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DESCRIPCION
Reduccion de la carga de amiloide B en tejido no cerebral

La presente solicitud reivindica prioridad sobre las solicitudes provisionales de EE.UU. N° de serie 114.459,
presentada el 13 de noviembre de 2008, y 61/230.926, presentada el 3 de agosto de 2009.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a usos y composiciones para modular los niveles del péptido amiloide B (AB) que
presentan las células no neurales (es decir, periféricas), fluidos o tejidos. La invencion también se refiere a la
modulacién de los niveles de AB a través de la modulacion selectiva (por ejemplo, inhibicion) de la actividad de y-
secretasa en los tejidos periféricos. La invencion se refiere adicionalmente a prevenir, tratar o mejorar los sintomas
de un trastorno, incluyendo, entre otros, un trastorno relacionado con la AB-neural, mediante la administracion
periférica de un compuesto que tiene como resultado la modulacion de la y-secretasa, ya sea directa o
indirectamente. La invencion también se refiere al uso de moduladores de la actividad de la y-secretasa mediante
administracion periférica para prevenir, tratar o mejorar los sintomas de la enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes

Los péptidos de amiloide-B (AB) son metabolitos de la proteina precursora asociada a la enfermedad de Alzheimer,
la proteina precursora de (-amiloide (APP), y se cree que son los principales determinantes patoldgicos de la
enfermedad de Alzheimer (EA). La EA es un trastorno neurodegenerativo que se caracteriza por el depdsito
dependiente de la edad de AB en las regiones vulnerables del cerebro, especialmente la corteza frontal y el
hipocampo (Terry RD. J Geriatr Psychiatry Neurol 19:125-128, 2006). El AB tiene un efecto patogénico, lo que lleva a
la pérdida progresiva de neuronas que causa deterioro de la capacidad de esas regiones del cerebro para orquestar
los procesos neurales tanto basicos como de orden superior. A medida que el deterioro empeora, el individuo
afectado se enfrenta a demencia y a un empeoramiento de la calidad de vida, y, finalmente, la afeccion es fatal
(Brookmeyer R, Johnson E, Ziegler-Graham K, Arrighi HM. Alzheimer's Dement 3:186-191, 2007; Powers JM.
Neurobiol Aging 18:553-S54, 1997).

Se cree que el desarrollo de la EA es la consecuencia de los procesos bioquimicos naturales asociados con el
envejecimiento, y que casi cada individuo manifestaria, en ultima instancia, sintomas de la enfermedad si vivieran el
tiempo suficiente. La edad es el factor de riesgo mas grande conocido para la EA, con una incidencia del 25-50 % en
personas de 85 afos de edad o mayores (Giacobini E. Ann NY Acad Sci 920:321-327, 2000). Para un individuo
dado, el tiempo en el que el trastorno se manifiesta es la consecuencia de una serie adicional de factores de riesgo,
algunos de los cuales podrian deberse a causas ambientales, pero muchos de ellos se deben a la dotacion genética
del individuo: variaciones naturales en las estructuras y las actividades de los genes de un individuo produce
conjuntos de proteinas cuyas complejas redes de interacciones hacen que ese individuo sea mas o menos
propensos a la EA. Se han identificado algunos de los genes cuyos productos proteicos afectan al riesgo de EA. por
ejemplo, hay tres variantes comunes del gen que codifica la proteina sérica apolipoproteina E, que se denominan
e2, e3 y e4. Los individuos que heredan un alelo que codifica e4 tienen un riesgo mayor que el promedio para sufrir
EA y tienden a desarrollar la enfermedad antes que los individuos que no tienen alelos e4. Aquellos que heredan
alelose4 de ambos padres se encuentran en un riesgo aun mayor de sufrir EA de inicio precoz, mientras que los
individuos con alelos e2 tienen un riesgo muy bajo y desarrollan la enfermedad mas tarde en su vida que el
promedio, si la desarrollan (Cedazo-Minguez A. J Cell Mol Med. 11:1227-38, 2007). También se ha descubierto que
la lesién cerebral traumatica y el traumatismo cerebral repetitivo aceleran el depdsito de AB cerebral y el deterioro
cognitivo. Uryu y col., J. Neurosci. 22 (2): 446 (2002).

La mayoria, si no toda la EA se considera que tiene algin componente genético que esta ligado al umbral de riesgo
de cada individuo. Sin embargo, algunas formas de EA humana son particularmente altamente hereditarias. Estas
formas hereditarias estan causadas por mutaciones raras en los genes individuales que codifican proteinas que se
asocian con esta enfermedad neurodegenerativa y que desempefian un papel central en la iniciacion del proceso de
la enfermedad. Las mutaciones en estos genes pueden heredarse o pueden surgir esporadicamente.

Uno de estos genes codifica la proteina precursora de amiloide (APP) (Tanzi RE. Ann Med. 21:91-94, 1989). La APP
es una proteina de membrana cuya funcion bioquimica es actualmente desconocida. Se sabe que la APP es un
sustrato de la protedlisis por varias proteasas enddgenas y que la protedlisis libera fragmentos que tienen diversas
estructuras. Dos de las actividades de la proteasa se conocen como [3-secretasa y y-secretasa. La protedlisis de la
APP por la B-secretasa genera un fragmento que posteriormente puede ser escindido por la y-secretasa en multiples
sitios para producir los péptidos AB. La y-secretasa es un complejo de varias proteinas (incluyendo la presenilina 1y
presenilina 2), y la escision de la APP por la y-secretasa produce multiples isoformas de AB, que van desde 37 hasta
43 restos de aminoacidos (véase, por ejemplo, Steiner H, Fluhrer R, Haass C., J Biol Chem. 2008 Jul 23). Se piensa
que una forma de 42 residuos de AR es la mas patogénica (Wolfe MS. Biochemistry 45:7931-7939, 2006). El
fragmento AR de 42 residuos forma estructuras oligoméricas, que, ademas de la formacion de las placas que se
depositan en el cerebro afectado por la EA, se cree que causan déficit cognitivos (Barten DM, Albright CF. Mol
Neurobiol 37:171-186, 2008).
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Se generan variaciones de la APP que predisponen al cluster de EA en las proximidades de los sitios de escision
proteolitica, que afectan a la velocidad a la que se generan fragmentos de A patogénicos, su estabilidad, y su
capacidad para formar oligdmeros (Selkoe DJ. Physiol Rev 81:741-766, 2001). Las personas que heredan estas
variaciones de la APP suelen mostrar signos de EA a la edad de 50 afios, mientras que la EA esporadica no es
frecuente hasta que los individuos llegan a los 70 afios de edad (Waring SC, Rosenberg RN. Arch Neurol. 65:329-
34, 2008).

La identidad molecular completa de la enzima y-secretasa todavia se desconoce. La presenilina 1, o la presenilina 2
estrechamente relacionada, es necesaria para la actividad y-secretasa. La actividad y-secretasa se reduce un 80 %
en las células cultivadas derivadas de embriones con delecion genética de la presenilina 1. Toda la actividad de la y-
secretasa se pierde en las células que carecen tanto de presenilina 1 como de presenilina 2. Los inhibidores
peptidomiméticos de la actividad y-secretasa se pueden reticular a las presenilinas 1y 2, lo que sugiere que estas
proteinas son subunidades cataliticas para la escision. Sin embargo, la actividad de la y-secretasa aislada de
cromatografias de células como un complejo grande de > 1 M dalton. En estudios genéticos recientes se han
identificado tres proteinas mas necesarias para la actividad y-secretasa; nicastrina, APH-1 y la pen-1. (Francis y col.,
2002, Developmental Cell 3(1): 85-97; Steiner y col., 2002, J. Biol. Chemistry: 277(42): 3906239065; y Li y col.,
2002, J. Neurochem. 82(6): 1540-1548). La acumulacion de la presenilina en complejos de alto peso molecular esta
alterado en las células que carecen de estas proteinas. Variaciones raras en los genes que codifican los
componentes presenilina 1 y presenilina 2 de la y-secretasa también confieren un alto riesgo de EA de inicio precoz
(Waring SC, Rosenberg RN. Arch Neurol. 65:329-34, 2008).

Una tercera enzima, la a-secretasa, escinde la proteina precursora entre los sitios de escision 3 y vy, lo que impide la
produccion de AR y liberando un péptido de aproximadamente 3 kDa conocido como P3, que es no patoldgico. Tanto
la escision de B- como de a-secretasa también da lugar a fragmentos terminales solubles secretadas de APP,
conocidos como sAPP y sAPPa, respectivamente. Se ha sugerido que el fragmento sAPPa es neuroprotector.

Como consecuencia de estas observaciones genéticas y una considerable experimentacion bioquimica y
neuroanatdomica, ha surgido el modelo de que los acontecimientos bioquimicos que aumentan la produccion y
acumulacion de AR, particularmente AB-42, aceleran la aparicion y progresion de la EA. Los programas terapéuticos
y profilacticos, por lo tanto, se han dirigido a la reduccion de la produccién de AB o a disminuir su acumulacion.

El enfoque actual del tratamiento de la EA es la reduccion de la produccion y / o acumulacion de AB en el cerebro.
Actualmente se estan investigando varios enfoques (Rojas-Fernandez CH, Chen M, Fernandez HL.
Pharmacotherapy 22:1547-1563, 2002; Hardy J, Selkoe DJ._Science. 297:353-356, 2002). Los ratones que son
transgénicos para la APP que predispone a la EA y que, ademas, portan una mutacion defectiva de inactivacion en
el gen de la B-secretasa exhiben reducciones casi completos de AB en el cerebro (Luo Y, Bolon B, Kahn S, Bennett
BD, Babu-Khan S, Denis P, Fan W, Kha H, Zhang J, Gong Y, Martin L, Louis JC, Yan Q, Richards WG, Citron M,
Vassar R. Nat Neurosci 4:231-232, 2001). Sin embargo, se ha demostrado que tales ratones presentan, no obstante,
déficit cognitivos, muerte prematura e hipomielinizacion (Ohno M, Chang L, Tseng W, Oakley H, Citron M, Klein WL,
Vassar R, Disterhoft JF. Eur J Neurosci 23:251-260, 2006; Ohno M, Sametsky EA, Younkin LH, Oakley H, Younkin
SG, Citron M, Vassar R, Disterhoft JF. Neuron 41:27-33, 2004; Laird FM, Cai H, Savonenko AV, Farah MH, He K,
Melnikova T, Wen H, Chiang H-C, Xu G, Koliatsos VE, Borchelt DR, Price DL, Lee H-K, Wong PC. J Neurosci
25:11693-11709, 2005; Dominguez D, Tournoy J, Hartmann D, Huth T, Cryns K, Deforce S, Serneels L, Camacho
IE, Marjaux E, Craessaerts K, Roebroek AJ, Schwake M, D'Hooge R, Bach P, Kalinke U, Moechars D, Alzheimer C,
Reiss K, Saftig P, De Strooper B. J Biol Chem 280:30797-30806, 2005; Hu X, Hicks CW, He W, Wong P, Macklin
WB, Trapp BD, Yan R. Nat Neurosci 9:1520-1525, 2006). Esto lleva a la conclusién de que la actividad B-secretasa
en el cerebro es necesaria para la funcién neuronal sana y las terapéuticas que disminuyen la actividad cerebral de
la B-secretasa podrian tener efectos secundarios adversos. Ademas, ha sido dificil disefiar inhibidores potentes de la
B-secretasa que penetren en el cerebro (Barten DM, Albright CF. Mol Neurobiol 37:171-186, 2008), que ha sido el
objetivo de los que trabajan en el tratamiento farmacoldgico de la EA.

También se han investigado los efectos de los inhibidores de la y-secretasa en la reduccion del AR cerebral. Se ha
demostrado que los inhibidores de la y-secretasa que penetran en el cerebro reducen la sintesis de AB y reducen los
déficit cognitivos en modelos en ratén de EA (Barten DM, Meredith JE Jr, Zaczek R, Houston JG, Albright CF. Drugs
R D 7:87-97, 2006). Sin embargo, la y-secretasa tiene objetivos ademas de la APP (Pollack SJ, Lewis H. Curr Opin
Investig Drugs 6:35-47, 2005), Uno de los cuales es la familia Notch de receptores transmembrana. La inhibicion de
la sefializacién de Notch mediante la administracién crénica de los inhibidores de la y-secretasa provoca cambios en
el tracto gastrointestinal, el bazo y el timo que limitan el grado de inhibicién de AR alcanzable in vivo usando los
compuestos estudiados (Searfoss GH, Jordan WH, Calligaro DO, Galbreath EJ, Schirtzinger LM, Berridge BR, Gao
H, Higgins MA, May PC, Ryan TP. J Biol Chem 278:46107-46116, 2003; Wong GT, Manfra D, Poulet FM, Zhang Q,
Josien H, Bara T, Engstrom L, Pinzon-Ortiz M, Fine JS, Lee HJ, Zhang L, Higgins GA, Parker EM. J Biol Chem
279:12876-12882, 2004; Milano J, McKay J, Dagenais C, Foster-Brown L, Pognan F, Gadient R, Jacobs RT, Zacco
A, Greenberg B, Ciaccio PJ. Toxicol Sci 82:341-358, 2004).

La solicitud de patente de EE.UU. 20020128319 A1 establece que ciertos farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) disminuyen la producciéon y / o los niveles de AB42 en cultivos de células que expresan AB40 y ABR42
derivados de la escision de APP. Dado que hay buenas pruebas de que los altos niveles de AB42 son un importante
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factor de riesgo para la EA, estos farmacos pueden ser Utiles para prevenir, retrasar o invertir la progresion de la EA.
El inconveniente de la utilizacion de estos farmacos, sin embargo, es que se requieren grandes dosis de AINE para
producir una disminucion significativa de AB42 y los efectos secundarios gastrointestinales significativos, incluyendo
Ulceras sangrantes, estan asociados con el uso prolongado de los AINE a dosis altas (Langman y col., 1994, Lancet
343:1075-1078). Ademas, sigue existiendo un riesgo desconocido de sufrir la enfermedad de Alzheimer debido a la
formacion de amiloide a partir de AB40 y otras formas no afectadas por los agentes reductores de AB42. Hay, por lo
tanto, una necesidad en la técnica de desarrollar tratamientos para enfermedades o trastornos relacionados con la
regulacion de la produccion de AB.

Se ha descubierto que una clase de compuestos reducen la produccion de AB sin afectar a la sefializacion de Notch.
Esta clase de compuestos incluye el inhibidor de la tirosina quinasa mesilato de imatinib (STI-571, nombre comercial
GLEEVEC) y el compuesto relacionado, 6-(2,6-diclorofenil)-8-metil-2-(metilsulfanilfenil-amino)-8H-pirido[2,3-
d]pirimidin-7-ona, conocido como inhibidor de 2 (Netzer WJ, y col., Proc Natl Acad Sci USA. 100:12444-12449,
2003). Véase también la solicitud de patente de EE.UU. 2004/0028673 y la publicacion de patente PCT WO
2004/032925. STI-571 esta actualmente aprobado para el tratamiento de la leucemia mielégena y tumores del
estroma gastrointestinal. STI-571 reduce potentemente la produccion de AB, tanto en células de neuroblastoma
transfectadas con APP como en los extractos libres de células de células transfectadas, mediante un mecanismo
que no requiere la Abl tirosina quinasa, uno de los objetivos importantes de este farmaco en las células de leucemia
(Netzer, citado anteriormente). STI-571 y un compuesto relacionado llamado se encontraron "inhibidor de 2" para
reducir la producciéon de AB en cultivos de neuronas primarias preparadas a partir de la corteza cerebral de ratas en
el dia embrionario 18 (Netzer, citado anteriormente), lo que indica que estos farmacos afectan al procesamiento
proteolitico de las proteinas de los genes de APP tanto endégenos y transfectados.

STI-571, de acuerdo con la literatura de producto para GLEEVEC, se administra por via oral. El farmaco se ha
investigado por su efecto sobre la acumulacion de AB en el cerebro y se ha demostrado que el farmaco tiene escasa
penetracion a través de la barrera hematoencefalica. En un paciente con leucemia tratada con STI-571 que recibio el
farmaco, el nivel en el liquido cefalorraquideo (LCR) del farmaco fue 92 veces menor que el nivel en sangre
(Takayama N, Sato N, O'Brien SG, Ikeda Y, Okamoto S. Br J Haematol. 119:106-108, 2002). Por lo tanto, su utilidad
en forma no modificada como potencial agente terapéutico para la EA se ha descartado (Netzer, citado
anteriormente).

En vista de la escasa penetracion de la barrera hematoencefalica, los investigadores que investigan el efecto de STI-
571 en el AB cerebral han utilizado minibombas osméticas implantadas para liberar STI-571 o el inhibidor 2 por via
intratecal a los cerebros de cobayas (Netzer, citado anteriormente). Aunque Netzer, y col., observaron una
disminucion en la acumulacion de AB en el cerebro, sin embargo, concluyeron "En el caso de Gleevec y farmacos
relacionados, la capacidad para lograr un alto grado de penetracion de la barrera hematoencefalica seria necesario
mejorar la probabilidad de beneficio terapéutico."(Netzer, citado anteriormente).

Sigue habiendo una necesidad de tratamientos para reducir eficazmente los niveles de A en el cerebro.

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas y se refiere al uso de compuestos que modulan la
produccion de AR en un tejido periférico. Las realizaciones de la descripcion que no entran dentro del alcance de
dichas reivindicaciones se proporcionan solamente con fines ilustrativas y no forman parte de la presente invencion.

Las composiciones para la modulacién de los niveles de AB se conocen a partir del documento WO-A-03/057165.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se define en las reivindicaciones y se refiere a procedimientos para tratar, prevenir o controlar
un trastorno de AR cerebral, mediante pruebas y / o tratamientos de tejidos periféricos (no cerebrales no del SNC).
En algunas realizaciones preferidas, el tejido periférico comprende el higado, mientras que en otras realizaciones, el
tejido periférico comprende sangre / y o suero. En algunas realizaciones, la presente descripcion comprende evaluar
a un sujeto para determinar la presencia de EA o la predisposicion a EA, administrando por via periférica un
compuesto que modula la acumulacion o produccién de AB y evaluando en dicho sujeto la EA o la progresion de la
EA.

La presente descripcion proporciona usos, composiciones y procesos relacionados con el tratamiento o prevencion
de la EA mediante el tratamiento del higado de un sujeto. En particular, la presente descripcion se refiere a la
alteracion de la produccion, procesamiento, acumulacion o transporte de AR en el higado de un sujeto mediante la
inhibicién directa de la produccion (por ejemplo, mediante la inhibicion de la expresién de APP), o mediante la
modulacién de un factor que a su vez modula la produccién, procesamiento, acumulacién o transporte de AB en el
higado. Tales factores incluyen, entre otros, y-secretasa, presenilina 1, presenilina 2, ApoE, calmirina, neugrina,
receptor del inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3R) o proteina 1 de interaccion con Smad (SIP1, codificada por Zfhxlb),
clusterina (codificada por CLU, también conocida como Apod), proteina de ensamblaje de claterina de union a
fosfoinositol (codificada por PICALM), receptor del componente del complemento 1 (codificado por CR1) y
moduladores de los mismos. La descripcion abarca el tratamiento o prevencion de la EA mediante la modulacién de
cualquier factor que, cuando se modula, incluye ya sea directamente (por ejemplo, actuando sobre la produccion o el
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procesamiento de la APP) o indirectamente (por ejemplo, actuando sobre un factor que, a su vez, actia sobre un
factor que actua sobre la APP), la produccion de AB en el higado de un sujeto. No hay ninguna limitacién por la
naturaleza de la modulacién o la identidad o el numero de factores sobre los que actian para modular el AB en el
higado de un sujeto.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona usos para tratar a un sujeto con un diagnéstico de un
trastorno cerebral de AB o predisposicién a un trastorno cerebral de AB, que comprende administrar periféricamente
un compuesto que modula la produccidon de AB en un tejido periférico. En algunas realizaciones preferidas, el
compuesto inhibe la producciéon de AB. En realizaciones particularmente preferidas, un compuesto administrado
periféricamente tiene un coeficiente de reparto de menos de 2,0, mas preferentemente menos de 1,5, y ain mas
preferentemente de menos de aproximadamente 1,0. En realizaciones particularmente preferidas, el compuesto no
atraviesa sustancialmente la barrera hematoencefalica.

En algunas realizaciones, la presente descripcidon proporciona usos para tratar a un sujeto por un trastorno cerebral
de AB o predisposicion a un trastorno cerebral de AR en un sujeto, que comprende administrar periféricamente un
compuesto que modula la expresion de un gen en un tejido periférico de dicho sujeto. En realizaciones preferidas, la
modulacién de dicha expresion de dicho gen da lugar a la modulacién de la produccion o acumulaciéon de AB en
dicho tejido periférico. En ciertas realizaciones preferidas, el tejido periférico es el higado de un sujeto.

La presente descripcion abarca cualquier uso para influir sobre la produccién de A en el higado, incluyendo, sin
limitaciones, la alteracién de la expresion y / o el procesamiento de APP. En algunas realizaciones, la presente
descripcion proporciona usos que comprenden la administracién periférica de un compuesto que modula la
expresion de uno o mas de los genes Psen1, Apo E, InsP3R, Psen2, APP, Cib1, Ngrn, Zfhxlb, CLU (también
conocida como ApodJ), PICALM y CR1. En algunas realizaciones, los procedimientos de la presente descripcion
comprenden la administracion periférica de un compuesto que modula la actividad de una o mas de presenilina 2,
calmirina, neugrina, Zfhx1b, clusterina, proteina de ensamblaje de claterina de unién fosfoinositol, el receptor 1 del
componente del complemento o la expresion o actividad de la APP. En algunas realizaciones, uno o mas de estos
genes o actividades se modula en el higado de un sujeto. En algunas realizaciones, la modulacion comprende la
inhibicién de la expresion o la actividad, mientras que en algunas realizaciones, la modulacion comprende la
estimulacion de la expresion o la actividad.

En algunas realizaciones, la presente descripcion comprende un tratamiento de un trastorno cerebral de AB, que
comprende las etapas de evaluar a un sujeto para determinar la presencia de un trastorno cerebral de AR o la
predisposicién a un trastorno cerebral de AB, mediante la administracién periférica de un compuesto que modula la
produccion de AB, en el que el compuesto no atraviesa sustancialmente la barrera hematoencefalica, y la evaluacion
del sujeto para determinar un trastorno cerebral de AB o la progresion de un trastorno cerebral de AB. También se
contempla que, en algunas realizaciones, se comparan los resultados de la evaluacién antes y después del
tratamiento para determinar, por ejemplo, el efecto del tratamiento sobre el estado del trastorno cerebral de AR (por
ejemplo, para determinar un efecto sobre el inicio o la tasa de aparicion o de alivio de enfermedades). La modulacion
de la produccién de AB no se limita a ningdn medio o via de modulacion particular. La modulacion de la produccion
puede incluir, por ejemplo, la alteracion (por ejemplo, la reduccién) de la expresion de APP, o la alteracion del
procesamiento de APP en AR.

En algunas realizaciones, la descripcion comprende las etapas de evaluar a un sujeto para determinar la presencia
de un trastorno cerebral de AB o la predisposiciéon a un trastorno cerebral de AB, mediante la administracion
periférica de un compuesto que modula la produccion de AB, en el que el compuesto no atraviesa sustancialmente la
barrera hematoencefalica, y la evaluacion del sujeto para determinar un trastorno cerebral de A o la progresion de
un trastorno cerebral de AB. La modulacion de la acumulaciéon de AR no se limita a ningin medio particular. La
modulacién de la acumulacién puede incluir, por ejemplo, la disminucién de la produccion de AB y / o el aumento de
la degradacioén o el aclaramiento de AR, o la alteracién de AB para producir una forma modificada con diferentes
propiedades (por ejemplo, una forma no patogénica).

Se contempla que en algunas realizaciones de la descripcion, la modulacion de la produccién y / o la acumulacion
de AB, el compuesto administrado comprende un modulador de una actividad de y-secretasa, mientras que en
algunas realizaciones preferidas, el compuesto comprende un inhibidor de una actividad de y- secretasa.

Se contempla ademas que en algunas realizaciones de la descripcion, la modulaciéon de la produccion y / o
acumulacion de AR, el compuesto administrado comprende un modulador de la presenilina 2. En algunas
realizaciones preferidas, el compuesto comprende un inhibidor de la presenilina 2. En algunas realizaciones, el
compuesto comprende un modulador de la escision de la proteina precursora de amiloide, mientras que en algunas
formas de realizacién, el compuesto comprende un inhibidor de la escisién de la proteina precursora de amiloide.

En algunas realizaciones, el compuesto comprende una composicion seleccionada del grupo que consiste en STI-
571, el Compuesto 1, el Compuesto 2, LY450139, GSI-953, Flurizan, y E2012 (Eisei) o una variante impermeable a
la barrera hematoencefalica del mismo. En realizaciones particularmente preferidas, la composicién tiene un
coeficiente de reparto (por ejemplo, en un sistema de octanol/agua) de menos de 2,0, mas preferentemente menos
de 1,5, y aun mas preferentemente de menos de aproximadamente 1,0. En realizaciones particularmente preferidas,
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el compuesto no atraviesa sustancialmente la barrera hematoencefalica.

Se contempla que en algunas realizaciones, el compuesto comprende ademas un agente terapéutico conocido para
tratar, mejorar o reducir el riesgo o la gravedad de un trastorno relacionado con AB cerebral. En ciertas realizaciones
preferidas, el agente terapéutico conocido se selecciona del grupo que consiste en cannabinoides, dimebom,
prednisona, ibuprofeno, naproxeno, indometacina; estatinas, moléculas selectivas del receptor de estrogenos,
antihipertensores, alfa-bloqueantes, beta-bloqueantes, alfa-beta bloqueantes, inhibidores de la enzima convertidora
de la angiotensina, bloqueantes de los receptores de angiotensina, bloqueantes de los canales de calcio, diuréticos y
antioxidantes.

La administracion periférica de dicho compuesto en los usos de la presente descripcion no se limita a ninguna via
concreta. Las vias de administracion incluyen, entre otras, a través de los ojos (oftalmica), boca (oral), piel
(transdérmica), nariz (nasal), pulmones (inhalacién), mucosa oral (por ejemplo, bucal), oido, mediante inyeccion (por
ejemplo, por via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal etc.) y similares. En ciertas realizaciones preferidas, la
administracion por via periférica comprende la administracion oral.

En algunas realizaciones de los usos de la presente descripcion, la evaluacion comprende una evaluacion del
estado mental. En algunas realizaciones preferidas, las evaluacion comprende una o mas de las pruebas
neuropsicolégicas y de imagen del cerebro.

Se contempla que en algunas realizaciones, la presente descripcidon proporciona un uso para evaluar el riesgo de o
presencia de un trastorno cerebral de AR en un sujeto, que comprende determinar un nivel de AR en un tejido
periférico de dicho sujeto. En algunas otras realizaciones, la descripcién proporciona un uso de la monitorizacion de
un trastorno cerebral de AR en un sujeto, que comprende determinar un nivel de AR en un tejido periférico de dicho
sujeto. En algunas realizaciones, el tejido periférico es la sangre, mientras que en algunas realizaciones, el tejido
periférico es suero. En algunas realizaciones particularmente preferidas, la monitorizacion comprende la medicién de
AB en dicho tejido periférico en una pluralidad de puntos de tiempo.

En realizaciones preferidas de los procedimientos descritos anteriormente en el presente documento, el trastorno de
AB cerebral es la enfermedad de Alzheimer.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona usos para la monitorizacion de un trastorno AR
cerebral en un sujeto que comprende el analisis de la expresion o la actividad de un producto génico en el tejido
periférico de dicho sujeto. En ciertas realizaciones preferidas, el producto génico es de un gen seleccionado del
grupo que consiste en Psen2, APP, Cib1, Ngrn y Zfhx1b.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona un uso, que comprende las etapas de evaluar a un
sujeto para determinar la presencia de un trastorno cerebral de AB o predisposicion a un trastorno cerebral de AR y
la administracion periférica de un compuesto que inhibe el transporte de AP periférica a través de la barrera
hematoencefalica, en el que dicho compuesto no es un anticuerpo anti-AB. En realizaciones preferidas, comprende
ademas la evaluacion de dicho sujeto para determinar un trastorno cerebral de AB o la progresiéon de un trastorno
cerebral de AB. En realizaciones particularmente preferidas, el trastorno cerebral de AR es la enfermedad de
Alzheimer.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona un procedimiento de identificaciéon de un objetivo
genético para el tratamiento de un trastorno cerebral de AR, que comprende la comparacion de un perfil de
expresion génica en el higado de la descendencia de un primer padre que tiene o que esta predispuesto a dicho
trastorno AR y un segunda padre que tiene una susceptibilidad menor a dicho trastorno AB, para identificar un
marcador genético hereditario que tiene un nivel de expresion en el higado, en el que el aumento o disminucion de la
expresion de dicho marcador genético hereditario en el higado de dicha descendencia respecto al nivel de expresion
en el higado de dicho primer padre se correlaciona con la herencia de dicho marcador genético de dicho segundo
padre.

En algunas realizaciones, la presente descripcion comprende un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
STI-571, el Compuesto 1, el Compuesto 2, LY450139, GSI-953, Flurizan y el compuesto E2012, o una variante
impermeable a la barrera hematoencefalica de los mismos, para su uso en la modulacién de la produccién de AB en
el tejido periférico de un sujeto que tiene, o esta predispuesto a desarrollar, un trastorno AB. En algunas
realizaciones, el trastorno AB es un trastorno cerebral de AB. En realizaciones particularmente preferidas, el
compuesto tiene un coeficiente de reparto de menos de 2,0, mas preferentemente menos de 1,5, y aun mas
preferentemente de menos de aproximadamente 1,0. En realizaciones particularmente preferidas, el compuesto no
atraviesa sustancialmente la barrera hematoencefalica.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
STI-571, el Compuesto 1, el Compuesto 2, LY450139, GSI-953, Flurizan y el compuesto E2012, o una variante
impermeable a la barrera hematoencefalica de los mismos, para su uso en la modulacién (por ejemplo, la inhibicion)
de la produccion de AB en el higado de un sujeto que tiene, o esta predispuesto a desarrollar, un trastorno AB. En
algunas realizaciones, el trastorno AR es un trastorno cerebral de AB. En realizaciones particularmente preferidas, el
compuesto tiene un coeficiente de reparto de menos de 2,0, mas preferentemente menos de 1,5, y aun mas
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preferentemente de menos de aproximadamente 1,0. En realizaciones particularmente preferidas, el compuesto no
atraviesa sustancialmente la barrera hematoencefalica.

En algunas realizaciones, la descripcion se refiere al uso de un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
imatinib (STI-571), WGB-BC-15, el Compuesto 1, el Compuesto 2, LY450139, GSI-953, Flurizan y el compuesto
E2012, una variante impermeable a la barrera hematoencefalica de los mismos, y / o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos, para la fabricacion de un medicamento para la modulacién de la produccién de AB en un
tejido periférico de un sujeto que tiene, o esta predispuesto a desarrollar, un trastorno cerebral de AB En
realizaciones preferidas, el medicamento se formula para administracién oral. En realizaciones particularmente
preferidas, el tejido periférico comprende higado. En realizaciones todavia mas particularmente preferidas, el
compuesto tiene un coeficiente de reparto de menos de 2,0, mas preferentemente menos de 1,5, y aun mas
preferentemente de menos de aproximadamente 1,0. En realizaciones particularmente preferidas, el compuesto no
atraviesa sustancialmente la barrera hematoencefalica. En algunas realizaciones preferidas, la presente descripcion
se refiere al uso de imatinib o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en la fabricaciéon de un medicamento
para la inhibicién de la produccion de A en el higado de un sujeto que tiene, o esta predispuesto a desarrollar, un
trastorno cerebral de A.

La descripcion también proporciona el uso de los compuestos como se ha descrito anteriormente para la fabricacion
de un medicamento que comprende un segundo agente terapéutico para el tratamiento de un trastorno cerebral de
AB. En algunas realizaciones, se selecciona un segundo agente terapéutico de imatinib (STI-571) WGB-BC-15, el
Compuesto 1, el Compuesto 2, LY450139, GSI-953, Flurizan y el compuesto E2012, una variante impermeable a la
barrera hematoencefalica de los mismos y / 0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. En ciertas
realizaciones preferidas, el segundo agente terapéutico comprende uno o mas agentes seleccionados del grupo que
consiste en cannabinoides, dimebom, prednisona, ibuprofeno, naproxeno, indometacina; estatinas, moléculas
selectivas del receptor de estrégenos, antihipertensores, alfa-bloqueantes, beta-bloqueantes, alfa-beta bloqueantes,
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, bloqueantes de los receptores de angiotensina,
bloqueantes de los canales de calcio, diuréticos y antioxidantes. En ciertas realizaciones particularmente preferidas
de los procedimientos y composiciones descritos anteriormente, el compuesto comprende imatinib en forma de la sal
mesilato.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A muestra una grafica que compara la cantidad de ARNm de PSEN2 en muestras de higado de
ratones sujeto comparados con el genotipo de los ratones en el locus Psen2.

La Figura 1B muestra graficos que representan el genotipo del locus Psen2 (B6 / B6 o D2 / D2) frente a la
concentracion de ARNm de Psen2 en 6 tejidos (unidades arbitrarias) de las hasta 89 lineas endogamicas
recombinantes (ER). Los valores DE C57 y DBA parentales se representan al lado de los de las lineas de ER.
Algunos tejidos tienen datos de lineas individuales ER Unicas que son heterocigotas en el locus Psen2: estos
estan representados en los graficos como B6 / D2. Los datos obtenidos de GeneNetwork.org (J. Wang, R.W.
Williams, K.F. Manly KF, Neuroinformatics 1, 299 (2003)). Para el higado, los datos de expresién se expresaron
inicialmente como la relacion entre la sefial de fluorescencia en el higado y la generada por la muestra de ARNm
de referencia para cada sonda. Los datos se normalizaron usando un procedimiento de suavizado LOWESS
robusto que se ajusta a la no linealidad de la sefial en los dos canales. A continuacion, se calculé el logaritmo en
base 2 de estas relaciones (mediana). Un valor de -1 indica que la expresion en el higado es aproximadamente
2 de la del control; un valor de -2 indica que la expresion en el higado es aproximadamente 1/4 de la del control,
etc. Por el contrario, un valor de +2 indica que la expresion en el higado es 4 veces mayor en el higado. Los
datos del higado se establecen a partir de 40 lineas endogamicas recombinantes descritas por Gatti, y col.,
Hepatology 46, 548 (2007). Para otros tejidos, los valores de expresion y los procedimientos de normalizacion
alternativos fueron como se ha indicado (Wang, citado anteriormente).

La Figura 2 es un diagrama de las estructuras quimicas de STI-571, la sal mesilato GLEEVEC ™), la variante
STI-571 ("WGB-BC-15"), el Compuesto 1 (PD173955, Moasser et al, 1999, Cancer Research 59: 6145-6152;
Wisniewski y col., Cancer Research 2002, 62(15):4244-55), y el Compuesto 2 (PD166326; Wisniewski y col.,
Cancer Research 2002, 62(15):4244-55).

Las Figuras 3A-3F muestran los efectos de STI-571 administrado por via periférica sobre los niveles de AB en
plasma y cerebro completo. A ratones B6 y D2 de tipo salvaje (edad de 8-12 semanas [AF] o de 15-18 meses [G,
H]) se les administroé farmaco o vehiculo dos veces al dia durante 7 dias mediante inyeccion intraperitoneal. La
Fig. 3A muestra transferencias de tipo Western que muestran los niveles de hexameros AB en plasma de ratones
D2 jévenes tratados con vehiculo de solucion salina (carriles 1, 2, 9y 10) o STI-571 en tres dosis: los carriles 3,
4, 11, y 12 muestran los resultados con 1 mg / kg; los carriles 5, 6, 13 y 14 muestran los resultados con 10 mg /
kg; y los carriles 7, 8, 15 y 16 muestran los resultados con 100 mg / kg; n = 4 por grupo. La Fig. 3B muestra un
grafico de barras de las imagenes de la transferencia de tipo Western en la Fig. 3A. La Fig. 3C muestra una
transferencia de tipo Western que muestra los niveles de hexameros A en extractos de cerebro de ratones B6
jovenes tratados con vehiculo salino o STI-571 a 20 mg / kg (n = 10 por grupo en total, solo n =5 se muestran en
la transferencia de tipo Western). La Figura 3D muestra una cuantificacion en grafico de barras de las imagenes
de la transferencia de tipo Western en la Fig. 3C. Las Figs. 3E y 3F graficos muestran graficos de barras que
indican los niveles de hexameros AB en extractos de cerebro (E) o plasma (F) de ratones B6 viejos tratados con
vehiculo salino o STI-571 a 20 mg / kg (n = 4 por grupo).
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La Figura 4 muestra una grafica que compara la cantidad de ARNm de Ngrn en muestras de higado de ratones
sujeto comparados con el genotipo de los ratones en el locus Ngrn.

La Figura 5 muestra graficos que representan el genotipo de Cib1 (Fig. 5A) o Zthx1b (Fig 5B) (B6 / B6, B6 / D2 o
D2 / D2) frente a la concentracion del ARNm de calmirina (Fig. 5A) o Zfhx1b (Fig 5B) en el higado (unidades
arbitrarias) para 40 lineas endogamicas recombinantes, como en la Figura 1B. Datos obtenidos de GeneNetwork.
org (Wang, citado anteriormente); conjunto de datos del higado descritos por Gatti, citado anteriormente.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, los términos “sujeto” y “paciente” se usan de forma intercambiable. Como
se usa en el presente documento, los términos "sujeto" y "sujetos" se refieren a un animal, preferentemente un
mamifero, incluyendo un no primate (por ejemplo, una vaca, cerdo, caballo, burro, cabra, camello, gato, perro,
cobaya, rata , raton, oveja) y un primate (por ejemplo, un mono, tal como un mono cynomolgus, gorila, chimpancé, y
un ser humano), preferentemente un ser humano. En una realizacion, el sujeto es un sujeto con la enfermedad de
Alzheimer (EA).

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "trastorno relacionado con AB" o "trastorno de AB" es una
enfermedad (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer) o una afeccién (por ejemplo, demencia senil) que implica una
aberracion o la alteracion de la regulacion de los niveles de AB. Un trastorno relacionado con AR incluye, entre otros,
EA, trastornos de amiloide relacionados con un traumatismo cerebral, sindrome de Down y miositis con cuerpos de
inclusion.

Como se usa en el presente documento, la expresion “en riesgo de enfermedad” se refiere a un sujeto (por ejemplo,
un ser humano) que esta predispuesto a experimentar una enfermedad concreta. Esta predisposicion puede ser
genética (por ejemplo, una tendencia genética concreta a experimentar la enfermedad, tal como trastornos
hereditarios) o debido a otros factores (por ejemplo, edad, peso, condiciones ambientales, exposiciones a
compuestos perjudiciales presentes en el ambiente etc.). Por tanto, no se pretende que la presente invencion esté
limitada a ningun riesgo concreto ni se pretende que la presente invencion esté limitada a ninguna enfermedad
concreta.

Como se usa en el presente documento, la expresion “que sufre enfermedad” se refiere a un sujeto (por ejemplo, un
ser humano) que esta experimentando una enfermedad concreta o que se la ha diagnosticado que tiene una
enfermedad concreta. No se pretende que la presente invencion esté limitada a ninguin signo o sintoma concreto ni a
ninguna enfermedad concreta. Por tanto, se pretende que la presente invencidon abarca sujetos que estén
experimentando cualquier gama de enfermedades (por ejemplo, desde manifestacion subclinica hasta la
enfermedad en toda su amplitud), en la que el sujeto exhibe al menos algunos de los indicios (por ejemplo, signos y
sintomas) asociados con la enfermedad concreta.

Como se usa en el presente documento, los términos “enfermedad” y “afeccion patolégica” se usan de forma
intercambiable describir un estado, signos y/o sintomas que estén asociados con cualquier alteracion del estado
normal de un animal vivo o de cualquiera de sus érganos o tejidos que interrumpe o modifica el funcionamiento de
las funciones normales, y puede ser una respuesta a factores ambientales (tales como trauma emocional,
traumatismo fisico, malnutricion, riesgos industriales o clima), a agentes infecciosos especificos (tales como
gusanos, bacterias o virus), a defectos inherentes del organismo (tal como varias anomalias genéticas) o a
combinaciones de estos y otros factores.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “sujeto que padece EA” o “sujeto que muestra signos o
sintomas o patologia indicativa de EA” o “sujetos que se sospecha que muestran signos o sintomas o patologia
indicativa de EA” se refieren a un sujeto que se identifica o se diagnostica como que padece, o es probable que
padezca, EA en base a signos, sintomas y patologia conocidos de EA.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “sujeto en riesgo de mostrar patologia indicativa de EA” y
“sujeto en riesgo de EA” hacen referencia a un sujeto que se identifica como que esta en riesgo de desarrollar EA.

Como se usa en el presente documento, la expresion “terapéutica para la EA” se refiere a un agente usado para
tratar o prevenir la EA. Dichos agentes incluyen, entre otros, moléculas pequefias, farmacos, anticuerpos, productos
farmacéuticos y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion “funciéon cognitiva” se refiere, en general, a la capacidad para
pensar, razonar, concentrarse o recordar. En consecuencia, la expresion “disminucion de la funciéon cognitiva” se
refiere al deterioro o falta de capacidad para pensar, razonar, concentrarse o recordar.

Como se usa en el presente documento, los términos "modular”, "modula”, "modulado/a" o "modulacién” tendran sus
significados habituales, y abarcan los significados de las palabras "mejorar”, "estimular”, "aumentar", "agonizar"
"inhibir", "disminuir" o "antagonizar”. Un modulador de, por ejemplo ,una actividad enzimatica, tal como una actividad
de y-secretasa, puede actuar directamente, es decir mediante interaccién directa con la enzima que tiene la
actividad a modular, o puede actuar indirectamente, es decir, sin interaccién directa con la enzima, sino a través de
una ruta que da como resultado la modulacién de la actividad.
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Como se usa en el presente documento, la expresion "evaluacion de un sujeto para determinar EA" se refiere a la
realizacion de una o mas pruebas para determinar, por ejemplo, la presencia o progresion de la EA en un sujeto, o el
riesgo de desarrollar EA en un sujeto. La evaluacién de un sujeto para determinar EA y/o distinguir la enfermedad de
Alzheimer de otras causas de pérdida de memoria, puede comprender la evaluacion de uno o mas de los siguientes:

1. Historial clinica, que comprende evaluar el estado de salud general de un sujeto y los problemas médicos
anteriores, los problemas que puede tener un sujeto para llevar a cabo las actividades diarias

2. Pruebas médicas basicas, que comprenden, por ejemplo. analisis de sangre para descartar otras posibles
causas de la demencia, tales como trastornos del tiroides o deficiencias vitaminicas.

3. Evaluacion del estado mental, por lo que, por ejemplo, pruebas de memoria, capacidades para la resolucion
de problemas, capacidad de atencién, capacidad para contar y lenguaje.

4. Pruebas neuropsicoldgicas, que comprenden una evaluacién mas extensa de la memoria, capacidades para
resolver problemas, ciclos de atencién, capacidades para contar y lenguaje.

5. Escaneres cerebrales o pruebas de imagen, utilizando, por ejemplo. tomografia computarizada (TAC,
resonancia magnética (RMN) y tomografia de emision de positrones (PET) para buscar anomalias visibles.

Como se usa en el presente documento, un "agonista" es cualquier compuesto que actua directa o indirectamente
sobre una molécula para producir un efecto farmacolégico, mientras que un "antagonista" es cualquier compuesto
que actua directa o indirectamente sobre una molécula para reducir un efecto farmacolégico.

Los términos “muestra” y “espécimen” se usan en su sentido mas amplio y abarcan muestras o especimenes
obtenidos de cualquier fuente. Como se usa en el presente documento, el término “muestra” se usa para hacer
referencia a muestras bioldgicas obtenidas de animales (incluidos seres humanos) y abarca fluidos, sélidos, tejidos y
gases. En algunas realizaciones de la invencion, las muestras bioldgicas incluyen tejido neural (por ejemplo tejido
cerebral), liquido cefalorraquideo (LCR), fluido seroso, orina, saliva, sangre y productos sanguineos, tales como
plasma, suero y similares. No obstante, estos ejemplos no se tienen que considerar como limitantes de los tipos de
muestra que encuentran utilidad en la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "barrera hematoencefalica" se refiere una estructura en el
sistema nervioso central (SNC) que restringe el paso de diversas sustancias quimicas y objetos microscopicos (por
ejemplo, bacterias) entre el torrente sanguineo y el tejido neural. Las referencias de direccion a "dentro" y "fuera" de
la barrera hematoencefdlica se refieren a las cosas en el lado de tejido cerebral / neural de la barrera
hematoencefalica o el lado no cerebral/neural de la barrera hematoencefalica, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "variante impermeable a la barrera hematoencefalica" tal como
se utiliza en referencia a un material o compuesto (por ejemplo. un farmaco) se refiere a una variante de un
compuesto que tiene una capacidad reducida para atravesar la barrera hematoencefalica cuando se administra
periféricamente a un sujeto, comparado con la penetrabilidad de un compuesto original o de referencia, de tal
manera que, por ejemplo, la variante no atraviesa sustancialmente la barrera hematoencefalica del sujeto al que se
administra. Como se discute mas adelante, la capacidad de un compuesto para cruzar la barrera hematoencefalica
puede estar caracterizada por cualquiera de una serie de procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo,
mediante pruebas vivo o in vitro, mediante modelado computacional, o mediante la caracterizaciéon de un compuesto
(por ejemplo, pruebas fisicas o modelado computacional) con respecto a las caracteristicas ligadas a la
transmisibilidad por la barrera hematoencefalica, por ejemplo ,tamafio, carga, etc.

Los procedimientos para determinar o estimar la captacion por el cerebro / SNC de los farmacos incluyen
procedimientos in vivo (por ejemplo ,inyeccidn intravenosa o en la carétida, seguida de obtencién de muestras o
formacion de imagenes), procedimientos in vitro que utilizan, por ejemplo, microvasos cerebrales aislados o modelos
de cultivo celular y procedimientos de prediccion computacional (in silico) por lo general sobre la base de factores
tales como el peso molecular y la lipofilicidad. Véase, por ejemplo, U. Bickel, NeuroRx. 2005 January; 2(1): 15-26
para una revision y comparacion de los procedimientos de mediciéon del transporte de farmacos a través de la
barrera hematoencefalica.

La lipofilicidad / hidrofilicidad de un compuesto se asocia generalmente con la velocidad y extension de la entrada de
un compuesto en el cerebro. La lipofilicidad / hidrofilicidad de un farmaco a menudo se representa como un
coeficiente de reparto que representa el comportamiento de un farmaco cuando se reparte en un sistema de
disolvente inmiscible organico/acuoso. Un sistema de particién en 1-octanol/ agua se ha utilizado ampliamente en la
evaluacion de la capacidad de los compuestos para cruzar la barrera hematoencefalica. El coeficiente de reparto en
1-octanol/agua, "log P," se ha estado usando durante tiempo como descriptor de la lipofilicidad y los algoritmos de
ordenador que proporcionan los valores de Log de P calculados, como Clog Py Mlog P, equivalen estrechamente a
valores medidos experimentalmente (en aproximadamente 0,3 unidades log; Bickel, citado anteriormente). Para las
moléculas ionizables, se usan los coeficientes de distribucion, es decir, los valores de log P a un pH definido
(tipicamente, el pH fisiolégico en plasma de 7,4). Si el log P y el pKa se conocen, el log D (log del coeficiente de
distribucion) puede derivarse utilizando la ecuacion de Henderson-Hasselbalch. El Log D a pH 7,4 a menudo se cita
para dar una indicacion de la lipofilicidad de un farmaco al pH del plasma sanguineo.
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Hansch y col. han determinado que los farmacos con un log P de aproximadamente 2 generalmente encontrara una
entrada facil en el sistema nervioso central (Hansch y col., , 1987, J. Pharm. Sci. 76 (9): 663-687), y que los
farmacos que son mas hidrdfilos, como los que tienen valores de log P bajos (por ejemplo, de aproximadamente 1)
por lo general tienen una capacidad menor de entrar en el SNC. Esta observacion se ha aplicado a la modificacion
de farmacos para reducir la penetracion en el SNC como medio de control, por ejemplo, la toxicidad para el SNC o
los efectos secundarios. por ejemplo, la penetracién en el SNC del farmaco para el corazén, ARL-57. Este farmaco
se considerd que era un excelente farmaco cardioténico, pero que no podria usarse en pacientes porque producia
una "espectacular la vision del color brillante" en los seres humanos. ARL-57 tiene un log P = 2,59 a pH 8. Se
produjo una variante mas hidréfila de la sustancia, ARL115, (sulmazol; log P = 1,17 a pH 8; calcd. 1,82) y se
encontré que carecia de los efectos secundarios del SNC, lo que demuestra que la modificacion de la
lipofilicidad/hidrofilicidad se puede usar como medio de alterar, por ejemplo reducir, la penetracion del farmaco en la
barrera hematoencefalica (Hansch, y col., citado anteriormente).

Se ha calculado que el coeficiente de reparto (log P) de mesilato de imatinib es 1,198 y 1,267 a 25 y 37 °C,
respectivamente (Velpandian, y col., Journal of Chromatography B, 804(2):431-434 (2004)). Este valor de log P es
consistente con los datos que muestran que imatinib no atraviesa sustancialmente la barrera hematoencefalica.

Los términos "periférica/o" y "periferia”’, como se usan en referencia a un lugar dentro o sobre, o un tejido de un
sujeto se refieren a todos los lugares y los tejidos del sujeto que se encuentran fuera de la barrera hematoencefalica.

Como se usa en el presente documento, la frase "no atraviesa sustancialmente la barrera hematoencefalica" o "no
penetra sustancialmente en la barrera hematoencefalica" se refiere a materiales o compuestos, por ejemplo,
GLEEVEC mesilato de imatinib (STI-571) que, si se administra en un tejido periférico o se toma por via oral,
permanece ausente de una toma de muestras del SNC (por ejemplo, en el tejido cerebral, liquido cefalorraquideo)
en conjunto o estan presentes en la obtencién de muestras del SNC en una pequefia porcentaje de la concentracion
encontrada en el tejido periférico, por ejemplo ,menos de aproximadamente 10 %, preferentemente menos de
aproximadamente 5 %, y mas preferentemente menos de aproximadamente 2 % de la concentracién encontrada en
los tejidos periféricos. por ejemplo, GLEEVEC/STI-571 tiene una escasa penetracion en la barrera hematoencefalica,
como se muestra en un paciente con leucemia tratado con STI-571 cuyo nivel del farmaco en el liquido
cefalorraquideo (LCR) fue 92 veces menor que en la sangre (Takayama N, N Sato, O'Brien SG, lkeda Y, Okamoto S.
Br J Haematol. 119:106-108, 2002). Por tanto, GLEEVEC / STI-571 mesilato de imatinib no atraviesa
sustancialmente la barrera hematoencefalica.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad (por ejemplo, de una
composicion que comprende un modulador de la actividad y-secretasa de la presente invencion) suficiente para
producir un efecto seleccionado. Una cantidad eficaz se puede administrar en una o mas administraciones,
aplicaciones o dosis y no se pretende que esté limitada a una formulacién o via de administracion concreta.

Como se usa en el presente documento, una "cantidad suficiente" de un compuesto, o "una cantidad de un
compuesto suficiente para ...” se refiere a una cantidad que contiene al menos la cantidad minima necesaria para
lograr el resultado deseado. Un experto en la técnica puede determinar de forma rutinaria dicha cantidad basandose
en los datos de los estudios que utilizan procedimientos de analisis tales como los divulgados en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" significa de 10 a 15 %, preferentemente
dentrode 5a 10 %.

» o«

Como se usa en el presente documento, los términos “gestiona”, “que gestiona” y “gestion” se refieren a los efectos
beneficiosos que un sujeto obtiene de un compuesto, tal como un compuesto que reduce los niveles de AR que
presenta una célula o tejido, que no tiene como resultado una cura de la enfermedad. En ciertas realizaciones, a un
sujeto se administra uno o mas de dichos agentes profilacticos o terapéuticos para “gestionar” un trastorno, de modo
que se evite o ralentice la progresion o empeoramiento del trastorno.

Como se usa en el presente documento, los términos "prevenir", "que previene" y "prevencion" se refieren al
impedimento de la recurrencia o aparicién de un trastorno relacionado con AB o uno o mas sintomas de un trastorno
relacionado con AB en un sujeto.

Como se usa en el presente documento, un “protocolo” incluye programas de dosificacion y regimenes de
dosificacion. Los protocolos de la presente invencién son procedimientos de uso e incluyen protocolos profilacticos y
terapéuticos.

Como se usa en el presente documento, los términos “administracion” y “que administra” se refieren a la accion de
dar un farmaco, profarmaco u otro agente o tratamiento terapéutico (por ejemplo, composiciones de la presente
invencion) a un sujeto (por ejemplo, un sujeto o células, tejidos y érganos in vivo, in vitro o ex vivo). Ejemplos de vias
de administracién al cuerpo humano pueden ser a través de los ojos (oftalmica), boca (oral), piel (topica o
transdérmica), nariz (nasal), pulmones (inhalaciéon), mucosa oral (bucal), oido, rectal, vaginal, mediante inyeccion
(por ejemplo, por via intravenosa, subcutanea, intratumoral, intraperitoneal etc.) y similares. "Administracion
periférica" se refiere a cualquier via de administracion que se da fuera de la barrera hematoencefalica.
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Como se usa en el presente documento, los términos “coadministracion” y “que coadministra” se refieren a la
administracion de al menos dos agentes (por ejemplo, composiciones que comprenden STI-y uno o mas agentes
adicionales, por ejemplo una terapéutica de una enfermedad relacionada con AB) o terapias a un sujeto. En algunas
realizaciones, la coadministraciéon de dos o mas agentes o terapias es concurrente. En otras realizaciones, se
administra un primer agente/terapia antes de un segundo agente/terapia. Los expertos en la técnica entienden que
las formulaciones y/o vias de administracion de los diversos agentes o terapias usadas pueden variar. Un experto en
la técnica puede determinar facilmente la dosificacion adecuada para la coadministracion. En algunas realizaciones,
cuando los agentes o terapias se coadministran, los respectivos agentes o terapias se administran a dosis menores
que las adecuadas para su administracion en monoterapia. Por tanto, la coadministracién es especialmente
deseable en las realizaciones en las que la coadministracion de los agentes o terapias disminuye la dosis requerida
de un agente(s) potencialmente dafino (por ejemplo, toxico) y/o cuando la coadministracion de dos o mas agentes
tiene como resultado la sensibilizacion de un sujeto a los efectos beneficiosos de uno de los agentes mediante
coadministracion del otro agente.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar" y "tratamiento" incluyen la terapia de administracion
para prevenir, curar o aliviar / prevenir los sintomas asociados con un trastorno, enfermedad, lesiéon o afeccién
especifico.

Como se usa en el presente documento, el término “tratamiento”, o sus equivalentes gramaticos, abarcan la mejora
y/o inversion de los sintomas de enfermedad (por ejemplo, una enfermedad relacionada con AR, tal como
enfermedad de Alzheimer). Un compuesto que produce una mejora en cualquier parametro asociado con la
enfermedad cuando se usa en los procedimientos de deteccidon selectiva de la presente invencién puede
identificarse de este modo como un compuesto terapéutico. El término “tratamiento” se refiere a tratamiento
profilactico y/o terapéutico o medidas preventivas. por ejemplo, los que se pueden beneficiar del tratamiento con
composiciones y procedimientos de la presente invencion incluyen aquéllos con una enfermedad y/o trastorno (por
ejemplo, una enfermedad relacionada con AB o sintomas o patologias consistentes con una enfermedad relacionada
con AB), asi como aquéllos en los que una enfermedad y/o trastorno se va a prevenir (por ejemplo, usando un
tratamiento profilactico de la presente invencion).

El término “compuesto” se refiere a cualquier entidad quimica, sustancia farmacéutica, farmaco y similares que se
pueden usar para tratar o prevenir una enfermedad, patologia, afeccion o trastorno de la funcién corporal. Como se
usa en el presente documento, un compuesto puede ser una sola composicion (por ejemplo. una preparacion pura
de una sustancia quimica) o puede ser una composicion que comprende una pluralidad de sustancias quimicas (por
ejemplo. uno o mas agentes eficaces y uno o mas agentes inertes). Un compuesto puede comprender
composiciones terapéuticas conocidas y potenciales. Se puede determinar que un compuesto es terapéutico
mediante deteccidn selectiva usando procedimientos de deteccién selectiva de la presente invencion.

Un compuesto o0 agente “terapéutico conocido” incluye un compuesto terapéutico que se ha demostrado (por
ejemplo, mediante ensayos con animales o experiencia previa con administracion a seres humanos) que tiene un
efecto terapéutico en un tratamiento. Sin embargo, un compuesto terapéutico conocido no se limita a un compuesto
que tiene un determinado nivel de eficacia en el tratamiento o prevencion de una enfermedad (por ejemplo. una
enfermedad relacionada con AB), e incluye, por ejemplo. compuestos para los que los datos sugieren que existe
algun efecto beneficioso y poco o ningun efecto negativo (por ejemplo, compuestos que generalmente son
reconocidos como seguros, tales como extractos de alimentos y compuestos nutracéuticos). Ejemplos de agentes
terapéuticos conocidos para el tratamiento, mejora o reduccién del riesgo o la gravedad de las enfermedades
relacionadas con AR (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer) cuando se usa solo o en combinacidon con otros
compuestos o terapias incluyen, pero no se limitan, cannabinoides (véase, por ejemplo, Ramirez, et al, The Journal
of Neuroscience, 23 de Febrero de 2005, 25 (8): 1904-1913); dimebom (véase, por ejemplo, Doody RS, et al, The
Lancet 372:. 207-215 (2008); agentes antiinflamatorios tales como prednisona (un esteroide) y farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), incluyendo, sin limitaciones, ibuprofeno, naproxeno, indometacina; farmacos
reductores del colesterol y/o farmacos de proteccion cardiaca tales como estatinas, por ejemplo, atorvastatina
(Lipitor®), cerivastatina (Baycol®), fluvastatina (por ejemplo, LESCOL®), mevastatina, pitavastatina (por ejemplo,
LIVALO ®), pravastatina (por ejemplo, PRAVACHOL®), rosuvastatina (por ejemplo, CRESTOR®) y simvastatina
(por ejemplo, ZOCOR®); moléculas selectivas del receptor de estrogenos (SERM), por ejemplo. raloxifeno
(EVISTA®); antihipertensores, incluyendo alfa-bloqueantes, beta-bloqueantes, bloqueantes alfa-beta, inhibidores de
la enzima convertidora de la angiotensina, bloqueantes de los receptores de la angiotensina (ARA Il, como valsartan
(por ejemplo, Diovan®)), bloqueantes de los canales de calcio y diuréticos (véase, por ejemplo, | Hajjar, et al, The
Journals of Gerontology Series A: Biological Sciences and Medical Sciences 60:67-73 (2005)); y antioxidantes tales
como extracto de ajo, curcuma, melatonina, resveratrol, extracto de Ginkgo, té verde, vitamina C y vitamina E
(véase, por ejemplo, B Frank, y col., Ann Clin Psychiatry 17(4):269-86 (2005).

Como se usa en el presente documento, la expresion "molécula pequefa" se refiere generalmente a una molécula
de menos de aproximadamente 10 kDa de peso molecular, incluyendo, aunque sin limitaciones, compuestos
organicos o inorganicos naturales o sintéticos, péptidos, (poli)nucledtidos, (oligo)sacaridos y similares. Las
moléculas pequefias incluyen moléculas organicas e inorganicas pequefias no poliméricas (es decir no peptidicas o
polipéptidos).
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Como se usa en el presente documento, el término "extracto" y términos similares se refiere a un procedimiento de
separacion y / o purificacion de uno o mas componentes de su fuente natural, o cuando se usa como sustantivo, se
refiere a la composicion producida por un proceso de este tipo.

Como se usa en el presente documento, el término “kit” se refiere a cualquier sistema de liberacién para liberar
materiales. En el contexto de los ensayos de actividad quinasa o de inhibicion, dichos sistemas de liberacion
incluyen sistemas que permiten el almacenamiento, transporte o liberacion de reactivos de reacciéon y/o materiales
de soporte (por ejemplo, tampones, instrucciones escritas para realizar el ensayo etc.) de un lugar a otro. por
ejemplo, los kit incluyen uno o mas envases (por ejemplo, cajas) que contienen los reactivos de reaccion y/o
materiales de soporte relevantes. Como se usa en el presente documento, la expresion “kit fragmentado” se refiere a
sistemas de liberacidon que comprenden dos o mas recipientes separados, cada uno de los cuales contiene una
subporcién de todos los componentes del kit. Los recipientes se pueden liberar en el recipiente previsto juntos o por
separado. por ejemplo, un primer recipiente puede contener una enzima para usar en un ensayo, mientras que un
segundo recipiente contiene patrones para comparar los compuestos de ensayo. Con la expresion “kit fragmentado”
se pretende abarcar kits que contienen reactivos especificos para analitos (REA) regulados en la seccién 520(e) de
la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos, pero no se limitan a ellos. De hecho, cualquier sistema de
liberacién que comprende dos o mas recipientes separados, cada uno de los cuales contiene una subporcién de
todos los componentes del kit, esta incluido en la expresion “kit fragmentado”. En contraste con esto, un “kit
combinado” se refiere a un sistema de liberacién que contiene todos los componentes de un ensayo de reaccion en
un unico recipiente (por ejemplo, en una sola caja cada uno de los componentes deseados). El término “kit” incluye
los kits tanto fragmentados como combinados.

Como se usa en el presente documento, el término “tdxico” se refiere a cualquier efecto perjudicial o dafiino en un
sujeto, una célula o un tejido en comparacion con la misma célula o tejido antes de la administracion del toxico.

Como se usa en el presente documento, la expresién "farmacéuticamente purificado" se refiere a una composicion
de pureza o calidad suficiente de la preparacion para uso farmacéutico.

Como se usa en el presente documento, el término "purificado” se refiere a un tratamiento de una composicion de
partida para eliminar al menos otro componente (por ejemplo, otro componente de una composicién de partida (por
ejemplo, tejido vegetal o animal, una muestra ambiental etc.),un contaminante, un precursor de la sintesis, o un
subproducto, etc.),tal que la relaciéon entre el componente purificado y el componente eliminado es mayor que en la
composicion de partida.

Como se usa en el presente documento, la expresion “composicién farmacéutica” se refiere a la combinacién de un
agente activo (por ejemplo, composicion que comprende un modulador de la actividad y-secretasa) con un vehiculo,
inerte o activo, haciendo que la composicion sea especialmente adecuada para uso diagndstico o terapéutico in
vitro, in vivo o ex vivo.

Las expresiones “farmacéuticamente aceptable” o “o farmacolégicamente aceptable”, como se usa en el presente
documento, se refiere a composiciones que no producen sustancialmente reacciones adversas, por ejemplo
reacciones toxicas, alérgicas o inmunoldgicas, cuando se administran a un sujeto.

Como se usa en el presente documento, la expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier
vehiculo farmacéutico estandar, incluidos, entre otros, solucion salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones (por
ejemplo, tal como emulsiones de aceite/agua o de agua/aceite) y varios tipos de agentes humectantes, todos y cada
uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, laurilsulfato sddico, agentes de retraso de la absorcion
e isoténicos, disgregantes (por ejemplo, almidon de patata o glicolato de almidén sédico) y similares. Las
composiciones también pueden incluir estabilizantes y conservantes. por ejemplo, vehiculos, estabilizantes y
adyuvantes. (Véase por ejemplo, Martin, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 152 Ed., Mack Publ. Co., Easton,
Pa. (1975), incorporado en el presente documento por referencia).

Como se usa en el presente documento, la expresion “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier sal
(por ejemplo, obtenido mediante reaccion con un acido o una base) o un compuesto de la presente invencion que es
fisiolégicamente tolerado en el sujeto diana (por ejemplo, un sujeto mamifero y/o células, tejidos y érganos in vivo o
ex vivo). Las “sales” de los compuestos de la presente invencion pueden derivar de acidos y bases organicos e
inorganicos. Ejemplos de acidos incluyen, entre otros, acido clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, nitrico, perclérico,
fumarico, maleico, fosforico, glicdlico, lactico, salicilico, succinico, tolueno-p-sulfénico, tartarico, acético, citrico,
metanosulfénico, etanosulfénico, formico, benzoico, maldnico, sulfénico, naftaleno-2-sulfonico, bencenosulfénico y
similares. Otros acidos, tales como el oxalico, aunque en si mismos no son farmacéuticamente aceptables, pueden
emplearse en la preparacion de sales utiles como compuestos intermedios en la obtencion de los compuestos de la
invencion y sus sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables.

Ejemplos de bases incluyen, entre otras, hidroxidos de metales alcalinos (por ejemplo, sodio), hidroxidos de metales
alcalino térreos (por ejemplo, magnesio), amoniaco y compuestos de formula NW4*, en la que W es alquilo C14, y
similares.
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Ejemplos de sales incluyen, entre otras: acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato,
butirato, citrato, alcanforato, alcanforsulfonato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato,
fumarato, flucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, cloruro, bromuro, yoduro, 2-
hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, oxalato, pamoato,
pectinato, persulfato, fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato,
undecanoato y similares. Otros ejemplos de sales incluyen aniones de los compuestos de la presente invencion
combinados con un catién adecuado, tal como as Na*, NH4* y NW4* (en la que W es un grupo alquilo Ci4) y
similares. Para uso terapéutico, las sales de los compuestos de la presente invencidon se contemplan como
farmacéuticamente aceptables. No obstante, las sales de acidos y bases que no son farmacéuticamente aceptables
también pueden encontrar utilidad en, por ejemplo, la preparacion o purificacion de un compuesto
farmacéuticamente aceptable.

Para uso terapéutico, las sales de los compuestos de la presente invencién se contemplan como farmacéuticamente
aceptables. No obstante, las sales de acidos y bases que no son farmacéuticamente aceptables también pueden
encontrar utilidad en, por ejemplo, la preparacion o purificacion de un compuesto farmacéuticamente aceptable. En
algunas realizaciones de la presente invencién, una composicion de medicamento comprende una forma
seleccionada del grupo que consiste en polvo, solucién, emulsiéon, micela, liposoma, gel y forma de pasta. En
algunas realizaciones, una composicion de medicamento comprende un comprimido o una capsula rellena, en el que
dicho comprimido o capsula rellena comprende opcionalmente un material de recubrimiento entérico.

Como se usa en el presente documento, el término "excipiente" se refiere a un ingrediente inactivo (es decir ,no
farmacéuticamente activo) afiadido a una preparacion de un ingrediente activo.

El término “gen” se refiere a una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, ADN), que comprende secuencias de
codificacién necesarias para la produccion de un polipéptido, precursor o ARN (por ejemplo, ARNr, ARNt). El
polipéptido puede estar codificado por una secuencia de codificacion de longitud completa o por cualquier parte de la
secuencia de codificacion siempre se conserven la actividad deseada o las propiedades funcionales (por ejemplo,
actividad enzimatica, unioén del ligando, transduccién de la sefial, inmunogenicidad etc.) de la longitud completa o del
fragmento. El término también abarca la regidon de codificacion de un gen estructural y las secuencias localizadas
adyacentes a la region de codificacion en los extremos tanto 5’ como 3’ para una distancia de aproximadamente 1 kb
0 mas en cualquier extremo de modo que el gen corresponda a la longitud del ARNm de longitud completa. Las
secuencias localizadas en 5’ de la region de codificacion y presentes en el ARNm se denominan secuencias 5 no
traducidas. Las secuencias localizadas en 3’ o cadena abajo de la region de codificacion y presentes en el ARNm se
denominan secuencias 3’ no traducidas. El término “gen" abarca tanto ADNc como las formas gendémicas de un gen.
Una forma gendmica o clon de un gen contiene la region de codificacion interrumpida con secuencias no
codificantes denominadas ‘“intrones” o “regiones intermedias” o “secuencias intermedias”. Los intrones son
segmentos de un gen que se transcribe a ARN nuclear (ARNhn); los intrones pueden contener elementos
reguladores, como los potenciadores. Los intrones se eliminan o “cortan” del transcrito nuclear o primario; por tanto,
los intrones no estan en el transcrito de ARN mensajero (ARNm). EIl ARNm funciona durante la traduccién para
especificar la secuencia u ordenar los aminoacidos en un polipéptido naciente.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “expresion génica” y “expresion” se refieren al proceso de
convertir la informacién genética codificada en un gen en ARN (por ejemplo, ARNm, ARNr, ARNt o ARNsn)
mediante la “transcripcion” del gen (es decir, mediante la accién enzimatica de una ARN polimerasa) y para genes
de codificacion de proteinas, en la proteina mediante la “traduccion” del ARNm. La expresion génica se puede
regular en muchas etapas del proceso. La “regulacion por aumento” o “activacion” se refiere a la regulacion que
aumenta y/o potencia la produccion de los productos de expresion génica (por ejemplo, ARN o proteina), mientras
que la “regulacion por disminucion” o “represion” se refieren a la regulaciéon que disminuye la produccion. Las
moléculas (por ejemplo, factores de transcripcion) que estan implicadas en la regulacion por aumento o la regulacion
por disminucién a menudo se denominan “activadores” y “represores”, respectivamente.

Ademas de contener intrones, las formas genémicas de un gen también pueden incluir secuencias localizadas en
ambos extremos, 5 y 3’, de las secuencias presentes en el transcrito de ARN. Estas secuencias se denominan
secuencias o regiones “flanqueantes” (estas secuencias flanqueantes se localizan en 5’ o 3’ de las secuencias no
traducidas presentes en el transcrito de ARN,). La region flanqueante en 5’ puede contener secuencias reguladoras,
tales como promotores y potenciadores, que controlen o influyan sobre la transcripcion del gen. La region
flanqueante en 3’ puede contener secuencias que dirijan la terminacion de la transcripcion, la escision
postranscripcional y la poliadenilacion.

La expresion “de tipo salvaje” se refiere a un gen o producto génico aislado de una fuente de origen natural. Un gen
de tipo salvaje es el que se observa mas frecuentemente en una poblacién y, por lo tanto, se denomina
arbitrariamente la forma “normal” o “de tipo salvaje” del gen. Por el contrario, el término “modificado” o “mutante” se
refiere a un gen o producto génico que muestra modificaciones en secuencia y/o propiedades funcionales (es decir,
caracteristicas alteradas) cuando se compara con el gen o producto génico de tipo salvaje. Cabe destacar que se
pueden aislar mutantes de origen natural; los mismos se identifican por el hecho de que tienen caracteristicas
alteradas (incluidas secuencias de acido nucleico alteradas) cuando se compararon con el gen o producto génico de
tipo salvaje.
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Como se usa en el presente documento, las expresiones “molécula de acido nucleico codificante”, “secuencia de
ADN codificante” y “ADN codificante” se refieren a el orden o secuencia de desoxirribonucleétidos a lo largo de una
hebra de acido desoxirribonucleico. El orden de estos desoxirribonucleétidos determina el orden de los aminoacidos
a lo largo de la cadena polipeptidica (proteina). Por tanto, la secuencia de ADN codifica la secuencia de
aminoacidos.

Como se usa en el presente documento, el término “eucariota” se refiere a organismos distinguibles de “procariotas”.
Se pretende que el término abarque todos los organismos con células que exhiben las caracteristicas habituales de
los eucariotas, tales como la presencia de un nucleo verdadero unido por una membrana nuclear, dentro del cual
estan los cromosomas, la presencia de organulos unidos a la membrana y otras caracteristicas observadas
habitualmente en los organismos eucariotas. Por tanto, el término incluye, entre otros, organismos tales como
hongos, protozoos y animales (por ejemplo, seres humanos).

Como se usa en el presente documento, el término “in Vitro” se refiere a un ambiente artificial y a procesos o
reacciones que se producen dentro de un ambiente artificial. Los ambientes in Vitro pueden consistir en, entre otros,
tubos de ensayo y cultivo celular. El término “in vivo” se refiere al ambiente natural (por ejemplo, un animal o una
célula) y a procesos o reacciones que se producen dentro de un ambiente natural.

Las expresiones “compuesto de ensayo” y “compuesto candidato” se refieren a cualquier entidad quimica, sustancia
farmacéutica, farmaco y similares que es un candidato para usar para tratar o prevenir una enfermedad, patologia,
afeccion o trastorno de la funcién corporal (por ejemplo, funcion cognitiva, trastorno asociado con amiloide,
circulacién, hipertension, enfermedad cardiaca etc.). Los compuestos de ensayo comprenden compuestos
terapéuticos conocidos y potenciales. Se puede determinar que un compuesto de ensayo es terapéutico mediante
detecciodn selectiva usando procedimientos de deteccién selectiva de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, una molécula "funcional" es una molécula en una forma en la que exhibe
una propiedad por la cual se caracteriza. A modo de ejemplo, una enzima funcional es una que exhibe la actividad
catalitica caracteristica por la cual se caracteriza la enzima.

Como se usa en el presente documento, la expresion "oligonucleétido antisentido™ se refiere a un acido nucleico, por
ejemplo, un segmento de ARN o de ADN, que es complementario a la secuencia de un ARN diana (o fragmento del
mismo). Normalmente, el ARN diana es un ARNm expresado por una célula.

Como se usa en el presente documento, el término "oligonucledtido de interferencia” se refiere a un oligonucleétido
capaz de inhibir la funcién de un producto génico diana, independientemente del mecanismo de inhibicién. Como se
usa en el presente documento, los oligonucledtidos de interferencia incluyen, entre otros, oligonucledtidos
antisentido, aptameros, microARN (ARNmi), ARN de interferencia corto (ARNsi) y ARN de horquilla corta (ARNsh)
Los ARN de interferencia cortos normalmente consisten en moléculas de ARN de doble cadena, generalmente de
19- 22 nt", mientras que los ARN de horquilla corta consisten en secuencias palindrémicas conectadas por
secuencias de bucle generalmente de 19-29 nt. Los procedimientos para producir oligonucleétidos de interferencia
son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, aunque sin limitaciones, sintesis quimica, técnicas de
ADN recombinante o generacion a partir molécula precursora mas grande utilizando escision enzimatica, por
ejemplo mediante las enzimas Dicer.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo" se refiere a una inmunoglobulina o a una proteina
derivada de inmunoglobulina que comprende un sitio de reconocimiento del antigeno. Los anticuerpos incluyen,
aunque sin limitaciones, inmunoglobulinas naturales o recombinantes que comprenden dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras, asi como formas modificadas, incluyendo, por ejemplo, fragmentos de anticuerpos y anticuerpos de
cadena sencilla que comprenden diferentes combinaciones de porciones de las cadenas pesadas y ligeras. El
término abarca anticuerpos policlonales y monoclonales.

Descripcion detallada

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas y se refiere al uso de compuestos que modulan la
produccion de AR en un tejido periférico. Las realizaciones de la descripcion que no entran dentro del alcance de
dichas reivindicaciones se proporcionan solamente con fines ilustrativas y no forman parte de la presente invencion.

La presente invencion se basa, en parte, en los sorprendentes descubrimientos los solicitantes de que la modulacion
de la expresién o acumulacion de AB en los tejidos periféricos, por ejemplo en el higado, proporciona un efecto
terapéutico en las enfermedades cerebrales ligadas a AB, por ejemplo la enfermedad de Alzheimer. Por tanto, la
presente invencion se refiere, en general, a composiciones para su uso en la prevencion o el tratamiento de un
trastorno cerebral relacionado con AB, tal como la EA, a través de la administracién de compuestos que modulan la
produccion y / o acumulacion de AR en células no neurales (es decir, células periféricas), liquidos y / o tejidos.

Como se ha tratado anteriormente, los péptidos de amiloide B (AB) son metabolitos de la proteina precursora de
amiloide (APP) y se cree que son los principales determinantes patoldgicos de la enfermedad de Alzheimer (EA). La
APP sufre protedlisis mediante la B y y-secretasa para producir péptidos AB, con una forma de 42 residuos de AR
que se piensa que es la mas patogénica. La B-secretasa es necesaria para la funcién cerebral sana y, por lo tanto,
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es un mal candidato para la inhibicion como un medio de reduccion de AB. Una serie de inhibidores de la y-
secretasa que entran en el cerebro han mostrado efectos secundarios indeseables como resultado de la interrupcién
de la accion de la y-secretasa sobre otros objetivos, en particular, la familia Notch de receptores transmembrana. Se
ha descubierto que una clase de compuestos reducen la produccion de AR sin afectar a la sefalizacion de Notch.
Esta clase de compuestos incluye el inhibidor de la tirosina quinasa mesilato de imatinib (STI-571, nombre comercial
GLEEVEC) y el compuesto relacionado, 6-(2,6-diclorofenil)-8-metil-2-(metilsulfanilfenil-amino)-8H-pirido[2,3-
d]pirimidin-7-ona, conocido como inhibidor de 2 (Netzer WJ, y col., Proc Natl Acad Sci U S A. 100:12444-12449,
2003). Sin embargo, esta clase de compuestos se ha descartado como tratamiento de los trastornos cerebrales de
AB porque no atraviesan la barrera hematoencefalica y, por lo tanto, es prohibitivamente dificil de administrar al
tejido cerebral.

Como se ha indicado anteriormente, los inventores han descubierto que la modulacién de la produccion de AR en los
tejidos periféricos, por ejemplo en el higado, proporciona un efecto terapéutico en las enfermedades cerebrales
ligadas a AB, por ejemplo la enfermedad de Alzheimer. La presente descripcidon proporciona usos, composiciones y
procesos relacionados con el tratamiento o prevencion de la EA mediante el tratamiento del higado de un sujeto. En
particular, la presente descripcién se refiere a la alteracién de la produccién, procesamiento, acumulacién o
transporte de AB en el higado de un sujeto mediante la inhibicién directa de la produccion (por ejemplo, mediante la
inhibicién de la expresion de APP), o mediante la modulacién de un factor que a su vez modula la produccion,
procesamiento, acumulacion o transporte de A en el higado. En realizaciones preferidas, la inhibicion es mediante
el uso de compuestos que no atraviesan sustancialmente la barrera hematoencefdlica. En realizaciones
particularmente preferidas, las composiciones y el procedimiento para el tratamiento comprenden el uso de un STI-
571 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que se administra periféricamente, por ejemplo, por via oral.

Uso de una composicion en la fabricacion de medicamentos

Imatinib es el nombre genérico [Nombre Comun Internacional] para el compuesto 4-(4-metilpiperazin-1-ilmetil)-N-[(4-
metil-3-(4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino)fenillbenzamida de la férmula | siguiente:

A

m’

STI-571 generalmente se refiere a la sal mesilato de imatinib y se ha aprobado para el tratamiento de la leucemia
mieloide cronica y los tumores del estroma gastrointestinal. El uso de imatinib en el tratamiento del cancer de mama
se describe en el documento WO 2004/032925. Imatinib, su fabricacién, sus sales farmacéuticamente aceptables,
por ejemplo, sales de adicidon de acido, y sus propiedades de inhibiciéon de la proteina quinasa se describen en la
patente de EE.UU. 5.521.184. "Imatinib" corresponde a 4-(4-metilpiperazin-1-ilmetil)-N[4-metil-3-(4-piridin-3-
il)pirimidin-2-ilamino)fenil]-benzamida, ya sea como la base libre o0 como la sal mesilato. La preparacion de imatinib y
el uso de del mismo se describen en el Ejemplo 21 de la solicitud de patente europea EP-A-O 564 409.

Aunque la administracién periférica no se limita a ninguna via de administracién particular, en algunas realizaciones
preferidas, la administracion es oral. Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas, la presente descripcion
comprende el uso de STI-571 en la preparacién de un medicamento administrado por via oral para el tratamiento o
prevencion de un trastorno cerebral de AB. En algunas realizaciones, la forma administrada por via oral comprende
un comprimido, mientras que en algunas realizaciones, una forma administrada por via oral comprende una capsula.

En realizaciones preferidas, la presente descripcion comprende la preparaciéon de un comprimido o capsula que
comprende una cantidad eficaz de imatinib para reducir los niveles de AB en el cerebro. por ejemplo, una capsula o
comprimido puede comprender de 100 a 1.000 mg de un agente activo (por ejemplo, Imatinib o un derivado del
mismo). por ejemplo, un comprimido o capsula puede comprender 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o
1.000 mg, o cualquier cantidad de dosificacion conveniente entremedias (por ejemplo, 125 mg, 150 mg, 175 mg,
225 mg, 250 mg, 975 mg, etc.). En algunas realizaciones, un comprimido o capsula esta configurado de modo que
contenga una dosis eficaz mas pequefia de imatinib, por ejemplo, de 1 a 5 mg (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 5mg, o una
cantidad fraccionaria conveniente de las mismas), de 6 a 10 mg, etc.

Las composiciones y formulaciones para administracion oral incluyen, por ejemplo, polvos o granulos, suspensiones
0 soluciones en agua o medio no acuoso, capsulas, sellos, obleas, tiras disolubles y comprimidos. Puede ser
deseable usar espesantes, agentes aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, auxiliares de dispersion o
aglutinantes. En realizaciones preferidas, un comprimido o capsula (u otra forma de administracion periférica) esta
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configurado para liberar una dosis de, o una cantidad equivalente a cualquier cantidad en ndmero entero de mg
entre 1 y 1.000 mg (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, etc.),0 cualquier cantidad fraccionaria en mg entre 1 y 1.000 mg. En
ciertas realizaciones, una formulaciéon puede comprender, por ejemplo, una capsula rellena con una mezcla de la
composicion.

Mesilato de imatinib (STI-571) 119,5 mg (correspondientes a 100 mg de la base libre de imatinib)

Celulosa MK GR 92 mg
Crospovidona XL 15 mg
Aerosil 200 2mg
Estearato de magnesio 1,5 mg
230 mg

En algunas realizaciones, una capsula o comprimido comprende un recubrimiento entérico. "Entérico" se refiere al
intestino delgado, por lo tanto "recubrimiento entérico" generalmente se refiere a un recubrimiento que impide
sustancialmente la liberacion de un medicamento antes de que alcance el intestino delgado. Aunque sin limitar la
invencion a ningun mecanismo de accién concreto, se entiende que la mayoria de los recubrimientos entéricos
funcionan mediante la presentacion de una superficie que es estable a pH acido, pero se degrada rapidamente a pH
mas alto.

Las composiciones y formulaciones para administracion parenteral pueden incluir soluciones acuosas estériles que
pueden también contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados, tales como, entre otros, compuestos
transportadores y otros vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién, que se pueden presentar de forma conveniente en forma
de monodosis, se pueden preparar de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en la industria
farmacéutica. Dichas técnicas incluyen la etapa de poner en contacto los ingredientes activos con el(los)
transportador(es) farmacéutico(s) o excipiente(s). En general, las formulaciones se preparan poniendo en contacto
de forma uniforme y estrecha los ingredientes activos con vehiculos de liquidos o transportadores solidos finamente
divididos o con ambos y, después, en caso necesario, dando forma al producto.

La farmacocinética de mesilato de imatinib (GLEEVEC) se ha evaluado en estudios realizados en sujetos sanos y en
los estudios farmacocinéticos poblacionales. Imatinib se absorbe bien tras la administracién oral, con una Cmax
alcanzada dentro de las 2-4 horas posteriores a la dosis. La biodisponibilidad absoluta media es del 98 %. Después
de la administracion oral en voluntarios sanos, las semividas de eliminacién de imatinib y su principal metabolito
activo, el derivado N-desmetil, son aproximadamente 18 y 40 horas, respectivamente. La AUC media de imatinib
(area bajo la curva de la concentracion plasmatica del farmaco - tiempo) aumenta proporcionalmente con las dosis
crecientes que van de 25 mg a 1.000 mg. No hay ningin cambio significativo en la farmacocinética de imatinib en
dosis repetidas y la acumulacion es de 1,5 a 2,5 veces en el equilibrio cuando se dosifica una vez al dia. A
concentraciones clinicamente relevantes de imatinib, la unioén a las proteinas plasmaticas en experimentos in vitro es
de aproximadamente 95 %, principalmente a la albumina y a la glucoproteina a1 acida. Véase, por ejemplo, "Ficha
técnica de Gleevec" 2003 revision T2003-09; impreso en EE.UU. 89019001 (Novartis).

CYP3A4 es la principal enzima responsable del metabolismo de imatinib. Otras enzimas del citocromo P450, tales
como CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9 y CYP2C19, desempefian un papel menor en su metabolismo. El principal
metabolito circulante activo en seres humanos es el derivado de piperazina N-desmetilado, formado
predominantemente por el CYP3A4. Muestra una potencia in vitro similar a la del imatinib original. EI AUC
plasmatica para este metabolito es de aproximadamente 15 % del AUC para imatinib.

La eliminacion se produce predominantemente en las heces, principalmente como metabolitos. Sobre la base de la
recuperacion del o los compuestos después de una dosis oral marcada con '“C de imatinib, aproximadamente el
81 % de la dosis se elimind en 7 dias, en las heces (68 % de la dosis) y la orina (13 % de la dosis). Imatinib sin
modificar alcanza el 25 % de la dosis (5 % orina, 20 % heces), siendo el resto metabolitos.

Tipicamente, se espera que el aclaramiento de imatinib en un paciente de 50 afios de edad que pesa 50 kg sea de 8
I/ h, mientras que para un paciente de 50 afios de edad que pesa 100 kg el aclaramiento aumentara a 14 1/ h. Sin
embargo, la variabilidad entre pacientes de 40 % en el aclaramiento no requiere el ajuste de la dosis inicial en base
al peso corporal y / o la edad, sino que indica la necesidad de una vigilancia estrecha de la toxicidad relacionada con
el tratamiento.

Al igual que en los pacientes adultos, segun consta, imatinib se absorbié rapidamente después de la administracion
oral en pacientes pediatricos, con una Cmax de 2-4 horas. El aclaramiento oral aparente fue similar a los valores de
adultos (11,0 1/ h / m2 en nifios frente a 10,0 1/ h / m2 en los adultos), al igual que la semivida (14,8 horas en nifios
frente a 17,1 horas en adultos). La administracién en nifios, tanto a 260 mg / m2 como a 340 mg / m2 logré una AUC
similar a la de la dosis de 400 mg en adultos. La comparacion de la AUC(0-24) el dia 8 frente al dia 1 a niveles de
dosis de 260 mg/m2 y 340 mg/m2 reveld una acumulacion del farmaco por 1,5y 2,2, respectivamente, después de la
dosificacion repetida de una vez al dia. La AUC media de imatinib no aumenté proporcionalmente al aumentar la
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dosis. Véase, por ejemplo, "Ficha técnica de Gleevec" revision de 2003 T2003-09; impreso en EE.UU. 89019001
(Novartis).

Aunque la modulacién de la produccion de AR en el higado mediante el tratamiento con imatinib se utiliza como
ejemplo anterior, la presente descripcion no esta limitada al tratamiento del higado con este compuesto y
proporciona procedimientos generales de tratamiento de un sujeto para un trastorno cerebral de AB o la
predisposicion a una trastorno cerebral de AR en un sujeto, que comprende administrar periféricamente un
compuesto que modula la expresion de un gen en un tejido periférico de dicho sujeto. En realizaciones preferidas, la
modulacién de dicha expresion de dicho gen da lugar a la modulacién de la produccion o acumulacion de AB en
dicho tejido periférico. En ciertas realizaciones preferidas, el tejido periférico es el higado de un sujeto.

La presente descripcion abarca cualquier uso para influir sobre la produccién de A en el higado, incluyendo, sin
limitaciones, la alteracién de la expresion y / o el procesamiento de APP. En algunas realizaciones, la presente
descripcion proporciona usos que comprenden la administracién periférica de un compuesto que modula la
expresion de uno o mas de los genes Psen 1, Apo E, InsP3R, Psen2, APP, Cib1, Ngrn, Zfhx1b, CLU (también
conocido como ApodJ), PICALM y CR1. En algunas realizaciones, los procedimientos de la presente descripcion
comprenden la administracion periférica de un compuesto que modula la actividad de una o mas de presenilina 2,
calmirina, neugrina, Zfhx1b, clusterina, proteina de ensamblaje de claterina de unién fosfoinositol, el receptor 1 del
componente del complemento o la expresion o actividad de la APP. En algunas realizaciones, uno o mas de estos
genes o actividades se modula en el higado de un sujeto. En algunas realizaciones, la modulacion comprende la
inhibicién de la expresion o la actividad, mientras que en algunas realizaciones, la modulacion comprende la
estimulacion de la expresion o la actividad.

Evaluacion y monitorizacion de trastornos cerebrales de AB durante el tratamiento periférico

La presente descripcion se refiere a las pruebas y el tratamiento de la EA y el riesgo de AD mediante pruebas de y la
administracion a tejidos periféricos (es decir, no cerebrales) de un sujeto. Como veremos mas adelante, el presente
estudio demuestra que la expresion de presenilina 2 en el higado y / o en uno o mas tejidos periféricos modifica la
acumulacion de AB, y que la reduccion de AR en la periferia es suficiente para modificar su depdsito en el cerebro.
Asi, a pesar de la extensa ensefanza en la literatura de lo contrario, un tratamiento terapéutico o profilactico eficaz
para la EA que reduzca la acumulacion de AB no necesita atravesar la barrera hematoencefalica y entrar en el
cerebro. La inhibicion de Psen2 o DE LA actividad DE y-secretasa o la reduccion de la producciéon o acumulacion de
AB por otros medios, fuera del sistema nervioso central (es decir, fuera de la barrera hematoencefalica) encuentra
aplicacion en la proteccion del cerebro frente a patologias relacionadas con AB. El tratamiento de los tejidos
periféricos tiene el beneficio adicional de proteger al cerebro frente a los efectos secundarios adversos que pudieran
ocurrir si la terapéutica entra en el cerebro.

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona usos para adaptar los tratamientos al estado
bioquimico de un sujeto o paciente. Se contempla que las caracteristicas de dosis eficaces de uno o mas de los
compuestos seleccionados para la modulacion de AB en un tejido periférico pueden verse afectadas por las
circunstancias bioquimicas concretas de un sujeto o paciente, incluyendo, entre otros, la presencia de otros
farmacos o medicamentos (por ejemplo, para el tratamiento de un trastorno de A afecciones no relacionadas) o
cambios bioquimicos causados por otras circunstancias. La presente descripcidon proporciona procedimientos que
comprenden la monitorizacion de un sujeto mediante la evaluacion en dicho sujeto de un trastorno cerebral de A o
de la progresion de un trastorno cerebral de AR antes y después de la administracion de un compuesto que modula
la produccion de AB, por ejemplo, en el higado. En algunas realizaciones, la terapia para un trastorno cerebral de AR
se selecciona, ajusta o modifica en consecuencia.

Ejemplos experimentales

El ejemplo siguiente se proporciona para demostrar e ilustrar adicionalmente ciertas realizaciones preferidas y
aspectos.

Ejemplo 1
Identificacion de los modificadores del Desarrollo de una patologia de tipo EA

Se han desarrollado modelos de ratones transgénicos que resumen las caracteristicas cruciales de la enfermedad
de Alzheimer en seres humanos. El gen de la APP portador de algunas de las variaciones que predisponen a sufrir
la EA en seres humanos se ha unido a diversos promotores de la transcripcion y se HA introducido en la linea
germinal de ratén (Games D, Adams D, Alessandrini R, Barbour R, Berthelette P, Blackwell C, Carr T, Clemens J,
Donaldson T, Gillespie F, y col., Nature 373:523-527; Hsia AY, Masliah E, McConlogue L, Yu GQ, Tatsuno G, Hu K,
Kholodenko D, Malenka RC, Nicoll RA, Mucke L. Proc Natl Acad Sci U S A. 96:3228-3233, 1999; Hsiao K, Chapman
P, Nilsen S, Eckman C, Harigaya Y, Younkin S, Yang F, Cole G. Science 274:99-102, 1996; Sturchler-Pierrat C,
Abramowski D, Duke M, Wiederhold KH, Mistl C, Rothacher S, Ledermann B, Biirki K, Frey P, Paganetti PA, Waridel
C, Calhoun ME, Jucker M, Probst A, Staufenbiel M, Sommer B. Proc Natl Acad Sci U S A 94:13287-13292, 1997;
Moechars D, Dewachter |, Lorent K, Reverse D, Baekelandt V, Naidu A, Tesseur |, Spittaels K, Haute CV, Checler F,
Godaux E, Cordell B, Van Leuven F. J Biol Chem. 274:6483-6492, 1999; Richardson JC, Kendal CE, Anderson R,
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Priest F, Gower E, Soden P, Gray R, Topps S, Howlett DR, Lavender D, Clarke NJ, Barnes JC, Haworth R, Stewart
MG, Rupniak HT. Neuroscience 122:213-228, 2003; Buttini M, Yu GQ, Shockley K, Huang Y, Jones B, Masliah E,
Mallory M, Yeo T, Longo FM, Mucke L. J Neurosci. 22:10539-10548, 2002). Los ratones transgénicos resultantes
desarrollan depdsitos de AR, pero el tiempo varia de 3 meses a 15 meses de edad. Las variables responsables de
estas diferencias de edad incluyen el promotor concreto de la transcripcion elegido, las mutaciones concretas que
predisponen a la EA en el gen APP, el sitio cromosémico de integracion del transgén y la cepa inicial de ratén en la
que se perpetda el transgén (revisado en Bloom FE, Reilly JF, Redwine JM, Wu CC, Young WG, Morrison JH._Arch
Neurol. 62:185-187, 2005).

Un informe (Kulnane LS, Lamb BT. Neurobiol Dis. 8:982-992, 2001) introdujo R1,40, un transgén de la APP humana
portador de las denominadas mutaciones suecas (K670 N, M671 |, las variaciones que predisponen a los seres
humanos que heredan este gen mutado para desarrollar EA de inicio temprano) en un fondo genético en ratones
mixtos C57BL / 6x129 / Sv. La expresion del transgén R1. 40 estaba dirigida por el promotor natural de la APP
humana. Los depdsitos de AP se detectaron primero en los cerebros de estos ratones a 14-16 meses.
Posteriormente, el transgén R1.40 se cruzd desde su origen inicial por separado en las zonas de C57B1/6 (B6),
DBA/2 (D2) y 129/Sv . A continuacion, cada una de estas 3 cepas se cruzé hasta congeneidad: 10 o mas
retrocruzamientos en el mismo origen, por lo que se crearon 3 cepas transgénicas con origenes uniformes pero
distintos (Lehman EJ, Kulnane LS, Gao Y, Petriello MC, Pimpis KM, Younkin L, Dolios G, Wang R, Younkin SG,
Lamb BT. Hum Mol Genet. 12:2949-2956, 2003). Aunque las tres cepas transgénicas produjeron la misma cantidad
de precursor APP (lo que indica que el transgén se expresaba de forma comparable en los origenes de las 3 cepas),
B6s acumulé mas A (el fragmento patogénico de APP) segun lo medido mediante ELISA en homogeneizados de
cerebro y plasma a los 21 y 60 dias que las otras 2 cepas, y desarrollaron depdsitos de amiloide caracteristicos de la
EA humana en 13,5 meses, mientras que los D2 estaban protegidas (sin depdsitos a los 2 afios). Por lo tanto, esto
indica que hay genes que distinguen ratones B6 y D2 y que modifican el desarrollo de la patologia de tipo EA y muy
probablemente estos estan involucrados en la acumulacion de la sustancia patogénica A (Lehman EJ, Kulnane LS,
Gao Y, Petriello MC, Pimpis KM, Younkin L, Dolios G, Wang R, Younkin SG, Lamb BT. Hum Mol Genet. 12:2949-
2956, 2003). Las identidades de los genes modificadores podrian sugerir modalidades terapéuticas o profilacticas
que imitarian el efecto modificador y retrasarian o prevendrian la aparicion de la patologia de EA.

Con el fin de asignar los genes modificadores a intervalos cromosémicos, Ryman y col. (Ryman D, Gao Y, Lamb BT.
Neurobiol Aging 29:1190-1198, 2008) cruzaron ratones B6 R1,40 hembra (homocigotos para el transgén) con
ratones D2 R1,40 macho (también homocigotos para el transgén), después cruzaron su descendencia F1 (todos
ellos tenian 2 copias del transgén R1,40) a descendencia B6 x D2 F1 no transgénica, de modo que se generaron
ratones 516 F2, cada uno de los cuales portaban un Unico transgén. Estos fueron genotipados con 909 SNP. AB se
midi6 mediante ELISA en homogeneizados cerebrales de los 516 ratones. El analisis de regresion de correlacion de
la cantidad de acumulacion de AB con los genotipos de los 516 ratones permitié asignar 3 loci modificadores a
regiones amplias centradas en las siguientes posiciones: cromosoma 1, 182,049374 megabases (Mb); cromosoma
2,41,216315 Mb; cromosoma 7, 63,680922 Mb.

Identificacion de un modificador de genes

El gen de raton que codifica la presenilina 2, Psen2, esta situado en el cromosoma 1 en 182,06371 Megabases, el
centro del intervalo del locus del rasgo, lo que sugiere que como un candidato para la modificacion de la
acumulacion y el deposito de AB. Esto es coherente con su funcion como componente de la y-secretasa. Para que
Psen2 represente el modificador real mapeado en el cromosoma 1 por Ryman y col., su actividad debe variar de
forma hereditaria (de una manera mendeliana) entre las cepas de ratén B6 y D2, y la actividad de Psen2 debe ser
mayor en los ratones B6 que en los ratones D2, debido a que cabria esperar que una actividad de y-secretasa
menor fuera protectora en la EA. Los autores han investigado este problema mediante la determinacion de la
cantidad de ARNm que se acumula a partir del gen Psen2 en diversos tejidos en las cepas de raton B6 y D2 y hasta
89 cepas de ratones endogamicos recombinantes producidos mediante el cruce de ratones B6 y D2 y la cria de la
descendencia hasta congeneidad. Las concentraciones de cada uno de mas de 20. 000 ARNm en 10 tejidos
(cerebro, cerebelo, higado, cuerpo estriado, rifién, hipocampo, ojo, corteza prefrontal, nicleo accumbens y
neocortex) de las cepas de ratéon B6 y D2 las 89 cepas de raton endogamicas recombinantes estan disponibles en
bases de datos publicas recopiladas en http://www.GeneNetwork.org. Para cada una de las 89 cepas de raton
endogamicas recombinantes, se ha determinado mediante genotipificacion si la cepa ha heredado cada intervalo de
su genoma de los padres B6 o D2.

La sonda rs13476267 se encuentra en el cromosoma 1 en 182,120454 Mb. Usando el software en el sitio publico de
la red informatica internacional en genenetwork.org/webqtl/WebQTL.py, los autores realizaron correlaciones de
rasgos entre el genotipo del intervalo rs13476267 y la cantidad de ARNm de Psen2 que se acumula en cada uno de
los 10 tejidos en los hasta 89 ratones endogamicos recombinantes, calculando producto-momento de Pearson. Los
valores fueron:

Cerebro | r|>0,05

cerebelo r=0,6344
higado r=-0,9402
estriado r=0,5329
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(continuacion)

rifién r=-0,4733
hipocampo | r|>0,36
ojo | r|>0,35
corteza prefrontal | r|>0,51
nucleo accumbens r=0,7260
neocortex r=0,5500

Ninguna de las muestras de tejido derivadas de cerebro muestra una alta heredabilidad (| r |> 0,9) de expresion de
Psen2 y para las dos regiones del cerebro que muestran una modesta heredabilidad de la expresion del ARNm de
Psen2, el cerebelo y el nucleo accumbens, mas ARNm de Psen2 se correlacion6 con el genotipo D2 que con el
genotipo B6. Asi, la expresion de Psen2 en el cerebro no es un modificador de la acumulacién de AB. Sin embargo,
en el higado, la cantidad de ARNm de Psen2 se correlaciond altamente con el genotipo en el locus de Psen2 (Figura
1A). Ademas, los ratones B6 expresan mas ARNm de Psen2 que los ratones D2.

Los datos demuestran que la expresion de Psen2 en el higado o en uno o mas tejidos periféricos modifica la
acumulacion de AB, y que la reduccion de AR en la periferia es suficiente para modificar su depdsito en el cerebro.
Por lo tanto, a pesar de la ensefianza extensa en la literatura de lo contrario, en base al menos en parte a la
suposicion natural de que una enfermedad cerebral estaria causada por acontecimientos que se producen dentro del
cerebro, un tratamiento terapéutico o profilactico eficaz para la EA que reduce la acumulacién de A no necesita
cruzar la barrera hematoencefalica y entrar en el cerebro. La inhibicion de Psen2 o de la actividad y-secretasa, o la
reduccion de la produccién o acumulacion de AR por otros medios, fuera del sistema nervioso central, es suficiente
para proteger al cerebro del depodsito de AB al tiempo que protege al cerebro de los efectos secundarios adversos
que pudieran producirse si la terapéutica entrara en el cerebro. El tratamiento de la acumulacién de AB en la periferia
se puede lograr mediante el uso de vias de administracion de farmacos que no comprenden la aplicacion directa al
SNC (por ejemplo, mediante liberacién en el LCR), tal como a través de administracion oral.

Ejemplo 2
Administracion periférica de mesilato de imatinib STI-571 para reducir A en el cerebro

Los datos de los estudios de mapeo € ideas adicionales de los inventores sugirieron una nueva via terapéutica para
tratar la EA (su inicio, progresion o gravedad), en base a la modulacién de la produccién de AB en el higado. La base
de una nueva estrategia terapéutica es que un farmaco que disminuye los niveles en el equilibrio de AB en sangre
(mediante la inhibicién de la produccion de AB en el higado) reduciria las concentraciones de AB en el cerebro.

Se disefid un experimento para probar el efecto de la administracion de mesilato de imatinib STI-571 sobre los
niveles de proteina AB en el cerebro y el tejido sanguineo en 2 cepas de ratones. Se administré a los ratones
mesilato de imatinib STI-571 mediante inyeccion i.p. en el transcurso de una semana y las muestras de cerebro y
tejido extirpado y los niveles de proteina AB medidos mediante ELISA o transferencia de tipo Western.

A ratones macho C57B1/6 y DBA/2J de tipo salvaje (8-12 semanas de edad) se administré el farmaco o vehiculo dos
veces al dia durante 7 dias mediante inyeccion intraperitoneal. A los grupos de vehiculo (n = 4 animales por cepa) se
inyectaron 100 ul de solucion salina y los grupos de tratamiento con el farmaco (n = 4) recibieron 1, 10 0 100 mg / kg
de STI-571 (GLEEVEC imatinib, sal metanosulfonato, n® de catalogo I- 5508, LC laboratories, Woburn, MA). La dosis
de STI-571 prescrita para los pacientes de cancer humano es 100 mg a 1.000 mg. Véase, por ejemplo, Gleevec
Ficha técnica 2003, revision T2003-09; Impreso en EE.UU. 89019001 (Novartls).

Se sacrificé a los animales 12 horas después de la ultima inyeccion. Se anestesié a cada ratén individual con
isoflurano y se extrajeron muestras de sangre (100-300 ul) mediante puncién cardiaca con jeringas heparinizadas.
Las muestras se introdujeron en hielo durante 30 minutos en presencia de EDTA y después se centrifugaron durante
20 minutos a 16,000 x g a 4 °C. La fraccién de plasma se retird y se almaceno a -80 °C. Se extrajeron los cerebros y
se congelaron rapidamente en hielo seco y se almacenaron a -80 °C.

La deteccion de AB1.40 de ratdn en las muestras de sangre y de cerebro se llevé a cabo mediante el uso de un kit de
inmunoensayo disponible comercialmente (Biosource mouse AB1.40, N° de catalogo KMB3481, Invitrogen, Carlsbad,
CA) o mediante transferencia de tipo Western. Se prepararon muestras de cerebro de ratdon mediante
homogeneizacion de tejido cerebral en un Polytron en presencia de guanidina HCI 5 M y HCI Tris 50 mM, a pH 8,0
como se describe en el protocolo de ensayo. (véase, por ejemplo, Masliah, E., y col., (2001) 8 amyloid peptides
enhance a-synuclein accumulation and neuronal deficits in a transgenic mouse model linking Alzheimer's disease
and Parkinson's disease. PNAS 98:12245-12250; Johnson-Wood, K, y col., (1997) Amyloid precursor protein
processing and A beta42 deposition in a transgenic mouse model of Alzheimer disease PNAS 94:1550-1555; y
Chishti, M.A., y col., (2001); Early-onset amyloid deposition and cognitive defects in transgenic mice expressing a
double mutant form of amyloid precursor protein 695. J. Biol. Chem. 276:21562-21570.)
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Para el ensayo, los homogeneizados cerebrales se diluyeron a 1:10 en un tampon de reaccion que contiene solucion
salina tamponada con fosfato de Dulbecco con 5% de BSA y 0,03 % de Tween-20, complementado con céctel
inhibidor de proteasa (N° de catalogo 539131, EMD Biosciences, La Jolla, CA). Las muestras de sangre se diluyeron
a 1:5 en tampon diluyente estandar. Las muestras se analizaron por duplicado y se midié la DO450 en un lector de
placas Tecan infinita 2000.

El AB oligomérico se extrajo en la fraccion SDS esencialmente como se describe (T. Kawarabayashi, y col., Neurosci
21, 372 (2001)). Para las transferencias de tipo Western, las muestras se sometieron a analisis PAGE, se
transfirieron a membranas de PVDF y los hexameros de AB se visualizaron usando un anticuerpo monoclonal 4G8
dirigido contra AB de raton (1:1000; Covance) utilizando el protocolo recomendado por el fabricante. Las
transferencias se escanearon mediante densitometria y después se volvieron a sondar con un anticuerpo frente a la
histona H3 (1:50.000; Abcam) como control de carga y transferencia. Los datos se representan como la densidad
6ptica normalizada.

Los niveles de AB tanto en el cerebro como en la sangre difirieron entre las dos cepas de ratones (C57B1/6 y DBA /
2J) analizadas. Los niveles de AB fueron mayores en las muestras tanto cerebrales como de sangre de ratones
C57B1 / 6 en comparacion con DBA / 2J en los grupos control tratados con vehiculo, como se ha demostrado
anteriormente.

La Fig. 3 muestra los efectos de STI-571 administrado por via periférica sobre los niveles de AB en plasma vy
cerebro. La Fig. 3A muestra transferencias de tipo Western que muestra los niveles de los hexameros AB en plasma
de ratones D2 jovenes tratados con vehiculo de solucion salina (carriles 1,2, 9 y 10) o STI-571 a tres dosis: los
carriles 3, 4, 11, y 12 muestran los resultados con 1 mg / kg; los carriles 5, 6, 13 y 14 muestran los resultados con
10 mg / kg; y los carriles 7, 8, 15 y 16 muestran los resultados con 100 mg / kg; n = 4 por grupo. La Fig. 3B muestra
un grafico de barras de las imagenes de la transferencia de tipo Western en la Fig. 3A. La Fig. 3C muestra una
transferencia de tipo Western que muestra los niveles de hexameros AR en extractos de cerebro de ratones B6
jovenes tratados con vehiculo salino o STI-571 a 20 mg / kg (n = 10 por grupo en total, solo n = 5 se muestran en la
transferencia de tipo Western). La Figura 3D muestra una cuantificacion en grafico de barras de las imagenes de la
transferencia de tipo Western en la Fig. 3C. Las Figs. 3E y 3F graficos muestran graficos de barras que indican los
niveles de hexameros A en extractos de cerebro (E) o plasma (F) de ratones B6 viejos tratados con vehiculo salino
0 STI-571 a 20 mg/ kg (n = 4 por grupo).

Se observo una reduccion de A dependiente de la dosis en el plasma (Fig. 3A-B) y la dosis mas alta redujo el AR
circulante en aproximadamente un 75 %. Se seleccion6 una dosis intermedia, de 20 mg / kg, para el estudio de los
efectos cerebrales. Esta dosis redujo los niveles en cerebro y plasma de AR en aproximadamente un 50 % en
ratones B jovenes y viejos (Figs. 3B y 3C). Se ha observado que estos niveles de AB son protectores en el modelo
de ratén R1. 40 (E.J. Lehman, y col., Hum Mol Genet 12, 2949 (2003)).

Estos resultados demuestran que el tratamiento con mesilato de imatinib STI-571 a corto plazo (una semana)
disminuye significativamente los niveles de AB en la sangre y el cerebro. Ademas, como el farmaco no atraviesa la
barrera hematoencefalica de forma apreciable a las concentraciones utilizadas en este estudio, los resultados
indican que el mesilato de imatinib STI-571 puede alterar indirectamente los niveles de AB en el cerebro mediante la
modulacion de la produccion de AR periféricamente.

Ejemplo 3
Identificacion de los genes modificadores 2 y 7 del cromosoma candidato

Los estudios descritos anteriormente demuestran que el A patogénico probablemente deriva del higado. Utilizando
la misma base de datos y la metodologia descrita anteriormente, los inventores también realizaron busquedas de
genes que se asignan en los intervalos de los cromosomas 2 y 7 y cuyas actividades en el higado variaron
hereditariamente entre las cepas de raton B6 y D2.

El marcador rs4226715 se encuentra en el cromosoma 7 en 80.138616 Mb, dentro del locus modificador para ese
cromosoma. Dos genes de este intervalo mostraron una heredabilidad de la expresién en el higado extremadamente
alta: El gen Ngrn y el gen CIB1. El gen Ngrn codifica la neugrina, una proteina ampliamente expresada de funcién
desconocida cuya expresién aumenta en algunos tipos de cancer y se ha asociado con la diferenciacion del
neuroblastoma (S. Ishigaki, y col., Biochem Biophys Res Commun 279, 526 (2002), S.R. Hustinx, y col., Cancer Biol
Ther 3, 1254 (2004)) y el gen Cib1 codifica la calmirina, una proteina miristoilada asociada a la membrana de unién
al calcio y a la integrina descubierta inicialmente por su interaccién preferente con presenilina 2 en las células HelLa
(S.M. Stabler, y col., J Cell Biol 14, 145, 1277 (1999)). Estos genes mostraron las correlaciones mas altas: valores
de Pearson r = 0,945, y r = - 0,913, respectivamente, ambas p < 4,99 e-39, (Figs. 5 y 4, respectivamente). Ngrn se
encuentra en el cromosoma 7 en 80,138736 Mb y Cib7 en 80,101507, ambos en consonancia con el locus del
modificador mapeado.

Como se sefald anteriormente, la calmirina tiene una interaccién demostrada con la presenilina 2. Sin embargo,
debido a que la distribucién de la calmirina en el cerebro no se correlaciona bien con la distribucién de presenilina en
el cerebro o las regiones mas susceptibles a la patologia EA, estudios previos han considerado su posible papel en
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la contribucion a la produccién de AR en el prosencéfalo, pero han pensado que este papel es improbable (M.
Blazejczyk, y col., Biochim Biophys Acta 1762, 66 (2006)). No obstante, la calmitina se expresa altamente en el
higado (S.M. Stabler, citado anteriormente). Una actividad sugerida de la calmirina es como un ligando proteico para
el canal de liberacion de Ca(2+) del receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (C. White, y col., J Biol Chem 281, 20825
(2006).), cuya actividad de puerta es aberrante e células de pollo transfectadas con genes de presenilina mutantes
(K.H. Cheung, y col., Neuron 58, 871 (2008)).

La heredabilidad de la expresion de ARNm de la calmirina hepatica era extremadamente alta. En cada cepa que
heredd sus genes Cib7 de los padres B6, la cantidad de ARNm de calmirina fue mayor que la cantidad observada en
las cepas que heredaron sus genes Cib1 de los padres D2 (Fig. 5A). Una cepa (linea 73) parece ser heterocigota en
la sonda, pero expresa cantidades de tipo D2 del ARNm de calmirina. Esto sugiere que la baja expresion de
calmirina en el higado disminuye la acumulacion de AB en el cerebro y protege a los ratones de sus efectos
adversos.

El tratamiento con un compuesto que disminuye la actividad de potenciacion de AR de calmirina deberia imitar a la
baja expresion del genotipo D2 y, por lo tanto, tener un efecto protector.

La neugrina tiene una correlacion inversa (Fig. 4). La abundancia de neugrina en el higado se correlaciona con
menor acumulacion de AR, lo que sugiere que el tratamiento con un compuesto que aumenta la neugrina deberia ser
protector.

El marcador rs3669981 se encuentra en el cromosoma 2 en 44,943029 Mb, dentro del locus modificador bastante
amplio para ese cromosoma. El gen Zfhx1b (44,810557 Mb), que codifica la proteina homeobox 1b en dedo de cinc,
mostro la correlacion mas alta: r = - 0,919, p = 4,99 e-39 (Fig. 5B). La proteina Zthxb1 es un correpresor de la
transcripcion que interacciona con Smad implicado en la sefializacion Wnt y hedgehog (G. Bassez, y col., Neurobiol
Dis 15, 240 (2004); G. Verstappen, y col., Hum Mol Genet 17, 1175 (2008); N. Isohata, y col., Int J Cancer 125, 1212
(2009).). Las variantes perjudiciales del gen causan el trastorno del desarrollo sindrome de Mowat-Wilson, que se
presenta con multiples déficit congénitos, que incluyen retraso mental (C. Zweier, y col., Am J Med Genet 108, 177
(2002)). Aunque el ARNm de Zfhx1b se expresa ampliamente durante el desarrollo, especialmente en el sistema
nervioso, en el raton adulto se expresa mucho mas altamente en el higado (G. Bassez, citado anteriormente). El gen
Zfhx1b se localiza en el cromosoma 2 en 44,810557 Mb, consistente con el locus modificador mapeado. La
heredabilidad de la expresion de ARNm en higado era extremadamente alta para este gen. En casi todas las cepas
que heredd sus genes Zfhx1bde los padres B6, la cantidad de ARNm de Zfhx1b fue mayor que en las cepas que
heredaron sus genes Zfhx1b de los padres D2 (Fig. 5B). Las cepas 12 y 36 difirieron en el genotipo en la sonda,
pero tuvieron niveles de ARNm similares. Estos datos sugieren que la baja expresion de Zfhx1b en el higado
disminuye la acumulacion de AR en el cerebro y protege a los ratones de sus efectos adversos. El tratamiento con
un compuesto que disminuye la actividad de Zfhx1b deberia imitar a la baja expresion del genotipo D2 y, por lo
tanto, tener un efecto protector.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en imatinib (STI-571), LY450139, GSI-953, Flurizan, el

compuesto E2012 y
Cl
OH H"\N \ ol

CHy

Compuesto 2

0 una variante impermeable del mismo a la barrera hematoencefalica, para su uso en la reduccion de la produccién
de AB en el tejido periférico de un sujeto que tiene o esta predispuesto a desarrollar un trastorno AB.

2. El compuesto para su uso de la reivindicacién 1, en del que el trastorno de AB es un trastorno cerebral de AB.
3. El compuesto para su uso de la reivindicaciéon 1 o 2, en el que el tejido periférico es higado.

4. El compuesto para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho compuesto tiene un
coeficiente de reparto menor de 2,0, preferentemente menor de 1,5, ain mas preferente menor de 1,0.

5. El compuesto para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho compuesto no atraviesa
sustancialmente la barrera hematoencefalica.

6. El compuesto para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el trastorno cerebral de AB es
enfermedad de Alzheimer.

7. El compuesto para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 formulado como un medicamento para
administracion oral.

8. El compuesto para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, formulado como un medicamento que
comprende ademas una cantidad eficaz de un segundo agente terapéutico para el tratamiento de un trastorno
cerebral de A.

9. El compuesto para su uso de la reivindicacién 8, en el que dicho agente terapéutico comprende un agente
seleccionado del grupo que consiste en cannabinoides, dimebom, prednisona, ibuprofeno, naproxeno, indometacina;
estatinas, moléculas selectivas del receptor de estrogenos, antihipertensores, alfa-bloqueantes, beta-bloqueantes,
alfa-beta bloqueantes, inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, bloqueantes de los receptores de
angiotensina, bloqueantes de los canales de calcio, diuréticos, AINE y antioxidantes.

10. El compuesto para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho imatinib esta en forma de
la sal mesilato.
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