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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva e
irreversivel que apresenta duas lesdes caracteristicas: depositos B-amildide (AB) e trangas
neurofibrilares (NFTs). Clinicamente, a DA é caracterizada por perda progressiva e gradual
de memoria e de outras fungoes cognitivas. A hipotese globalmente aceite para a patogénese
da DA baseia-se na teoria da cascata amildide e subsequente patologia de tau, uma vez que a
toxicidade amildide induz a hiperfosforilagdo da proteina tau. A descoberta recente de
biomarcadores pré-clinicos é importante para o diagnostico da DA em fases precoces da
doenga. Ao longo dos anos as investigagoes para a cura da DA tém sido incessantes,
contudo ainda nao existem terapéuticas capazes de impedir a progressio da doenca. A
BACE | (B-secretase) é a enzima que inicia a produgao de AP, e é apontada como um alvo
terapéutico primordial no tratamento da DA. A inibicao da BACE | apresenta consequéncias
benéficas na diminuicao das concentragoes AB. Durante a UGltima década o foco tem sido o
desenvolvimento de inibidores com boas propriedades farmacologicas que inibam
eficazmente a BACE |. Alguns inibidores mostraram-se eficazes nos estudos preé-clinicos e
entraram recentemente em ensaios clinicos, sendo o MK-8931 o que se encontra em fase
mais avangada. O potencial terapéutico da inibicao de BACE | pode ser a chave para um

tratamento eficaz da DA no futuro.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, B-amildide, BACE |, B-secretase, inibidores.



ABSTRACT

Alzheimer’s Disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease and its hallmarks
consist in amyloid-B deposits (AB) and neurofibrillary tangles (NFTs). Clinically, AD is
characterized by progressive memory loss and other cognitive deficits. The globally accepted
hypothesis to explain DA is based on the amyloid-B cascade theory and subsequent tau
pathology, since amyloid toxicity induces tau protein hyper-phosphorylation. The recent
discovery of pre-clinical biomarkers can be used to diagnose AD at an early stage. Over the
years, the research for AD cure has been relentless, however there are still no effective
therapies available to prevent the advance of the disease. BACE | (B-secretase), the enzyme
that leads to the production of AB in the brain, is considered to be a major therapeutic
target in treating Alzheimer ’s Disease. Inhibition of BACE | shows beneficial effects in
lowering cerebral AB concentrations. During the last decade the focus has been in the
development of inhibitors with drug-like properties that can effectively inhibit BACE |. Some
BACE | inhibitors have shown safety and efficacy in preclinical studies, and have recently
entered human clinical trials. Thus far, MK-8931 has advanced the farthest and is in phase 3.
The therapeutic potential of inhibiting BACE | may be the key to an effective treatment of

AD in the future.

Keywords: Alzheimer’s disease, amyloid-f3, BACE |, B-secretase, inhibitors.



INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer é uma desordem neurodegenerativa progressiva e
irreversivel, caraterizada por perda de memoria e por um declinio cognitivo que afeta
severamente as atividades diarias dos doentes. O processo da neurodegeneragiao, que
parece ser dependente da idade, conduz a disfungao sinaptica e danos neuronais no cortex
cerebral e hipocampo, dreas essenciais para os processos cognitivos."?

A DA, que representa a forma mais comum de todas as deméncias presentes na
populacao mundial, tem um impacto médico, social e economico notavel, sendo um dos

|3,4

grandes desafios de salde do Séc XX

As carateristicas neuropatologicas da DA estio associadas a acumulagio de
agregados insoluveis de B-amildide no espago extracelular e a agregacao da proteina tau em
trancas neurofibrilares intracelulares."” A hipétese da cascata amiléide sugere que a
acumulagio de AB tem um papel central na patogénese da DA.

As terapéuticas farmacologicas atuais para o tratamento da DA apenas atenuam os
sintomas sem impedir a progressao da doenga. A investigagdo de novos alvos terapéuticos
procura prevenir a neurodegeneragio nas fases precoces da doenga anteriores a
manifestacdo sintomatica.’

Um exemplo de alvos terapéuticos muito estudados sao as enzimas o-, B- e y-
secretase que medeiam a clivagem proteolitica da proteina percursora amiléide (APP). A
inibicao da PB-secretase (BACE |) impede a formagao de A, sendo por isso apontada como

um potencial alvo terapéutico no tratamento da DA.®

A epidemiologia, fatores de risco, manifestagoes clinicas, diagnostico, mecanismo
fisiopatologico e tratamento farmacolégico sao os aspetos abordados no presente trabalho
sobre a Doenga de Alzheimer. Compreende a apresentagao da BACE | como alvo
terapéutico no tratamento da DA, elucida a sua sintese celular, carateristicas e mecanismo
de agao, assim como as estratégias adotadas para a descoberta e otimizagao de moléculas

inibidoras e quais se encontram presentemente em ensaios clinicos.

O principal objetivo é demonstrar a evidéncia da intervengao da BACE | na
patogénese da DA e de que forma a sua inibicio pode ser benéfica na prevengiao da

progressao da Doenga de Alzheimer.



| DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa em que as alteragoes e
destruicao do tecido nervoso sao graduais e progressivas, iniciando-se a partir de um
momento indeterminado da vida adulta.' A DA desenvolve-se ao longo de um periodo pré-
clinico de duas décadas antes de se manifestar sintomaticamente. Na fase prodromal da DA
ja se notam algumas manifestagoes clinicas, como um défice de memoria mais severo do que
se verifica no processo normal de envelhecimento associado a idade, contudo, as
capacidades de conduzir uma vida normal permanecem inalteradas.”

Uma condicao denominada de Défice Cognitivo Ligeiro (MCI) é caraterizada por
queixas de memoria e deficiéncias leves de cognicao, com condigao geral intata, preservando
as capacidades para desenvolver as atividades diarias e auséncia de deméncia evidente. MClI
nao é forgosamente uma fase da doenca de Alzheimer pois nalguns casos nao se verifica
posteriormente o desenvolvimento da doenc¢a de Alzheimer, embora a probabilidade seja

maior.’

Consideram-se dois subgrupos da Doenga de Alzheimer, a forma esporadica da
doenga, que é caraterizada por um aparecimento tardio (média 80 anos), e a forma Familiar
da Doenca de Alzheimer (FAD) ou formas genéticas autossomicas dominantes, caraterizadas
por um aparecimento precoce (média 45 anos).” Na maioria dos casos estas formas de DA
sao bastante idénticas e os aspetos clinicos sio comparaveis, assim como a taxa da

progressao da doenca.8

1.1 EPIDEMIOLOGIA

A Doenga de Alzheimer tem sido alvo de estudos epidemiologicos nos ultimos 30
anos. Porém, a estimativa e analise da sua incidéncia, prevaléncia e fatores de risco é
condicionada pela complexidade do seu diagndstico e pelas co-morbilidades que causam
défices cognitivos.”

A DA é a deméncia mais comum na populagao, representando 75% de todos os tipos
de deméncia. Tem uma prevaléncia estimada de 10 a 30% na populagao acima de 65 anos,
com uma incidéncia anual de | a 3%. A semelhanca do que acontece em geral com outras
demeéncias a prevaléncia da DA duplica a cada 5 anos, apds os 65 anos de idade.” A maioria
dos pacientes com DA, 95%, tém a forma esporadica, e cerca de 1% tém inerentes mutagoes

genéticas que conduzem ao aparecimento da doenca da forma precoce, a FAD.?



A DA e outras deméncias nao especificadas afetam os homens e as mulheres de igual
forma, contudo, a prevaléncia é superior nas mulheres, uma vez que estas vivem mais tempo,

em média, do que os homens. Nao ha relatos acerca de diferencas étnicas ou raciais.”’

I.2FATORES DE RISCO

A idade é o maior fator de risco associado a Doenca de Alzheimer. Com o aumento
da esperanga média de vida e do resultante incremento da populagao idosa, estima-se que
100 milhdes de pessoas irao padecer da DA em 2050.’

Foram determinados outros potenciais fatores de risco, tais como: Diabetes Mellitus,
hipertensao, obesidade, inatividade fisica, traumatismos cranianos, depressao, tabaco e baixa
escolaridade.”” A maioria dos fatores de risco estio associados as doencas cardiovasculares.’

Apesar da incerteza associada a existéncia de outros fatores de risco ambientais que
contribuam para a DA de forma esporadica, destaca-se um fator de risco comum a todos os
estudos: o polimorfismo associado ao gene que codifica para a apolipoproteina E — APOE,
uma proteina envolvida no transporte lipidico.” Este gene, situado no cromossoma 19q13.2,
possui trés alelos, APOE €2, APOE €3 e APOE €4. O alelo APOE €4 parece ter um efeito major
na determinagao da idade do aparecimento da DA; APOE €3 é considerado neutro na DA; e
o APOE €2 parece ter agio protetora.’” O mecanismo pelo qual APOE afeta a DA ainda nio
esta totalmente esclarecido, mas uma série de estudos indica que estas proteinas medeiam o
clearance de AB, sendo que a APOE g4 é muito menos eficaz que as outras formas.” ’ A
presenca do alelo APOE €4 aumenta o risco de desenvolver a DA, porém, a presenca deste

alelo nio implica que se desenvolva sempre a doenca.”’

1.3MANIFESTACOES CLINICAS

Geralmente, o doente é trazido a atengao do médico por uma pessoa de familia, sem
que ele proprio se mostre muito preocupado com o que se passa. Na realidade, o doente
vai perdendo progressivamente capacidade de introspecao e critica e vai negando ou

minimizando as suas incapacidades.'

Os primeiros sinais sio normalmente de falha de memodria: o doente comega a ter
cada vez mais dificuldades em recordar fatos recentes, embora se lembre, até com vivos
detalhes, de eventos antigos. Primeiramente mostra dificuldade em evocar pormenores dos
acontecimentos, com ajuda pode ir reconstruindo a recordagao, mas sempre com alguma
inseguranca. Nesta fase a DA é caraterizada pela amnésia anterdgrada, isto é, perda de

memoria para eventos que ocorrem posteriormente ao acontecimento da doenga."’



Nas fases iniciais da doenga é notavel também uma desorientagao por parte do
doente, que pode perder-se na rua, em lugares onde nao vai muito, ou até em sitios
familiares. A linguagem altera-se pouco a pouco e o doente apresenta dificuldade na
resolucao de problemas, como por exemplo, em fazer calculos. O arranjo pessoal reflete a
despreocupagao pelo vestir e pela higiene. As perturbagdes do humor e alteragoes da
personalidade estio presentes na maior parte dos casos. E frequente que o doente mostre
certo grau de ansiedade e inseguranga, como se se apercebesse da sua incapacidade
crescente. O humor torna-se geralmente pessimista, podendo a depressao instalar-se com
gravidade. O doente pode ainda demostrar uma apatia progressiva, desinteressando-se por

tudo o que antes |he interessava.'

Com a passagem do tempo as alteragoes cognitivas vao-se acentuando e acabam por
impedir qualquer forma de autonomia pessoal, carecendo os doentes de cuidados
permanentes de terceiros. O doente sofre de apraxia, ou seja, sente dificuldade em
organizar atos motores intencionais. Apresenta igualmente agnosia, que consiste na
dificuldade em interpretar informagdes sensoriais, levando a incapacidade de reconhecer
objetos e os lugares, de identificar os sons e cheiros e de identificar corretamente as
pessoas que o rodeiam. Além disto, a afasia acentua-se, ficando a linguagem restrita a poucas

palavras."’

Na fase terminal da doenga todas as capacidades de comunicagao sao perdidas e, com
o avan¢o do processo demencial, a agitagdo diminui e a inércia aumenta. O doente
raramente da sinal que reconhece as pessoas, a alimentagiao torna-se dificil, a incontinéncia,
se ainda nao surgiu, instala-se agora. As complicagoes médicas aparecem ou acentuam-se:
obstipagao, infegoes respiratorias ou urinarias. Por fim, deixa de reagir a estimulos e a vida
torna-se praticamente vegetativa. O doente normalmente morre por doengas que atingem
outros idosos debilitados, como sépsis, pneumonia e insuficiéncia cardiaca congestiva."’

A DA conduz a morte num periodo de tempo entre 8 a 10 anos apés o diagnostico.”

1.4 DIAGNOSTICO

7

E importante distinguir as alteracoes cognitivas consideradas normais no
envelhecimento daquelas que caraterizam um quadro demencial progressivo e incapacitante,
como aquele que resulta da DA. Para tal é necessario fazer uma avaliagao clinica correta da
deméncia, que deve incluir a historia clinica do doente, os exames fisicos e neuroldgicos,

testes de avaliagio cognitiva e testes laboratoriais, incluindo técnicas de neuro-imagem.'



Alguns instrumentos clinicos podem ser usados para analisar os pacientes da DA. A
maioria dos médicos utiliza testes breves de despiste cognitivo, como por exemplo o Mini-
Mental State Examination - MMSE e o Alzheimer’s Disease Assessment Scale — Cognitive — ADAS-
Cog. Estes testes avaliam as funcdes cognitivas através de uma escala de pontuagdes.”’

A imagiologia cerebral, que permite efetuar estudos da atividade funcional do
cérebro, ajuda a compreender as fungoes cerebrais e a detetar as alteragdes que ocorrem
em situagoes patologicas. A imagiologia de Ressonancia Magnética (IMR) permite detetar a
perda de tecido cerebral tipica da DA. Por outro lado, a Tomografia de Emissao de
Positroes (PET) e a Tomografia Computorizada por emissao de fotao Unico (SPECT) usam
substancias radioativas e medem a atividade metabodlica das células cerebrais. O composto
""C -PiB, molécula marcada com um isétopo radioativo do carbono, liga-se as placas B-
amiléide permitindo o diagnéstico da DA através da PET.> O uso do radionuclideo '*F-FDG
(Fluorodesoxiglicose) permite medir o consumo de glicose pelos neurodnios e células da glia,
observando-se hipometabolismo na DA. E possivel ainda, através da PET, detetar a
neuroinflamagio (microgliose) verificada na DA."

O conhecimento da fungao cerebral resulta da combinagcao de todas estas técnicas e
ainda de estudos bioquimicos in vivo. Posteriormente, pode-se acrescentar os
conhecimentos oriundos dos estudos post mortem de natureza bioquimica ou de analise

histologica sendo este o Unico método que estabelece o diagnéstico definitivo da DA.

2 MECANISMO FISIOPATOLOGICO

O mecanismo fisiopatoldgico da DA esta associado a acumulagao de formas
insoliveis de placas B-amildide no espago extracelular e a agregacio da proteina tau
hiperfosforilada em trangas neurofibrilares intracelulares." * Estas alteragdes conduzem a
uma perda gradual da comunicagao neuronal, disfungao sinaptica, morte neuronal e atrofia

cerebral, eventos que contribuem subsequentemente para o estado de deméncia.

2.1 PATOLOGIA AMILOIDE

Uma das principais teorias que tentam explicar a origem da DA é a hipotese da
cascata amiloide. Esta teoria assume que um péptido denominado B-amiléide se acumula no
cérebro formando placas, e desencadeia uma cascata de eventos - patologia de tau, disfungao
sinaptica, inflamacio, morte neuronal, e por fim, a deméncia que caracteriza a DA.> !

O péptido AB é um produto normal do metabolismo da proteina percursora

amildide, gerado a niveis bastante elevados nos neurdnios. E derivado da clivagem



proteolitica da APP por um complexo de enzimas denominadas de secretases - B-secretase e
y-secretase.> & 12

Os péptidos AP sao mondmeros constituidos por 36 a 43 aminoacidos e as placas
amiloide sao depositos insoluveis de B-amildide no parénquima cerebral. Se estas placas
estiverem associadas a distrofia e degeneracao neuronal sao frequentemente denominadas
placas neuriticas ou placas senis.>'> As placas senis sio constituidas por agregados AB,

constituidos maioritariamente por 40 a 42 aminoacidos, que podem adotar numerosas

conformagoes.'

APP é uma proteina transmembranar tipo | com um grande ectodominio, contém 23
residuos hidrofobicos no dominio transmembranar e 47 residuos no dominio citoplasmatico.
A regiao AP constitui apenas uma pequena porgao da APP, nomeadamente 28 residuos do
dominio extracelular mais os primeiros 12 a 14 residuos do dominio transmembranar.® "*

A deslocacio de APP até a membrana celular ocorre através da via secretéria do
aparelho de Golgi e de endossomas. Durante esta deslocagao a APP é sujeita a diferentes
eventos proteoliticos, o que resulta na libertagao de uma variedade de fragmentos soluveis e
de fragmentos ligados a membrana. Estas clivagens proteoliticas sao realizadas por enzimas

denominadas de a- secretase, B-secretase, e y-secretase (Figura 1).%"

p-secretase

FIGURA | | Processamento proteolitico de APP pelas enzimas a-secretase, B-secretase e y-
secretase.8
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2.1.1 VIA NAO-AMILOIDOGENICA

A a-secretase cliva na regiao extracelular da APP, libertando um fragmento do
ectodominio soluvel denominado de sAPPa e originando um fragmento ligado a membrana
C-terminal com 83 residuos (C83). Esta clivagem ocorre entre os residuos 16 e 17 da regiao
do AB. Desta forma, a clivagem realizada pela a-secretase impede a formagao de ApR,
eliminando a possibilidade da formagao de agregados e placas. Assim, a atividade de a-

secretase é considerada nao-amiloidogénica (Figura 2a).* "

2.1.2 VIA AMILOIDOGENICA

A B-secretase ou BACE | (Enzima | de clivagem proteolitica da APP no sitio B) cliva
na regiao extracelular da APP, entre o residuo de metionina 671 e o acido aspartico 672 da
APP, distando |6 residuos da zona de corte da a-secretase, o que resulta na formagao de
um fragmento do ectodominio soluvel sAPPB de tamanho menor mas de um fragmento C-
terminal maior (C99). O primeiro residuo do fragmento C99 é o primeiro residuo de AB. A

atividade da B-secretase é por isso considerada de amiloidogénica (Figura 2b).% "

O processamento posterior dos fragmentos C-terminal, C83 e C99, ocorre por agao
da y-secretase, clivando o C-terminal da regido AB.° No caso do fragmento C83, a vy-
secretase origina um péptido denominado de p3. No caso do fragmento C99, é originado
AB. Independentemente de se originar AB ou p3, a clivagem ocorre na regiao

transmembranar da APP, ou seja, esta clivagem ocorre na regiao dentro da membrana.® "

a Nonamyloidogenic pathway b Amyloidogenic pathway
APP APPsa APP APPsp
Gy zan N
AR
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@ 99 59

FIGURA 2 | Processamento proteolitico de APP - a) Via nao amiloidogénica, b) Via amiloidogénica.'3

A sequéncia proteolitica de clivagem de APP pela B-secretase e pela y-secretase

conduz a formagio de AB no cérebro.® Na DA ocorre um desequilibrio gradual crénico
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entre a produgao e a remogao dos fragmentos de A, o que provoca um aumento dos seus
niveis no cérebro que, com o decorrer do tempo, leva a alteragoes celulares e moleculares

tipicas da doenca.'?

As mutagoes genéticas da forma Familiar da DA sao uma forte defesa da hipotese
amiloidogénica.? Ha trés genes envolvidos na FAD que estio diretamente relacionados com
a produgao de AP. O primeiro - é o gene que codifica para a APP, localizado no
cromossoma 21q21.3. Algumas mutagoes presentes em APP, como é caso da mutagao
Sueca, aumentam a eficiéncia do processo proteolitico da BACE |, uma vez que tornam APP
um substrato com mais afinidade, aumentando a produc¢ao de AP cerca de 6 vezes mais do
que no APP normal.*'* Estio descritas dezoito mutacdes neste gene que levam a uma
produgio excessiva de AB, associadas ao aparecimento precoce da doenca.” Outra evidéncia
da implicagao do gene de APP na DA é o aparecimento do processo patologico da DA nos
individuos portadores de Sindrome de Down (trissomia 21), que tém uma copia extra do
gene do APP em resultado da trissomia.>® '

Foi também identificada uma mutagao em APP que leva a uma diminuigao na afinidade
para a BACE |, diminuindo a produgio de AB, apresentando efeito protetor contra a DA."

Os outros dois genes associados sao os genes que codificam para a presenilina |
(PS1) e presenilina 2 (PS2) localizados nos cromossomas 14q24.3 e 1q31.42. As presenilinas
constituem as subunidades cataliticas de y-secretase, que estao envolvidas na clivagem de
APP no local y. Estas presenilinas mutadas, que apresentam atividade catalitica superior,
levam & producio excessiva de AB e estio associadas a forma precoce da DA’

As mutagoes nos genes que codificam APP, PSI e PS2 causam sobreprodugao das
formas aberrantes de AP - especificamente a isoforma AB42, que apresenta carateristicas

amiloidogénicas téxicas, por ser mais propensa para agregagao.” '*

2.2 PATOLOGIA TAU

A proteina tau liga-se a tubulina e, em conjunto, estao envolvidas na associagao e
estabilizacio dos microtubulos, componentes do citoesqueleto necessarios ao transporte
axonal e trafego intracelular entre o corpo celular e as sinapses. As formagoes
neurofibrilares, constituidas por agregados de tau hiperfosforilada, sio indicativas de
alteragdes graves no citoesqueleto, e estao presentes em grandes quantidades no cérebro e
no fluido cérebroespinal (CSF) dos pacientes com a DA. Adicionalmente, as NFTs podem
deslocar organelos celulares contribuindo para a desorganizagao celular. A patologia de tau

esta correlacionada com a perda neuronal e a atrofia cerebral verificada nas situagoes de
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deméncia. Porém, o mecanismo que leva ao aumento e agregacao da tau ainda nao é

conhecido.>”’

2.3BIOMARCADORES

Devido a passagem de proteinas do parénquima cerebral para o CSF, é possivel a
detegio de biomarcadores que refletem os processos metabdlicos do cérebro neste fluido."
Os marcadores fisiopatologicos da DA sao aqueles que permitem identificar especificamente
a patologia amiloide e a patologia de tau e podem ser detetados no CSF, plasma e através de
imagiologia cerebral.’

A patologia amildide deteta-se através da medicao dos niveis de AR (AB40 e APR42) e
a patologia de tau através dos niveis de t-tau (todas as isoformas), e de tau fosforilada, p-tau
(fosforilada nos residuos 181 ou 231).>°

Outros marcadores da DA incluem as alteracdes de volume cerebral, nomeadamente
atrofia do hipocampo, diminuicao da espessura cortical e o aumento dos ventriculos,
passiveis de detetar por IMR.

Estes biomarcadores podem ser usados para diagnosticar DA em fases precoces da
doenca e definir as fases pré-clinicas.>'® Através de estudos validados em individuos
portadores de mutagoes autossomicas dominantes da DA foi possivel detetar alteragoes dos
niveis de tau no CSF até |5 anos antes da fase clinica e dos niveis de AB42 no CSF até 20
anos antes do aparecimento de sintomas (Figura 3).

Os estudos das fases pré-clinicas da DA, com recurso a analise dos niveis dos
biomarcadores, sao importantes para a prevengao do aparecimento e da progressao da
doenga (caso se consiga descobrir um farmaco com capacidades para alterar o curso da
doenga) e aplicagao de terapias em fases precoces da doenga, bem como para avaliar a sua

eficacia.’

Window for secondary prevention

Primary Preclinical Prodromal Mild-to-moderate
prevention phase phase dementia
— r 1r T

in
|

— AP deposition

“T| — CSFAp42

— CSFtau
Hippocampal volume

— CDR-3B
| | —_Glucose metabolism

Standardized differences from threshold of normality

T t T T
-30 -20 -10 0 10 20

Estimated years to symptom onset

FIGURA 3 | Representagao esquematica das mudangas dos parametros patologicos: cognitivos,
metabdlicos, estruturais e moleculares relativamente aos anos estimados para o inicio sintomatico da
DA2
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3 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

A Doenga de Alzheimer tem sido extensamente estudada, contudo, apesar do
progresso feito na investigagao da doenga, ainda nao ha cura ou tratamento farmacoldgico
eficaz para esta patologia. Os objetivos clinicos do tratamento da DA consistem em aliviar os
sintomas cognitivos, comportamentais e psicolégicos e diminuir a progressao da doenga.
Atualmente sé existem disponiveis farmacos com vista a atenuar alguns sintomas da doenga,

com efeito modesto e temporario e sem qualquer influéncia na progressao da doenga.

3.1 TERAPEUTICA FARMACOLOGICA COLINERGICA

As vias colinérgicas sao constituidas por neurdnios que tém os corpos celulares
sediados em nucleos da base do cérebro e se projetam em vastas areas do neocortex
cerebral e do hipocampo, onde se liberta o neurotransmissor acetilcolina. A acetilcolina
contribui para as fungdes de memoria e aprendizagem.'® Uma estratégia terapéutica para
compensar as alteragoes na neurotransmissao colinérgica, verificadas na DA, é facilitar a
transmissao das células remanescentes, ou seja, intervir na sinapse colinérgica no sentido de
aumentar a eficiéncia da neurotransmissao. A estratégia mais bem-sucedida consiste em
utilizar inibidores da enzima que degrada a acetilcolina, a acetilcolinesterase, levando assim
ao aumento do neurotransmissor disponivel na fenda sinaptica. Trés inibidores, pertencentes
a familias quimicas distintas, o donepezilo, a rivastigmina e a galantamina, sao os mais

utilizados no tratamento da DA."’

3.2 ANTAGONISTAS DOS RECETORES NMDA

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central
(SNC). A ativagao dos recetores do glutamato de subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA) é
fundamental para os fendmenos de modificagao da eficiéncia sinaptica que siao a base
neurofisiologica da memoria e da aprendizagem. Por outro lado, os recetores NMDA
quando excessivamente ativados estao implicados na lesao e morte neuronal em varias
condigoes como a hipoxia, a isquémia, e o traumatismo cerebral, e a exposi¢ao a substancias
toxicas. A utilizagao terapéutica de um antagonista dos recetores NMDA como a memantina
podera ser interpretada como visando repor o equilibrio no funcionamento destes
recetores. A eficacia da memantina foi demonstrada em fases da DA moderadamente grave a

grave, sendo capaz de melhorar a vida diaria do doente."’
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4 SECRETASES COMO ALVOS TERAPEUTICOS

Tendo em conta a fungao desempenhada pelas enzimas secretases no processamento
proteolitico de APP, estas tém vindo a ser apontadas como possiveis alvos terapéuticos na
Doenca de Alzheimer.

A B- e y- secretase sao essenciais para a produgao de AB. Desta forma, a inibigao ou
modulagao destas duas enzimas leva a reducao das concentragoes de AP em pacientes com a
DA. Por outro lado, a a-secretase cliva a APP dentro da regiao AB, nao conduzindo a
formagao das placas B-amiloide, o que sugere que o aumento da atividade de a-secretase
pode levar a diminuicao de AB.

A inibicdo da P-secretase, nomeadamente da BACE |, é apontada como uma
estratégia terapéutica primordial na diminuicao das concentragoes cerebrais das placas B-
amildide, impedindo a progressao da DA. Os inibidores da BACE | sao considerados
atualmente como potenciais fairmacos, sendo intensamente investigados tendo alguns

entrado, recentemente, em ensaios clinicos.® '* '

4.1 BACE |

A proteina responsavel pela atividade da B-secretase foi denominada de diferentes
formas pelos cinco grupos de investigagao que simultaneamente identificaram a mesma
sequéncia polipeptidica - Asp2, BACE |, B-secretase e memapsina 2. A B-secretase ficou

identificada principalmente pela designacio de BACE [.%"

As proteases ou enzimas
proteoliticas, como é o caso de BACE |, sao enzimas que quebram ligagoes peptidicas entre

os aminoacidos das proteinas, denominando-se este processo de clivagem proteolitica.

4.1.1 CARATERISTICAS

A BACE |, que esta presente em altas concentragoes nos neuronios do SNC, é uma
protease transmembranar de acido aspartico tipo | constituida por 501 aminoacidos,
pertencente a familia das pepsinas e proteases retrovirais de acido aspartico. Contém as
carateristicas tipicas das proteases de acido aspartico, nomeadamente um unico dominio
transmembranar que atravessa a bicamada lipidica da membrana celular apenas uma vez,
ficando a extremidade N-terminal de um lado da membrana e a extremidade C-terminal do
outro e ainda a orientagao do seu dominio catalitico para o espago extracelular ou luminal

(Figura 4). O seu dominio catalitico contém duas formas de acido aspartico (Asp-Thr/Ser-Gly-
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Ser/Thr), nas posi¢oes 92-95 e 289-292, que formam a zona ativa da enzima (assinalado com a

letra D a vermelho na Figura 4).%'*"’
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FIGURA 4 | Organizagao estrutural de BACE .17

4.1.2 SINTESE

A sintese de BACE | ¢ iniciada no reticulo endoplasmatico na forma de pré-péptido -
pro-BACE | - local onde sofre N-glicosilagao, palmitoilagao, acetilagao transitoria, formagao
de pontes dissulfeto, entre outras alteragoes pos-traducao. A pro-BACE | apresenta seis
residuos de cisteina que podem formar trés pontes de dissulfeto, estas ligagdes sao muito
importantes para uma correta conformagao e atividade enzimatica, em particular os residuos
Cys330/Cys380 encontrados no local ativo da BACE 1, contribuindo para a sua estabilidade e
atividade. Posteriormente sofre maturagao complexa no aparelho de Golgi, nomeadamente
uma clivagem no pré-dominio que permite a BACE | apresentar atividade enzimatica
integral, uma vez que o local catalitico fica completamente acessivel ao substrato, dando
origem a forma madura BACE |, uma proteina monomérica.® "/

A BACE | é transportada através do sistema endossomal para a superficie celular.
Neste organelo a BACE | apresenta atividade enzimatica maxima, uma vez que o pH é mais
acidico relativamente ao citosol e a BACE | é mais ativa neste ambiente (apresenta como pH
otimo cerca de 5.5). Desta forma, a BACE tem atividade preferencialmente dentro do
endossoma em diregao a superficie celular.

A BACE | apresenta duas conformacgoes, a forma aberta e fechada (Figura 5). A
conformagao aberta é a energeticamente mais estavel, sustentada por pontes de hidrogénio,
mas, quando ligada ao substrato, a BACE | adota a forma fechada. Esta destabilizagao é

justificada pela interacdo da enzima e do substrato.® 7
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FIGURA 5 | Conformagao aberta (vermelha) e fechada (azul) da BACE |.8

4.1.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

Baseado nos estudos de estruturas através de cristalografia de raios-X, alta resolucao
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e difracao de neutroes, foi possivel elucidar o
mecanismo catalitico atualmente aceite para as proteases de acido aspartico dos seres
eucariotas, na qual se inclui a BACE 1.}

A BACE | é caraterizada por possuir um local que reconhece 6 a 8 residuos de
aminoacidos do dominio extracelular da APP. Apos a internalizacao de APP da membrana
celular num endossoma, a BACE |, que tem atividade 6tima em pH acido, cliva o substrato

maioritariamente nos endossomas iniciais e em compartimentos trans-golgi.* "’

A BACE | tem também funcao de clivar e ativar a neuregulin-l (NRG-I),
contribuindo para a mielinizagdo pos-natal, em particular nos neuronios do sistema nervoso
periférico. A BACE | cliva o tipo 3 de NRG-1 e liberta um fragmento que contém um fator
de crescimento epidermal que interage com as células de Schwann iniciando o sinal de
mielinizagao (Figura 6)."*

A BACE | tem também funcdo enzimatica noutros substratos, embora ainda nao se

tenha um conhecimento completo de todas as fungdes fisioldgicas desta enzima.'* "
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FIGURA 6 | Atividade enzimatica da BACE | no substrato APP e NRG-1.!
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4.2 POSSIVEIS EFEITOS SECUNDARIOS DA INIBICAO DA BACE |

Entender as fungoes da BACE | e as suas implicagdes em potenciais mecanismos
responsaveis por efeitos colaterais na terapéutica de inibicio é um objetivo a ter em
consideragao. Desta forma, identificam-se de seguida os fenotipos descritos em animais
geneticamente desprovidos de BACE | - BACE | knockout (Tabela 1)."*'” Estes murganhos
provaram ser viaveis com poucas anormalidades fenotipicas, sugerindo que a inibigao desta
enzima pode ser clinicamente vidvel com poucos efeitos colaterais."*

Dado que que BACE | tem intervengao na mielinizagao, esta pode ficar
comprometida com a inibi¢ao, no entanto verificou-se que nos murganhos BACE | knockout
a mielinizagado nao é totalmente impedida, observando-se bainhas de mielina mais finas
comparando com as do grupo controlo. Os murganhos BACE | knockout demonstraram
também uma probabilidade maior de exibir atividade convulsiva e um risco aumentado de

comportamento esquizofrénico.'*

Putative substrate
BACE1 knockout mouse phenotypes
Astrogenesis increase, neurogenesis decrease  JAG1
Axon guidance defects CHL1
Hyperactivity NRG1
Hypomyelination NRG1
Memary deficits Unknown
Insulin sensitivity enhanced Unknown
Muscle spindle reduction NRG1
Neurochemical deficits Unknown
Neurodegeneration with age Unknown
Postnatal lethality, growth retardation Unknown
Retinal abnormalities FLT1
schizophrenia endophenotypes NRG1
Seizures SCN2B
Spine density reduction NRG1

TABELA | | Fenétipos de murganhos BACE | knockout associados a possiveis substratos. !4

BACE 2, também designada de Asp | e memapsina | é homologa de BACE I,
possuindo 64% de homologia. Ambas pertencem a familia de proteases transmembranares
de acido aspartico. Ao contrario de BACE |, a BACE 2 é pouco expressa no cérebro, sendo
encontrada maioritariamente no colon, rins, pancreas, placenta prostata, estomago e
traqueia. Inicialmente, pensava-se que a homologia entre as duas proteases indicassem que a
BACE 2 também fosse uma B-secretase, contudo, além da sua baixa expressao neuronal, a
BACE 2 apresenta o seu local preferencial de corte de APP dentro da zona A, impedindo a

sua formagio, nao desempenhando por isso nenhum papel patolégico na DA% '
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Desta forma, € necessario ter em consideracao a seletividade dos inibidores da BACE
| relativamente a BACE 2 e a outras proteases homologas como é o caso da pepsina, renina
catepsina D e E, uma vez que estes podem causar inibicio cruzada e causar efeitos

colaterais.®'*

Para a aplicagao de inibidores BACE | na clinica é necessario a determinagao prévia
da janela terapéutica para que estes sejam aplicados com menor efeitos secundarios

possiveis.

5 DESIGN DE INIBIDORES DA BACE |

Para que as moléculas inibidoras da BACE | sejam clinicamente eficazes é necessario
que retinam determinadas carateristicas que permitam o alcance do alvo terapéutico. A
BACE | cliva APP dentro dos endossomas dos neuronios cerebrais, desta forma, os
inibidores tém que conseguir penetrar a barreira hematoencefalica (BBB) e a membrana
celular dos neurénios, sendo necessario ter em consideragao determinados aspetos, um dos
quais é o peso molecular maximo para atravessar a BBB que é cerca de 550Da e outro €
permeabilidade celular para atravessar as barreiras lipidicas.

Por outro lado, é necessario que os inibidores da BACEI alcancem concentragoes
cerebrais adequadas. Por esta razao, outro obstaculo a ultrapassar é o transporte de efluxo
provocado pela glicoproteina P (Pg-P). Os inibidores quando sao substratos da Pg-P nao
conseguem penetrar eficazmente a BBB e sao expulsos de dentro das células. Este fato
demonstrou que quando a permeabilidade cerebral é ultrapassada o efluxo provocado pela
Pg-P é outro fator limitante da eficacia dos inibidores de BACE |.

Estes inibidores devem também possuir boas propriedades farmacocinéticas -

absorcio, distribuicdo, metabolizacio e excrecio (ADME).*% '+ '

Outro aspeto importante a ter em consideragio no desenvolvimento destes
inibidores é a seletividade relativamente a outras proteases de acido aspartico. Os dois
residuos cataliticos de acido aspartico sio conservados dentro dessa classe de proteases,
desta forma, para o desenvolvimento da seletividade, a poténcia da inibicio da BACE | ¢
comparada a poténcia de inibicio de outras proteases de acido aspartico humanas,
nomeadamente a homologa BACE 2 e a catepsina D, protease de acido aspartico mais

abundante nas células humanas.® '8
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Estas limitagoes inerentes ao design de inibidores da BACE | deverao ser
ultrapassadas de modo a que estes inibidores possuam boas propriedades farmacologicas e

farmacocinéticas para um desenvolvimento clinico adequado.

Os inibidores podem ser classificados em duas categorias principais,

peptidomiméticos e nao péptidos. A subclassificagio pode ser feita em fungao da estrutura

8, 14

quimica do inibidor (Tabela 2).

INIBIDORES PEPTIDOMIMETICOS INIBIDORES NAO PEPTIDOS
Statine- and norstatine-based inhibitors Agyl Guanidine-based Inhibitors
Inhibitors with tert-hydroxy! groups to mimic transition- 2-Aminopyridine-bosed Inhibitors
state
Hydroxyethylene isostere-based inhibitors Aminoimidazole-based Inhibitors
Hydroxyethylamine-based inhibitors Aminollminohydantoin-based Inhibitors
Carbinamine-derived inhibitors Aminothiazoline and Aminooxazoline-based
inhibitors
Reduced amide-based inhibitors Dihydroquinazoline-based Inhibitors
Macrogydlic inhibitors Aminoguinoline-based Inhibitors
Pyrrolidine-based Inhibitors
Macrocyclic Nonpeptide Inhibitors
Miscellaneous Nonpeptide Scaffolds

TABELA 2 | Subclasses dos inibidores peptidomiméticos e nao péptidos de BACE 1.8

5.1 DESIGN DE INIBIDORES PEPTIDOMIMETICOS DA BACE |

A primeira geragao de inibidores da BACE | consistia em péptidos nao clivaveis que
mimetizavam a conformagao do substrato na fase de transicao — inibidores analogos de
transicio.?

Os dados obtidos através da técnica de cristalografia de Raios-x das ligagoes dos
inibidores peptidomiméticos com a BACE | demonstrou que as interagoes inibidor-enzima
representam um papel crucial no mecanismo de inibicdo, permitindo um avango no
desenvolvimento e design de inibidores modelos.® '*

Os inibidores peptidomimético sao desenhados de modo a mimetizar o substrato
natural da enzima e através da escolha das cadeias laterais dos inibidores é possivel
conservar ou aumentar a especificidade pelo local ativo. Quando a BACE | esta na presenga
de um inibidor, o grupo hidroxilo do isdstero do estado de transicao, carateristica que da a

.....

cataliticos de 4cido aspartico, impedindo desta forma a atividade catalitica da BACE 1.}
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Estas moléculas peptidomiméticas de grande dimensao sao potentes inibidores da
BACE | in vitro devido a grande abertura do local ativo da BACE | envolvido nas ligagoes de
grande afinidade ao substrato. Contudo, devido ao elevado peso molecular, a presenca de
numerosas ligagoes peptideas e as carateristicas inerentes das proteinas, estes farmacos nao
possuem boas propriedades in vivo, como a biodisponibilidade oral, tempo de semi-vida
adequado ou penetragao da barreira hematoencefalica.® '* '® °
De modo a otimizar estes inibidores procura-se diminuir o peso molecular e as

carateristicas peptidicas, manter as interagoes de ligacdo e otimizar as propriedades

farmacocinéticas ADME.®

5.2 DESIGN DE INIBIDORES NAO PEPTIDOS DA BACE |

Para colmatar os problemas que os inibidores péptidomiméticos apresentavam
procedeu-se ao desenvolvimento de inibidores da BACE | nao péptidos, grandes o suficiente
para estabelecer interagoes de alta afinidade com o sitio ativo da BACE |, mas pequenos o
suficiente para apresentar farmacocinética satisfatoria e alcancar adequada concentragao
cerebral.'"* Moléculas mais pequenas tém uma melhor capacidade de atravessar a BBB e
menor taxa de transporte de efluxo pela Pg-p, podem, no entanto, apresentar problemas em
estabelecer ligagoes com a BACE | devendo-se por isso aumentar a afinidade dos inibidores
nao péptidos para o local ativo através do aumento de interagoes neste local.
screening de alto rendimento ou screening baseado em fragmentos seguido de otimizagao
quimica.®

Os inibidores da BACE | podem ser desenvolvidos com base em métodos
computacionais que decorrem do screening in silico de alto rendimento de bibliotecas de
compostos. Através de um método de modelagao a gigantesca biblioteca de compostos €
restringida para apenas algumas centenas de compostos com uma maior probabilidade de
serem fidveis, diminuindo os recursos e o tempo necessario para testar esses COmMpostos.
Nestes estudos podem ser adotadas diferentes estratégias de pesquisa, nomeadamente a
investigagao de apenas um unico scaffold ou uma funcionalidade particular, ou ainda a

verificagdo integral da biblioteca.?

5.3 PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE INIBITORIA DA BACE |

Ha uma enorme variedade de produtos naturais isolados de plantas (cha verde,

rizoma de salsaparrilha, casca do caule de Morus lhou, fruto do Ficus benjamina, etc.) que
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tornem candidatos a farmacos, contudo, elucidar a estrutura de cada composto € importante
para se obter informagoes sobre as ligagdes que ocorrem e fornecer novos modelos mais

potentes e seletivos que podem ser explorados para a obtengao de novos farmacos.®

6 DESENVOLVIMENTO CLINICO DE INIBIDORES DA BACE |

A nivel académico e industrial tém sido executadas diversas investigagoes para avaliar
a poténcia, seletividade e biodisponibilidade dos inibidores da BACE |. Como resultado
desta intensa investigagdo, uma dezena de compostos da Ultima geragao de inibidores da
BACE | entraram em ensaios clinicos.® '*?°

Os ensaios clinicos com inibidores da BACE | sao delineados de forma a avaliar a
seguranga e eficacia em individuos saudaveis, individuos com DA e numa etapa posterior em
individuos em fases pré-clinicas da DA.'" Consistem, na sua maioria, em ensaios
randomizados no qual se avalia o beneficio do inibidor em relagao ao placebo em dois testes
primarios: o primeiro mede as fungoes cognitivas e o segundo mede as atividades do dia-a-
dia. Para medir os niveis de cognicao recorre-se a testes frequentemente utilizados, como
por exemplo o ADAS-cog. Para avaliar as atividades diarias pode-se recorrer a varios testes,
sendo um deles o The US National Institutes of Health’s Alzheimer’s Disease Cooperative Study
Activities of Daily Living (ADCS-ADL).

Além de ser necessario a obtengao de resultados positivos na fungao cognitiva e nas
atividades didrias, sao necessarios dados que comprovem que o agente terapéutico modifica
realmente a progressaio da doenga. Desta forma avalia-se estatisticamente o beneficio do
agente terapéutico recorrendo-se aos biomarcadores que refletem a evolugao do curso da

doenca — reducao da atrofia cerebral medida através de IRM, reducao dos niveis de t-tau ou

p-tau, de AB total ou AB42 no CSF e no plasma (que sugerem redugio da morte neuronal).’

Alguns inibidores avangaram para desenvolvimento clinico (Tabela 3), como é o caso
do inibidor MK-8931 da Merck, do AZD3293 e AZD3839 da AstraZeneca e do E2609 da
Eisai. Houve também alguns insucessos como foi o caso de dois compostos da Eli Lilly,
LY2811376 e LY2886721. Os resultados dos ensaios clinicos que estao a decorrer tém
validado nao so6 a hipdtese amiloidogénica mas também o potencial da inibigao de BACE |
como terapéutica viavel para o tratamento da DA. Indicando-se, de seguida, os aspetos

clinicos das moléculas supracitadas.
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6.1 MK-8931

MK-8931 é uma pequena molécula inibitoria da BACE | desenvolvida pela
Farmaceéutica Merck testada em 88 individuos saudaveis (entre os 18 e 45 anos) num ensaio
randomizado de duas partes, duplo-cego, controlado por placebo em fase la de ensaios
clinicos. Foi avaliada a seguranca, tolerabilidade, farmacocinética e farmacodinamica do MK-
8931 apds administragao oral de dose Unica ou de doses multiplas, diariamente, durante 14
dias.

O principal objetivo deste estudo foi determinar se o MK-8931 apresenta a
capacidade de penetrar no cérebro e atingir o alvo terapéutico. Para isso, os biomarcadores
da atividade de BACE | foram medidos no CSF, nomeadamente AB40, AB42, assim como o
sAPPB, um produto obtido diretamente da clivagem de APP pela BACE |.

A administragao de uma dose uUnica de 100 mg e de 550 mg de MK-8931| reduziu as
concentragoes de AB40 no CSF em 75% e 92% respetivamente apds 36h. Observou-se
redugoes similares das concentragoes de AB42 e sAPPB no CSF. Administragcoes de doses
multiplas de MK-893 alcangaram mais de 90% de redugao das concentragoes de AP no CSF.
O MK-8931 reduziu significativamente as concentragoes de AB no CSF de forma sustentada
e dependente da dose. O tempo de semi-vida do MK-893| é cerca de 20 h, demonstrando
que uma Unica dose diaria parecer ser suficiente para manter a concentragao do farmaco in
vivo.

Foi também realizado um ensaio randomizado, duplo-cego e controlado por placebo
fase |b do inibidor MK-8931 em 32 pacientes com DA na fase ligeira a moderada com idade
média de 73 anos de forma a avaliar a seguranga, tolerabilidade, farmacocinética e
farmacodinamica. Uma das trés doses, 12 mg, 40 mg ou 60 mg, de MK-8931 foi administrada
oralmente uma vez por dia durante 7 dias e as concentragoes de AB40, AB42 e sAPPB foram
medidas. A administragao diaria de 12 mg, 40 mg ou 60 mg, reduziu respetivamente em 57%,
79% ou 84% de AP40 no CSF, e redugdes similares foram observadas de AP42 e sAPPB. De
forma semelhante ao que aconteceu nos individuos saudaveis a administragao de MK-8931
levou a uma redugao consideravel de A no CSF de forma sustentada e dependente da dose.

Tanto nos individuos saudaveis como nos individuos com a DA o MK-8931 foi bem
tolerado sem grandes efeitos adversos observados. Os resultados do ensaio fase Ib foram
importantes, particularmente porque demonstram que as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas do inibidor da BACE | nao sao substancialmente alteradas pela presenga

de altas concentragoes de AB no cérebro dos individuos com DA.
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Os resultados positivos de MK-8931 dos estudos de fase la e |Ib levaram a que este
entrasse num ensaio clinico combinado de fase 2/3 em 2012 - estudo EPOCH.

O estudo EPOCH é um ensaio realizado durante 78 semanas, randomizado, em
grupo paralelo, controlado por placebo, duplo-cego que avalia a seguranca e eficacia de
doses del2 mg, 40 mg ou 60 mg por dia de MK-8931 em 200 pacientes com DA na fase
ligeira a moderada. Os resultados avaliam-se através das pontuagoes obtidas no teste

cognitivo ADASCog e no teste das atividades diarias ADCS-ADL.

Adicionalmente, um novo ensaio de MK-893| foi iniciado, o estudo APECS, com
duragao de 104 semanas, randomizado, controlado por placebo, grupo paralelo, duplo-cego,
em fase 3 do ensaio clinico, que avalia a seguranca e eficacia da administragao diaria de 12 mg
ou 40 mg de MK-8931 em 1500 pacientes em fase prodromal da DA. De forma a avaliar os
resultados de eficacia recorre-se aos testes cognitivos Clinical Dementia Rating Scale-Sum of
Boxes (CDR-SB).

Ambos os ensaios EPOCH e APECS incluem dois subestudos. O primeiro consiste na
avaliagdo imagiologica das mudancas de amildide no cérebro usando o exame PET e o
segundo na medigao de biomarcadores da DA no CSF, ou seja, as concentragoes de AP, t-
tau, p-tau e ainda o volume do hipocampo.

Os estudos de eficacia de fase 3 de EPOCH e APECS deverao estar concluidos em

2017 e 2018 r'eSpetivamente_B' 14,19,21-23

6.2 AZD3839

O inibidor da BACE |, AZD3839, foi concebido e desenvolvido pela Farmacéutica
AstraZeneca. A estrutura lider | (Figura 10) foi identificada através de RMN, e a
subsequente otimizagao da molécula lider e o design de novas classes estruturais através de
scaffold hopping permitiu obter potentes inibidores de BACE |. Uma das caracteristicas
notaveis destes inibidores (2 a 4) é que o atomo fluor pode ser introduzido nos anéis
aromaticos de forma a controlar as propriedades farmacolodgicas. A introdugao de um grupo
difluorometil na piridina do inibidor 4 conduziu ao derivado 5 (AZD3839).

A forma de ligagdo do composto AZD3839 a BACE |, formando o complexo
inibidor se liga a enzima na conformagao aberta.

Os estudos pré-clinicos com AZD3839 em diversas espécies, murganhos, porcos e
primatas, demonstraram uma diminuicio de AP no plasma, cérebro e CSF. A anilise

farmacocinética e farmacodindmica em murganhos e porcos revelaram uma boa correlagao
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entre a poténcia de AZD3839 e os efeitos in vivo. Em diversos desses estudos os resultados
sugeriram que AZD3839 reduz eficazmente os niveis de AP, tendo entrado posteriormente

em estudos de fase | de ensaios clinicos em 2012.% %
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FIGURA 7 | Estrutura e atividade dos inibidores |-5.8

6.3 AZD3293

O inibidor AZD3293, da Farmacéutica AstraZeneca, entrou num ensaio clinico de
forma a testar a seguranga, tolerabilidade, farmacocinética, farmacodinamica e ainda os
efeitos nos niveis de AB no plasma e no CSF em individuos com idades compreendidas entre
os 18 e 55anos. O estudo consistiu num ensaio de fase |, randomizado, duplo-cego,
controlado por placebo e com administragao dose unica ascendente (SAD) e dose multipla
ascendente (MAD). AZD3293 foi bem tolerado, sem eventos adversos graves reportados até
a dose mais alta administrada (750 mg no estudo SAD). O tempo de semi-vida de AZD3293
€ de || a 20 horas, sendo compativel com uma dose unica diaria. No estudo MAD, doses de
I5 ou 50 mg reduziam as concentragoes AB40 e AP42 no CSF em 50% e 75%
respetivamente. A administracao de AZD3293 levou de forma dependente da dose, a
reducao da concentragao de sAPP[, AB40 e AB42 no CSF e ao aumento de sAPPa no CSF.

O estudo de fase | com AZD3293 em individuos saudaveis e em individuos com DA

foi completo e combinado num ensaio de fase 2/3 - estudo AMARANTH. Este ensaio
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envolve mais 1500 pacientes com MCI e DA na fase ligeira, com administragao de doses de
20 mg ou 50 mg, durante 104 semanas.
Em 2014, as Farmacéuticas AstraZeneca e Eli Lilly criaram uma partnership e

juntas entdo a desenvolver clinicamente o AZD3293.'> %%

6.4LY28113676 & LY2886721

A Farmacéutica Eli Llly foi a primeira a desenvolver e testar a biodisponibilidade de
inibidores BACE | nao péptidos em humanos. A estrutura lider inicial amino-benzotiazina
obteve-se através da técnica de screening baseada em fragmentos. A determinagao através de
raios-x da estrutura do inibidor e da forma de ligagao a BACE | demonstrou que o grupo
amino-tiazina forma uma rede de ligagoes de hidrogénio com os residuos cataliticos de acido
aspartico da BACE | em conformagao aberta. A subsequente otimizagao quimica, com a

introducao de fluor, que permitiu estabilidade metabdlica e aumentar a lipofilia do inibidor,

.....

LY2811376 é um inibidor de BACE | nao péptido, que exibiu propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas satisfatorias em modelos animais de forma a passar a
fase | dos ensaios clinicos. Contudo, os estudos clinicos desta molécula foram
descontinuados depois de se observar efeitos toxicoldgicos cronicos em murganhos,
demonstrando efeitos nao clinicos e non-target causadores de problemas na retina e no

cérebro.

Uma segunda geragao, LY2886721, avangou para a fase | e fase 2 dos ensaios clinicos
de modo a determinar a seguranga, tolerabilidade, efeitos farmacocinéticos e
farmacodinamicos. Tanto LY2811376 como LY2886721 provaram ter biodisponibilidade oral
para inibir a BACE | e reduzir as concentra¢oes cerebrais de AB de forma robusta em
ensaios pré-clinicos em modelos animais. Contudo, ao contrario de LY281 1376, LY2886721|
nao causou patologias na retina e no cérebro.

Nos ensaios de fase |, LY2886721 ou placebo foram administrados oralmente a 47
individuos saudaveis durante |4 dias. O inibidor LY2886721| foi reportado como seguro e
bem tolerado neste estudo e com um tempo de semi-vida de 12 h, permitindo a
administragcao de uma Unica dose didria. A segunda parte do ensaio de fase | consistiu em
estudos MAD (5 mg, 15 mg e 35 mg) ou de uma unica dose (70 mg) seguida de MAD. A
administracao de LY288672| resultou numa diminuicaio dependente da dose da

concentracao de AB40 no CSF. As concentragoes de AB40 foram reduzidas em 74% com a
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dose mais alta e sao verificadas diminuicoes similares de AB42 e sAPPB no CSF e um
aumento de sAPPa.

Foi também conduzido um ensaio clinico de fase | em individuos com a DA. De
seguida conduziu-se um ensaio de fase 2, de 6 meses, com LY2886721, com uma
administragao unica oral com doses de 35 mg e 70 mg, em |30 pacientes com DA
prodromal ou DA na fase ligeira.

Em junho de 2013 a fase 2 dos ensaios foi terminada devido a um pequeno numero
de casos que reportaram atividade bioquimica anormal do figado associado a administracao
de LY2886721. Esta alteragao da fungao hepatica parece nao estar relacionada com o
mecanismo de BACE |, uma vez que, os murganhos BACE | knockout apresentavam
fenotipos com figado normal. Esta alteragao dever-se-a a um efeito adverso comum
observado em muitas moléculas pequenas em desenvolvimento clinico para diversas
indicagoes.

Atendendo a esta explicagao, o fim destes ensaios com LY288672| nao corresponde

a desconsideracio da BACE | como um alvo terapéutico viavel. ® '*'* 28

6.5 E2609

O inibidor E2609, desenvolvido pela Farmacéutica Eisai, € uma molécula pequena com
biodisponibilidade oral que demonstrou robusta redugao de AB em estudos pré-clinicos.
E2609 avangou para um ensaio randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, num

ensaio clinico de fase |, em individuos saudaveis.

Conduziram-se, de forma separada, dois estudos de fase |, um estudo SAD em 73
individuos, com doses que variaram de 5 mg a 800 mg, e um estudo MAD durante |4 dias
em 50 individuos com doses que variaram de 25 mg a 400 mg. No estudo SAD foram
avaliadas as concentragoes de AP no plasma e no estudo MAD foram avaliadas no plasma e
no CSF. O tempo de semi-vida de E2609 é de 12 a 16 h, permitindo uma administragao
Unica diaria. Ambos os estudos demonstraram uma redugao dos niveis de AB no plasma e no
CSF, de sAPPB no CSF e um aumento das concentragoes de sAPPa. A dose mais alta de
E2609 administrada no estudo MAD (400 mg) diminui a concentragao de AR em 85% no
CSF. E2609 parece ser bem tolerado e nao foram reportados efeitos adversos em nenhum
dos dois estudos.

E2609 completou a fase | do ensaio clinico em individuos com MCI ou com DA na

fase ligeira. A fase 2 dos ensaios pretende avaliar a seguranca, tolerabilidade e eficacia de
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E2609, comecou em novembro de 2014, envolvendo 700 voluntarios com

compreendidas entre os 50 e 85 anos portadores de MCl e DA na fase prodromal.

idades

A Elsai e a Biogen Idec criaram uma partnership e juntas entio a desenvolver

clinicamente o E2609.'* '*?°

DRUG COMPANY PHASE NCT TRIAL
NUMEER
ATD3193 AstraZenecallily Phase | 01739647
01795339
CTS-21186 CoMentis Phase | 00621010
01254540
E1&0% Eisai/Biogen Idec Phase | /11 01511783
01600859
HFP&54 High Point Phase | 01432013
01227252
LY2I886T21 Liky Phase 2% 01534273
01561430
01456170
MEK-8931 Merck Phase 2/3 01739348
01953601
PF-0519790%9 Pfizer Phase | 01462851
RGTI2% Roche Phase I Mot Available
TAK-0T0 Takeda Phase | Mot Available

STERMINATED DUE TO ABNORMAL LIVER BIOCHEMISTRY
TREMOVED FROM PIPELINE

TABELA 3 | Moléculas inibidoras de BACE | em desenvolvimento clinico.8. 14 19
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CONCLUSAO

O nimero de casos de doenca de Alzheimer tem vindo a aumentar como
consequéncia do envelhecimento da populagao. A eficacia da terapéutica farmacologica
presentemente disponivel para o tratamento da DA ainda é bastante modesta. Assim, a
descoberta de novos farmacos com alivio sintomatico eficaz e suscetiveis de retardar a

progressao da doenga, é por isso prioritaria.

A validagao in vitro e in vivo das potencialidades da inibicao de BACE | no tratamento
da DA, justifica a intensificagio dos esforcos para desenvolver moléculas inibidoras da
BACE I.

Devido a localizagao da BACE | no cérebro, é necessario que os inibidores para
atingirem o alvo terapéutico e serem clinicamente eficazes relinam determinadas
carateristicas, nomeadamente a capacidade de atravessar membranas celulares e a BBB. Os
principais objetivos no desenvolvimento destas moléculas é diminuir o peso molecular,
reduzir a suscetibilidade de sofrer efluxo pela Pg-P e melhorar a estabilidade metabdlica. Os
inibidores devem também ter alta seletividade para BACE | em relagao a outras proteases
homologas de acido aspartico.

Os inibidores podem ser classificados em peptidomiméticos e nao péptidos e, dentro
destes, em subclasses conforme a sua estrutura quimica. A evolugao das diversas estruturas
quimicas dos inibidores de BACE | decorre desde o ano 2000 com mais de centena e meia
de publicagoes sobre o assunto até a data.

Nos dltimos anos alguns inibidores avangaram para desenvolvimento clinico, como €
o caso do E2609, da Eisai, ja em fase Il, do AZD3293, da AstraZeneca, a iniciar os estudos
fase 2/3 e do inibidor MK-8931 da Merck em fase mais avangada dos ensaios clinicos, fase 3.
Se os resultados continuarem a ser positivos & possivel que a Merck seja a primeira
Farmacéutica a langar para o mercado um inibidor da BACE |. Paralelamente, houve também
alguns insucessos como foi o caso dos dois compostos da Eli Lilly, LY2811376 e LY2886721.

Apesar do vasto leque de inibidores da BACE | que estao a ser testados em ensaios
clinicos, permanecem muitas questoes acerca desses farmacos, nomeadamente - a
concentragao otima desses inibidores para uma eficacia maxima; o estadio da doenga a que
correspondera a maior eficicia do tratamento; e que mecanismos colaterais poderao
decorrer devido a inibicao de BACE 1.

Alguns dos resultados das investigagoes indicam que inibidores da BACE |
constituem uma esperanga para o futuro do tratamento da Doenga de Alzheimer, todavia

ainda sao as primeiras etapas de um longo percurso que se adivinha bastante promissor.
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