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DESCRIPCION
Métodos de prevencion, tratamiento y diagnéstico de trastornos de la agregacion de proteinas
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad de las solicitudes provisionales estadounidenses con ndmeros de serie
60/451.363, 60/520.958 y 60/523.534, presentadas el 27 de febrero de 2003, el 17 de noviembre de 2003 y el 19 de
noviembre de 2003, respectivamente.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a métodos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras amiloidosis; mas
particularmente se refiere a métodos para inhibir y reducir la formacion de fibrilla amiloide en la intervencién
terapéutica en la enfermedad de Alzheimer y otras amiloidosis.

Descripcion de la técnica relacionada

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza neuropatolégicamente por depdsitos de amiloide, marafias
neurofibrilares y pérdida neuronal selectiva. El componente principal de los depdsitos de amiloide es B-amiloide (AB),
un péptido de 39-43 residuos. Las formas solubles de AB generadas a partir de la escision de la proteina precursora
amiloide son productos normales del metabolismo. La importancia de los residuos 1-42 (AB42) en la enfermedad de
Alzheimer se puso de relieve con el descubrimiento de que las mutaciones en el codon 717 del gen de la proteina
precursora amiloide, los genes de presenilina 1 y presenilina 2 dan como resultado un aumento de la produccién de
AB42 con respecto a AB1-40. Estos resultados, junto con la presencia de AB42 tanto en placas maduras como
amiloide difuso condujeron a la hipétesis de que esta especie mas amiloidogénica puede ser el elemento critico en la
formacion de placas. Esta hipotesis estaba apoyada por el hecho de que la deposicion de AB42 precede a la de
AB40 en el sindrome de Down en mutaciones de PS1 y en la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis.

Muchos estudios in vitro han demostrado que el AB puede ser neurotoxico o potenciar la susceptibilidad de las
neuronas a agresiones excitotoxicas, metabdlicas u oxidativas. Inicialmente, se pensé que sélo la forma de fibrilla de
A era txica para las neuronas, pero una caracterizacion mas concienzuda de las estructuras de Ap demostro que
los dimeros y los pequefios agregados de AB son también neurotoxicos. Estos datos sugirieron que la prevencion de
la oligomerizacion de AR seria una estrategia probable para prevenir la neurodegeneracion relacionada con la EA.
Varios estudios han demostrado que la neurotoxicidad inducida por AB in vitro puede suprimirse mediante
compuestos que pueden aumentar la resistencia neuronal seleccionando como diana rutas celulares implicadas en
la apoptosis, el blogueo de rutas aguas abajo tras la induccidon por AB de vias destructivas, o el bloqueo de la
oligomerizacion de Ap y finalmente la formacién de fibrillas. El sitio en el que actia AB para inducir neurotoxicidad no
se ha dilucidado todavia pero sus efectos toxicos se han bloqueado mediante una variedad de agentes dispares.

El acoplamiento de fibrillas de Ap a membranas de células gliales y neuronales puede ser una etapa temprana e
intermedia durante la evolucion de la EA. La formacion de placas de amiloide, asi como la neurotoxicidad e
inflamacién, pueden ser consecuencias directas o indirectas de la interaccion de A con moléculas que contienen
restos de azlcar. Estudios previos han demostrado que la interaccién de AB con glicosaminoglicanos da como
resultado la agregacién de AP, afnadiéndose posiblemente a su insolubilidad y persistencia de placas. Los
glicosaminoglicanos se han implicado también en la toxicidad neuronal y la activacion de la microglia.
Alternativamente, la interaccion con glicolipidos tales como gangliésidos da como resultado la estabilizacion y
prevencion de la formacion de fibrillas de Ap, asi como, el sitio de produccion de AB. La familia de fosfatidilinositoles,
por otra parte, da como resultado la aceleracion de la formacioén de fibrillas. El grupo principal del fosfatidilinositol es
el mio-inositol, un azucar sencillo que se produce de manera natural implicado en la biosintesis de lipidos, la
transduccion de sefiales y el control de la osmolaridad.

Asimismo, es de interés que una variedad de otras enfermedades humanas demuestran también la deposicion de
amiloide y habitualmente implican a 6rganos sistémicos (es decir, 6rganos o tejidos que se encuentran fuera del
sistema nervioso central), con la acumulacion de amiloide conduciendo a fallo o disfuncion organica. En la
enfermedad de Alzheimer y enfermedades amiloides “sistémicas”, no hay actualmente cura ni tratamiento eficaz, y
habitualmente el paciente muere en el plazo de 3 a 10 afios desde la aparicion de la enfermedad.

La patente estadounidense n° 4.847.082 da a conocer el uso de acido fitico, una sal de fitato, un isémero o
hidrolizado de acido fitico para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. También da a conocer que los
isémeros del acido fitico o sal de fitato comprenden las conformaciones de mio-inositol-hexakisfosfato, scyllo-
inositol-hexakisfosfato, D-quiro-inositol-hexakisfosfato, L-quiro-inositol-hexakisfosfato, neo-inositol-hexakisfosfato y
muco-inositol-hexakisfosfato. El acido fitico es inositol-hexakisfosfato (IP6).

La patente estadounidense n° 5.112.814 da a conocer el uso de acido fitico e isémeros del mismo para el
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tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Como en el caso de la patente estadounidense n° 4.847.082, los
isdbmeros del acido fitico dados a conocer en esta patente conservan los seis grupos fosfato en el azlcar inositol de
seis carbonos.

Es de interés que en publicaciones posteriores se investigé la capacidad de inositol-monofosfato, inositol-1,4-
bisfosfato e inositol-1,4,5-trifosfato para inhibir la fibrilogénesis del péptido beta-amiloide, y se encontré que no eran
eficaces (J. Mol. Biol. 278: 183-194, 1998).

Barak et al. dan a conocer el uso de inositol para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (EA). (Prog Neuro-
psychopamacol & Biol Psychiat. 20: 729-735, 2000). Sin embargo, esta referencia no da a conocer el uso de
isémeros del inositol. Los pacientes tratados con inositol no mostraron ninguna diferencia significativa en las
puntuaciones de la funcién cognitiva global (indice CAMCOG) entre inositol y placebo (dextrosa) en pacientes con
EA mientras que dos subescalas especificas del indice CAMCOG si mostraron mejora significativa (orientacion y
lenguaje).

Levine J. revisa el articulo de Barak et al. anterior y establece especificamente que el tratamiento con inositol no es
beneficioso en la EA o disfuncién cognitiva inducida por ECT (Eur Neuropsychoparm. 1997; 7,147-155, 1997).

Colodny L, et al. sugieren estudios adicionales para determinar la utilidad del inositol en la enfermedad de Alzheimer
haciendo referencia al articulo de Barak et al. anterior y por tanto no dan a conocer ni sugieren tal uso para los
isémeros del inositol (Altern Med Rev 3(6):432-47, 1998).

McLaurin et al. dieron a conocer que el mio-inositol estabiliza una pequefia micela de Ap42 (J. Mol. Biol. 278,183-
194, 1998). Ademas, McLaurin et al. dan a conocer que el epi- y scyllo- pero no el quiro-inositol podian inducir una
transicion estructural desde una estructura al azar hasta una en § en Ap42 (J Biol Chem. Jun 16; 275 (24):18495-
502, 2000; y J Struct Biol 130: 259-270, 2000). Alternativamente, ninguno de los estereoisdémeros pudo inducir una
transicion estructural en AB40. La microscopia electronica mostré que el inositol estabiliza pequefios agregados de
AB42. Estas referencias también dan a conocer que las interacciones inositol-Ap dan como resultado un complejo
que no es toxico para células PC-12 diferenciadas mediante el factor de crecimiento nervioso y cultivos neuronales
humanos primarios.

Se ha llevado a cabo mucho trabajo en la enfermedad de Alzheimer, pero poco se sabe de manera convencional
sobre compuestos o0 agentes para regimenes terapéuticos para detener o revertir la formacion, deposicion,
acumulacién y/o persistencia de amiloide que se produce en la enfermedad de Alzheimer y otras amiloidosis.

Por tanto, se necesitan urgentemente nuevos compuestos 0 agentes para regimenes terapéuticos para detener o
revertir la formacion, deposicién, acumulacién y/o persistencia de amiloide que se produce en la enfermedad de
Alzheimer y otras amiloidosis.

Sumario de lainvencion

La presente invencién proporciona scyllo-inositol para uso en el tratamiento o la prevencién de un estado del sistema
nervioso central o periférico u 6rgano sistémico asociado con un trastorno en la agregacion o el plegado de
proteinas, o la formacién, deposicién, acumulacion o persistencia de amiloide, en una dosis de 1 a 70 mg/kg.

Puede administrarse scyllo-inositol a un sujeto a una dosis de 30 mg a 70 mg por kg del peso del sujeto al dia.

En uso, el scyllo-inositol puede ser para administracion oral. Puede estar en forma de una pastilla oral, una
suspension o un liquido oral.

El estado del sistema nervioso central o periférico u érgano sistémico puede dar como resultado la deposicién de
proteinas, fragmentos de proteinas y péptidos en agregados y/o fibrillas y/o laminas plegadas en beta.

El estado del sistema nervioso central o periférico u 6rgano sistémico puede seleccionarse del grupo de: enfermedad
de Alzheimer, formas presenil y senil; angiopatia amiloide; disfuncién cognitiva leve; demencia relacionada con la
enfermedad de Alzheimer; tauopatia; o-sinocleinopatia; enfermedad de Parkinson; esclerosis lateral amiotréfica,;
enfermedad de motoneuronas; paraplejia espastica; enfermedad de Huntington; ataxia espinocerebelar;
enfermedades neurodegenerativas asociadas a agregados intracelulares y/o intraneuronales de proteinas con
poliglutamina, polialanina u otras repeticiones que surgen de expansiones patologicas de elementos de tri o tetra-
nucleétido con genes correspondientes; enfermedades cerebrovasculares; sindrome de Down; traumatismo craneal
con acumulacién postraumatica de péptido beta-amiloide; enfermedad relacionada con priones; demencia britanica
familiar; demencia presenil con ataxia espastica; angiopatia amiloide cerebral, tipo britanico; demencia presenil con
angiopatia amiloide cerebral con ataxia espastica, tipo danés; encefalopatia familiar con cuerpos de inclusién de
neuroserpina (FENIB); polineuropatia amiloide; miositis por cuerpos de inclusién debida a péptido beta-amiloide;
amiloidosis de tipo familiar y finlandés; amiloidosis sistémica asociada a mieloma mudltiple; fiebre mediterranea
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familiar; infecciones e inflamaciones crénicas; y diabetes mellitus tipo Il asociada a polipéptido amiloide de los
islotes.

El estado del sistema nervioso central o periférico u 6rgano sistémico puede ser enfermedad de Alzheimer.
En uso, el scyllo-inositol puede ser para mejorar la cognicién, en un paciente con enfermedad de Alzheimer.

En uso, el scyllo-inositol puede ser para tratar a un paciente en una fase presintomatica tardia de la enfermedad de
Alzheimer.

En uso, el scyllo-inositol puede ser para reducir uno o mas de carga de placas de amiloide, acumulacién de amiloide
o niveles de AB42 en un sujeto que padece enfermedad de Alzheimer.

La presente invencion también proporciona scyllo-inositol para uso en el tratamiento o la prevencién de sindrome de
Down.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A muestra la estructura de mio-, epi- y scyllo-inositol mientras que las figuras 1B-1H muestran la version
de memoria de referencia espacial de la prueba de laberinto de agua de Morris en ratones TgCRNDS8. Los
tratamientos con mio-inositol no alteraron la funciéon cognitiva (1B). A los 6 meses de edad, los TJCRND8 no
tratados (n=10) muestran una disfuncion cognitiva en relacion con controles no-Tg y ratones tratados con epi- (1C) y
scyllo-inositol (1D) (n=10 por grupo, p <0,02 no tratados frente a tratados). El rendimiento de ratones TgCRND8
tratados con epi-inositol se mantuvo alterado con respecto a compafieros de camada no-Tg (1E) mientras que el
rendimiento de TgCRNDS8 tratados con scyllo-inositol se aproximé al de comparfieros de camada no-Tg (1F). El
comportamiento de compafieros de camada no-Tg no estaba afectado por el tratamiento o bien con epi- (1G) o bien
con scyllo-inositol (1H). Las barras verticales representan el EEM.

Las figuras 2A-21 muestran, a los 6 meses de edad, la carga de placas y astrogliosis en ratones TJCRND8 tratados
con epi- y scyllo-inositol. Los animales control tienen una astrogliosis y carga de placas altas en el hipocampo (2A) y
la corteza cerebral (2B). Un mayor aumento demuestra que la activacion astrocitica no solo estéa asociada a la carga
de placas (2C). El tratamiento con epi-inositol tiene un efecto modesto sobre la carga de amiloide con una
disminucion en la astrogliosis (2D, 2E y 2F). El tratamiento con scyllo-inositol redujo significativamente la carga de
amiloide y la gliosis (2G, 2H y 2I). Un mayor aumento ilustra el tamafio de placa medio mas pequefio en ratones
tratados con scyllo-inositol (21). Los astrocitos se marcaron usando anticuerpo anti-GFAP y se identificé la carga de
placas usando anticuerpo anti-Af. Barra de escala de 450 micrémetros (A, B, D, E, G, H) y 94 micrometros (C, F, I).

Las figuras 3A-3D muestran que las especies de AB, 1-42, 1-40 y 1-38, en ratones TQCRNDS tratados y control, eran
indistinguibles (3A) como lo era el grado de procesamiento de APP (3B). Se cuantificé la carga de amiloide vascular
sobre secciones sagitales en serie en ratones TgCRND8 tratados y no tratados. Los ratones TgCRNDS8 tienen una
carga de amiloide vascular significativa que estd asociada a vasos de tamafio medio y pequeiio, la carga se reduce
en ratones TQCRNDS tratados con scyllo-inositol (3A). El tratamiento con scyllo-inositol redujo significativamente la
carga vascular total en comparacion con ratones TJCRNDS8 tratados con epi-inositol y no tratados (3C). El scyllo-
inositol reduce la deposicion de placas tal como se ilustra mediante la reduccion significativa en el tamafio de placa
medio (3D).

La figura 4 muestra el efecto del agua sobre la funcion cognitiva de ratones TgCRND8 y no-Tg usando la versién de
memoria de referencia espacial del laberinto de agua de Morris en un modelo de ensayo de tres dias.

La figura 5 muestra el efecto de scyllo-inositol sobre la funcion cognitiva de ratones TJCRND8 y no-Tg usando la
version de memoria de referencia espacial del laberinto de agua de Morris en un modelo de ensayo de tres dias.

La figura 6 muestra el efecto de epi-inositol sobre la funcién cognitiva de ratones TgCRND8 y no-Tg usando la
version de memoria de referencia espacial del laberinto de agua de Morris en un modelo de ensayo de tres dias.

La figura 7 muestra el efecto de mio-inositol sobre la funcién cognitiva de ratones TgCRND8 y no-Tg usando la
version de memoria de referencia espacial del laberinto de agua de Morris en un modelo de ensayo de tres dias.

La figura 8 muestra el efecto de scyllo-inositol, epi-inositol y mio-inositol sobre la funcion cognitiva de TJCRND8
(fase de aprendizaje y prueba de memoria) y en comparacion con ratones de tipo natural usando la version de
memoria de referencia espacial del laberinto de agua de Morris en un modelo de ensayo de tres dias.

La figura 9 muestra el porcentaje de area del cerebro cubierta con placas en ratones TJCRNDS8 no tratados frente a
ratones tratados con scyllo-inositol, epi-inositol 0 mio-inositol.

Las figuras 10A y 10B muestran las tasas de supervivencia de ratones TQCRNDS8 tratados con agua frente a epi-
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inositol o mio-inositol (10A) o frente a scyllo-inositol (10B).

Las figuras 11A-D muestran los resultados de la version de memoria de referencia espacial de la prueba del
laberinto de agua de Morris en ratones TJCRND8 de 6 meses de edad no tratados o tratados con manitol (A, B). Los
ratones TJCRNDS8 tratados con manitol no eran significativamente diferentes de los ratones TgCRND8 no tratados
(p= 0,89; A). El rendimiento de ratones TgCRNDS8 tratados con manitol era significativamente diferente de
comparfieros de camada no-Tg tratados con manitol (p=0,05; B). Se analizé la carga de placas a los 6 meses de
edad usando analisis de imagenes cuantitativos (C). Los ratones TgCRNDS tratados con manitol eran indistinguibles
de los ratones TQCRNDS8 no tratados cuando se us6 el recuento de placas como una medida de la carga de placas
total (p=0,87). Las barras verticales representan el EEM. Gréficas de supervivencia acumulativa de Kaplan-Meier
para ratones TQCRNDS tratados y no tratados con manitol (D). Las dos cohortes de animales, n=35 por grupo, no
eran significativamente diferentes tal como se determind mediante la prueba estadistica de Tarone-Ware, p=0,87.

Las figuras 12A y B muestran los resultados de una prueba de memoria de referencia espacial en los estudios de
tratamiento cuando se realizé en un modelo de ensayo de tres dias. El rendimiento de ratones TgCRNDS8 tratados
con scyllo-inositol era comparable al de compafieros de camada no-Tg tratados con scyllo-inositol (p=0,38; A). En
concordancia, los ratones TJCRNDS8 tratados con scyllo-inositol seguian siendo indistinguibles de los compaferos
de camada no-Tg tras dos meses de tratamiento (p=0,67; B).

Las figuras 13A y B muestran los niveles de AB dentro del SNC tras la administracién de diversas dosis de scyllo-
inositol que se administraron una vez al dia durante un mes a ratones TJCRND8 de cinco meses de edad. Se
redujeron los niveles de AB42 soluble a todas las dosis y eran significativamente diferentes de los controles no
tratados (A). En cambio, AB42 insoluble no era significativamente diferente en todas las condiciones (B). Las barras
verticales representan el EEM.

Figura 14. Se analizaron ratones TgCRNDS8 a los que se administraron diversas dosis de scyllo-inositol una vez al
dia durante un mes para determinar los niveles de AB40 cerebral. No se detectaron diferencias en los niveles de
AB40 soluble (A) e insoluble (B) de ratones TJCRND88 no tratados y tratados con scyllo-inositol a todas las dosis
examinadas.

La figura 15 muestra el rendimiento cognitivo de ratones TJCRNDS tratados con alo-inositol de 6 meses de edad en
comparacion con el de sus compafieros de camada no transgénicos.

Las figuras 16A-D muestran que a los 2 meses de edad, la carga de placas en ratones TgPS1 x APP disminuye en
ratones tratados con scyllo-inositol. Los animales control tienen una carga de placas alta en el hipocampo (A) y la
corteza cerebral (B). El tratamiento con scyllo-inositol redujo significativamente la carga de amiloide (C, D). La carga
de placas se identificé usando anticuerpo anti-Ap (marrén). Barra de escala de 300 pum.

Las figuras 17A-C muestran la cuantificacion de la carga de placas en ratones TgPS1xAPP tras el tratamiento con
scyllo-inositol. El porcentaje de area del cerebro cubierta con placas (A), el tamafio de placa medio (B) y el recuento
de placas (C) se redujeron significativamente. Las barras verticales son el EEM.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencibn da a conocer propiedades nuevas, impredecibles e inesperadas de determinados
estereoisdmeros del inositol en relaciéon con el tratamiento de trastornos relacionados con el amiloide tales como la
enfermedad de Alzheimer.

Se ha descubierto sorprendentemente que determinados estereoisémeros del inositol y compuestos relacionados
bloquean el deterioro cognitivo progresivo inducido por AB y la patologia de placas de amiloide cerebrales, y mejoran
la supervivencia cuando se administran a un modelo de raton transgénico de la enfermedad de Alzheimer humana
durante la fase incipiente de la deposicion de Ap.

Tal como se dio a conocer anteriormente, los datos previos sugerian que algunos, pero no todos los
estereoisomeros del inositol podrian presentar un efecto sobre la agregacion del amiloide en células neuronales en
cultivo in vitro (McLaurin et al.,, J. Biol. Chem. 275 (24): 18495-18502 (2000)). Esas observaciones no
proporcionaban ningiin método para predecir cudl, si es que habia alguno, de los estereoisémeros estudiados (mio-,
epi-, scyllo y quiro-inositoles) tenia tales efectos, ni si algin otro estereoisémero tenia tales efectos. Ademas, esos
estudios no pudieron predecir si algin estereoisémero del inositol tenia efectos sobre la deposicién de amiloide, los
defectos cognitivos o la duracion de la vida in vivo. La presente invencion describe los resultados impredecibles de
que sélo ciertos esterecisomeros del inositol, en particular scyllo- y alo-inositoles reducen la carga de placas de
amiloide, mejoran la cognicién y aumentan la duracion de la vida en modelos animales de trastornos relacionados
con el amiloide, mientras que otros estudiados no tenian tales efectos.

Los estudios previos también sugerian que sélo ciertos estereoisémeros del inositol (por ejemplo, epi- y scyllo-
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inositoles) podrian inhibir la agregacién de amiloide de novo in vitro. La presente invencion describe los resultados
inesperados de que el scyllo-inositol inhibe la deposicién de amiloide cerebral ya establecida, y lo hace en el cerebro
vivo. Esto no esta implicito en los datos in vitro publicados anteriormente que consideraban sélo determinados tipos
de células neuronales en cultivo, no los complejos tejidos del cerebro vivo, y sélo sugerian que los inositoles podrian
inhibir la agregacion de novo, no presentando de ese modo relevancia para la enfermedad establecida.

Los datos in vitro previos también sugerian que la administracion de epi- y scyllo-inositol afecta a los niveles de
amiloide AB40 asi como a los niveles de AB42. El estudio de dosificacién in vivo de la presente invencion revel6 el
resultado impredecible de que la administracion de alo- o scyllo-inositol reducia especificamente los niveles de AB42,
mientras que los niveles de AB42 insoluble y de AB40 o bien soluble o bien insoluble permanecian inalterados.

La observacion de la presente invencién que muestra cambios en la inflamacién y actividad glial es novedosa y
sorprendente, y no podia haberse predicho mediante los datos in vitro anteriormente publicados.

La observacion de la presente invencion que demuestra que el scyllo-inositol mejora la duraciéon de la vida en
animales modelo transgénicos es también novedosa y sorprendente, dado que no se habia mostrado anteriormente
ningun farmaco para la enfermedad de Alzheimer que aumentase la supervivencia y prolongase la duracion de la
vida in vivo.

Incluso cuando se administra tras haberse establecido bien la patologia amiloide durante varios meses, el scyllo-
inositol revierte de manera eficaz la acumulacion de AB cerebral y la patologia amiloide.

Por consiguiente, se encontré que este compuesto es Util en el tratamiento o la prevencion en un sujeto de un
estado del sistema nervioso central o periférico u 6rgano sistémico asociado a un trastorno en la agregacion o el
plegado de proteinas, o la formacion, deposicion, acumulacion o persistencia de amiloide.

Preferiblemente, el estado del sistema nervioso central o periférico u 6rgano sistémico da como resultado la
deposicion de proteinas, fragmentos de proteinas y péptidos en agregados y/o fibrillas y/o laminas plegadas en beta.
Mas preferiblemente, el estado del sistema nervioso central o periférico u 6rgano sistémico se selecciona del grupo
de: enfermedad de Alzheimer, formas presenil y senil; angiopatia amiloide; disfuncion cognitiva leve; demencia
relacionada con la enfermedad de Alzheimer; tauopatia; a-sinocleinopatia; enfermedad de Parkinson; esclerosis
lateral amiotréfica; enfermedad de motoneuronas; paraplejia espastica; enfermedad de Huntington, ataxia
espinocerebelar, ataxia de Freidrich; enfermedades neurodegenerativas asociadas a agregados intracelulares y/o
intraneuronales de proteinas con poliglutamina, polialanina u otras repeticiones que surgen de expansiones
patolégicas de elementos de tri o tetra-nucledtido dentro de genes correspondientes; enfermedades
cerebrovasculares; sindrome de Down; traumatismo craneal con acumulacién postraumética de péptido beta-
amiloide; enfermedad relacionada con priones; demencia britanica familiar; demencia danesa familiar; demencia
presenil con ataxia espastica; angiopatia amiloide cerebral, tipo britAnico; demencia presenil con angiopatia amiloide
cerebral con ataxia espastica, tipo danés; encefalopatia familiar con cuerpos de inclusién de neuroserpina (FENIB);
polineuropatia amiloide; miositos por cuerpos de inclusién debida a péptido beta-amiloide; amiloidosis de tipo familiar
y finlandés; amiloidosis sistémica asociada a mieloma multiple; fiebre mediterranea familiar; infecciones e
inflamaciones cronicas; y diabetes mellitus tipo Il asociada a polipéptido amiloide de los islotes (IAPP).

También preferiblemente, las demencias relacionadas con la enfermedad de Alzheimer son demencia por Alzheimer
0 vascular y tauopatia seleccionadas del grupo de demencia con granulos argiréfilos, degeneracion corticobasal,
demencia pugilistica, marafias neurofibrilares difusas con calcificacion, demencia frontotemporal con parkinsonismo,
enfermedad relacionada con priones, enfermedad de Hallervorden-Spatz, distrofia miotonica, enfermedad de
Niemann-Pick tipo C, enfermedad de motoneuronas no de Guam con marafias neurofibrilares, enfermedad de Pick,
parkinsonismo posencefalitico, angiopatia amiloide cerebral de proteina pridnica, gliosis subcortical progresiva,
paralisis supranuclear progresiva, panencefalitis esclerosante subaguda y demencia solo por marafias.

También preferiblemente, la a-sinucleinopatia se selecciona del grupo de demencia con cuerpos de Lewy, atrofia
sistémica multiple con inclusiones citoplasméticas gliales, sindrome de Shy-Drager, degeneracion estriatonigral,
atrofia olivopontocerebelosa, neurodegeneracién con acumulacién de hierro en el cerebro, tipo |, disfuncidn olfativa y
esclerosis lateral amiotréfica.

De nuevo preferiblemente, la enfermedad de motoneuronas esta asociada a filamentos y agregados de
neurofilamentos y/o proteinas superoxido dismutasa, la paraplejia espastica esta asociada a una funcién defectuosa
de las chaperonas y/o las proteinas A triples y la ataxia espinocerebelosa es DRPLA o enfermedad de Machado-
Joseph.

También preferiblemente, la enfermedad relacionada con priones se selecciona del grupo de enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker y variante de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob y la polineuropatia amiloide es polineuropatia amiloide senil o amiloidosis sistémica.
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Mas preferiblemente, el estado del sistema nervioso central o periférico u érgano sistémico es enfermedad de
Parkinson incluyendo los tipos familiar y no familiar. Lo mas preferiblemente, dicho estado del sistema nervioso
central o periférico u érgano sistémico es enfermedad de Alzheimer.

El compuesto se administra al sujeto a una dosis de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 70 mg,
preferiblemente de aproximadamente 30 mg a 70 mg por kg del peso de dicho sujeto. La administracion puede
lograrse mediante una variedad de vias tal como por via oral (pastilla oral, suspension o liquido oral), por via
intravenosa, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intradérmica, por via transcutanea, por via
subcutanea, por via intranasal, por via sublingual, mediante supositorio rectal o inhalacién, siendo la administracién
oral la mas preferida. La administracion de los compuestos de la presente invencién puede emprenderse a diversos
intervalos tales como una vez al dia, dos veces al dia, una vez a la semana, una vez al mes o de manera continua.

Preferiblemente, el compuesto usado en la presente invencion se administra en combinacién con otros tratamientos
tales como inhibidores de beta-secretasa, inhibidores de gamma-secretasa (especificos o no especificos de APP),
inhibidores de épsilon-secretasa (especificos o no especificos de APP), otros inhibidores de la agregacion en lamina
beta/fibrilogénesis/formacion de ADDL (por ejemplo Alzhemed), antagonistas de NMDA (por ejemplo memantina),
compuestos antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo Ibuprofeno, Celebrex), antioxidantes (por ejemplo vitamina
E), hormonas (por ejemplo estrdgenos), nutrientes y complementos alimenticios (por ejemplo Gingko biloba);
inhibidores de acetilcolinesterasa (por ejemplo donezepilo), agonista muscarinico (por ejemplo AF102B (Cevimelina,
EVOXAC), AF150(S) y AF267B), antipsicéticos (por ejemplo haloperidol, clozapina, olanzapina); antidepresivos,
incluyendo inhibidores triciclicos y de la recaptacion de serotonina (por ejemplo Sertralina y Citalopram Hbr), terapia
génica y/o enfoques basados en farmacos para regular por incremento la neprilisina (una enzima que degrada el
AB); terapia génica y/o enfoques basados en farmacos para regular por incremento la enzima que degrada la
insulina (una enzima que degrada el AB), vacunas, compuestos inmunoterapéuticos y anticuerpos frente a Ap (por
ejemplo ELAN AN-1792), estatinas y otros farmacos hipocolesteromiantes (por ejemplo Lovastatina y Simvastatina),
células madre y otras terapias basadas en células, inhibidores de cinasas (CDK5, GSK3a, GSK3p) que fosforilan la
proteina TAU (por ejemplo cloruro de litio) o inhibidores de cinasas que modulan la produccién de AB (cinasas
GSK3p, GSK3p, Rho/ROCK) (por ejemplo cloruro de litio e Ibuprofeno).

Se cree que estas otras terapias actian mediante un mecanismo diferente y pueden tener efectos aditivos/sinérgicos
con la presente invencion. Ademas, muchos de estas otras terapias tendran efectos secundarios basados en el
mecanismo y/u otros efectos secundarios que limitan la dosis o duracion en la que pueden administrarse solos.

Debido a su capacidad de unirse a amiloides in vivo tal como se trata a continuacion en el presente documento en
mas detalle, el compuesto de la presente invencién es Gtil también en el diagndstico de la presencia de una proteina
agregada o plegada de manera anémala y/o fibrilla amiloide o amiloide en un sujeto usando un método que
comprende administrar a dicho sujeto un compuesto radiactivo o compuesto marcado con una sustancia que emite
una sefal detectable en una cantidad suficiente y en condiciones que permiten la unién de dicho compuesto a la
proteina agregada o plegada de manera anomala y/o fibrillas o amiloide, si estan presentes; y detectar la
radiactividad o la sefial del compuesto unido a la proteina agregada o plegada de manera andémala y/o fibrillas o
amiloide, diagnosticando asi la presencia de la proteina agregada o plegada de manera andémala y/o fibrilla amiloide
o amiloide.

Alternativamente, se recoge de un sujeto una muestra sospechosa de contener proteina agregada o plegada de
manera andémala y/o fibrilla amiloide o amiloide y se pone en contacto con un compuesto radiactivo o compuesto
marcado con una sustancia que emite una sefial detectable en condiciones que permiten la unién de dicho
compuesto a la proteina agregada o plegada de manera anémala y/o fibrilla amiloide o amiloide si estan presentes; y
después de eso detectar la radiactividad o la sefial del compuesto unido a la proteina agregada o plegada de
manera anémala y/o fibrillas o amiloide, diagnosticando asi la presencia de proteina agregada o plegada de manera
andmala y/o fibrilla amiloide o amiloide en dicho sujeto.

Preferiblemente, dicha sefial detectable es una sefial fluorescente o de un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas y dicha muestra es sangre completa (incluyendo todos los constituyentes celulares) o plasma.

Tal como se muestra a continuacion en el presente documento, el compuesto usado en la presente invencién puede
suprimir la acumulacién cerebral de AB, la deposicion de placas de amiloide cerebrales y el deterioro cognitivo en un
modelo de ratén transgénico de la enfermedad de Alzheimer cuando se administra durante la fase “presintomatica
tardia”, antes de la aparicion de déficits cognitivos manifiestos y neutopatologia amiloide en estos ratones. Ademas,
incluso cuando se administra este compuesto tras la aparicion de déficits cognitivos y neuropatologia de placas de
amiloide, puede revertir de manera eficaz la deposicion de amiloide y la neuropatologia. De manera importante, el
mecanismo de accion de este compuesto sigue un disefio racional basado en su capacidad para modular el
ensamblaje de monémeros de ApB en protofibrillas y/u oligdmeros neurotéxicos.

Ejemplo 1 - Desarrollo de un modelo de ratén de la enfermedad de Alzheimer y métodos de administracion
de compuestos de la presente invencion
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Los ratones TgJCRND8 son un modelo murino robusto de la enfermedad de Alzheimer tal como se describe por
Janus et al. (Nature 408: 979-982 (2000)). Expresan un transgén de la proteina precursora amiloide humana
(APP695) bajo la regulacién del promotor de priones de hamster sirio en un antecedente no cosanguineo C3H/B6. El
transgén APP695 humano lleva dos mutaciones que provocan EA en seres humanos (K670N/M671L y V717F).
Comenzando a aproximadamente 3 meses de edad, los ratones TQCRNDS8 tienen déficits de aprendizaje espacial
progresivos que estan acompafiados por niveles crecientes de AB cerebral y por un nimero creciente de placas de
amiloide extracelulares cerebrales que son similares a las observadas en los cerebros de seres humanos con EA (C.
Janus et al., Nature 408: 979-982 (2000)).

Las cohortes emparejadas por sexo y edad de ratones TJCRND8 y compafieros de camada no transgénicos (n=35
en cada cohorte) estaban o bien sin tratar, o bien se les administr6 un compuesto de la presente invencion tal como
se indica a continuacion a 30 mg/dia/raton comenzando a la edad de aproximadamente 6 semanas. Se hizo un
seguimiento de los ratones para obtener medidas de los desenlaces de la funcion cognitiva, los niveles de Ap
cerebrales, la patologia cerebral y la supervivencia a los 4 meses y 6 meses de edad.

Métodos de los estudios de prevencion

Ratones - Se alimentaron grupos experimentales de ratones TgCRND8 con mio-, epi- y scyllo-inositol a
30 mg/ratén/dia. Dos cohortes entraron en el estudio a las 6 semanas de edad y se analizaron los desenlaces a los
4y 6 meses de edad. Se monitoriz6 el peso corporal, las caracteristicas del pelaje y el comportamiento en la jaula.
Se realizaron todos los experimentos segun las directrices del Consejo Canadiense para el Cuidado de Animales
(“Canadian Council on Animal Care guidelines”).

Pruebas de comportamiento - Tras el entrenamiento previo no espacial, se sometio a los ratones a entrenamiento de
discriminacion de lugares durante 5 dias con 4 ensayos por dia. Se analizaron los datos de comportamiento usando
un modelo mixto de andlisis factorial de la varianza (ANOVA) con farmaco o genotipo o sesiones de entrenamiento
como factores de medida repetidos.

Carga de amiloide cerebral - Se extirparon los cerebros y se fij6 un hemisferio en paraformaldehido al 4% y se
incrustd en cera de parafina en el plano sagital medio. Para generar conjuntos de secciones al azar uniformes
sistematicas, se recogieron secciones en serie de 5 um a través de todo el hemisferio. Se usaron conjuntos de
secciones a intervalos de 50 mm para los analisis (10-14 secciones/conjunto). Se identificaron las placas tras la
recuperacion del antigeno con acido férmico, y se incubaron con anticuerpo primario anti-Ap (Dako M-0872), seguido
por anticuerpo secundario (kit Dako StreptABCcomplex/peroxidasa del rdbano). Se visualizaron los productos finales
con DAB teflido por contraste con hematoxilina. Se evalué la carga de placas de amiloide usando el software de
analisis de imagenes Leco IA-3001 conectado con un microscopio Leica y una camara de video Hitachi KIP-MU
CCD. Se analizé la carga vascular de manera similar y se usé un disector para medir el diametro de los vasos
afectados.

Contenido en AB plasmético y cerebral - Se homogeneizaron muestras de hemicerebro en una disolucion de
sacarosa tamponada, seguido por o bien dietilamina al 0,4%/NaCl 100 mM para los niveles de AB soluble o bien
acido formico frio para el aislamiento de Ap total. Tras la neutralizacion, se diluyeron las muestras y se analizaron
para detectar AB40 y AB42 usando kits disponibles comercialmente (BIOSOURCE International). Se analiz6 cada
hemisferio por triplicado notificandose la media + EEM. Se realizaron analisis de inmunotransferencia de tipo
Western en todas las fracciones usando geles de urea para los andlisis de la especie de AB. Se detect6 Af usando
6E10 (BIOSOURCE International) y quimioluminiscencia potenciada (Amersham).

Analisis de APP en el cerebro - Se homogeneizaron muestras de hemicerebro de ratén en Tris 20 mM pH 7,4,
sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mMy EGTA 1 mM, y un coctel de inhibidor de proteasas, se mezclé con DEA (dietilamina)
al 0,4%/NaCl 100 mM y se centrifugd a 109.000 Xg. Se analizaron los sobrenadantes para determinar los niveles de
APP mediante inmunotransferencia de tipo Western usando Acm 22C11, mientras que se analizaron los sedimentos
para detectar la holoproteina APP usando Acm C1/6.1.

Cuantificacion de la gliosis - Se recogieron cinco secciones sagitales espaciadas de manera uniforme, seleccionadas
al azar de hemisferios congelados y fijados con paraformaldehido de ratones tratados y control. Se inmunomarcaron
secciones para detectar astrocitos con 1gG2a anti-GFAP de rata (Dako; diluida 1:50) y para detectar la microglia con
IgG2b anti-CD68 de rata (Dako; 1:50). Se capturaron imagenes digitales usando una camara digital Coolsnap
(Photometrics, Tuscon, Arizona) montada en un microscopio Axioscope 2 Plus de Zeiss. Se analizaron las imagenes
usando el software de procesamiento de imagenes Openlab 3.08 (Improvision, Lexington MA).

Censo de supervivencia - Se evalud la probabilidad de supervivencia mediante la técnica de Kaplan-Meier, que
calcula la probabilidad de supervivencia en cada caso de muerte, lo que la hace adecuada para tamafios de muestra
pequefios. Para los analisis de la supervivencia, se usaron 35 ratones para cada grupo de tratamiento. Se notificé la
comparacion entre tratamientos usando la prueba de Tarone-Ware.
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Ejemplo 2 - Prevencidn de los déficits cognitivos

Se evalud la funcion cognitiva de ratones TgCRND8 usando la version de memoria de referencia espacial del
laberinto de agua de Morris usando un modelo de ensayo de cinco dias (figuras 1C-1H). Se analizaron datos de
ratones TgCRNDS tratados y no tratados, y de compafieros de camada no-Tg tratados y no tratados (n= 10 para
todas las combinaciones) usando un modelo mixto de andlisis de la varianza (ANOVA) con el tratamiento (no
tratado, epi- o scyllo-inositol) y el genotipo (TQCRNDS8 frente a no-Tg) como factores “entre sujetos”. Los ratones
TgCRNDS tratados o bien con epi- 0 bien con scyllo-inositol tuvieron un rendimiento significativamente mejor que los
ratones TgJCRND8 no tratados (p < 0,02; figuras 1C y D). En comparacion con compafieros de camada no-Tg
tratados o0 no tratados, los ratones TgCRND8 tratados con epi-inositol presentaron una curva de aprendizaje
ligeramente mas lenta durante los primeros tres dias de entrenamiento. Sin embargo, tras 4 dias de entrenamiento,
los ratones TgCRNDS tratados con epi-inositol no eran estadisticamente diferentes de sus compafieros de camada
no-Tg (figura 2E). En cambio, los ratones TgCRNDS8 tratados con scyllo-inositol eran indistinguibles de sus
compafieros de camada no-Tg en todos los dias. Por tanto, ambos estereoisémeros inhibieron el desarrollo de
déficits cognitivos, y el scyllo-inositol previno realmente los déficits hasta tal grado que los ratones TgCRND8
tratados con scyllo-inositol eran indistinguibles de los ratones normales. Este rendimiento mejorado no se debia a un
efecto no especifico sobre los sistemas de comportamiento, motores o de percepcion debido a que el tratamiento
con epi- y scyllo-inositol no tuvo efecto sobre el rendimiento de ratones no-Tg (figuras 2G y 2H). El rendimiento
mejorado tampoco se debia a efectos nutricionales o caldricos porque el peso corporal, la actividad y el estado del
pelaje no eran diferentes entre las cohortes tratada y no tratada. Ademas, el tratamiento con manitol (un azucar de
peso molecular similar) no tuvo efectos sobre el comportamiento. Los efectos del género no eran significativos entre
ningun grupo de tratamiento (p=0,85).

Ejemplo 3 - Reduccion de la carga de AP cerebral y neuropatologia amiloide

A los cuatro meses de edad, los ratones TJCRNDS8 no tratados tienen una expresién robusta tanto de AB40 como de
ApB42 (tabla 1). El tratamiento con epi-inositol tal como se describi6 en el ejemplo 1 redujo tanto los niveles de Ap40
(reduccion del 43 + 2% tanto en los conjuntos solubles como insolubles; p<0,05) como los niveles de Ap42
(reduccion del 69% en el conjunto soluble, p=0,05; reduccion del 28% en el conjunto insoluble, p=0,02) a los 4
meses de edad. Sin embargo, estas mejoras no se mantuvieron, y a los 6 meses de edad, los niveles de AP
cerebrales se elevaron hasta niveles similares a los observados en ratones TJCRNDS8 no tratados (tabla 1).

En cambio, a los cuatro meses de edad, el tratamiento con scyllo-inositol redujo el AB40 cerebral total en un 62%
(p=0,0002) y el AB42 cerebral total en un 22% (p=0,0096; tabla 1). A los 6 meses de edad, el tratamiento con scyllo-
inositol provocé una reduccion del 32% en los niveles de AB40 (p=0,04) y una reduccion del 20% en AB42 (p=0,02)
en comparacion con ratones TgCRND8 no tratados.

Debido a que la disminucion de las concentraciones de AP detectada tras el tratamiento con inositol podia haber
resultado de un flujo de salida alterado de AB hacia el plasma, se examinaron los niveles de AB-p en el plasma a los
4y 6 meses de edad (tabla 1). Los ratones TgCRND8 tienen altas concentraciones plasmaticas en la EA a los 4
meses de edad y se mantienen constantes a los 6 meses de edad aun cuando la carga de placas del SNC esta
aumentando todavia a los 6 meses de edad (tabla 1). Ni el tratamiento con epi-inositol ni el tratamiento con scyllo-
inositol tuvieron ningun efecto sobre los niveles de AP plasmaticos en comparacion con ratones TJCRND8 no
tratados (p=0,89). La explicacion mas simple para esta observacion es que el inositol ha alterado selectivamente la
fibrilizacion de AB en el SNC, pero no han afectado a la actividad B- o -secretasa, o a los mecanismos normales de
aclaramiento de AB en el plasma. No obstante, esta observacion es significativa por dos motivos. En primer lugar, se
detecta habitualmente una caida en los niveles de Ap plasmaticos y en LCR a medida que avanza la evolucion
clinica en pacientes con EA no tratados (Mayeux, et al., Ann,. Neurol. 46, 412, 2001). En segundo lugar, los
pacientes en el estudio de inmunizacion AN1792 que desarrollaron una fuerte respuesta de anticuerpos y una
respuesta clinica evidente no tenian niveles de AB-B plasmaticos alterados (Hock et al., Neuron 38, 547 2003). Por
tanto, estos resultados indican que no es necesario cambiar los niveles de AP plasmaticos para obtener un
desenlace terapéutico eficaz.

Para confirmar que los estereoisdbmeros del inositol no tenian efecto o bien sobre la expresién o bien sobre el
procesamiento proteolitico de APP, se examinaron los niveles de holoproteina APP, sAPP-B y diversas especies de
Ap dentro del cerebro de ratones TgCRND8 tratados y no tratados con inositol. De manera consecuente con los
datos anteriormente notificados (McLaurin, et al., Nat. Med. 8,1263, 2002), AB42, AB40 y AB38 son las especies
predominantes en el cerebro de ratones TQJCRNDS8 (figura 3A), y los niveles en el SNC de APP inmadura y madura
glicosilada (figura 3B) y de sAPP-a eran indistinguibles independientemente del tratamiento. En combinacion, estos
resultados indican que el epi- y scyllo-inositol tienen un efecto directo y selectivo sobre la oligomerizacion de A y no
sobre el procesamiento de APP.

Los cambios en la carga de péptido AB-B estaban acompafiados por una disminucion significativa en la carga de
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placas (tabla 1; figuras 2A-2l). En ratones TJCRNDS8 tratados con epi-inositol, hubo una disminucion significativa en
el tamafio de placa medio a los 4 pero no a los 6 meses de edad en comparacién con ratones TgCRND8 no tratados
(95 + 4,3 um? frente a 136 + 15 um?, p = 0,04; 370 + 9 um? frente a 423 + 22 um?, p = 0,06, respectivamente). Estos
resultados indican que a niveles de AB modestos, el epi-inositol previene la oligomerizacion de AB pero una vez
iniciada a concentraciones de AP superiores, el epi-inositol no puede inhibir la fibrilogénesis. El tratamiento con
scyllo-inositol redujo el tamafio de placa medio desde 136+15 umz hasta 103+4 umz (p = 0,01) a los 4 meses de
edad. En ratones TgCRNDS tratados con scyllo-inositol a los 6 meses de edad, la disminucién en los niveles de
péptido Ap estaba acompafiada por una reduccién del 20% en el nimero de placas (p = 0,005), una disminucion del
35% en el area del cerebro cubierta con placas (p = 0,015) y una disminucion en el tamafio de placa medio (339 + 10
frente a 423 + 21 umz, p = 0,009). Estos resultados demuestran que en cada medida hubo una reduccién en la carga
de placas tras el tratamiento con scyllo-inositol

Tabla 1. El tratamiento con inositol disminuye los niveles de AB40 y AB42

AB40 (ng/g de cerebro ApB42 (ng/g de cerebro , Area total con
himedo + EEM) himedo + EEM) AB total Recuento Area con placas/area total

deplacas  placas (um?)
Soluble Insoluble Soluble Insoluble del cerebro (%)

Prevencion a los 4 meses
Control 7516 11669 273118 56581248  7169+284 696425  100766+7564 0,026+0,004
Epi-Inositol 43+7* 615+321 85477 4059+179* 48024176 678164 6504245199 0,020+0,001
Scyllo-Inositol ~ 37+5* 437480t 206+8*  4409+135*  5089+173  598+19* 6384742895 0,015+0,001*

Prevencion a los 6 meses
Control 187+29 3576+172 626487 158024237 201914211  960+44  411288+11912 0,120+0,001
Epi-Inositol ~ 188+24 36681149 665139 1394312771 184641229 979432  380456+13498 0,096+0,04
Scyllo-Inositol ~ 105+8*  2453+251*t  475+26*  12588+82t  15621+151 774+10%t 26237945373t  0,079+0,013f

Niveles de A plasmaticos (pg/ml)

Prevencion a los 4 meses Prevencion a los 6 meses

Control 1018+27 915459
Epi-Inositol 1082+164 952456
Scyllo-Inositol 952+49 905+55

Anova con PLSD de Fisher, 1 p<0,001 y * p<0,05
Ejemplo 4 - Reduccion de lainflamacién y actividad gliales

Las reacciones de la astroglia y microglia son caracteristicas neuropatolégicas tanto de la EA humana como de
todos los modelos de raton con amiloide (Irizarry et al., J Neuropathol Exp Neurol. 56, 965, 1997; KD. Bornemann et
al. Ann N Y Acad Sci, 908, 260, 2000). Por tanto, se investigé el efecto del tratamiento con epi- y scyllo-inositol sobre
la astrogliosis y microgliosis en los cerebros de ratones TgCRNDS (figuras 3A-3D). Se tifieron secciones sagitales en
serie con el marcador astrocitico proteina acida fibrilar glial (GFAP) y se cuantificaron para determinar el tanto por
ciento de area del cerebro cubierta por astrogliosis. Los ratones TJCRNDS8 tienen una alta astrogliosis basal a los 4
meses de edad (0,459+0,048%), que aumenta ligeramente a los 6 meses de edad (0,584+0,089%) y que no esta
limitada a las areas con placas (figuras 2A-C). El epi-inositol redujo la respuesta astrogliotica hasta el 0,388+0,039%
a los 6 meses de edad (p=0,04; figuras 2D-F). El scyllo-inositol, por otra parte, redujo la astrogliosis de manera
mucho mas eficaz hasta el 0,269+0,028% a los 6 meses de edad, (p=0,006) (figuras 2G-I). Se atenud también
significativamente la activacién de la microglia en ratones TJCRNDS8 tratados con scyllo-inositol (0,20+0,008% del
area del cerebro) en comparacion con ratones TgCRND8 no tratados emparejados por sexo y edad (0,31 + 0,01%;
p<0,001). Sin embargo, los ratones tratados con epi-inositol no mostraron una reduccion significativa en la activacion
de la microglia a los 6 meses (0,248 + 0,02%; p=NS). Tomados juntos, estos datos indican que el tratamiento con
scyllo-inositol reduce la respuesta inflamatoria inducida por Ap dentro del SNC.

Ejemplo 5 - Reduccion de la carga de amiloide vascular
La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la presencia de depésitos de amiloide tanto vascular como
parenquimatoso. En ratones TJCRND8 de 6 meses de edad no tratados, aproximadamente el 0,03% del cerebro

esta asociado a amiloide vascular. No pudieron detectarse diferencias en la carga de amiloide vascular tras el
tratamiento con epi-inositol a los 6 meses de edad (figura 3C). En cambio, el tratamiento con scyllo-inositol redujo
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significativamente la carga de amiloide vascular (p=0,05) (figura 3C), y la deposicion de amiloide se localizaba
predominantemente en vasos mas pequefios, <25 m? de diametro (56 + 2% frente a 70 + 8% en vasos pequefios en
ratones TgCRND8 no tratados). El tamafio medio de las placas cerebrovasculares se redujo significativamente en
los ratones tratados con scyllo-inositol en comparacién con ratones no tratados (154+16 frente a 363+34, p=0,008;
figura 3D).

Ejemplo 6 - Mejora de la supervivencia

Los ratones TgCRNDS tienen una supervivencia del 50% a los 175 dias, que tras el tratamiento mejor6 hasta el 72%
con scyllo-inositol (n=35 por grupo, p<0,02 para scyllo-inositol frente al control, figura 10B). El tratamiento con mio-
inositol no afectd a la supervivencia global significativamente (figura 10A). Experimentos control confirmaron que la
supervivencia potenciada de ratones tratados con scyllo-inositol no era un efecto indirecto del aumento de la ingesta
calérica. Por tanto, el tratamiento de ratones de tipo natural con scyllo-inositol no tuvo efecto o bien sobre la
supervivencia o bien sobre otros parametros tales como el peso, el estado del pelo o el comportamiento en la jaula.
Ademas, el peso, el estado del pelo y el comportamiento en la jaula de ratones TgCRND8 tratados con inositol no
variaron de los de ratones TgCRNDS8 no tratados. Experimentos simultdneos con manitol, un aztcar sencillo de peso
molecular similar, tampoco tuvieron efecto sobre la supervivencia de ratones TgCRNDS.

Ejemplo 7 - Tratamiento y reversién de la deposiciéon de amiloide

Tomados juntos, los estudios de prevencion demuestran que el scyllo-inositol inhibe la deposicién de amiloide tanto
parenguimatoso como cerebrovascular y da como resultado una funcién cognitiva y supervivencia mejoradas en el
modelo de raton TgCRND8 de la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, la mayoria de los pacientes con
enfermedad de Alzheimer buscaran probablemente un tratamiento sélo una vez que tienen sintomas, y cuando la
oligomerizacion, deposicion, toxicidad y formacién de placas de AB estan ya muy avanzadas dentro del SNC. Por
tanto, se inicié un estudio piloto en ratones TJCRND8 de 5 meses de edad. Estos ratones tienen cargas de placas y
Ap significativas que son comparables a las del cerebro de seres humanos con EA.

Métodos del estudio de tratamiento

Ratones - Se alimentaron grupos experimentales de ratones TgCRND8 con mio-, epi- y scyllo-inositol a
30 mg/ratén/dia. Una cohorte entr6 en el estudio a los 5 meses de edad y se analizaron los desenlaces a los 6
meses de edad. Se monitorizaron el peso corporal, las caracteristicas del pelaje y el comportamiento en la jaula. Se
realizaron todos los experimentos segun las directrices del Consejo Canadiense para el Cuidado de Animales.

Censo de supervivencia - Se evalud la probabilidad de supervivencia mediante la técnica de Kaplan-Meier, que
calcula la probabilidad de supervivencia en cada caso de muerte, lo que la hace adecuada para tamafios de muestra
pequefios. Para los analisis de supervivencia, se usaron 35 ratones para cada grupo de tratamiento. Se notifico la
comparacion entre tratamientos usando la prueba de Tarone-Ware.

Prueba de comportamiento - Estudio de reversion - Se introdujo a los ratones en la prueba del laberinto de agua de
Morris con una plataforma escondida en el dia uno sin entrenamiento previo. Se sometid a prueba a los ratones
durante 3 dias con seis ensayos por dia. En el cuarto dia, se quitd la plataforma de la piscina y cada ratén recibi6é un
ensayo de prueba de natacion de 30 s. El dltimo dia, se sometié a los animales a una prueba de indicios con el fin
de evaluar la capacidad de nadar, la vista y la cogniciébn general. La prueba de indicios se realiza colocando la
plataforma en un cuadrante diferente al usado para las pruebas y marcandola con una bandera. Se les deja a los
animales 60 s para que encuentren la plataforma. Los animales que no encuentran la plataforma no se usan en los
andlisis finales de la memoria espacial. Se analizaron los datos de comportamiento usando un modelo mixto de
andlisis factorial de la varianza (ANOVA) con el farmaco o el genotipo y las sesiones de entrenamiento como
factores de medida repetidos.

Carga de amiloide cerebral - Se extirparon los cerebros y se fij6 un hemisferio en paraformaldehido al 4% y se
incrustd en cera de parafina en el plano sagital medio. Para generar conjuntos de secciones al azar uniformes
sisteméaticas, se recogieron secciones en serie de 5 um por todo el hemisferio. Se usaron conjuntos de secciones a
intervalos de 50 mm para los analisis (10-14 secciones/conjunto). Se identificaron las placas tras la recuperacion del
antigeno con é&cido férmico, y se incubd con anticuerpo primario anti-Af (Dako M-0872), seguido por anticuerpo
secundario (kit Dako StreptABCcomplex/peroxidasa del rabano). Se visualizaron los productos finales con DAB
tefiido por contraste con hematoxilina. Se evalué la carga de placas de amiloide usando el software de analisis de
imagenes Leco 1A-3001 conectado con un microscopio Leica y una camara de video Hitachi KIP-MU CCD.

Contenido en AB plasmatico y cerebral - Se homogeneizaron muestras de hemicerebro en una disoluciéon de
sacarosa tamponada, seguido por o bien dietilamina al 0,4%/NaCl 100 mM para los niveles de AB soluble o bien
acido formico frio para el aislamiento de Ap total. Tras la neutralizacién, se diluyeron las muestras y se analizaron
para detectar AB40 y AB42 usando kits disponibles comercialmente (BIOSOURCE International). Se analiz6 cada
hemisferio por triplicado notificandose la media + EEM.
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Resultados y relevancia - Todos los animales que entraron en el estudio de reversion sobrevivieron y no tenian
signos externos de molestia o toxicidad. Se evalué la funcién cognitiva de ratones TJCRND8 usando la version de
memoria de referencia espacial del laberinto de agua de Morris usando un modelo de ensayo de tres dias (figuras 4-
8). Se analizaron los datos de ratones TQCRNDS tratados y no tratados, y de compafieros de camada no-Tg tratados
y no tratados (n=10 para todas las combinaciones) usando un modelo mixto de andlisis de la varianza (ANOVA) con
el tratamiento (no tratado, mio-, epi- o scyllo-inositol) y el genotipo (TJCRNDS8 frente a no-Tg) como factores “entre
sujetos”. En este modelo, los ratones TJCRND8 estaban significativamente alterados en comparacion con los
compafieros de camada de tipo natural (figura 4). En cambio, los ratones TJCRNDS tratados con scyllo-inositol eran
indistinguibles de los comparfieros de camada no-Tg en todos los dias. (p=0,38; figura 5). En comparacion con los
comparieros de camada no-Tg tratados, los ratones TJCRNDS8 tratados con epi-inositol eran casi significativamente
diferentes (p=0,07; figura 6). De manera similar, los ratones TgCRND8 tratados con mio-inositol eran
significativamente diferentes de los compafieros de camada no-Tg tratados (p=0,05, figura 7). Cuando se compara la
fase de aprendizaje de la prueba del laberinto de agua de Morris entre tratamientos, todos los ratones se
comportaron de manera similar (figura 8). En cambio, sdlo los tratados con scyllo-inositol eran indistinguibles de los
compafieros de camada no-Tg (figura 8). Por tanto, el scyllo-inositol revirtié realmente los déficits cognitivos en tal
grado que los ratones TgJCRNDS8 tratados con scyllo-inositol eran indistinguibles de los ratones normales. Este
rendimiento mejorado no se debia a un efecto no especifico sobre los sistemas de comportamiento, motores o de
percepcidn porque el tratamiento con epi-y scyllo-inositol no tenia ningun efecto sobre el rendimiento de ratones no-
Tg. El rendimiento mejorado tampoco se debia a efectos nutricionales o cal6ricos porque el peso corporal, la
actividad y el estado del pelaje no eran diferentes entre las cohortes tratada y no tratada.

Con el fin de determinar si la mejora de la cognicién estaba asociada a una disminucién en la carga de placas y la
carga de AB, se examinO post-mortem tejido cerebral. Los cambios en la cognicién estaban acompafiados por un
cambio correspondiente en la carga de placas y la carga de AB (figura 9 y tabla 2). El tratamiento con mio-inositol no
afect6 a la carga de placas ni a la carga de Ap (figura 9 y tabla 2). En ratones TQCRND8 tratados con epi-inositol, no
hubo una disminucidn significativa en el tamafio de placas medio en comparacién con ratones TJCRNDS8 no tratados
(figura 9), aunque la carga de AB disminuy6 significativamente (tabla 2). Estos resultados sugieren que a niveles de
Ap modestos, el epi-inositol previene la oligomerizacion de AP pero a concentraciones de AB superiores, el epi-
inositol no puede inhibir la fibrilogénesis completamente. El tratamiento con scyllo-inositol redujo significativamente
la carga de placas y la carga de AB. Estos resultados demuestran que en cada medida hubo una reduccién en la
carga de placas tras el tratamiento con scyllo-inositol. Estos resultados son comparables en el tamafio del efecto a
los estudios profilacticos de 6 meses, y apoyan adicionalmente el potencial del scyllo-inositol.

Debido a que la disminucion de las concentraciones de AP detectada tras el tratamiento con inositol podia haber
resultado de un flujo de salida alterado de AB hacia el plasma, se examinaron los niveles de AB en el plasma (tabla
2). Los ratones TJCRNDS tienen altas concentraciones plasmaticas de AB a los 6 meses de edad. Ni el tratamiento
con mio-inositol ni con epi-inositol ni con scyllo-inositol tuvieron ninguin efecto sobre los niveles de A plasméaticos en
comparacion con ratones TJCRNDS8 no tratados (p=0,89). La explicacion mas simple para esta observacion es que
el inositol ha alterado selectivamente la fibrilizacion de AB en el SNC, pero no han afectado a la actividad B- o y-
secretasa, 0 a los mecanismos normales de aclaramiento de AB en el plasma. No obstante, esta observacion es
significativa por dos motivos. En primer lugar, se detecta habitualmente una caida en los niveles de AB plasmaticos y
en LCR a medida que avanza la evolucion clinica en pacientes con EA no tratados. En segundo lugar, los pacientes
en el estudio de inmunizacion AN1792 que desarrollaron una fuerte respuesta de anticuerpos y una respuesta clinica
evidente no tenian niveles de AP plasméticos alterados. Por tanto, estos resultados indican ademas que no es
necesario cambiar los niveles de AB plasméticos para obtener un desenlace terapéutico eficaz.

Tomados juntos, estos datos revelan que el scyllo-inositol seleccionado puede suprimir la acumulacién cerebral de
AB, la deposicion de placas de amiloide cerebrales y el deterioro cognitivo en un modelo de raton transgénico de la
enfermedad de Alzheimer cuando se administra durante la fase “presintomatica tardia”, antes de la aparicion de
déficits cognitivos manifiestos y neuropatologia amiloide en estos ratones. Ademas, incluso cuando se administra
scyllo-inositol tras la aparicion de déficits cognitivos y neuropatologia por placas de amiloide, estos compuestos
pueden revertir eficazmente los déficits cognitivos, la neuropatologia y la deposicion de amiloide. Por tanto, estos
resultados indican que el scyllo-inositol es eficaz tanto en la prevencién de la enfermedad como en el tratamiento de
la enfermedad existente en pacientes a los que ya se les ha diagnosticado la EA.

Tabla 2. El tratamiento con inositol disminuye los niveles de AB40 y Ap42 Ap40

Ap40 (ng/g de cerebro AB42 (ng/g de cerebro A Area total con
himedo + EEM) himedo + EEM) AB total Recuento fea con placas/area total

deplacas  placas (um?)
Soluble insoluble soluble insoluble del cerebro (%)

Prevencion a los 4 meses

Control 7516 1163+9 273+18 56581248 71694284  696+25 100766+7564 0,026+0,004
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Myo-Inositol 4246 485+143 17419 4268+308 4969+434  649+50 91902+7453 0,023+0,004
Epi-Inositol 43+7* 61532t 8577 4059+179* 4802+176  678+64 65042+5199 0,020+0,001
Scyllo-Inositol ~ 37+5* 437180t 206+8" 4409+135* 5089+173  598+19* 63847+2895 0,015+0,001*

Prevencion a los 6 meses
Control 187429 35761172 626187 1580+£237  20191+211  960+44  411288+11912 0,120+0,001
Myo-Inositol ~ 221+19 34361189 543471 132894535  17489+354  927+78  400013+19638 0,100+0,005
Epi-Inositol ~ 188+24 3668+149 665139 1394312771 18464229  979+32  380456+13498 0,096:+0,04
Scyllo-Inositol ~ 105+8*  2453+251*t  475+26* 12588482t 156211151 774+£10*F 262379+53373t  0,079+0,013%

Tratamiento de 1 mes
Control 207+16 4965+457 426+14  14503+1071 201014854  1441+29  486002+16156 0,159+0,014
Myo-Inositol 194412 41874226 487+25 156221675 204904526 1324169 469968135664 0,153+0,088
Epi-Inositol 264411 3637+113 540414 12830+330 172714415 1342+114  459706+49966 0,134+0,017
Scyllo-Inositol ~ 178+11 3527+241 374423 11115647 151944579  1260+27*  420027+14986*  0,119+0,010*

Niveles de AP plasmaticos (pg/ml)

Prevencion alos 4 meses  Prevencidn a los 6 meses 1 mes de tratamiento

Control 1018127 915459 2287+151
Myo-Inositol 942+30 969167 2110£174
Epi-Inositol 1082+164 952+56 2158157

Scyllo-Inositol 952+49 90555 1980+146

Anova con PLSD de Fisher, t p<0,01 y * p<0,05; IP=en curso
Ejemplo 8 - Estudio de tratamiento de dos meses con scyllo-inositol

Con el fin de determinar intervalos de eficacia mas largos de scyllo-inositol para el tratamiento de la enfermedad, se
alimentaron ratones TQCRND8 de 5 meses de edad con scyllo-inositol o no se trataron durante dos meses (n=10 por
grupo). Se comparo la funcién cognitiva de los ratones TJCRND8 de 7 meses de edad tratados con scyllo-inositol
con TgCRNDS8 no tratados y compafieros de camada no-Tg tratados en el modelo de tres dias del laberinto de agua
de Morris. Se analizaron los datos de comportamiento usando un modelo mixto de analisis factorial de la varianza
(ANOVA) con el farmaco y el genotipo como variables entre sujetos y las sesiones de entrenamiento como variable
dentro de los sujetos. Tal como se observa con el tratamiento de 1 mes de scyllo-inositol (figura 12A), los ratones
TgCRNDS tratados durante dos meses con scyllo-inositol eran indistinguibles de los compafieros de camada no-Tg
tratados con scyllo-inositol (figura 12B). Con el fin de correlacionar la mejora de la cognicion con la patologia, se
analizaron los niveles de AB40 y AB42 en el cerebro (tabla 3). Los niveles tanto de AB42 como de AB40 insoluble
disminuyeron en un 20% tras el tratamiento con scyllo-inositol. Estos resultados demuestran que los efectos del
scyllo-inositol persisten durante la evolucién de la enfermedad.

Tabla 3. El tratamiento con inositol disminuye los niveles de AB40 y Ap42

AB40 cerebral (ng/g de APB42 cerebral (ng/g de Niveles de AB
cerebro humedo + EEM) cerebro himedo + EEM) plasmaticos (pg/ml)
Soluble Insoluble Soluble Insoluble Ap40 Ap42
Tratamiento de 2 meses
Control 487+14 6924+287 764451 25827+1238 52124219 345331
Scyllo-inositol 395460 5703+612* 688+28 20818+1404* 4507+207 30354236

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

Ejemplo 9 - Efecto de la dosis sobre el desenlace patolégico de ratones TJCRNDS8 que portan la enfermedad
Se alimentaron con sonda ratones TJCRND8 de 5 meses de edad una vez al dia con scyllo-inositol en agua a dosis
de 10 mg/kg, 30 mg/kg, 100 mg/kg o no se trataron. Se sacrificaron los animales tras un mes de tratamiento y se

analizaron para determinar los desenlaces patoldgicos. El andlisis de los niveles de AB dentro del cerebro de todas
las cohortes demuestra que todas las dosis de farmaco eran eficaces en el mismo grado en la reduccion de los
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niveles de Ap42 soluble en comparacion con ratones TJCRND8 no tratados (reduccion del 20%, F315=3,1, p=0,07;
figura 13A). Los andlisis de dosis individuales demuestran que las dosis de 10 mg/kg y 30 mg/kg eran
significativamente diferentes de los controles no tratados (p=0,03 y p=0,02, respectivamente). Ninguna de las dosis
elegidas eran significativamente diferentes entre si (F211=0,6, p=0,57; figura 13A). La dosificacion con sonda
nasogastrica no tuvo ningun efecto significativo sobre AB42 insoluble (Fs,15=0,69, p=0,58; figura 13B) o AB40 soluble
e insoluble (F315=0,04, p=0,99 y F315=0,36, p=0,79, respectivamente; figura 14A y 14B).

Ejemplo 10 - Eficacia del alo-inositol para el tratamiento de ratones TJCRND8 que portan la enfermedad (s6lo
como referencia)

Para evaluar si el alo-inositol podria ser también eficaz en la prevencion de la evolucion adicional y/o podria revertir
parcialmente un fenotipo de tipo EA bien establecido, se retrasé el comienzo del tratamiento de los ratones
TgCRNDS8 hasta los 5 meses de edad. Se trataron las cohortes de compafieros de camada no transgénicos y
TgCRNDS8 o bien durante 28 dias con alo-inositol, o bien no se trataron. En estos experimentos, la dosificacion y la
administracion oral de los compuestos, y los ensayos neuroquimicos y de comportamiento fueron los mismos que
los empleados en los experimentos de tratamiento anteriores.

La cohorte de ratones TgCRND8 tratados con alo-inositol de 6 meses de edad tuvo un rendimiento
significativamente mejor que los ratones TQCRND8 no tratados (F1,13=0,45, p=0,05; datos no mostrados). El
rendimiento cognitivo de ratones TgCRNDS8 tratados con alo-inositol de 6 meses de edad era todavia
significativamente diferente del de sus compafieros de camada no transgénicos (F1,13=5,9, p=0,05; figura 15). El
efecto beneficioso del tratamiento con inositol no se debia a efectos no especificos sobre los sistemas de
comportamiento, motores o de percepcidon porque el tratamiento con inositol no tuvo ningun efecto sobre el
rendimiento cognitivo de ratones no-Tg (F1,12=0,98; p=0,49). Se analizaron los niveles de ApB cerebrales para el
tratamiento frente a ratones TgCRND8 no tratados para determinar si la mejora del comportamiento podia
correlacionarse con cambios en AB (tabla 4). El tratamiento con alo-inositol redujo el AB42 soluble (reduccién del
20%, p<0,05), un efecto similar al observado para el scyllo-inositol. El alo-inositol no alteré significativamente el AB40
0 AB42 insoluble (conjuntos soluble e insoluble). Una posible explicacién para la disminucion de Ap42 es el
aclaramiento de AB42 en la periferia con un aumento posterior en el AB42 plasmatico. Los niveles de AB42 en
plasma tras el tratamiento con alo-inositol eran indistinguibles de los niveles plasmaticos de TgJCRNDS8 no tratados
(tabla 5). De acuerdo con los otros estereoisémeros del inositol, estos resultados demuestran que los niveles de AB
plasmaticos no se ven afectados por el tratamiento con alo-inositol.

Tabla 4. El tratamiento con alo-inositol disminuye los niveles de Ap42

APB340 cerebral (ng/g de AP42 cerebral (ng/g de '
cerebro hiimedo + EEM) cerebro hiimedo + EEM) Niveles de AB
plasmaticos (pg/ml)
Soluble Insoluble Soluble Insoluble
Tratamiento de 1 mes
Control 252+48 4105851 666+39 1644842120 2359+147
Alo-inositol 281421 37874342 B4T+4T* 163361910 2458495

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

Tabla 5. Caracteristicas bioguimicas sanguineas — Estudio de la dosis de scyllo-inositol

No tratados 100 mg/kg 30 mg/kg 10 mg/kg Niveles de referencia
n=4 n=4 n=3 n=5 (Vita-Tech & CCAC)
Bioquimica
Proteina total 4642 g/l 49+2 50+2,6 50+3 35-72
AlbUmina 35+0 g/l 311 3342 33+4 25-48
Globulina 1241 g/l 19+2 17+1 17+2 18-82
Bilirrubina 2,441 umol/l 1,940 2,041 1,940,6 2-15
ALP 81+10 U/l 76+11 81+10 73422 28-94
ALT 42+4 U/ 38+4 42+4 51420 28-184
Glucosa 1142 mmol/l 1142 1242 7+2 9,7-18,6
Urea 9+3 mmol/l 7.4+1 9+3 10+2 12,1-20,6
Creatinina 3615 umol/l 3144 3515 40+5 26-88
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Hemolisis Normal Normal Normal Normal
Ictericia Normal Normal Normal Normal
Lipemia Normal Normal Normal Normal

Ejemplo 11 - El tratamiento con inositol no afecta a las caracteristicas quimicas sanguineas

Con el fin de descartar cualquier efecto perjudicial del tratamiento con inositol sobre las caracteristicas quimicas
sanguineas y la funcion organica, se analizé la sangre tras un tratamiento de un mes tanto con scyllo- como alo-
inositol (tabla 5, 6). La proteina total, albimina, globulina, bilirrubina, fosfatasa alcalina, glucosa, urea y creatinina no
eran significativamente diferentes entre los grupos de tratamiento o con respecto a los ratones TQCRND8 no
tratados. Todos los niveles se encontraban dentro del intervalo normal tal como se determiné para ratones de tipo
natural no transgénicos. Ademas la hemolisis, la ictericia y la lipemia eran todas normales. Estos resultados sugieren
que el alo- y scyllo-inositol no tienen efectos perjudiciales obvios sobre las caracteristicas quimicas sanguineas o la
funcién organica.

Tabla 6. Caracteristicas bioguimicas sanguineas — Estudio de tratamiento de 1 mes

No tratados Alo-Inositol Niveles de referencia
n=4 n=4 (Vita-Tech & CCAC)
Bioquimica
Proteina total 4612 g/l 4842 35-72.
Albimina 35+0 g/l 3242 25-48
Globulina 1241 g/l 1743 18-82
Bilirrubina 2,441 umol/l 2,9+3 2-15
ALP 81+10 U/l 95+16 28-94
ALT 42+4 U/l 4444 28-184
Glucosa 11+2 mmol/l 1043- 9,7-18,6
Urea 9+3 mmol/l 18,613 12,1-20,6
Creatinina 36+5 umol/l 69164 26-88
Hemolisis Normal Normal
Ictericia Normal Normal
Lipemia Normal Normal

Ejemplo 12 - Eficacia del scyllo-inositol en la prevencidon de una patologia de tipo EA en un modelo de raton
transgénico doble de la enfermedad de Alzheimer, PS1 x APP

Los ratones Tg PS1 x APP son un modelo potenciado de la enfermedad de Alzheimer que expresan un transgén
PS1 humano mutante que codifica para dos mutaciones familiares (M146L y L286V) junto con el transgén APP
humano que codifica para la mutaciones familiares Indiana y sueca. Estos animales desarrollan una expresion
robusta de niveles de A cerebrales y deposicion de amiloide a los 30-45 dias de edad. En un ensayo profilactico, se
trataron los ratones TgPS1xAPP con scyllo-inositol desde el destete y se evaluaron para detectar efectos sobre la
neuropatologia a los 2 meses de edad (figuras 16 y 17). En comparacion con ratones TgPS1xAPP no tratados, los
ratones TgPS1xAPP tratados con scyllo-inositol mostraron una disminucion significativa en todas las medidas de la
carga de placas a los 2 meses de edad. (% de area del cerebro cubierta de placas = 0,157+0,007 frente a
0,065+0,016, p<0,001; tamafo de placas medio = 177+8 umz frente a 149+5 pmz, p<0,05; recuento de placas
3054+324 frente a 15144510, p<0,01; (figura 17). Estos resultados demuestran que el scyllo-inositol previene la
deposicion de amiloide en dos modelos robustos de la enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo 13 - Efecto del aumento de la ingesta cal6rica sobre ratones TQCRND8

Con el fin de descartar la contribucion del aumento de la ingesta calérica o efectos no especificos, se trataron los
ratones TJCRND8 con un azucar sencillo de peso molecular similar, manitol. A los 6 meses de edad, los ratones
TgCRNDS8 tratados con manitol eran indistinguibles de los ratones TQCRND8 no tratados (figura 11A) y eran
significativamente diferentes de los compafieros de camada no-Tg tratados con manitol (figura 11B). El manitol no
tenia ningun efecto sobre el comportamiento de ratones no-Tg, dado que los ratones no-Tg tratados con manitol
eran indistinguibles de los ratones no-Tg no tratados. Estos resultados se correlacionan con los estudios patolégicos
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que indican que el manitol no alteraba la carga de placas en ratones TQCRNDS8 (figura 11C). La monitorizacion
simultanea de la supervivencia demostré que el manitol no tenia ningln efecto sobre la supervivencia de ratones
TgCRNDS (figura 11D).

Aungue la presente invencion se ha descrito en relacién con realizaciones particulares de la misma, muchas otras
variaciones y modificaciones y otros usos resultaran evidentes para los expertos en la técnica. Por tanto, la presente
invencién no esta limitada por la descripcion especifica en el presente documento, sino sélo por las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Scyllo-inositol para uso en el tratamiento o la prevencién de un estado del sistema nervioso central o periférico u
6rgano sistémico asociado a un trastorno en la agregacion o el plegado de proteinas, o la formacion, deposicion,
acumulacion o persistencia de amiloide, en una dosis de 1 a 70 mg/kg.

2. Scyllo-inositol para uso segun la reivindicacion 1, en el que, en uso, se administra scyllo-inositol a un sujeto a una
dosis de 30 mg a 70 mg por kg del peso del sujeto al dia.

3. Scyllo-inositol para uso segun cualquier reivindicacion anterior para administracion oral.
4. Scyllo-inositol para uso segun la reivindicacion 3, en forma de una pastilla oral, una suspension o un liquido oral.

5. Scyllo-inositol para uso segln cualquier reivindicacion anterior, en el que el estado del sistema nervioso central o
periférico u drgano sistémico da como resultado la deposicion de proteinas, fragmentos de proteinas y péptidos en
agregados y/o fibrillas y/o laminas plegadas en beta.

6. Scyllo-inositol para uso segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el estado del sistema nervioso central o
periférico u organo sistémico se selecciona del grupo de: enfermedad de Alzheimer, formas presenil y senil;
angiopatia amiloide; disfuncién cognitiva leve; demencia relacionada con la enfermedad de Alzheimer; tauopatia; o-
sinocleinopatia; enfermedad de Parkinson; esclerosis lateral amiotréfica; enfermedad de motoneuronas; paraplejia
espastica; enfermedad de Huntington; ataxia espinocerebelar; enfermedades neurodegenerativas asociadas a
agregados intracelulares y/o intraneuronales de proteinas con poliglutamina, polialanina u otras repeticiones que
surgen de expansiones patoldgicas de elementos de tri o tetranucleétidos con genes correspondientes;
enfermedades cerebrovasculares; sindrome de Down; traumatismo craneal con acumulacion postraumatica de
péptido beta-amiloide; enfermedad relacionada con priones; demencia britAnica familiar; demencia presenil con
ataxia espastica; angiopatia amiloide cerebral, tipo britanico; demencia presenil con angiopatia amiloide cerebral con
ataxia espastica, tipo danés; encefalopatia familiar con cuerpos de inclusion de neuroserpina (FENIB);
polineuropatia amiloide; miositis por cuerpos de inclusién debida a péptido beta-amiloide; amiloidosis de tipo familiar
y finlandés; amiloidosis sistémica asociada a mieloma mudltiple; fiebre mediterrdnea familiar; infecciones e
inflamaciones crénicas; y diabetes mellitus tipo Il asociada a polipéptido amiloide de los islotes.

7. Scyllo-inositol para uso segun la reivindicacion 6, en el que el estado del sistema nervioso central o periférico u
organo sistémico es enfermedad de Alzheimer.

8. Scyllo-inositol para uso segun la reivindicacién 7, para mejorar la cognicién, en un paciente con enfermedad de
Alzheimer.

9. Scyllo-inositol para uso segun la reivindicacion 7, para tratar a un paciente en una fase presintomatica tardia de la
enfermedad de Alzheimer.

10. Scyllo-inositol para uso segun la reivindicacion 7, para reducir uno o mas de la carga de placas de amiloide,
acumulacién de amiloide o niveles de AB42 en un sujeto que padece enfermedad de Alzheimer.
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Tanto por ciento de area del cerebro cubierta con placas
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Figura 17A-17C
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