ao corpo
humano, executando tarefas especificas e auxiliando no funcionamento do organismo. Pode
ser dividido em sistema nervoso central (SNC), composto pelo encéfalo e medula espinal, e
sistema nervoso periférico (SNP), composto por fibras nervosas e ganglios que conectam o
SNC aos 6rgéos do corpo.

O cérebro é dividido em regibes diferentes, onde cada uma delas tem funcGes
caracteristicas que dao suporte ao funcionamento do organismo (Figura 1). O cérebro adulto
possui em torno de 10%-10%2 neurdnios e o dobro de células da glia (microglia, astrdcitos e

oligodendracitos), que vao servir como auxilio no suporte e protecdo (BARBOSA, 2006).

Figura 1: Principais estruturas cerebrais e suas funcfes. Esquema de corte sagital, demonstrando o
cortex, hipotalamo, glandula pituitaria, amidala, hipocampo, medula oblongata, cerebelo e tdlamo, onde
o0 ganglio basal é formado por: striatum, substancia nigra e nucleo subtalamico.
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Fonte: Barbosa (2006)

De acordo com Krebs (2013) o hipocampo possui a fun¢do de mediar o aprendizado e

formar novas memorias, que vao possuir multiplas formas (Figura 2).



Figura 2: Esquema com os diferentes tipos de memdria

/— MEMORIA \
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¥ \ / £ \
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Eventos Fatos emocional condicionados

Fonte: KREBS (2013)

Estas se subdividem em memdrias declarativas, relacionadas a eventos e fatos, ou ndo
declarativas, associadas a habitos e comportamentos emocionais entre outros. Estas formas
serdo dependentes de diferentes conjuntos de estruturas do SNC que participam da expressao
de emocdes e comportamentos emocionais. O cortex entorrinal, por exemplo, € uma regido
que, junto ao hipocampo, estd relacionada a producdo de memdria de curta duracdo
(IZQUIERDO, 2006). Adicionalmente, a amidala tem um papel importante nos
comportamentos relativos a acdes impulsivas e no processamento de emocdes relacionadas a
tais comportamentos, medo e medo condicionado e emocdes relacionadas a recompensa
(Figura 3). Assim estdo ligados a memoria de longo prazo implicita ou ndo-declarativa
(KREBS, 2013.

Figura 3: Diferentes funcbes da Amigdala

AMIGDALA

Aprendizagem e Medo e medo
st S S Recompensa
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Fonte: KREBS (2013)



Quando se fala em sistema nervoso é necessario falar sobre uma das suas principais
celulas, o neurdnio, a célula excitavel do sistema nervoso, capaz de propagar sinais por meio
de potenciais de acdo, ou impulsos elétricos, comunicam-se por sinapses, formando uma rede
funcional para o processamento e armazenamento das informacdes ao longo da superficie
neuronal (KREBS, 2013). Existem diferentes tipos de neurdnios, mas todos possuem

componentes estruturais que véao Ihe permitir o processamento de informag6es (Figura 4).

Figura 4: Esquema de uma célula neuronal. Estruturas que comp&em o neur6nio, demonstrando
as pequenas espinhas dendriticas, que se encontram nos dendritos, e é onde ocorrem 0s contatos
sinapticos com axonios. Os processos cilindricos surgem do cone axonal e podem estar envoltos
com uma camada protetora de mielina. (KREBS, 2010)
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Fonte: KREBS (2010)

De acordo com Bear (2002) o citoesqueleto € o que vai dar a forma caracteristica dos

neurdnios, onde ele vai ser sustentado por microtubulos, microfilamentos e neurofilamentos.

(Figura 5).



Figura 5: Esquema de célula neuronal e citoesqueleto. A) Demonstragdo do
citoesqueleto. B). Componentes do citoesqueleto O formato caracteristico dos
neurbnios se d& pela disposi¢do dos microtibulos, neurofilamentos e
microfilamentos.

(b) Microlubulo Neurofiamento Microfamento
Fonte: BEAR (2002)

Bear (2002), em seu livro denominado “Neurociéncias: desvendando o sistema
nervoso” informa que oS microtibulos medem em torno de 20nm de didmetro, sdo
considerados grandes e percorrem 0s neuritos de maneira longitudinal. A parede dos
microtubulos é composta por pequenas fitas que sdo entrelacadas e compostas pela unido de
varias proteinas chamadas de tubulina, que possui um formato pequeno e globular. O processo
de jungdo dessas proteinas, para constituir uma longa fita, € chamado de polimerizagdo, que
vai ser regulado por proteinas associadas aos microttbulos (microtubule-associates proteins —
MAPs). As MAPs vdo ter a funcdo de aderir os microtibulos entre si e a outras partes de
neurdnios. Quando ocorrem alteracdes patolégicas nas MAPs, sendo chamadas de proteinas
Tau, véo ser relacionadas & deméncia que acompanha a Doenca de Alzheimer (DA). Dentre
essas alteragdes existem outras que serdo discutidas no decorrer deste trabalho.

1.2. Doencas Neurodegenerativas
As doencas neurodegenerativas sdo condi¢fes que vao afetar os neurénios no cérebro
humano. Essas células, quando submetidas a condi¢gdes adversas, normalmente ndo sdo

substituidas, sendo entdo submetidas a danos permanentes.



De acordo com o Programa Conjunto de pesquisa em doenga neurodegenerativa (do
inglés Joint Programme — Neurodegenerative Disease Research — JPND) doencas
neurodegenerativas (DNs) sdo condi¢bes incurdveis e debilitantes que resultam da
degeneracdo progressiva e/ou morte das células nervosas. Juntamente com a deposicdo de
determinadas proteinas que irdo ter a suas propriedades fisico-quimicas alteradas, sendo
chamadas de proteinas mal dobradas (KOVACS, 2017). Isso causa problemas de movimento
(ataxias), ou no funcionamento mental (deméncias). As deméncias sdo responsaveis pela
maior parte das doencas neurodegenerativas, como DA, que representa aproximadamente 60-
70% dos casos de deméncia, Doenca de Parkinson (DP), Doenca de Huntington, Atrofia
muscular espinhal, etc

O aumento da expectativa de vida da populacdo, somado a indices crescentes de
qualidade de vida resulta em maior longevidade da sociedade moderna. Desta forma, doencas
como o Alzheimer, que eram classificadas como menos frequentes, ja séo classificadas como
de grande importancia (FELIPPE, 2014). Ja é estimado que o numero de pessoas que vivem
com deméncia triplique — de 50 milhdes para 152 milhdes até 2050 (OMS, 2017). Outro dado
importante, confirmado pela Organizacdo Mundial da Saiude em 2017, é que o custo anual
estimado para a deméncia seja de US$ 818 bilhdes, o que é equivalente a mais de 1% do
produto interno bruto (PIB) global. Essa quantia inclui despesas médicas, assisténcia social e
cuidados informais, sendo esperado que esse valor supere o seu dobro até o ano de 2030,
podendo causar danos ao processo de desenvolvimento sdcio-econdémico e acarretar huma
sobrecarga nos servicos relativos a populacéo e satde, como os sistemas de cuidados de longo
prazo (PAHO e OMS, 2017). Dessa forma é importante analisar as possibilidades de melhoria
nas areas de salde publica e gestdo de gastos da DA (GUTIERREZ et al., 2014).

Kovacs 2017, com base em Carrell e Lomas - 1997, informa ainda que a maioria dos
distdrbios neurodegenerativos, mas nao todos, sdo caracterizados por depdsitos proteicos, e
que o conceito de doencas conformacionais implica que a conformacdo estrutural de uma
proteina vai ser modificada, resultando na alteracdo da sua funcdo ou na acumulagéo intra ou
extracelular, causando uma potencial toxicidade.

A classificacdo das doengas neurodegenerativas é baseada nas seguintes caracteristicas
(KOVACS 2014, 2015):

1 — Sintomas clinicos determinados pela regido anatdmica, que apresenta disfuncéo

neuronal;



2 — Proteinas mostrando varias modificaces bioquimicas e acumulando-se em
neurdnios ou células gliais, ou de forma extracelular.

Segundo Robbins & Cotran (2010) as doencas neurodegenerativas podem diferir em
relacdo a distribuicdo das alteracdes neuropatoldgicas e de suas caracteristicas especificas,
como emaranhados e placas por exemplo, podendo ser divididas em duas formas:

1 — Anatdémico/sintomatico: que relaciona as regides do sistema nervoso central (SNC)
que sao afetadas primariamente, refletindo nos sintomas clinicos;

2 — Patoldgico: que relaciona os tipos de atividades e a observacdo das proteinas e
enzimas que estéo fora do seu comportamento normal.

Com base nessas classificacbes € possivel compreender melhor as caracteristicas
envolvidas nas doencas neurodegenerativas como as modificagbes anatdémicas, alteracdes
bioquimicas e cognitivas relacionadas.

Devido & importancia do estudo a respeito das DNs, e sua alta influéncia
socioecondmica, falaremos a seguir sobre as caracteristicas da doenca de Alzheimer e sobre o

seu impacto mundial.

1.3. Doenca de Alzheimer

Alois Alzheimer foi um professor nascido na Bavaria, Alemanha, e, ao final da sua
vida, tinha se estabelecido como um grande psiquiatra clinico e a principal autoridade na
histopatologia do cértex cerebral, como foi citado por Toodayan (2013) a partir do estudo de
Graeber (2003) em History of Neuroscience: Alois Alzheimer (1864-1915). Em 1907 ele
observou em sua paciente, Auguste Deter, alguns sintomas de deméncia, em especial a perda
de memdria recente. A partir dessas observacBes clinicas ele caracterizou os achados da
doenca no cerebro, onde descreveu uma grande distribuicdo de emaranhados neuronais e
placas amil6ides no cérebro, que junto a outros fatores, como astrogliose, distrofia e perda

neuronal, formam caracteristicas constituintes no disturbio (DE STROOPER, 2016).

1.3.1. Definigéo

A DA ¢ caracterizada como uma Taupatia (RAJ, 2015) e uma doenga
neurodegenerativa (DN) mais prevalente (ndo s6 no Brasil, como em paises pobres ou em
desenvolvimento) (OLIVEIRA, 2015) complexa e a causa mais comum da deméncia
(LUCEY, 2014). Ela afeta milhdes de pessoas em todo o mundo (CHAKRABORTY, 2016),

além de ser considerada por Kanekivo (2014) a forma mais comum de neurodegeneracdo na



vida tardia em humanos. Dessa forma é responsavel por cerca de 60% a 80% dos casos de
deméncia (THIES E BLEILER, 2013). Segundo o World Alzheimer Report (2015) a
deméncia € considerada uma doenca economicamente onerosa (Figura 6) que induz uma
preocupacado global sobre a satde publica, e que possui um custo de US$818 bilhdes, e com o
passar dos anos esse valor pode chegar na faixa dos trilhdes de délares, indicando um maior
custo quando comparado com valores de mercado de empresas como a Apple (US$ 742
bilhdes) e 0 Google (US$ 368 bilhdes). Uma reducédo confiavel e até modesta no risco de DA

teria um tremendo impacto na saude publica (LUCEY, 2014).



Figura 6: O impacto global da Deméncia a
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Segundo Lazarov (2016) a doenca de Alzheimer é caracterizada por uma perda
progressiva de memoria, onde sua formagdo mais recente se encontra debilitada e as
lembrangas mais antigas sdo preservadas até certo nivel da doenca. Além da perda sinéptica e
morte neuronal, que vao ser observadas nas regides cerebrais responsaveis pelas funcdes

cognitivas, sobretudo a amidala cerebelosa, o hipocampo e o cortex entorrinal do I6bulo



temporal (SERENIKI et al. 2008, FALCO et al. 2016) (Figura 7) ocorre a incapacidade de
aprender ou reter novas informagGes. 1sso ocorre por conta da deficiéncia na capacidade de
reflexdo, juizo e concentracdo (OLIVEIRA et al. 2005) e a deterioracdo da funcéo cognitiva.
Essas alteracdes acabam afetando a orientacdo, atencdo, linguagem, capacidade de resolver
problemas e habilidades para desempenhar atividades diérias (LAZAROV, 2016), além de
causar alteracbes de personalidade e comportamentais. Essas alteragdes levam ao declinio
cognitivo geral (CHAKRABORTY, 2016), mas pouco se conhece sobre o desenvolvimento

desses quadros no decorrer da DA.

Figura 7: Corte sagital do cérebro com areas identificadas e evidenciando em
vermelho regides mais afetadas pela doenca de Alzheimer (FALCO et al. 2016).
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Fonte: Falco (2016)

Historicamente a DA tem sido caracterizada como uma doencga neurodegenerativa,
definida principalmente por sua assinatura patoldgica, incluindo depdsitos de amiléide na
forma de placas extracelulares de proteinas Beta amildides (AB) e agregados de proteina tau
na forma de emaranhados neurofibrilares (NFTs) intracelulares (WIANIEWSKI, 2015)
(Figura 8).
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Figura 8: Mudancas conformacionais em peptideos Ap e proteina Tau na doenca de Alzheimer. (1-5) (1) O
APP sofre clivagem normal para produzir (2) peptideo AP soluvel normal. Esse pode sofrer uma mudanca
conformacional (3) que se agrega ainda mais para formar (4) oligbmeros A toxicos soliveis. Nesse caso vao
formar (5) precipitados fibrilares que compde as placas senis.
(A-F) (A) Tau é uma proteina de ligacdo nos microtibulos e pode sofrer (B) hiperfosforilagdo ou (C) mudanga
conformacional. Ela ainda pode sofrer (D) alteracdo conformacional junto a hiperfosforilagdo, levando a
formacéo de (E) oligbmeros de Tau, que formam os (F) emaranhados neurofibrilares.
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Fonte: WISNIEWSKI (2015)

Durante o curso da DA, a plasticidade sinaptica é alterada, e muitos dos mecanismos
envolvidos na plasticidade normal tornam-se desregulados, levando a disfungéo e colapso da
sinapse (SPIRES-JONES, 2014).

Em virtude das alteracGes observadas no decorrer da DA, abordaremos as alteracdes

morfoldgicas, anatdbmicas, histologicas e celulares constatadas nessa disfuncao.

1.3.2. Caracteristicas Morfoldgicas

A DA provoca danos estruturais e funcionais significativos do sistema nervoso central
(CHAKRABORTY, 2016). Os cerebros com DA sdo caracterizados por uma acentuada
atrofia cortical e acentuado aumento do tamanho dos sulcos cerebrais, que sera mais visto nos
lobos frontais, temporais e parietais (ROBBINS & COTRAN, 2010), devido a essa
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modificacdo estrutural é possivel verificar um aumento dos ventriculos e reducéo do volume
cerebral quando comparadas com cérebros sem DA (Figura 9). Quando se trata de niveis
celulares a DA é caracterizada por uma disfuncdo progressiva e perda de neurénios, que vai
ocasionar certo grau de declinio cognitivo, resultanto em uma perda de memodria
(CHAKRABORTY, 2016) que é vista em virtude de uma deposi¢cdo de proteinas Beta-
amiloide e a presenca de emaranhados fibrilares, formados por proteinas TAU que foram
hiperfosforiladas (SPIRE-JONES, 2014).
Figura 9 — Corte cerebral coronal de cérebro saudavel (A) e cérebro de

paciente com doenca de Azheimer (B) evidenciando parte do cértex
cerebral e ventriculo lateral.

Fonte: SPIRES-JONES (2014)

Com uma visao histopatolégica foi desenvolvido um modelo que consegue separar em
estagios. Segundo Raj (2015) nos estagios | e Il os NFTs sdo primeiramente encontrados no
cortex e no hipocampo, que vao de espalhar na amigdala e no l6bulo basolateral temporal,
caracterizando os estagios Ill e 1V, seguidos por areas de associacdo isocortical, que serdo
confirmados os estagios V e VI. As alteragdes morfologicas que vdo acompanhar esta
progressdo patologica podem ser vistas claramente por ressonancia magnética (RM), onde
também sera observado o aumento na concentracdo de substancias brancas em
hiperintensidade (WMHSs). A concentracdo dessas substancias podem ser um fator chave que
contribui para a apresentacdo da DA, sendo essa hiperintensidade causada pela deposi¢éo
significativa de amildide (Figura 10). Isso fornece uma segunda caracteristica necessaria para



12

a manifestacdo clinica da doenca (DEBETTE, 2010) ou pela fusdo da RM com tomografia por
emissdo de pdsitrons (PET) que, apesar de ser uma modalidade de imagem mais sensivel e
especifica na deteccdo de mudancas metabolicas, apresenta uma visualizacdo espacial
limitada (FILHO et al. 2010). Sendo assim essa juncdo auxilia na identificacdo de alteracdes
metabdlicas em pequenas estruturas que sdo consideradas de dificil localizagcdo anatdmica
pelo PET, como o hipocampo (Figura 11), que esta diretamente ligado a um futuro declinio
cognitivo na DA (FILHO et al. 2010).

Figura 10: Imagem de resson@ncia magnética corte sagital do crénio de paciente com doenca
de Alzheimer. Demonstragdo de dois pacientes com 80 anos de idade. Visto um menor acimulo
de substanicas brancas em hiperintesidade (esquerda) e com maior acimulo (direita), confirmando
uma maior hiperintensidade das &reas com maior deposicdo amil6ide, predominando na regido
(DEBETTE, 2010).

Fonte: DEBETTE (2010)
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Figura 11: Imagens do cérebro de um paciente com perda progressiva de memoria. E possivel
ver em cada linha os 3 tipos de exames realizados. RM, PET e PET-RM, respectivamente, onde é
possivel confirmar uma discreta reducdo no metabolismo do hipocampo (setas em A e B) e um

pequeno hipometabolismo no cortex frontotemporoparietal (FILHO et al., 2010)

Fonte: FILHO (2010)

Acredita-se que a formacdo de NFTs (proteina TAU anormal que vai causar o colapso
dos microtubulos) (Figura 12) e placas amil6ides (Beta amil6ide, um fragmento de proteina
retirado de uma proteina precursora de amil6ide — APP - que se acumula formando placas
rigidas e insollveis) vai auxiliar para a degradacdo dos neurbnios e para 0s subsequentes
sintomas da doenca. Além disso, as moléculas de AB podem se agregar e formar oligbmeros

sollveis, que sdo as principais toxinas responsaveis pelos problemas encontrados na DA.
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Figura 12 — Demonstragdo de emaranhados fibrilares. Um estudo microscopico de
crtex cérebral. Podendo ser o subiculo ou o cortex entorrinal (KREBS, 2013).

Emaranhados neurofibrilares

Oligodendroglia Neurdnios normais

Fonte: KREBS (2013)

Segundo Oliveira (2015) os estudos das fases tardias da doenca vao causar sintomas
reconheciveis que vem sido correlacionados com as manifestacdes clinicas da DA, porém a
evolucgéo dos estudos nessas fases vem sendo cada vez mais carregados de dificuldades, por
conta da grande extensdo de células alteradas. Oliveira ainda afirma que nas fases iniciais da
doenca as circunstancias se tornam mais claras, e os individuos que ndo possuem sintomas
clinicos conseguem apresentar alteracdes patoldgicas que vao ser associadas a DA, como a
presenca da proteina TAU em sua forma hiperfosforilada. Dessa forma, apesar das placas
amilodides e da proteina TAU fosforilada manterem um papel essencial da patologia da DA, os
acumulos que vao formar as placas correlacionam-se mal com o estado clinico dos pacientes,

de acordo com Wisniewski (2015) que citou Nelson et al., 2012 e Terry, 1996.

1.3.3. Marcadores Biologicos
Segundo Vos (2016) biomarcadores foram incorporados nos critérios de pesquisa
atualmente propostos para a DA, para aumentar a confiangca de que um comprometimento
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cognitivo é devido a DA ou para identificar a doenca em seus estagios pré-clinicos antes do
inicio da deméncia.

Blennow (2015) informa sobre trés formas de definicdo de biomarcadores. A primeira
definicdo foi feita por um grupo a respeito de biomarcadores no Instituto Nacional de Saude
(National Institutes of Health — NIH), onde um biomarcador €é estabelecido como alguma
caracteristica que é medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos normais,
processos patogénicos, ou respostas farmacoldgicas a uma intervencao terapéutica. A segunda
definicdo € feita com base no Instituto nacional do Cancer, que define um biomarcador como
uma molécula biolégica encontrada no sangue, outros fluidos corporais, ou tecidos que é um
sinal de um processo normal ou anormal, ou de uma condi¢do ou doenga. A terceira é feita
com base na Organizacdo Mundial de Saude (OMS) que define um biomarcador como quase
todas as medicdes que refletem uma interacdo entre um sistema biolégico e um perigo
potencial.

Enguanto o tratamento e o diagndstico da DA sdo limitados, a deteccdo pré-
sintomatica da DA € necessaria para uma intervencdo precoce, onde pode ser conseguida
através da deteccdo das moléculas segregadas no liquido cefalorraquidiano (LCR), e/ou
plasma dos pacientes (Chakraborty, 2016). Durante a Gltima década, um enorme progresso foi
realizado na pesquisa de biomarcadores na DA (Vos, 2016), onde é possivel confirmar que
biomarcadores de CSF vem mostrando uma grande especificidade quando relacionado a DA,
sendo esses biomarcadores mais especificos para determinar se um individuo tem chances de
desenvolver a DA, mesmo Varios anos antes do inicio clinico da doenca (DOBUIS, 2014). O
uso de biomarcadores de LCR pode melhorar a selecdo de pacientes com comprometimento
cognitivo leve, além de rastrear a progressdo da doenca, a medicdo das concentracdes de
biomarcadores apresenta menor variancia de erros do que testes neuropsicolégicos (FRISONI,
2013).

Biomarcadores podem ter diferentes niveis de sensibilidade, ou seja, alguns tém menor
sensibilidade a patologia do que outros. Assim, seria necessario que maior numero de
neurdnios seja afetado até que seus niveis se tornem anormais. Adicionalmente estas
diferengas podem se refletir em mudanca em seu papel com os diferentes estagios da doenca
conforme dados mostrados em estudos transversais (FRISONI, 2013).

Os biomarcadores utilizados como moduladores do metabolismo e agregacdo e de
proteinas beta amildides, por exemplo, sdo importantes para um estudo mais detalhado do
envolvimento desse tipo de proteina na patogénese da DA (BLENNOW, 2015).
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O Instituto de pesquisa de Ronald e Nancy Reagan, da Associagdo de Alzheimer e o
Grupo de Trabalho do Instituto Nacional do Envelhecimento criaram uma definicdo de
critérios para um biomarcador de diagndstico de DA ideal, onde afirmaram que o
biomarcador deve ser capaz de detectar uma caracteristica fundamental da neuropatologia de
Alzheimer, é preciso um grau de precisdo capaz de detectar a DA no inicio de seu curso e
distingui-la de outras deméncias, é preciso ser confiavel, ndo invasiva e simples, para uma
execucdo barata (BLENNOW, 2015).

De acordo com Dubois (2016) a DA é definida pela positividade dos biomarcadores
tanto da amiloidopatia (A+) como da tauopatia (T+), de acordo com a defini¢do patolégica da
doenca. Portanto, duas fases da doenca podem ser distinguidas:

e Um estdgio clinico definido pela ocorréncia de fenétipo clinico da DA (tipico ou
atipico) e que engloba tanto os estagios prodromico e deméncig;

e Um estagio pré-clinico antes do inicio do fenotipo clinico. O desenvolvimento dos
biomarcadores da patologia de Alzheimer torna possivel reconhecer a DA antes do
inicio do fendtipo clinico especifico.

Atualmente a combinacdo de marcadores de LCR ou PET pode melhor estratificar
individuos de baixo e alto risco, facilitando na selecdo de um bloco de alteracGes em DA que
pode ser adaptado para estudos individuais (DOBUIS, 2016).

Uma conclusdo provisoria para biomarcadores fisiopatologicos informa que a
evidéncia in vivo de biomarcadores de tauopatia e amiloidopatia permite o diagnostico de DA
no estafio pré-clinico. A literatura existente confirma que a presenca de uma amiloidopatia
isolada (no cérebro ou LCR) ou tauopatia (no cérebro) caracteriza apenas um estado de risco
assintomarico para DA, embora seja reconhecido que as alteracdes de tau no LCR possam

ocorrer tardiamente na fase pré-clinica (DOBUIS, 2016).

1.3.4. Emaranhados Neurofibrilares

No caso dos emaranhados fibrilares é possivel afirmar que ndo possuem solubilidade e
sdo resistentes ao processo de renovacgéo in vivo, sendo formados por filamentos helicoidais,
dispostos ao redor de outros filamentos que possuem composicdo semelhante (HAASS,
2007). Esses filamentos (Figura 13) sdo formados, em sua maior parte, por uma proteina
axonal que esta relacionada a microtibulos e a sua montagem, a proteina tau, em uma forma

hiperfosforilada, que ndo € considerada sua forma normal (ERIKSEN, 2008).
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Figura 13: Corte histoldgico da regido do cortex frontal, corada com hematoxilina e eosina.
Presenca de emaranhado neurofibrilar dentro de um neurdnio, junto a varios emaranhados
extracelulares (setas).

Fonte: ROBBINS & COTRAN (2010)

A proteina tau faz parte da familia das proteinas associadas a microtubulos
(microtubule-associated proteins — MAP) muito expressa em neurénios e possui um papel
crucial na estabilizagéo do citoesqueleto neuronal, pela agregacéo da tubulina (KIKKAWA et
al. 1994). No cérebro humano essa proteina é soltvel e, por conta do splicing alternativo do
mRNA (GOEDERT, 2004), dos éxons 2,3 e 10, ird apresentar seis isoformas diferentes. Cada
forma contém respectivamente, nenhuma, uma ou duas insercdes no segmento aminoterminal
(PAULA et al. 2009) (Figura 14). A sua estrutura é subdividida em quatro regides: uma
regido acida na parte do terminal N, uma regido rica em prolina, uma regido responsavel pela
ligagdo de tau a microtubulos, contendo quatro dominios de repeticdo R1, R2, R3 e R4
também chamados de dominios de ligagdo de microtdbulos , e uma regido terminal C
(MARTIN, 2012). A fosforilacdo da tau é regulada pela relacdo entre a tau quinase e as
atividades da fosfatase. Caso haja algum desequilibrio isso pode dar origem a uma
fosforilagdo anormal dessa proteina, podendo favorecer para a agregagdo de tau (ROBBINS e
COTRAN, 2010).
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Figura 14: Principais isoformas da proteina Tau no cérebro adulto. Diferem pela
presenga ou ndo de dominios aminoterminais ricos em prolina (E2 e E3) e também de
quatro dominios de ligacdo aos microttbulos.
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Fonte: PAULA (2009)

Entdo quando existe algum nivel de desequilibrio que afete, diretamente ou
indiretamente, esses fatores de ativacdo ou formadores dessas proteinas, existe uma maior
chance de ocorrer a desregulacdo e, por fim, o acimulo desses compostos no organismo
(Figura 15), prejudicando assim o funcionamento dos neurénios, causando a sua inativacao e
morte. A importancia desse monitoramento na fase pré-clinica da DA é capaz de auxiliar no
diagnéstico final, por conta das alteracGes quantitativas que vdo ocorrer, causando uma

fisiopatologia caracterizada pelo acimulo de proteinas.
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Figura 15: Corte histolégico de cértex cerebral. Imunohistoquimica
para Tau, evidenciando a presenca de emaranhado (superior esquerdo) e
neuritos ao redor de uma placa (superior direito).

&

Fonte: ROBBINS & COTRAN (2010)

1.3.5. Proteina Amiloide
Os depositos amildides (Figura 16) se encontram dispostos no espaco extracelular em
varios tecidos e 6rgdos do corpo, em varias situaces (ROBBINS & COTRAN, 2010). A
aglomeracdo de amildide pode existir e com isso é preciso fazer a sua identificacdo, que é
feita com base no uso de microscopio Optico e coloragdes especificas, para que haja uma
diferenciacdo de outros depositos hialinos, como colageno por exemplo (HAASS, 2007).
De acordo com Robbins & Contran (2010) A natureza quimica do amildide é
composta em aproximadamente 95% de proteinas fibrilares, e suas formas mais comuns s&o:
e Amilbide de cadeia leve (AL), derivada das cadeias leves das Igs (imunoglobulinas)
produzidas nos plasmacitos;
e Proteina Associada ao amildide (PAA), derivada de uma proteina ndo Ig peculiar
sintetizada pelo figado;
e Proteina amildide AP, produzida pela proteina precursora do B-amildide, que é

encontrada nas lesdes cerebrais da DA.

Os peptideos B-amildide (AP) envolvidos na patologia da DA possuem 36-43 aminoacidos
e sao liberados pela protedlise de uma proteina precursora importante, a APP (ROBBINS &
COTRAN, 2010).
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Figura 16: Estrutura do amildide. (A) Sequéncia de aminoacidos primaria da isoforma AB42. (B)
Estrutura do peptideo AP, em forma alfa-helicoidal, predominantemente. (C) Estrutura de peptideo AP
(1-40).

Fonte: CHEN (2017)

Segundo Robbins & Cotran (2010) o processamento se da a partir da clivagem da parte
extracelular, e em seguida ocorre a clivagem na parte transmembranal da APP. Existem duas
vias potenciais, que sdo determinadas pelo tipo de evento proteolitico. Se o primeiro corte
ocorrer pela o-secretase, entdo o peptideo PA nao serd formado, caracterizando a via nao
amiloidogénica. Isso acontece com maior frequéncia, j& que um maior nimero de enzimas
com atividade de a-secretase estdo envolvidas com o processamento de proteinas de
superficie. A proteina precursora amiléide (APP) da superficie pode ser clivada pela beta
secretase 1 (BACE1), que vai cortar a porcdo terminal da APP, caracterizando a via
amiloidogénica.

Apos a clivagem em qualquer um desses dois sitios, o complexo y-secretase vai atuar
clivando a porgao localizada na regido transmembranal. Quando combinada com o corte da a-
secretase, vai criar um fragmento sollvel, mas quando combinada com o corte da BACE1 vai
ocorrer a formagao do peptideo BA (Figura 17).

A maioria das mutacBes que ocorrem no gene da APP relativas a DA resultam na
reposicdo de aminodcidos (AAs) dispostos dentro ou externamente ao fragmento AP
(BERTRAM & TANZI 2003) predispondo o dominio da via amiloidogénica, acarretando
numa grande produ¢do do peptideo BA, principalmente o que possui 42 aminodcidos, pois
formam fibrilas mais facilmente e & mais amiloidogénico. Além do aumento da atividade das
secretases, como a BACEL. (NITRINI e TAKADA, 2011).
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Figura 17: Mecanismos de processamento da proteina precursora amildide (APP).
Evidéncia da proteina precursora amildide e os sitios de clivagem (regido superior esquerda), a
via ndo amiloidogénica (regido superior direita) e a via amiloidogénica (inferior). (, 2010)
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Fonte: ROBBINS & COTRAN (2010)

A formacdo desses peptideos induz efeitos toxicos em cultura de célular, aumentando o
potencial de AAs excitatorios, aumento de célcio intracelular, formacdo de radicais livres e
ativacdo da microglia, além de possuir toxicidade sobre sinapses (SELKOE, 2006).

De acordo com estudos que surgiram no periodo da década de 90 foi possivel identificar
uma hipotese de que a DA se da por conta do acimulo de placas derivadas da proteina beta
amildide (RIBEIRO, 2013) e dos NFTs (ROBBINS & COTRAN, 2010). As placas amiloides
vao ser caracterizadas como formas esféricas derivadas de processos neuriticos distroficos,
gue sdo encontrados ao redor de um nucleo central de amildide. As placas sdo encontradas na
regido do hipocampo, amigdala e no neocdrtex, em geral ndo sendo encontradas no cortex
motor e sensorial (HENEKA, 2007).

Existem componentes importantes que fazem parte da formacéo das placas neuriticas
(Figura 18), o que possui maior prevaléncia é o peptideo beta amildide (BA), dividido em
duas espécies dominantes (BA40 e PA42), que vao ser formados devido a acontecimentos
especificos derivados da formacgdo de uma molécula maior, a proteina precursora amildide
(APP) (ROBBINS & COTRAN, 2010).
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Figura 18: Placas com neuritos distréficos ao redor de niicleos amiléides (setas) (2010).
: . s . - >

Fonte: ROBBINS & COTRAN (2010)

Existem situagdes em que ocorre a deposi¢do de peptideos Ap que possuem uma cor
caracteristica de amiléide na auséncia de reacdo neuritica atuante, dando inicio a formacao
das placas difusas, que sdo encontradas nas por¢des mais externas do cortex cerebelar, onde,
de acordo com pesquisas feitas em pacientes com trissomia do 21 (Sindrome de Down), essas
placas difusas véao representar a fase inicial da formacdo da placa (ROBBINS & COTRAN,
2010). Nessas placas existe a maior dominancia de fA42 (ROVELET-LECRUX et al. 2006).

Segundo Das e Yang (2017) a BACEL é uma enzima limitadora da velocidade na
cascata amildide, e pode ser considerado um alvo promissor para a terapia da DA. Como o
processo de formagé&o das placas constituidas por peptideo BA ja é conhecido, ¢ possivel entdo
tracar um plano para se entender de que forma ocorre esse procedimento de acimulo, com
base no funcionamento da BACEL, e de que forma isso vai afetar o organismo no decorrer da
DA.

1.4. BACEl

A Beta-Secretasel, BACEL, é uma protease transmembrana que é responsavel por
clivar a APP no sitio B, o que leva a producdo e liberagdo do peptideo AP no cérebro. Por
conta disso € possivel afirmar que os estudos das secretases amiloidogénicas se fazem
necessarios para que haja um entendimento mais claro em relagdo aos metodos terapéuticos
que vem sendo utilizados, para que ocorra uma mudanca significativa no quadro da DA, em
relacdo a deposicdo e acimulo de peptideos Ap (COIMBRA et al., 2018).
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O fragmento C-terminal ligado a membrana é clivado pela y-secretase, gerando o
peptideo AB (HARDY e SELKOE., 2002; STROOPER e WOLFE., 2012). Essa clivagem
ocorre em multiplos locais, condicionando o peptideo AB em curto, mais solivel e em formas
benignas (TAKAMI et al., 2009). Uma clivagem ineficiente acaba resultando na liberacdo de
AP42, que é mais longa e propensa a agregacdo (STROOPER e WOLFE., 2012;
GUTIERREZ et al., 2012), e ndo da sua forma priméaria (Ap40), podendo assim causar a
formacdo da placa amiléide neurotdxica. Devido a esse papel fundamental na producéo de
AP, 0 estudo de inibidores de BACE1 tem sido o foco principal do desenvolvimento de
farmacos para DA (PRINCE et al., 2013). J& que a DA ainda ndo tem cura existem
medicacOes aprovadas para 0 seu tratamento, como a memantina. Porém esse medicamento
ndo tem respaldo para a utilizacdo nos estagios iniciais da doenca.

Ja foi visto em pesquisas que o desenvolvimento de inibidores baseados na sequencia
do local de clivagem de APP possui uma capacidade de inativar a BACE1l. Algumas
limitacOes sdo enfrentadas quanto a utilizacdo desses inibidores, como a localizagdo da
BACE1L no cérebro, ja que ele precisa atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e as
membranas neuronais para que chegue ao alvo (BEN HALIMA et al., 2016). Também ja foi
visto que, embora os inibidores peptidomiméticos sejam muito potentes in vitro, suas
caracteristicas farmacoldgicas sdo ainda responsaveis por sua baixa eficacia in vivo, e isso se
da por problemas relacionados a transicdo desses inibidores para pequenas moléculas
penetrantes no cérebro (OEHLRICH et al., 2014). Efeitos toxicos de inibicdo cruzada se
mostraram presentes em alguns estudos, e foi verificado que, para prevenir esses efeitos, é
preciso garantir que os inibidores de BACEL possuam caracteristicas seletivas em relacao a
outras proteases asparticas, ja que essas enzimas estdo relacionadas entre si (GHOSH e
OSSWALD, 2014).

Em experimentos realizados com ratos que tiveram a agdo da BACEL inibida, foram
apresentados problemas como disfuncdo sinéptica, retinopatia e ataques epiléticos. Esses
acontecimentos se deram por conta da anulagdo da clivagem da BACEL, onde nédo havia a
liberacdo do seu substrato. Sendo assim os inibidores de BACE1 ainda podem exibir uma
toxicidade por conta do seu mecanismo (BARAO et al., 2016). Entfo, além de mais estudos
relacionados aos inibidores de BACEL, € preciso haver uma aten¢do maior quanto a dose que
sera administrada.

O foco dos estudos relacionados a inibidores de BACE1 vem desenvolvendo solucées
que possam atuar seletivamente em BACEL, em testes pré-clinicos. Segundo Yan, 2016 e
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Mullard, 2017 algumas drogas ja foram desenvolvidas e ja estdo sendo testadas em pacientes
com risco de DA e pacientes diagnosticados com DA moderada. Essas drogas sao:

o Atabecestat;
. CNP520;

o Elenbecestat;
o Lanabecestat;
o Verubecestat.

. LY2886721
o NCT01350362 (Tideglusib; Nypta® )

A Verubecestat foi a primeira droga a chegar a fase clinica 3, porém o seu estudo foi
interrompido por conta da sua ineficacia na resolucao do declinio cognitivo e por possuir uma
taxa de risco bastante elevado (STAFF, 2017; MERCK, 2018). Para esse estudo foram
escolhidas duas drogas que estdo em fases de teste 2 e 3, que é sdo a CNP520 e Elenbecestat.

Apesar dessas consequéncias desagradaveis evidéncias ja comprovam que a inibicao
de BACEL, por delecdo, em modelos animais adultos tratados para possuirem caracteristicas
da DA, mostrou uma reversdo completa da patologia amil6ide (COIMBRA et al., 2018). Com
base nos conhecimentos estruturais sobre a BACEL foi possivel prosseguir com as pesquisas

acerca de novos inibidores.

1.4.1. Elenbecestat

E um inibidor de BACE 1 que esta em desenvolvimento pela Eisai Co. Ltd. Que é uma
das principais companhias farmacéuticas mundiais. Ele é um inibidor oral que vem sendo
investigado em estudos clinicos de fase Ill para a DA. Ao inibir a BACE, principal enzima
envolvida na producgéo dos peptideos AP, o Elenbecestat auxilia na redu¢do da produgdo de
AP, guiando a uma reducdo na formagdo de placas amildides, que sdo causadas pela
agregacéo de oligbmeros toxicos e protofibrilas no cérebro. (EISAl GLOBAL, 2018)

Segundo dados da prépria companhia farmacéutica, atualmente ja existem dois
estudos clinicos globais, de fase 111, com essa droga. Ela esta sendo analisada para utilizacao
no inicio da DA, onde inclui comprometimentos cognitivos leves, e os estagios iniciais da DA
leve. Essa droga estd sendo desenvolvida e testada nos EUA, onde a Food and Drug
Administration (FDA), que é uma agéncia federal do Departamento de Salde e Servicos

humanos dos Estados Unidos, concedeu um processo que determina um grau de prioridade



25

para medicamentos que sdo classificados como um grande potencial para tratar doencas
graves e atender as principais necessidades médicas ndo atendidas. (EISAI GLOBAL, 2018)

A companhia farmacéutica divulgou na Conferéncia Internacional da Associacdo de
Alzheimer dois estudos de fase 1 demonstrando que essa droga reduziu as concentracdes de
AP no cérebro e LCR de ratos e cobaias, e também ocorreu redu¢do de AP no LCR de
primatas ndo humanos (PANZA et al., 2018). Um desses estudos, caracterizado como
double-blind, controlado por placebo de forma oral, era administrado em dose Unica crescente
(doses de 5 a 800mg) em uma quantidade de 73 voluntarios adultos saudaveis, e demonstrou
uma redugdo significativa de AP no plasma, de maneira dose-dependente. Elenbecestat
demonstrou também uma tolerabilidade aceitavel, em estudos clinicos de fase Il em todas as
doses utilizadas, mas apresentou efeitos adversos comuns, como dor de cabeca e tontura. Os
resultados demonstraram uma diferenca estatisticamente significativa em niveis de AP no
cerebro, que foram medidos PET. Este estudo, realizado com 70 pacientes, é o primeiro
estudo de um inibidor de BACE realizado para demonstrar uma diferenca significativa de Ap
no cérebro. (EISAI GLOBAL, 2018)

A propria companhia desenvolvedora dessa droga denominou os testes com o
Elenbecestat como “estudo 202” (ClinicalTrials.gov identificador NCT02322021). Esse ¢ um
estudo de fase Il que possui 0 tempo inicial de 18 meses. Ele é multicéntrico, randomizado,
double-blind e controlado por placebo em pacientes com comprometimento cognitivo leve
devido a DA, ou leve a moderada, que foram caracterizadas como uma patologia amilGide
confirmada por meio de exame PET. (EISAI GLOBAL, 2018)

Dos 70 pacientes que foram randomizados, parte deles foram testados com a droga em
questdo, em medidas crescentes (5, 15 e 50mg) ou placebo, de maneira didria. Durante 0
periodo de testes, parte dos pacientes que estavam utilizando as doses de 5mg e 15mg de
elenbecestat passaram a utilizar 50mg e, junto com os que ja utilizaram 50mg, totalizaram 38
individuos, onde eles ficaram aproximadamente 11 meses utilizando 50mg de elenbecestat
por dia. O resultado final da utilizacdo da droga demonstrou um perfil aceitavel de seguranca
e tolerabilidade ao longo de 18 meses de administragdo. Os eventos adversos ocorreram no
grupo que ingeria 50mg do farmaco, e variavam desde dermatite, infeccdo do trato
respiratorio superior até cefaleia e diarreia. N&do foram observadas reacOes adversas graves de
toxicidade hepatica. (EISAI GLOBAL, 2018)

Ao falar sobre esses testes realizados pela companhia farmacéutica, é necessario falar

gue também foi analisada uma escala numérica para quantificar a gravidade dos sintomas de
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deméncia, a Clinical Dementia Rating (CDR). Essa classificacdo se d& por um profissional de
salde que € qualificado para avaliar o desempenho cognitivo e funcional de um paciente em
seis areas diferentes: memoria, orientacdo, julgamento e solucdo de problemas, assuntos
comunitarios, casa e hobbies e cuidados pessoais. A pontuacdo total das seis areas analisadas
é a pontuacdo CDR-SB, que é um método apropriado para avaliar a eficicia de farmacos
terapéuticos direcionados ao estagio inicial da DA. A CDR-SB foi utilizada nesse estudo para
determinar a eficacia em termos de sintomas clinicos, e o estudo demonstrou um declinio
numericamente menor na CDR-SB para os pacientes que fizeram uso de 50mg de
Elenbecestat. (EISAl GLOBAL, 2018)

1.4.2. CNP520

As empresas farmacéuticas Novartis e Amgen, juntamente com a Banner Alzheimer’s
Institute (BAI) anunciaram em 2017 uma colaboracdo a respeito de uma acdo chamada
Alzheimer’s Prevention Initiative (API) (NOVARTIS, 2018). A partir dessa iniciativa, com
base em um estudo denominado “Estudo de geracdo 1” (iniciado em 2015), eles decidiram dar
continuidade a andlise de um inibidor de BACE1, o CNP520, que é um inibidor seletivo oral
de BACE1 com finalidade de prevenir ou retardar o aparecimento dos sintomas da doenca de
Alzheimer em uma populacéo de alto risco, por conta da sua idade avancada e por carregarem
uma ou duas cdpias do gene APOE4. Ja que 0s que 0s que possuem uma copia vao dispor de
uma maior atividade cerebral amildide (NOVARTIS, 2018).

1.4.3. Caracteristicas funcionais e estruturais do CNP520

O “Estudo de geragdo 17 ¢ um estudo de fase II/III, double-blind, controlado por
placebo, que avaliou a seguranca tolerabilidade, farmacocinética (PK) e farmacodinamica
(PD) de CNP520 em doses variadas (1mg, 10mg, 25mg e 75mg). Esse estudo buscou avaliar
principalmente os efeitos da terapia analisando as caracteristicas amiloides e cognitivas
(ClinicalTrials.gov Identificagdo: NCT02565511). Individuos cognitivamente saudaveis, com
dois genes APOE4 (apolipoproteina 4) e com idade entre 60 e 75 anos, foram selecionados
como uma populacéo de risco de progressdo para comprometimento cognitivo leve e/ou
deméncia devido a doenca de Alzheimer (Clinical Trials, 2018). Os participantes tambeém
tinham que atender aos requisitos para participarem dos testes e, além de passarem por dois

exames PET durante o andamento do estudo, eles faziam exames PET adicionais, coleta de
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sangue e LCR, de maneira voluntéria. Segundo o site ClinicalTrials.gov, esse estudo tem uma
data de conclusdo primaria para 30 de Agosto de 2024.

Os critérios para participacao nesse teste foram:

o Consentimento para receber a divulgacdo de suas estimativas de risco para
desenvolvimento de sintomas clinicos da DA com base em seu gendétipo APOE;

o Homens ou mulheres, com idade entre 60 e 75 anos. As mulheres devem
consideradas pds-menopausicas e nao ter potencial para engravidar;

. Ter pontuacao total do mini exame de estado mental (MEEM) maior ou igual a
24, até 3 meses antes do inicio do estudo, e ter atividade cognitiva ndo comprometida, com
base nas avaliacOes e testes de memdria realizados anteriormente ao inicio do estudo;

. Possuir genotipo APOE4 homozigotico;

. O Participante precisa dispor de boa vontade para participar do estudo com 0s
outros participantes.

Outro estudo (NEUMANN et al., 2018) afirmou que o perfil de CNP520 possui
seletividade, PD e uma distribuicdo adequada para estudos de prevencdo de DA. Além de
demonstrarem uma reducdo de AP em LCR de ratos e caes, juntamente com a redugdo da
deposicdo de placas beta amildides em camundongos APP-transgénicos. Para isso foi
utilizado CNP520 sintetizado pela Global Discovery Chemistry junto aos departamentos de
pesquisa e desenvolvimento técnico da Novartis, Basel, Suiga e Xangai, na Republica popular
da China, segundo Badiger et al (2013), onde houve uma observacdo quanto ao bom
desempenho do processo de fabricacdo clinica.

As prioridades desse estudo foram o desenvolvimento de uma substancia com uma
alta qualidade de penetracdo cerebral, com o ideal de minimizar a exposi¢éo periférica e o
risco associado aos efeitos colaterais, com seletividade ideal para BACE2 e cateptinas,
buscando evitar interacGes relevantes com esses ndo alvos, e uma substancia sem elementos
estruturais que possam ser mutagénicos ou genotoxicos (NEUMANN et al., 2018).

Esse mesmo estudo demonstrou que as caracteristicas estruturais e funcionais de
CNP520 séo diferentes dos inibidores estudados anteriormente, e isso foi descoberto, pois eles
conseguiram apresentar a estrutura de CNP520 pela primeira vez (Figura 19A), o que
resultou em uma extensa otimizacdo a respeito da compreensdo as ligacdo de CNP520 e
BACE1 (Figura 19B).
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Figura 19: A) Estrutura molecular de CNP520. O coeficiente de particdo (logD/Com tampéo 6,8) de
3,5 é considerado disponivel para desenvolvimento de um farmaco oralmente disponivel e
penetrante no cérebro; B) Estruturas de raio-X de CNP520 ligado ao sitio ativo de BACE1, com
ligacdo em S1 e S3, além de residuos cataliticos Asp31 e Asp228.
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Fonte: NEUMANN (2018)

Um grupo amino-oxazina vai intervir nas principais interacoes de ligacdo entre Asp32
e Asp228 em BACEL e, por ser a parte mais polar da molécula, vai determinar as
caracteristicas de permeabilidade, ja& que, de acordo com os inibidores encontrados
anteriormente, foi possivel afirmar que compostos com uma caracteristica basica mais fraca
vao demonstrar boa permeacao passiva de membrana (LERCHNER et al., 2010). Sendo assim
a basicidade da amidina ciclica de CNP520 foi ajustada para o pKa=7.2 pela introducao de
um grupo trifluorometil que tem como funcao retirar elétrons. Além disso, eles analisaram a
existéncia de um grupo na posi¢do 2 do anel de oxazina que poderia diminuir a ligacdo de
CNP520 a P-gp (glicoproteina P), que é um importante transportador de drogas localizado na
BHE responsavel pelo efluxo de drogas, e esse transporte de drogas para o cérebro €
determinado pelo equilibrio entre a permeacgdo passiva dos vasos sanguineos e o transporte
para fora é mediado pela P-gp (MEREDITH et al., 2008). Isso foi comprovado com base num
experimento realizado in vitro, onde indicava as propriedades de CNP520 em células Madin-
Darby de rim canino (MDCK), onde elas também expressam P-gp humana (RUEEGER et al.,
2011). Esse estudo demonstrou que a taxa de transporte apical para basolateral de 5,6x10"-6
cm/s indicou uma boa permeacdo passiva de membrana, enquanto a taxa de transporte
basolateral para apical, de 14,3x10"-6 conduzida por P-gp, ndo foi substancialmente superior
(NEUMANN et al., 2018). Dados in vitro, do mesmo estudo, agora realizado com ratos,
mostrou que as concentracbes de CNP520 ndo ligadas sdo compardveis no cérebro e no

sangue, o que confirma que o efluxo significativo ndo ocorreu, onde foi medido os niveis de
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sangue e tecido cerebral de CNP520 num rato apds uma dose oral de 30Imol/kg (15,4mg/kg).
Isso foi demonstrado no Grafico 1, demonstrando a fracdo ndo ligada e os niveis totais de

CNP520 no sangue e no cérebro.

Gréfico 1: Nivel sanguineo e cerebral de CNP520 em modelo murino apés dose
oral do medicamento.
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Fonte: NEUMANN (2018)

Para os ensaios de inibicdo enzimatica in vitro, buscando determinar a poténcia de
CNP520 em vias aspartil-proteases foram utilizados dominios cataliticos recombinantes e
substratos pépticos desativados por fluorescéncia, segundo Neumann et al, 2015. Os ensaios
celulares de AB foram realizados em células CHO (Chinese hamster ovary) que foram
transfectadas com APP humano e humano wild-type, também descrito por Neumann et al,
2015, assim como 0s métodos empregados nos estudos de PK/PD (PK/PD) em ratos e cées.
Os ratos machos (Sprangue Dawley, entre 3 e 4 meses de idade) e camundongos C57BL / 6J
(machos com 5 meses de idade) foram mantidos em grupos em condi¢bes controladas de
temperatura, sob um horario claro/escuro 12/12 (NEUMANN et al, 2018). Os estudos de
PK/PD dos cdes foram realizados em cées Beagle machos (4 meses de idade), onde foram
alojados individualmente sob condigdes climatizadas em jaulas, com espago para exercicio e
iluminacdo fornecida por 12 horas por dia. Camundongos transgénicos APP23, fémeas e

machos, foram utilizados, pois expressam APP751 humano com mutacdes suecas, sob 0
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controle de Thy-1 (mesmo que CD90 — Proteina de superficie celular fortemente glicosilada)
promotor (STURCHLER-PIERRAT & STAUFENBIEL, 2000).

Os estudos toxicologicos in vivo foram realizados de acordo com a orientacdo da
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use (ICH) e de acordo com as Diretrizes Institucionais de Cuidados e Uso de Animais
para o laborat6rio contratado e patrocinador. Apds o experimento, para o desenvolvimento
dos resultados, era feira a necropsia, e os tecidos eram fixados em imersdo tamponada neutra
a 10% ou solucéo de Davidson, e entdo eram processados por métodos de rotina para bloqueio
de parafina e laminas histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina. (NEUMANN et al,
2018)

Para os animais serem tratados com o CNP520 foi preciso juntar o farmaco a
alimentacdo ou entdo administrar oralmente. O veiculo (0.1% de Tween-80 em 0.5% de
metilcelulose em &gua) foi administrado oralmente num volume de 10 ml/kg uma vez por dia
(no periodo da manhd) durante 8 semanas.

Alguns ensaios de inibicdo enzimatica mostraram que CNP520 se mostrou um potente
inibidor seletivo de BACEL, em relacdo a outras proteases asparticas semelhantes a pepsinas
humanas, incluindo BACEL e CatD (Tabela 1) (NEUMANN et al. 2018). Na tabela 1
é possivel verificar proteases asparticas humanas e para BACEL de ratos, onde os valores de
IC50 (metade da concentragdo inibitéria maxima) sdo médias de 3 grupos que usaram
CNP520, cada grupo medido em duplicata. Os valores de IC50 para a inibicdo de AB40 de
células CHO transfectadas com APP foram medidas entre 6 diferentes grupos que fizeram uso
de CNP520 (cada um em triplicata, para wild-type APP) e trés grupos diferentes (em
triplicata, para “Swedish” APP).
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Tabela 1. Efeito inibitdrio de CNP520 em diferentes proteases.

BACE1l Humana 11+0.4

BACE1 Rato 10+ 0.3

BACE2 Humana 30+1.0
Catepsina D Humana 205,000 + 28,200
Catepsina E Humana 66,400 + 13,000
Pepsina porcina > 250,000
Células CHO (APP wild-type) 2.8+0.2

Células CHO (APP "Swedish) 44 + 0.4

NEUMANN et al., 2018

Em seguida foi descoberto que CNP520 nédo causa efeitos colaterais relevantes. Essa
ocorréncia se da pela alta especificidade de CNP520 para BACE1L, onde foram testadas doses
do farmaco em camundongos C57/BL6 por 8 semanas e 0s resultados foram comparados com
a utilizacdo de NB-360 (classe de inibidor), como controle positivo, que € um inibidor de
BACE1 e BACE2, que leva a uma despigmentacdo capilar em camundongos, devido ao
processamento reduzido de PMEL17, que € uma proteina de melandcitos especifica de
células responsaveis pela pigmentacdo (SHIMSHEK et al., 2016) retirada do artigo legal.

O inibidor NB-360, utilizado nos animais controle, demonstrou alta despigmentacao
em todos os animais utilizados, tendo inicio entre a segunda e terceira semana.
Diferentemente do CNP520, que ndo demonstrou quaisquer alteracdes em Orgdos como
foliculo piloso, coroide e epitélio pigmentado da retina (NEUMANN et al., 2018). Esse
resultado surpreendeu os pesquisadores, pois ndo se esperava que a seletividade para BACE1
fosse suficiente para causar um resultado tdo marcante. Dessa forma, eles pensaram que as
concentragdes dos inibidores, ja conhecidas, relacionadas com suas respectivas poténcias para
BACEZ2, teriam um papel na determinacdo do nivel de inibicdo de BACE2 e se ocorreria a
despigmentacdo. Para isso foi necessario determinar as concentracdes totais dos inibidores na
pele de camundongos tratados, e calcular as razdes entre essas concentragdes para que
atingisse 50% de inibicdo (IC50) de BACE2 (Tabela 2).
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Tabela 2: Reducdo da proteina beta amiléide (AP40) em diferentes doses de CNP520 e¢ NB-360, e

concentracéo na pele destas drogas.

4 5% 160
CNP520 25 8 460
9 66% 1700
NB-360 (controle)| 45 3 11400

NEUMANN et al., 2018

1.4.4. Administracdo oral de CNP520 em ratos e caes

Os imunoensaios de eletroquimioluminescéncia foram realizados para determinar e
avaliar AB40, Ab42, sAPPa (Proteina precursora amildide soltvel o) e sAPPB (Proteina
precursora amiléide soltivel B). Os estudos de AB40 endogenos nos ratos e camundongos com
Triton X-100 a 1% de um kit de ensaio 4G8, para quantificacdo de acordo com o fabricante. O
LCR foi coletado da cisterna magna e analisado pelo kit 4G8. Nos cées o LCR foi coletado e
analizado com o kit Mesoscale Diagnostics. (NEUMANN et al, 2018)

Foi mensurada também a quantidade de AB40 em tecido cerebral de ratos, apds 4
horas da administracdo oral de CNP520 em doses diferentes, onde foi visto um
comportamento dose-dependente que demonstrou uma reducgédo, quando comparado com 0s
animais controle (Gréafico 2A). Segundo Neumann, 2018, a dose oral necesséaria para reduzir
AB40 em cérebros de ratos foi de 2.4 +/- 0.31 mg/kg. Foi visto também que CNP520
demonstrou uma acdo de longa duragdo em ratos, como indicado pelo grafico 2B, que mostra
uma redugdo de 50% de AP40 24 horas apos uma dose oral tinica de 30 Imol/kg (15.4 mg/kg),
em LCR e cérebro de ratos analisados. Alem disso foi possivel observar uma caracteristica
semelhante das curvas na, o que demonstra que a PD existente no LCR reflete muito a do
tecido cerebral. Seguindo nesse mesmo contexto, Neumann, 2018, utilizou um modelo canino
para identificar mais detalhadamente essa semelhancga entre as curvas, ja que foi visto por
Mattsson et al, 2012, que a BACE1 canina apresenta cerca de 82,4% de identidade de
sequéncia com a humana, o que é considerado alto por Neumann, e os efeitos dos inibidores
no LCR de cées foram investigados por Mattsson. Foi entdo colhido LCR de cdes da raga

Beagle, de 3 meses de idade, ao longo de 7 dias apds a administracdo oral de 3.1 mg/kg (6
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Imol/kg) de CNP520, onde foi detectado o CNP520 no sangue por 192 horas e no LCR por 72
horas (Gréfico 2C). Foi entdo feita uma determinacdo da ligacdo inespecifica de CNP520 no
plasma canino, que resultou em 97,5%, e se calculou a fracéo livre de CNP520 no sangue do
cdo. A relacdo entre 0 CNP520 néo ligado ao LCR e o CNP520 néo ligado ao sangue foi de
0.7, demonstrando que o farmaco é eficientemente distribuido para o compartimento central
(NEUMANN et al., 2018). Houve também uma reducao de 75% nas concentragdes de AB40 ¢
AP42 no LCR 12-48 horas ap0s 0 uso da dose, e 0s niveis retornaram lentamente durante os 7

dias seguintes (Grafico 2D).

Gréfico 2: Niveis de AB40 e Ap42 dose-tempo dependente, avaliados em sangue, LCR e tecido cerebral de
modelos animais. A) Analise gréafica da administracdo de CNP520 em doses diferentes, onde os animais foram
sacrificados 4 horas depois, para determinagdo de AP40 em tecido cerebral; B) Analise grafica da redugdo de
AP40, de forma tempo-dependente, em tecido cerebral e LCR apds uma dose oral de 15.4 mg/kg do farmaco; C)
Niveis de CNP520 no sangue e LCR canino, apds a utilizacdo oral de 3,1 mg/kg; D) Reducdo, tempo-
dependente, de AB40 ¢ AB42 no LCR canino, ap6s uma dose oral de 3,1 mg/kg.
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1.4.5. Tratamento terapéutico cronico de camundongos APP3 com CN520

Nesse mesmo estudo foi visto que CNP520 reduziu os niveis de AP e a
neuroinflamacdo em camundongos transgenicos. A concentragdo de CNP520 no sangue e no
cérebro foi tida como proporcional a dose (Grafico 3A). Nesse mesmo estudo foi feita uma
técnica de imunohistoquimica, para examinar o Efeito do farmaco na deposi¢do de AP, com
um anticorpo , NT12, que reconhece AP40 ¢ AP42. Foi visto que a area total de placas AP
(normalizada para a area da amostra) no cortex aumentou significativamente no grupo tratado
com veiculo, em comparacdo com 0s animais tratados, onde ocorreu uma diminui¢do nessas
areas de deposicdo (Gréafico 3B). A quantidade total de AB40 ¢ Ap42 foram determinadas por
imunoensaio de AP. Comparado com camundongos tratados com veiculo, a alta dose de
CNP520 reduziu a deposi¢do de AB40 e AP42, mantendo-0s proximos dos seus niveis basais
(Grafico 3C e D).

Gréfico 3: Concentracdo de CNP520 em sangue e tecido cerebral e niveis de AB40 e AB42 em doses
diferentes. A) Niveis de CNP520 em sangue e tecido cerebral; B)Demonstracao gréfica da area de placa cortical
total corada com anticorpo NT-12; C) Niveis de Ap40 em diferentes contextos de dosagem; D) Niveis de Ap42
em diferentes contextos de dosagem.
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Para analisar os efeitos neuroinflamatérios foi feita uma coloracdo de dupla
imunofluorescéncia com NT12 + anti IBAL e NT12 + anti GFAP para verificar o nimero e

localizagdo da microglia e de astrocitos ativados, respectivamente (Figura 20).

Figura 20: Se¢des de cérebro coradas com dupla imunofluorescéncia com NT12 (contra B-amildide) e
IBA1 (contra microglia) ou GFAP (astrocitos). Escala de 500nm.

Baseline Vehicle CNP520 low dose CNP520 high dose

Fonte: NEUMANN (2018)

Nos camundongos APP23 ndo tratados, os marcadores inflamatérios aumentaram
aproximadamente 3 vezes quando comparados com os valores normais, indicando entdo que o
CNP520 ajudou na prevencdo do aumento de marcadores inflamatérios de uma forma dose-
dependente, para astrocitos corados com anti-GFAP, mas ndo demonstrou 0 mesmo resultado
para microglia corada com IBAl (Gréafico 4A e B). Esse tipo de andlise foi feita pois a
superficie da placa AP ¢ um local importante para a ativagao das cé€lulas da glia, entdo para o
estudo de Neumann, 2018, foi decidida uma anéalise separada das respostas das atividades da
microglia e astrocitos associados a placa, e ndo associados a placa com o tratamento de
CNP520.
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Grafico 4: Quantificagdo da microglia total para IBAl (A) e quantificagdo da area total de
astrocitos positivos para GFAP(B).
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Acredita-se que com base em pesquisas sobre a inibicdo da BACEL no organismo é
possivel fazer com que individuos que ja possuem a doenca consigam diminuir a formacéo de
placas BA, sem que isso cause alteragdes sindpticas num contexto mais generalizado.
Decodificando os mecanismos moleculares que englobam a patogénese da DA € possivel
desenvolver abordagens terapéuticas que auxiliem no combate a progressao da DA.

Dessa forma é importante o questionamento a respeito do uso de medicamentos
inibidores de BACEL que vem sendo testados de forma clinica, de que forma eles sdo
produzidos e como esses farmacos vao agir no organismo. Sendo assim, pretendemos
investigar a eficacia de alguns medicamentos ja testados, de acordo com a literatura, com base

em seus resultados preliminares.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Realizar uma revisdo de literatura sobre a utilizagdo de farmacos que inibem BACEL e

seus efeitos em testes in vitro e in vivo, mostrando 0s avangos terapéuticos no contexto da

doenca de Alzheimer.
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3. METODOLOGIA

A revisdo de literatura foi desenvolvida para analisar o papel dos inibidores de
BACEL, que uma enzima responsavel pela formacdo de placas formadas por peptideo beta-
amildide, como alvo de estudos terapéuticos para a DA.

Foram utilizadas plataformas de pesquisa como o Periodicos CAPES

<www.periodicos.capes.gov.br>; ScienceDirect <www.sciencedirect.com>; PUBMED

<www.ncbi.nlm.gov/pubmed/advanced>; Scielo <http://www.scielo.br>. Primeiramente a

estratégia foi encontrar os assuntos relacionados, utilizando palavras chave. Nas plataformas
foram utilizadas palavras como “biomarkers”, “markers”, “Alzheimer”, “tau protein”,
“amyloid protein”, “cognition”, “neurodegenerative” ¢ “aging” junto ao operador booleano
“AND” e/ou “OR”, quando necessario, para combinar todas as buscas. Com isso foram
encontrados um total de 29120 artigos. Quando restritos aos Ultimos 5 anos reduziram a
11547 artigos. A estratégia inicial foi encontrar os artigos dos Ultimos 5 anos, entdo
utilizamos as palavras chave: biomarkers OR markers OR Tau protein OR B-amyloid peptide
OR amyloid protein AND Alzheimer OR neurodegenerative AND BACEL1 inibitor.

Foram encontrados 131 artigos, como resultado da busca. Seguiu-se a leitura dos
resumos e selecdo dos artigos onde foram testados inibidores de BACE em pesquisas com
seres humanos. Destes, realizamos a apresentacdo de dados com enfoque no realizado

terapéutico e discussdo subsequente de 7 artigops com avaliacdo terapéutica.

29120
artigos
— Ultimos 5
anos
11547
artigos
> Palavras
Chave
Pesquisas

7 artigos < :I 131 artigos <:;
terapéuticas <:I


http://www.periodicos.capes.gov.br/
http://www.scielo.br/
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4. DESENVOLVIMENTO

Grande parte das pesquisas clinicas voltadas para DA vém sendo exploradas para
reduzir a evolucdo dos processos neurodegenerativos que precedem as manifestacées clinicas
da DA (BACHURIN et al., 2017; CUMMINGS et al., 2017). Tendo em vista esse tipo de
andlise, é possivel compreender que a utilizagdo de métodos que impecam a formacéo de vias
que vao auxiliar na progressdo da DA, é um passo importante para pesquisas futuras.

Ja foi visto que o acimulo de proteinas AP vai se apresentar de forma evidente no
cérebro com DA e, com base na “hipdtese da cascata amildide”, esse acimulo tera um papel
fundamental na neuropatogenicidade da DA (KARRAN et al., 2011; SELKOE e HARDY,
2016), ja que esses agentes acumulados podem demonstrar uma intensa interacdo com
receptores neuronais, podendo desencadear respostas como disfuncdo mitocondrial
(HAUPTMANN et al., 2006; CARVALHO et al., 2015), estresse oxidativo (CARVALHO et
al., 2016) e, como consequéncia, danos no DNA e neuroinflamacdo. Sendo assim, grupos de
pesquisa vém demonstrando a importancia da utilizacdo de substancias que possam atuar
como agentes anti-amiloidogénicos, que possam atuar na inibi¢do da producdo e agregacao de
Ab (KULSHRESHTHA e PIPLANI, 2016).

A tabela a seguir resume as principais informac6es extraidas dos sete estudos clinicos

selecionados.



Tabela 3: Dados sobre os artigos analisados para a discusséo desse trabalho.
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AUTOR/ DROGA/VIA DOSAGEM/ NUMERO DE | TOXICIDADE/ RESULTADOS
ESTUDO ORAL POSOLOGIA PACIENTES/GRUPOS | EFEITOS ADVERSOS
May P.C. et | LY2886721 Dose dUnica: 10, 35 e | Foram escolhidos 93 | Cefaleia, anormalidade no teste | Inibicdo 10 vezes mais
al (2015) (Estudo em fase | 70mg. voluntarios que | de campo visual, hipotensdo | potente na inibicdo de
Il - PAREXEL participaram dos 3 | ortostatica, diminuicdo da libido, | BACEL.
Early Phase) Mudltiplas doses: 5, 15, 35 | estudos. congestdo nasal, dor torécica,
ou 70mg 1x ao dia por 14 herpes oral, infeccdo viral,
dias. espasmo muscular, tosse, insdnia
e erupg¢do cutanea.
Lovestone NCT01350362 1000mg 1x por dia, | 306 pacientes com doenca | Diarreia e  resposta  dose- | Redugdo nos niveis de
S. et al | (Tideglusib; 1000mg por 1 dia, 500mg | de  Alzheimer  foram | dependente. BACE1 no LCR.
(2015) Nypta® - | Ix por dia e placebo. | randomizados para 0 Participantes com
Estudo em fase | Entre 39 e 52 semanas de | estudo. doenca de Alzheimer
I - ICON | tratamento. moderada apresentaram
Clinical respostas significativas
Research ) em testes cognitivos
(MMSE e ADAS-cog) e
fluéncia de palavras.
Cebers G. | AZD3293 Estudo com dose Unica | Voluntéarios jovens (18-55 | Ndo ocorreu eventos adversos | Reducdo na
etal (2017) | (Lanabecestat — | ascendente: 1-750mg de | anos), idosos (55-80 anos) | graves e significativos. concentragdo de AB40 e
Estudo em fase | AZD3293 ou placebo. e pacientes com doenca AB42  no  plasma.
Il - PAREXEL de Alzheimer moderada Reducdo de peptideo
Early Phase) Estudo com dose multipla | (n=16). Total 119 AB no plasma e LCR.
ascendente: 15-50mg de | participantes.
AZD3293 1x por dia ou
70mg 1x por semana e
15,50 ou 150mg 1x por
dia.
Timmers JNJ-54861911 Estudo com dose maltipla | 38 Voluntarios saudaveis | Sem eventos adversos | Aumento nos niveis de
M. et al | (Atabecestat - | ascendente de5, 30,50 ou | homens e mulheres com | significativos. BACE1 no LCR, em 8
(2017) Estudo em fase | 90mg, 1x por dia, de JNJ- | idade entre 55 e 75 anos. pacientes nédo
I - Janssen | 54861911. portadores do gene
Research  and APOEA4.
Development)
Sakamoto AZD3293 Estudo com dose Unica | Voluntarios saudaveis Dor de cabeca, tontura postural, | Perfil de seguranca
K. et al | (Lanabecestat — | ascendente: 15, 50, | Jovens entre 20 e 55 anos | hipotensdo ortostatica, | consistente, bem
(2017) Estudo em fase | 150mg e placebo. | (n=24) nasofaringite. toleradko e  obteve
I - AstraZeneca | Administracdo no dia 1 | e idosos entre 55 e 80 poucos efeitos adversos.
KK) em jejum. anos (n=16) Redugdo de peptideos
Estudo com dose multipla AP no plasma e LCR.
ascendente: 15 e 50mg e
placebo.  Administragdo
1x no dia 1 em jejum,
seguido de doses
repetidas 1x a partir do
dia 3 durante 12 dias.
Egan M.F. | Verubecestat 12mg por dia (grupo 1), | 1958 pacientes foram | ErupcBes cuténeas, quedas e | N&o ocorreu redugdo do
etal (2018) | (Estudo em fase | 40mg por dia (grupo 2) e | submetidos a | lesdes, disturbios do sono, ideias | declinio cognitivo ou
I - Merck | grupo placebo. randomizacdo. 653 para 0 | suicidas, perda de peso e | funcional em pacientes
Research grupo 1, 652 para o grupo | mudanca de cor do cabelo. com doenca de
Laboratories) 2 e 653 para 0 grupo Alzheimer moderada, e
placebo. Pacientes entre foi associado a eventos
55 e 85 anos com um adversos  relacionados
padrdo  clinico  para ao tratamento.
deméncia.
Neumann CNP520 2,10, 35, 85 ( até essa | Adultos saudaveis com | Eventos leves e transitdrios de | Bom perfil de
U. et al, | (Estudo em fase | quantidade -1x por dia por | idade maior ou igual a 60 | prurido. seletividade, alta
(2018) Il - Novartis | 3 meses), 90, 300 ( até | anos. penetracdo no cérebro e
Institute) essa quantidade - 1x ao auséncia de metabdlitos

dia por 2 semanas) e
750mg (dose Unica) de
CNP520.

téxicos.
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4.1. Farmacocinética de cnp520 em adultos com idade > 60 anos

Estudo farmacocinéticos em humanos saudaveis, com idade igual ou superior a 60
anos, mostrou que o CNP520 administrado em dose Unica apresentou uma taxa de absor¢édo
considerada moderada (Tmax entre 1-8 horas apos a dose), e o tempo médio de meia vida foi
61,3 — 83,8 horas em participantes adultos saudaveis e 81,4 — 109 horas em participantes com
idade igual ou superior a 60 anos (Grafico 5A). Essa taxa de meia vida longa demonstra que
o farmaco é adequado para dosagem Unica diaria em humanos (NEUMANN et al., 2018). A
exposicdo do CNP520 ao plasma aumentou no primeiro més, nos participantes com idade
igual ou superior a 60 anos, de acordo com o aumento da dose, apos a administracdo de doses
Unicas e repetidas, porém permaneceu estavel durante os dois meses adicionais de dosagem
(Grafico 5B). O LCR humano foi coletado de um cateter espinal interno inserido no canal
medular inferior, ou por puncdo lombar, por pessoal reinado e conforme o procedimento
operacional padrdo. A analise deste mostrou que CNP520 foi distribuido de modo

proporcional a dose (Grafico 5C e D).
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Grafico 5: Concentracdo de CNP520 em plasma e LCR. A) Média de concentragao
plasmatica X perfis de tempo apds dose Unica; B) Média dos perfis de concentracdo
plasmaética para 91 dias de dosagem e concentracdes pés-dose até o dia 121; C) Tempo X
perfis de concentracdo de LCR apds dose Unica de CNP520; D) Perfis de concentracéo
Dose-LCR ap6s 3 meses de dosagem.
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4.2. Efeitos da administracdo de CNP520 nos principais metabdlitos de APP

em LCR de participantes saudaveis com idade > 60 anos

Os niveis de AP40, AB42, sAPPa e sAPPB no LCR foram quantificados com 0.2%
(v/v) Tween-20, com o auxilio de métodos de eletroquimioluminescéncia. (NEUMANN et al,
2018)

Segundo Blennow et al, 2010, a determinag&o dos produtos diretos de BACEL e dos
peptideos AP no LCR permite uma avaliacdo do Efeito de CNP520 no processamento da APP
no cérebro. Por conta disso, Neumann et al, 2018, decidiu analisar os niveis de AP ¢ sSAPPJ
no LCR de humanos por amostragem em série, utilizando um cateter intratecal. O CNP520 foi

administrado em adultos com idade igual ou superior a 60 anos, em doses Unicas (10, 90, 300
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ou 750mg), e a coleta do LCR foi feita seis vezes, onde a primeira foi feita 2 horas antes da
primeira dose, até 34 horas seguintes (NEUMANN et al., 2018).

Foi observada uma reducdo nos niveis de AB40 no LCR, dependente da dose e do
tempo (Grafico 6A). O tratamento com CNP520 também levou a uma reducdo dose-
dependente nos niveis de sAPPB (Grafico 6B) ao passo que houve um aumento de sAPPa,
que é o produto da via ndo amiloidoigénica do metabolismo da APP (Gréafico 6C). O
posicionamento sobreposto das curvas relativas as doses mais altas (300mg e 750mg) sugere
que o farmaco conseguiu inibir a BACE1L por nivel de saturacdo, nas figuras 28A e C. O LCR
foi analisado por pungfes lombares Unicas no inicio e 24 horas ap6s a Gltima dose, onde foi
possivel analisar as mudancas nos niveis de concentracdo de AB também do inicio até o final
do tratamento. Foi possivel confirmar que houve uma reducdo dose-dependente de A nos
participantes expostos ao farmaco, onde houve uma variacdo e 59.8 + 9.88% em uma dose
diéria de 10mg, e um méaximo de 93.9 + 2.09% em uma dose diaria de 300mg (Gréfico 6D)
(NEUMANN et al, 2018).
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Gréfico 6: Niveis de AB40, sAPPB e sAPPa em relagdo a diferentes doses de CNP520, e sua relagdo dose-
resposta. A) Alteragdes nos niveis de AB40 em relagdo aos valores da linha de base; B) Alteragdes nos niveis de
sAPPP em relagdo aos valores da linha de base; C) Alteragdes nos niveis de sAPPo em relagdo aos valores da
linha de base; D) Relacdo dose-resposta de AP40 quanto a administragdo de CNP520, em relagdo aos niveis
basais de AB40 apds duas semanas de dosagem, onde o LCR foi analisado a partir de um cateter lombar2 horas
antes da dosagem e 24 horas ap6s a Ultima dose (n=8 para 0 grupo em tratamento; n=16 para 0 grupo placebo).
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4.3. Efeitos da administracdo de CNP520 sobre AB40 no LCR, por 3 meses

em participantes saudaveis com idade > 60 anos

Apo6s uma andlise de relagdo PK/PD (PK/PD) ja feita em humanos, o grupo partiu para
um estudo de fase lla, que foi realizado com 25 participantes saudaveis, por grupo, com idade
igual ou superior a 60 anos, e teve a duracdo de 3 meses. Além da coleta do LCR ter sido
feita no inicio e no periodo final do tratamento, ele também foi colhido em tempos
intermediarios (NEUMANN et al, 2018).

Até o periodo de 28 dias AB40 mostrou uma reducdo estavel, o que se estendeu para o

resto do periodo de tratamento de 3 meses em todos 0s grupos de doses (Grafico 7).
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Gréafico 7: Alteragao nos niveis de AB40 no LCR, em relacdo aos
valores basais, em 3 meses de tratamento com dose diaria.

A[40 in CSF (% change)
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Fonte: NEUMANN (2018)

Foi visto, ao final do tratamento, que ocorreu uma reducdo significativa nas

concentragdes de AP40 no LCR, quando comparada com o placebo, em todas as doses,

apenas havendo variacdo de 22.6 + 2,1% numa dose diaria de 2mg e 90.7 + 0,37% numa dose
diaria de 85mg (Graéfico 8).

Gréfico 8: Relacdo grafica de dose-resposta para niveis de Ap40 em LCR.
Junto a variagdo percentual individual da linha de base, demonstrado como média e
intervalo de confianga de 95%, com um n=21-25 por grupo de tratamento

AB40 in CSF (% change)
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Fonte: NEUMANN (2018)
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Tais estudos foram conduzidos para analisar a seguranca, tolerabilidade e efeitos de
PK e PD do CNP520 em seres humanos saudaveis, onde todos os testes realizados foram
randomizados, double-blind e controlados por placebo. O CNP520 esta atualmente sendo
testado nos estudos de geracdo I e Il, que estdo registrados em ClinicalTrials.gov sob os
identificadores NCT03131453 e NCT02565511, dispondo de consulta para maiores detalhes.

May e colaboradores 2015, em estudos feitos com 95 voluntarios saudaveis (homens e
mulheres) com idade média de 31 a 37 anos, realizados para analisar a farmacodindmica e
farmacocinética da droga LY 2886721 observaram que a administracdo em dose Unica reduziu
os niveis de AB1-42 de forma mais eficiente, quando comparada a administragdo de multiplas
doses da droga. A analise farmacodindmica e farmacocinética foi avaliada no LCR e no
plasma apds a administracdo das doses da droga. A resposta a administracdo de dose Unica se
mostrou de carater dose independente. Num contexto geral, a droga reduziu os niveis dos
peptideos AP como esperado.

A farmacocinética se mostrou linear em relacdo a dose utilizada, se mostrando
consistente entre os estudos. A farmacodinamica demonstrou que em doses Unicas ocorreu
uma diminuicao significativa nos niveis dos peptideos, e em seguida retornou para a linha de
base. As doses multiplas obtiveram um perfil semelhante.

De acordo com May et al. 2015, apds doses Unicas de LY2886721 as concentracBes de
AB1-40 (Gréfico 9A) e AB1-42 (Grafico 9B) se mostraram significantemente reduzidas no
plasma, chegando até seu ponto mais baixo entre 6 12 horas p6s administracdo e retornando

lentamente para os seus valores basais.
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Grafico 9. Concentragdo plasmatica de peptideo Ap em resposta a dose tunica de
LY2886721 A. Curva temporal de variacdo de peptideo A4 No plasma ap6s administracéo
de LY2886721 nas doses de 5, 7, 10, 15, 25, 35 e 70mg. B. Curva temporal de variacdo de
peptideo AB;.4, no plasma apds administracdo de LY2886721 nas doses de 5, 7, 10, 15, 25, 35

e 70mg. (MAY et al, 2015)
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Fonte: MAY (2015)

As multiplas doses administradas diariamente, durante 14 dias, diminuiram as
concentragdes de APi1.40 € AP142 NO plasma, o Efeito maximo foi observado entre 6 e 10

horas. Observaram diminuicao acentuada da isoforma Af;.40 comparado a APi.-42.
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Grafico 10. Concentracéo plasmatica de peptideo Ap em resposta a multiplas doses
de LY2886721. A. Curva temporal de variagcdo de peptideo AB;4 no plasma apos
administracdo de LY2886721 nas doses de 5, 15, 35 e 70mg. B. Curva temporal de
variacdo de peptideo A;.4, no plasma ap6s administragdo de LY2886721 nas doses de
de 5, 15, 35 e 70mg.
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Fonte: MAY (2015)

Estudo que analisou os efeitos cognitivos da droga Verubecestat (Egan, 2018) utilizou
como critério de inclusdo de pacientes com deméncia pontuacdo de 15 a 26 no Mini-Exame
de Estado Mental (do inglés Mini-mental State Examination — MMSE), que representa um
grau de disfuncdo cognitiva leve ou moderada. Esse teste & composto por questdes divididas
em 7 categorias (ALMEIDA, 1998), com o objetivo de avaliar as funcbGes cognitivas
especificas, diretamente ligadas a orientagcdo no tempo (5 pontos), local (5 pontos), registro de
palavras (3 pontos), atencdo e calculo (5 pontos), lembranca das palavras (3 pontos),
linguagem (8 pontos), e capacidade construtiva visual (1 ponto). Foram administrados 12 ou

40mg de Verubecestat e realizaram avalia¢6es cognitivas durante 48 semanas
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Para avaliar os efeitos cognitivos 12 ou 40mg de Verubecestat,ele utilizou uma Escala
de Avaliagdo da Doenga de Alzheimer (do inglés Alzheimer’s Disease Assessment Scale —
ADAS-cog) onde a pontuacdo varia de 0 a 70, e 0s scores mais altos indicam um caso pior de
deméncia. Essa avaliacao foi dividida em duas partes: a primeira com uma breve entrevista,
para avaliar os aspectos espontaneos, como fluéncia na fala, compreenséo e qualidade de fala,
a segunda parte se baseou em testes que avaliaram o0s dominios cognitivos, incluindo a
recuperacdo de palavras, nomeacdo, orientacdo, reconhecimento de palavras, capacidade de
lembrar instruces e compreensao da linguagem corporal. (NOGUEIRA et al., 2018).

Para avaliar as fungdes diérias foi utilizada uma escala de estudo cooperativa da
Doenga de Alzheimer em atividades didrias (do inglés Alzheimer’s Disease Cooperative
Study Activities of Daily Living Inventory scale — ADCS-ADL) onde a pontuacdo varia de 0
a 78, e 0s scores mais baixos indicam uma pior funcdo. Essa avaliacdo leva cerca de 20
minutos e se baseia nas informagfes obtidas do paciente e do cuidador. (ROBERT et al,
2010)

Gréfico 11. Efeito temporal de Verubecestat na avaliacio cognitiva e funcional. A. Variacdo
em ADAS-cog (Efeito cognitivo) com 12 ou 40mg da droga durante 78 semanas. B. Variacdo em
ADAS-ADL (Efeito funcional) com 12 ou 40mg da droga durante 78 semanas.
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40mggroup 621 616 591 565 545 519 432 d0mggroup  6U7 €01 84 561 541 521
Placebo group 639 628 616 597 576 539 463 Placebo group 631 606 608 593 570 5

Fonte: EGAN (2018)

Com base nesses resultados € possivel afirmar que a droga utilizada ndo reduziu o

declinio cognitivo e funcional dos pacientes com doenca de Alzheimer moderada. Num

443
436
453
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contexto geral, as drogas administradas nos pacientes com doenga de Alzheimer apresentam
uma reducdo nas concentragdes dos peptideos amildides. Isso indica que 0S NOVOS pProcessos
neuroinflamatdrios serdo reduzidos, ja que eles se iniciam com a deposicao desses peptideos.
Contudo, essa reducdo ndo foi capaz de inibir os sintomas clinicos manifestados com a
doenga, evidenciando que ndo ocorreu melhoria nos quadros cognitivos e funcionais.

Estes estudos apontam que, uma vez 0 processo de deméncia esta instalado, a
progressdo da doenca se da independente da producdo dos peptideos A e, como a deposicao
de AP ocorre anos antes dos sintomas clinicos se tornarem aparentes, € importante propor
tratamentos direcionados aos peptideos amiloides de maneira precoce, antes do inicio dos
sintomas clinicos.

Comparando os dados encontrados, funcionais ou clinicos, observamos que a droga
CNP520 foi capaz de promover uma melhor atividade farmacodinamica, possuindo um perfil
de seletividade superior e alta penetracdo no cérebro com auséncia de metabolitos toxicos.
Esse perfil de seguranga possibilita que os pacientes facam uso a longo prazo, prevenindo
assim que a acumulacdo de peptideos AB atinjam niveis toxicos. Sendo assim, é possivel
reduzir os niveis de déficits cognitivos se a administracdo dessa droga for iniciada no estado
assintomatico da doenca.

De acordo com testes in vitro a droga possui uma estrutura que auxilia nessas fungdes
e, por conta dessa caracteristica estrutural, ela se diferencia dos inibidores estudados
anteriormente, auxiliando uma maneira promissora para uso terapéutico.

Atualmente estudos clinicos ( vide ClinicalTrials.gov - Identificador NCT02565511)

vem sendo desenvolvidos com essa droga, com o0 objetivo de responder essas questdes.
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5. CONCLUSAO

O desenvolvimento de drogas inibidoras de BACEL tem se mostrado um campo
desafiador. A utilizacdo desses farmacos, de maneira mais precoce possivel, € uma opg¢édo
promissora para o tratamento da doenca de Alzheimer, visto que os resultados da sua
utilizacdo sdo demonstrados como positivos para o desenvolvimento de um tratamento para a
DA por inibir eficientemente os niveis de AP no cérebro. Além disso, ¢ preciso se aprofundar
mais em relacdo as melhorias relacionadas as funcbes cognitivas, ja que é algo ainda

questionavel em relacdo aos resultados positivos da administracdo dos inibidores.
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