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Relatério Descritivo de Patente de Invencéo
METODO E KIT DE DIAGNOSTICO DE DOENGCAS ASSOCIADAS A DISTURBIOS
- NEURODEGENERATIVOS

Campo da Invencao .
A presente invencdo refere-se a um método de deteccdo de

biomarcadores do liquido cefalorraquidiano. Particularmente, a invengéo revela
a ap‘Iicagéo de um biomarcador em um método de diagnostico de doengas
neurodegenerativas, partlcularmente a doenca de Alzheimer. A presente
invengao se situa nos campos da quimica e biotecnologia.

Antecedentes da Invengéo

Os avangos da medicina e dos cuidados de saude elevam a esperanca
de vida e diminuem a taxa de mortalidade, refletindo assim um estagio de

desenvolvimento social. No entanto, o aumento da expectativa de vida também

traz custos onerosos, como um aumento substancial de doencas relacionadas

ao envelhecimento, de carater neurodegenerativo, dentre as quais é possivel
citar a doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson, doenga de Huntington,
depresséo nervosa, amnésia, transtorno obsessivo-compulsivo, degeneragao
espinocerebelar, esclerose lateral amiotréfica, Esclérose multipla, Leucodistrofia,
degeneragao de Machado JoSeph, doencga de Pick entre outras.

Principalmente nos paises de baixo € médio rendimento, a doenga de
Alzheimer e outras deméncias sdo estigmatizadas como decorrentes do
pro’cesso normal de envelhecimento. A falta de percepgdo da doenga de
Alzheimer como uma condigdo médica prejudica o diagndstico e posterga o
inicio do tratamento, que muitas vezes s6 vem a ocorrer em fases muito
avangadas da doenga.

A doenca de Alzheimer € uma doenga multifatorial, resultando em varios
sintomas, o que consequentemente pode vir a prejudicar o processo de
diagnéstico e reconhecimento da doenga. Atualmente o diagndstico da doenga
decorre da avaliagéo clinica e sé pode ser.confirmado com analise histolégica do
cerebro post-mortem. |
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De acordo com Hampel et al, 2008, o diagnéstico da doenga pode ser
complementado com o uso de biomarcadores no fluido cefalorraquidiano, como
B—a‘rriiléide (AB42), proteina tau total (T-tau) e proteina tau hiperfosforilada (P-
tau). No entanto, segundo McKhann et al, 2011, os resultados podem ser
ambiguos ou imprecisos.

Estudos sobre a doenca relacionam a patologia com a neurotoxicidade
mediada por receptores de glutamato do subtipo N-metil-D-aspartatQ (receptores’
NMDA) (Chohan et al, 2006). Assim, a memantina, um antagonista dos
receptores NMDA, é aprovada para uso clinico em pacientes com doenga de
Alzheimer moderada a severa (Lipton, 2005; McKeage, 2009). ,

Os estudos de Mustafa et al, 2005 e Shleper et al, 2005, sugerem que a
D-serina, um co-agonista dos receptores NMDA, esta relacionada com a
neurotoxicidade mediada pelos receptores NMDA . A liberagdo aumentada de D-
serina foi encontrada em modelos experimentais de doenga de Alzheimer e pode
contribuir para a neurotoxicidade mediada pelo receptor NMDA (Brito-Moreira et
al, 2011; Wu et al, 2007; Wu et al, 2004). v

Fisher et al. observaram um aumento nos niveis de D-serina no liquido

- cefalorraquidiano recolhido post-mortem de dez individuos acometidos pela

doenca de Alzheimer em comparagado com cinco individuos-controle (Fisher et
al, 1998). Por outro lado, varios estudos com amostras de tecido cerebral post-
mortem obtidas de nimeros reduzidos de individuos observaram niveis similares
de D-serina entre portadores da doenca de Alzheimer e controles (Chouinard et
al, 1993; Kumashiro et al, 1995; Nagata et al, 1995). Em comum, estes estudos
nédo avaliaram niveis de D-serina em diferentes fases da doenga de Alzheimer e
a sua associacdo com outros biomarcadores, e utilizaram analises post-mortem
que nao sao Uteis para o diagnéstico in vivo.

Hashimoto et al. (2004) realizaram um estudo para determinar se os
niveis de D-serina e L-serina no sangue em pacientes com doenga de Alzheimer
eram alterados em comparagéo com 0s niveis no sangue de controles normais.
Os autores ndo encontraram uma diferenga estatisticamente significativa entre
os grupos. As medigdes neste estudo foram realizadas a partir do sangue e nio
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a partir do liquido cefalorraquidiano e os autores ndo propéem métodos para
avaliar a progressao do distarbio relacionado a doenca degenerativa.

De acordo com Fuchs, S. (2010), a D-serina vem sendo relacionada a
condigbes neurodegenerativas agudas e cronicas. Aponta que a patogénese de
tais condigbes esta relacionada a excitoxicidade provocada pela
superestimulagdo do receptor NMDA. Adicionalmente, revela métodos de
andlise de L-serina e D-serina, que consistem em técnicas cromatograficas de
separagéo quiral (cromatografia a gas e liquida), combinadas com detecgéo por.
espectrometria de massa para determinar as concentragbes de D-serina e
outros aminoacidos em fluidos biolégicos, como o liquido cefalorraquidiano.
Sugere que as concentragbes de D-aminoacidos podem auxiliar no processo de
diagnéstico, além de prover novos alvos terapéuticos para tratamento dos
distarbios relacionados. No entanto, ndao revela um método que relacione as
concentragdes de D-serina obtidas de um fluido biolégico com um método de
diagnéstico clinico, como, por exemplo, a escala de avaiiagéo' clinica de
deméncia CDR, além de n&ao sugerir meios para avaliar a progressao do
disturbio associado a doencga neurbdegenerativa. v

Foram realizadas buscas no ambito patentario a fim de encontrar
documentos publicados que foquem em métodos de diagnédstico da doenga de
Alzheimer.

O documento US2005221348 revela uma colegdo de marcadores
bioguimicos presentes no soro de pacientes, os quais sdo alterados em
pacientes com doenca de Alzheimer, e podem ser usados, em conjunto com
avaliagdo da funcao cogniti\}a, para diagnosticar, auxiliar no diagnéstico e/ou
medir a progressédo da doenca de Alzheimer em pacientes. O docum'entb
US2005221348 nao revela a utilizagédo especifica de D-serina como biomarcador
para diagnosticar ou medir o‘progresso da doenga de Alzheimer em pacientes.

Do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugérindo que a D-serina pudesse ser utilizada num
meétodo de diagnéstico e método de monitoramento de progresséo da doencga de
Alzheimer e outras deméncias associadas. '
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Assim, resta na técnica a necessidade de se encontrar um método
preciso para auxiliar o diagnostico clinico da doenga e agregar qualidade de vida

ao processo de envelhecimento.

Sumaério da Invencao

A invengdo aqui descrita apresenta um novo método de diagndéstico e
monitoramento da progressao de doengas neurodegenerativas, particularmente
da doenga de Alzheimer. O método se baseia em um novo biomarcador do
liquido cefalorraquidiano de um paciente, a D-serina, que em determinados
niveis caracteriza uma doenca especifica.

E um objeto da presente invengdo um método de diagndstico de
doengas associadas a disturbios neurodegenerativos compreendendo:

- detecgao de concentragédo de D-Serina em liquido cefalorraquidiano.

Em uma realizagao preferencial, o método compreende adicionalmente
associagao da concentragao de D-Serina detectada a um valor na escala CDR.

Em uma realizagéo preferencial, o liquido cefalorraquidiano é coletado
por pungéo lombar entre as vértebras L3 e L4 ou L4 e L5.

' Em uma realizagao preferencial, o método compreende a detecgéo de
D-serina realizada por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC).

Em uma realizagdo preferencial, o método adicionalmente compreende
nova deteccéo de concentracdo de D-Serina em liquido cefalorraquidiano em
periodo t posterior e estabelecimento de relagdo matematica entre a primeira
medi¢édo e segunda medigéo.

Em uma realizagao preferencial, o método compreende adicionalmente
pelo menos uma nova medigéo e pelo menos um novo estabelecimento de
relacdo matematica entre a medicéo atual e pelo menos uma medigéo prévia. |

Em uma realizagédo preferencial, o método prové diagndstico de
doengas associadas a disturbios neurodegenerativos, sendo pelo menos uma
dentre as seguintes: doenga de Parkinson, doenga de Huntington, doenga de
Alzheimer,  depressdo, amnésia, transtorno  obsessivo-compulsivo,
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degeneragdo espinocerebelar, esclerose lateral amiotréfica, esclerose multipla,
leucodistrofia, doenga de Machado Joseph e doenga de Pick.

Em uma realizagdo preferencial, o método prové diagnéstico de
doengas associadas a disturbios neurodegenerativos em que a doenga €
doenga de Alzheimer.

E também objeto da presente invengdo um kit para diagnéstico de
doengas associadas a distarbios neurodegenerativos, compreendendo pelo
menos um meio de coleta de liquido cefalorraquidiano e pelo menos um meio
de detecgéao de concentragéo de D-Serina.

Em uma realizagdo preferencial, o Kit compreende adicionalmente um
meio de associagao da concentragéo de D-Serina detectada a um padrao CDR.

Em uma outra reélizagéo preferencial, a detec¢do de D-serina ocorre
por metodologias de imunoensaio selecionados do grupo consistindo de: -
testes imunoenzimaticos, testes quimioluminescentes,
eletroquimioluminescentes, radioimunoensaios e combinagdes entre estes.

’ Em mais uma outra realizagdo preferencial, a deteccdo de D-serina
ocorre pela metodologia imunoenzimatica ELISA.
Estes e outros objetos da invengéo seréq imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serdo
descritos em detalhes suficientes para sua reprodugéo na descri¢do a seguir.

Descricdo das figuras

A figura 1 apresenta a relagdo dos niveis de D-serina no LCR de
diferentes grupos. As linhas horizontais representam o valor médio para cada
grupo de diagnéstico. Pontos de dados mostram os valores individuais. A
significancia estatistica € determinada por ANOVA de uma via seguida por
ajuste de Bonferroni para comparagdes mdiltiplas. DA, Doenga de Alzheimer.

A figura 2 apresenta relagéo entre os niveis de D-serina e CDR. As
linhas horizontais representam o valor médio para cada grupo. Pontos de
dados mostram os valores individuais. A significancia estatistica é determinada
por ANOVA de uma via seguida por ajuste de Bonferroni para grupos
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selécionados de CDR: 0,5, 1, 2 e 3 versus CDR 0. CDR, Escala de Deméncia

Clinica.

Descricdo Detalhada da Invencao

Conforme previamente descrito, um dos aspectos da presente invengéo
€ um novo método de diagndstico e monitoramento da progresséo de doengas
neurodegenerativas, que compreende quantificagdo dos niveis de um novo
biomarcador do liquido cefalorraquidiano, D-serina.

O método de diagnéstico de doengas associadas a disturbios
neurodegenerativos compreende detec¢do de concentragcdo de D-Serina em
liquido cefalorraquidiano. Preferencialmente, compreende ainda a associag&o
da concentragao de D-Serina detectada a um valor da escala CDR.

Preferencialmente, o liquido cefalorraquidiano é coletado por pungéo
lombar entre as vértebras L3 e L4 ou L4 e L5 e, preferencialmente, a détecgéo
é realizada por meio de cromatografia HPLC.

Adicionalmente, quando ndo ha possibilidade de se coletar o liquido
cefalorraquidiano das vértebras lombares, coleta-se o liquor de outras regides
do corpo humano como, por exemplo, das cisternas liquéricas.

Adicionalmente, a detecgcédo da D-serina pode ser realizada utilizando-se
outros metodos analiticos conhecidos na técnica, como, por exemplo:
cromatografia gasosa, cromatografia gasosa de alta resolugao, cromatografia
liquida classica, cromatografia supercritica, cromatografia de acordo com a
fase estacionaria, cromatografia de acordo com o modo de separagdo (por
adsorcgao, por particdo, por troca idnica, por afinidade, dentre outros).

A presente invencdo também apresenta um kit de diagnéstico de
doengas associadas a disturbios neurodegenerativos que compreende pelo
menos um meio de coleta de liquido cefalorraquidiano e pelo menos um meio |
de detecgéo de concentragéo de D-Serina. Preferencialmente, o kit apresenta
ainda um meio de associagdo da concentragdo de D-Serina detectada a um
padrao CDR.

Escala de Démencia Clinica (CDR)
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No contexto da presente inveng&o, o termo “escala de Deméncia Clinica
(CDR)” deve ser entendido um meio de classificar diversos graus de deméncia. '

Estabelecimento de Relacéo Matematica

No contexto da presente invengéo, o termo “estabelecimento de relagao
matematica” deve ser entendido como a utilizagdo de qualquer operagdo ou
operador matematico para estabelecer uma relagéo entre duas fungdes.
Realizacao Preferencial

O método de diagnéstico de doengas associadas a disturbios
neurodegenerativos compreende preferencialmente as etapas de:

1. Coleta de amostras do liquido cefalorraquidiano, através de pungéo
lombar, preferencialmente no espago entre as vértebras L3 e L4 ou L4 e L5;

2. Quantificacdo de D-serina por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia; ‘

Em uma realizagéo preferencial, o método compreende adicionalmente
associagdo numérica da concentragao de D-Serina detectada a um valor da
escala CDR. _

Em uma realizagao preferencial, para individuos com valor de D-serina
detectada superior a 8 umol/L, o valor da escala CDR é pelo menos 0,5.

Em uma realizagao preferencial, o método adicionalmente compreende
nova deteccdo de concentragdo de D-Serina em liquido cefalorraquidiano em
pevriodo t posterior e estabelecimento de relagdo matematica entre a primeira
medic&o e segunda medigao.

O método compreende adicionalmente pelo menos uma nova medi¢ao
e pelo menos um novo estabelecimento de relagdo matematica entre a
medigao atual e pelo menos uma medigéo prévia, possibilitando monitoramento
da progresséo da doenca.

_ Em uma realizagdo preferencial, o método prové diagndstico de
doencgas associadas a disturbios neurodegenerativos, sendo pelo menos uma
dentre doenga de Parkinson, doenga de Huntington, doenga de Alzheimer,
depressdo, amnésia, transtorno obsessivo-compulsivo, degeneragéo

espinocerebelar, esclerose lateral amiotréfica, esclerose multipla, leucodistrofia,
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doenga de Machado Joseph e doenga de Pick, dentre outras doengas
associadas a disturbios neurodegenerativos.

Em uma realizacdo preferencial, o método prové diagnostico . de
doencas associadas a disturbios neurodegenerativos em que a doenca € a
doenga de Alzheimer. v

Um outro objeto da presente invengéo é um Kit para diagnéstico de
doengas associadas a disturbios neurodegenerativos, compreendendo pelo
menos um meio de coleta de liquido cefalorraquidiano e pelo menos um meio
de deteccao de concentragao de D-Serina.

Em uma realizagdo preferencial, a deteccdo de D-serina ocorre por
metodologias de imunoensaio selecionados do grupo consistindo de: testes
imunoenzimaticos, testes quimioluminescentes, eletrogquimioluminescentes,
radioimunoensaios e combinag¢des entre estes.

Em uma realizacdo preferencial, o Kit compreende uma placa de 96
pocos, um anticorpo para D-serina, um anticorpo secundario e um leitor de
placas para metodologias de teste imunoenzimatico como, por exemplo,
ELISA. '

Em uma realizagao preferencial, o Kit compreende adicionalmente um
meio de associag&o da concentragao de D-Serina detectada a um padrao CDR.

Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
das inumeras maneiras de se realizar a invengao, contudo, sem limitar o
escopo da mesma.

Exemplo 1: Investigacdo dos niveis de D-serina no liquido

cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com possibilidade de ter doenca de
Alzheimer |

Foi analisado o nivel de D-serina em 4 grupos de pacientes:

O grupo 1 foi composto por 21 pacientes com doenga de Alzheimer,
recrutados do Centro da Doenga de Alzheimer do Instituto de Psiquiatria da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (IPUB/UFRJ), diagnosticados de
acordo com os critérios do NINCDS e DSM-IV.
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O grupo 2 foi composto por 9 pacientes diagnosticados com depresséo
de acordo com os critérios do DSM-IV.

O grupo 3 foi composto por 9 pacientes diagnosticados com hidrocefalia
de acordo com o CID-10, recrutados do laboratério Neurolife, no Rio de
Janeiro. |

O grupo 4 foi o grupo controle, composto por'10 individuos saudaveis.

Critério de inclusao para todos os grupos foi idade superior a 60 anos.

Critério de exclusao para todos os grupos foi consumo excessivo'de‘
cigarros (mais de 10 magos por ano) e consumo excessivo de alcool.

 As caracteristicas gerais de cada grupo estéo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas, clinicas e marcadores LCR dos

pacientes

Controle DA Depressdo Hidrocefalia Estatisticas
Idade, anos 70.7 (6.3) 72.1(8.4) 69.8 (5.8) 74.6 (7.4) 0.71 (0.55)
Sexo, 2/8 9/12 0/9 5/4 . 6.90 (0.01)*
masculino/feminino
Educagéo, anos 7.9(5.1) 4.8 (4.8) 2.7 (2.6). 7.6 (6.7) 2.66 (0.06)
MEEM 271 (1.3) 12.7 (6.2)° 244 (2.2) 27.2(1.8) 39.66 (0.0001>)"
Duragio dadoenga  N.A. 44.8 (28.2) N.A. 24.7 (13.6) N.A.
(meses)
IATI 1.95 (0.40) 0.74 (0.34)° 1.58 (0.62) 1.87 (0.56) 18.29 (0.0001)*

MEEM (Mini Exame do Estado Mental), questionario de 30 pontos para avaliar perdas
cognitivas. 1ATI (INNOTEST amyloid tau index), pontuagao que combina os niveis de AR42 e T-
tau, apontado como um biomarcador do LCR que auxilia no diagnéstico de doenga de
Alzheimer (DA) (Hustaert et al, 1999; Tabaraud et al, 2012)

Os valores da tabela 1 sdo apresentados como médias (desvio padrao).
Significancia estatistica € dada por ANOVA de 1 via, F (valor p), seguido por
ajuste Bonferroni para comparagées muiltiplas, exceto para sexo, o qual é dado
por um teste de x? (valor p). Asteriscos indicam diferenca significativa. As
caracteristicas individuais de cada paciente encontram-se na Tabela 2.
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‘Tabela 2 - Caracteristicas de cada paciente submetido a analise de

LCR.

aciente ; . .
rF\’lo/I da:,Ie CDR Duragéo da Educacédo MEEM Medllcadc;s E:;agnéstsco
(anos)/Sexo doenca (anos) (anos) atualmente clinico
C1/62/F 0 N.A. 16 27 N.A. Controle
C2/7TTIM 0 N.A. 6 27 N.A. Controle
C3/65/M 0 N.A. 9 29 N.A. Controle
C4a/76/M 0 N.A. 2 26 N.A. Controle
C5/67/F 0 N.A. 16 28 N.A. Controle
C6/73/F 0 N.A. 11 27 N.A. Controle
C7171/F 0 N.A. 6 26 N.A. Controle
C8/72/F 0 N.A. 4 27 N.A. Controle
Co/B1/F 0 N.A. 7 25 N.A. Controle
C10/63/F 0 N.A. 2 29 N.A. Controle
A1/64/F 2 4.2 0 4 C DA
A2/78/M 2 8.2 4 10 R DA
A3/61/F 3 1.5 4 9 No DA
A4/80/M 2 7.5 12 18 R DA
AS5/65/M 3 3 16 9 Mem and Ris DA
AB/T9/F 2 35 8 14 RandT DA
ATIT2/F 3 9 0 3 R,Ris,BandCl DA
A8/68/M 2 4 4 1 D DA
A9/83/F 1 5 5 22 R DA
A10/68/M 2 3 2 14 R, Ris and Cl DA
A/TTIF 2 35 4 11 R and Mem DA
A12/71/M 2 1.5 2 16 No DA
A13/82/F 2 1.8 0 17 D DA .
A14/59/F 1 7 16 23 R, Mem and Ris DA
A15/80/F 2 3 0 15 D and Ris DA
A16/75/M 1 3 1 23 Mem and CI DA
A17/61/F 2 1.2 4 13 Ris DA
A18/7T0M 3 2 4 3 R, Mem, Eand DA
A19/78/F 1 15 3 16 Mem and R DA
A20/58/M 3 35 8 3 D and Mir DA
A21/85/F 2 1.5 4 13 D, Ris and CI DA
D1/63/F 0 N.A. 4 26 Fland Ci Depresséo
D2/74/F 0.5 N.A. 4 25 Desv Depresséo
D3/65/F 0.5 N.A. 1 25 P Depresséo
DA4/77/F 0 N.A. 8 26 Bus and CI Depresséo
D5/63/F 0.5 N.A. 0 24 S Depresséao
D6/74/F 0.5 N.A. 4 24 Fl Depresséo
D7/64/F 0.5 N.A. 1 26 V and CI Depressao
D8/73/F 0.5 N.A. 0 19 No Depresséo
D9/75/F 0.5 N.A 2 25 C Depresséo
H1/71/M 0 2 8 27 N.A. _ Hidrocefalia
H2/81/F 0 1 10 28 N.A. Hidrocefalia
H3/68/F 0 3 12 29 N.A. Hidrocefalia
H4/78/M 0 2 12 25 N.A. Hidrocefalia
H5/74/F 0 4 2 29 N.A Hidrocefalia
H6/66/M 0 3 0 29 N.A Hidrocefalia
H7/66/M 0 0.5 0 28 N.A. Hidrocefalia
H8/80/F 0 1 8 25 N.A. Hidrocefalia
H9/87/M 0 2 16 25 N.A Hidrocefalia

CDR, Avaliagéo Clinica da Deméncia. MEEM, Mini Exame do Estado Mental. DA, Doenca de
Alzheimer. F, Feminino; M, Masculino. NA, Nao Aplicavel. C, Citalopram, R, Rivastigmina,
Mem, memantina, Ris, Risperidona, T, Trazodona, B, Biperideno, CI, Clonazepam, D,
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Donepezil, E, Escitalopram; Mir, Mirtazapina; Fl, fluoxetina; Desv, a desvenlafaxina, P,

paroxetina, Bus, Buspirona; S, sertralina, V, venlafaxina.

Foram coletadas amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) através de
pungao lombar entre as vértebras L3-4 ou L4-5, e imediatamente armazenadas
em congelador a temperatura de -80°C. Todas as pung¢des lombares foram
realizadas por volta de 11h da manha.

A analise dos niveis de aminoacidos (D-serina e L-serina) no LCR foi
realizada através de HPLC.

Os resultados obtidos encontram-se na descritos na Tabela 3 e

representados graficamente na Figura 1.

Tabela 3 - Niveis dos aminoacidos nas amostras de LCR

ANOVA
Controle DA - Depressdo Hidrocefalia F (valor p)
D-serina (umol/l) 2.45 (0.80) 12.22(1.78)* 7.14(3.28)° 5.08 (1.22)° 68.79 (0.0001)*
L-serina (umo/l) 27.52(9.28) 30.86 (4.99) 35.75(11.68) 29.27 (13.15) 1.40 (0.26)
Serina total (umol/) 29.97 (9.02) 43.07(4.22)° - 42.88(11.24)° 34.36 (12.43) 6.70 (0.001)*
Taxa D-ser/serina total  0.09 (0.04) 0.29 (0.05)' 0.17 (0.09)° 0.17 (0.08) 24.36 (0.0001)*

Valores sdo apresentados como médias (desvio padréo). DA, doenga de Alzheimer.
Significancia estatistica € dada por ANOVA de 1 via seguido por ajuste Bonferroni para
comparagdes multiplas. Asteriscos indicam diferenca significativa.

Os niveis de D-serina em pacientes com provavel doenga de Alzheimer
foram 5 vezes maiores do que o grupo saudavel, e duas vezes maiores do que

nos grupos Depressao e Hidrocefalia (Tabela 3 e Figura 1). Os niveis de D-
serina nos Grupos Depresséo e Hidrocefalia também foram significativamente
maiores do que o Grupo Controle.

A taxa de D-serina em relagédo a serina total também foi aumentada no
Grupo Doenga de Alzheimer em comparagdo com os outros grupos. O Grupo
Depress&o também apresentou taxas maiores de D-serina em relagéo “a serina
total em relagéo ao grupo controle.



10

15

20

12117

Os niveis totais de serina também foram maiores nos Grupos Doencga de
Alzheimer e Depressdo em comparagao aos outros grupos.

Com relagdo ao parametro MEEM, Tabelas 1 e 2, este foi
significativamente menor no Grupo Doenga de Alzheimer em comparagao com
os outros grupos. Assim, os niveis individuais de D-serina foram
significativamente e negativamente associados ao resultado do MEEM (r?=-
0,49, p<0,0001).

Exenﬁplo 2: Andlise do efeito de medicamentos sobre o nivel de D-serina

em pacientes com provavel doenca de Alzheimer.

Como discriminado na Tabela 2, o grupo de pacientes diagnosticados
com provavel doenga de Alzheimer foi composto por individuos, em sua
ma|or|a sob terapia medicamentosa.

A medicacdo psicotrépica utilizada nos pacientes era rivastigmina
(47,6%, n = 10), risperidona (38,1%, n = 8), memantina (28,6%, n = 6),
donepezil (23,8%, n = 5), clonazepam (19,0%, n = 4), citalopram (4,8%, n = 1),
trazodona (4,8%, n = 1), biperideno (4,8%, n = 1), escitalopram (4,8%, n=1), e
mirtazapina (4,8%, n = 1). Dois pacientes (9,5%) diagnosticados com doenga
de Alzheimer nao estavam tomando nenhuma medicat;éo.

Os hiveis de D-serina foram comparados entre pacientes tomando ou
nao medicagao, como consta na Tabela 4.

- Tabela- 4 — Comparagdo dos niveis de D-serina entre pacientes
diagnosticados com Alzheimer, tomando medicag¢do ou nao.

D-serina Rivastigmina Memantina Risperidona Clonazepam Donepezil

{(umol/) No Yes No Yes No Yes No Yes - No Yes

(N=11) (N=10) (N=15) (N=6) (N=13) (N=8) (N=17) (N=4) (N=16) = (N=5)

125 1.9 12.1 12.5 12.4 11.9 12.4 1.4 121 126
(1.84) (1.74) (1.82) (1.80) (1.71)  (1.94)  (1.78)  (1.89)  (1.78)  (1.91)

Test-t 0.80 (0.43) -0.45 (0.65) 0.71 (0.48) 0.97 (0.34) -0.50 (0.62)
(valor de p)
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Nenhum dos medicamentos mostrou efeito significante nos niveis de D-serina.
- Exemplo 3: Correlagéo dos niveis de D-serina e CDR

Do que se depreende da Tabela 2 apresentada no Exemplo 1, os
individuos do Grupo Controle apresentaram CDR 0; os pacientes do Grupo
Doenca de Alzheimer apresentaram CDR variando entre 1, 2 e 3; os pacientes
do Grupo Depressdao apresentaram CDR 0,5, os pacientes do Grupo
Hidrocefalia apresentaram CDR 0. ,

Assim, o estudo procedeu com os grupos estratificados de acordo com o
estagio clinico de demeéncia utilizando CDR. Como pode ser observado na
Figura 2, o grupo com CDR 0 (sem deméncia) apresentou niveis de D-serina
significativamente mais baixos em relagéo aos grupos com CDR 0,5, 1,2 e 3.

Exemplo 4: Comparacao entre IATI e os niveis de D-serina |

- O |ATI, da sigla em inglés INNOTEST amyloid tau index, € um teste que
cofnbina os niveis de AB42 (amiloide beta 42) e T-tau (proteina tau total), e que
vem sendo apontado como biomarcador do liquido cefalorraquidiano que pode
auxiliar no diagnostico da Doenca de Alzheimer. O IATI foi definido como
AB42/(240+1.18*T-tau).

O resultado do IATI foi significativamente inferior em individuos
acometidos pela Doenga de Alzheimer em comparagdo com 0s outros trés
grupos (Tabela 1). Assim, os niveis de D-serina foram significativamente e
negativamente associados aos resultados do IATI (r2=-0,41, p<0,0001).

Foi realizada uma comparagéo do resultado do IATI com os niveis de D-

.serina com relagdo ‘a especificidade e sensibilidade dos dois testes no

diagnostico de individuos com provavel doenga de Alzheimer (Grupo 1 do
Exémplo 1). O IATI mostrou 89,3% de sensibilidade e 80,9% de especificidade,
enquanto os teste da presente invengado, avaliando vos niveis de D-serina,
apresentou 92,9% de sensibilidade e 85,7% de especificidade (corte de 9,82
pmol/L).

_Exemplo 5: Analise da contribuicdo de diferentes regides cerebrais na

doenca de Alzheimer
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Foi analisada a cbntribuigéo de diferentes regides cerebrais para as
mudangas nos niveis de D-serina na doenc¢a de Alzheimer. Foram estudadas 3 .
regides que sdo afetadas em diferentes estagios da doenca: hipocampo, cortex
parietal e cortex occipital.

Foram estudados 32 casos com um diagnéstico neuropatolégico de
doenca de Alzheimer confirmado por neuropatologista experiente e 14 casos
sem alteragbes heuropatolégicas. Os casos foram divididos em 3 grupos:

Grupo Controle- casos sem deméncia e nenhuma neuropatologia.

Grupo CCL - pacientes com Comprometimento Cognitivo Leve com
CDR 0,5 e neuropatologia compativel com o estagio inicial da doenca de
Alzheimer. |

Grupo DA - constituido por casos com deméncia (CDR 1 2e3)e
neuropatologia da doenga de Alzheimer.

As amostras de tecido post-mortem foram obtidas do Banco de
Cérebros, Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, apés
autépsia realizada pelo Servico de Autépsia de Sao Paulo. A avaliagdo da
Deméhcia Clinica (CDR) foi determinada por entrevista validada conduzida
pelo informante/éuidador (Morris, 1993; Ferreﬁ et al, 2010).

O Grupo CCL devido a doenca de Alzheimer incluiu 10 casos com CDR
0,5, enquanto o Grupo DA incluiu 22 casos com CDR 1, 2 ou 3.

~ As caracteristicas gerais de cada grupo estéo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Caracteristicas demograficas dos grupos submetidos ‘a
analise post-mortem.

Controle CCL DA Estatisticas
Idade, anos (faixa) ¥ 74.4 (11.6) T 807 (6.4) 81.5(4.7)° 3.61 (0.04)*
Sexo, masculinoffeminino 8/6 4/5 6/14 1.39 (0.24)
intervalo Post-mortem, horas * 14.7 (3.4) 15.7 (6.2) 14.0(4.7) 0.48 (0.62)

Valores sdo apresentados como médias (desvio padrao). Significancia estatistica é
dada por ¥ ANOVA de 1 via, F (valor p) e teste x (valor p). '
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As caracteristicas individuais de cada individuo encontram-se
relacionadas na Tabela 6.
Tabela 6 — Caracteristicas de cada paciente cujo tecido cerebral post-

mortem foi submetido a analise.

ID/Idade  CDR IMP Diagnéstico Comorbidade Fumante Regiéo do
(anos)/Sexo - (horas) neuropatolégico cérebro
‘ estudada
Cc1/84M O 14,6 Controle HAS, DC fumante H,P,O
c2/65M 0 10,85 Controle TDM fumante H,P,O
C3/74M - 0 10,82 Controle DC fumante H, P
C4/95/M 0O 15,33  Controle " HAS, IC fumante H P, O
Cc5/89/M 0 14,17 Controle HAS, DM, DC, IC, S fumante H,P,O
C6/82/F 0 14,83 Controle HAS n&o fumante H,P,O
c7/81 M 0 9 Controle DC, TDM fumante (@)
C8/61/F 0 14,66 Controle Ausente ndo fumante O
CO/75/F 0 12,58 . Controle HAS, DM, DC nédo fumante O
C10/59/F O 14 Controle IC, AVE fumante (0]
C11/60/F O 20,42 Controle HAS, DM, DC fumante H
C12/64/F 0O - 21,5 Controle HAS nédo fumante H
c13/69/M 0 16,5 Controle HAS, DM fumante H
C14/83/M 0O . 16,92 Controle AVE ~ fumante H
M1/82/F 0,5 14,47 DA +DP HAS, DC nédo fumante H,P,0
M2/79/F 0,5 16,5 DA HAS, DM, DC ndo fumante H,P,0O
M3/86/M 0,5 17,83 DA DC,IC,D nédo fumante H,P,O
M4/80/M- 0,5 12,42 DA +DB HAS fumante H,P,O
M5/73/F 0,5 14,5 DA + DAV HAS, DC, IC, S ndo fumante H,P,O
M6/71/M 0,5 8,67 DA HAS, IC ndo fumante H
M7/92/F 0,5 27,83 DA Ausente ndo fumante H
M8/84/F 0,5 8,33 DA HAS, DM, DC nao fumante H
A1/89/F 1 24,72 DA + Dpi HAS, DM, IC fumante H,P,O
A2/84/F 1 23,18 DA+DB+DP AVE . fumante H P, O
A3/69/M 1 7,43 DA HAS, DM,DC fumante H P, O
A4/85/M 1 14,3 DA . HAS, DM, DC fumante H
A5/82/F 2 13,5 DA HAS, AVE nao fumante H,P,0O
AB/72IM 2 7,78 DA HAS, DM, AVE fumante H,P, O
A7I81/F 2 13,88 DA DAH, DM, DC, AVE né&o fumante H,O
A8/83/F 3 10,77 DA Ausente nao fumante H,P,0O
A9/TTIF 3 10,83 DA Ausente nédo fumante H,P,O
A10/80/F 3 8,33 DA HAS, DC, D fumante (0]
A11/81/F 3 15,92 DA + Dpi DC n&do fumante O
Al12/84M 3 - 12,33 DA HAS, AVE fumante H, P, O
A13/80/F 3 8,08 DA + DB HAS, AVE fumante (o]
A14/83/F 3 - 12,05 DA Ausente nao fumante’ H,P,O
A15/84/F 3 12,92 DA HAS néo fumante H
A16/82/IM 3 15,33 DA DM, DC fumante H
A17/81/F 3 10,67 DA ~ Ausente ndo fumante H
A18/86/F 3 17,08 DA HAS, DM, AVE nédo fumante H
A19/87/F 3 17,72 DA Ausente nao fumante - H
A20/80/M 3 18,6 DA IC ndo fumante H

INP, " Inventario Neuropsiquiatrico; IMP, intervalo post-mortem, H, Hipocampo, P, cértex
parietal; O, cortex occipital; HAS, Hipertensao Arterial Sistémica; DM Diabetes Mellitus; DC,
doenga coronariana; TDM, Transtorno Depressivo Maior; IC, Insuficiéncia Cardiaca; AVE,

acidente vascular encefalico, D, Dislipidemia; EAP, edema agudo de pulmao; AAR, aneurisma
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de aorta roto; 1AM, Infarto Agudo do Miocardio; TP, Tromboembolismo Pulmonar, P, .
Pneumonia, CP; cancer de pancreas, HP, hemopericardio; DA, doenga de Alzheimer; DB,
doenga de Braak; DP, doenga de Parkinson; DAV, doenga amiléide vascular; DPI, doenga

pulmonar intersticial.

O tecido post-mortem foi homogeneizado em tampao contendo 20 mM
Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM EDTA e coquetel de inibidores de protease (“Roche
complete mini”). Os niveis de aminoacidos (D-serina e L-serina) foram
analisados no homogeneizado de tecido por HPLC.

~ Os resultados obtidos encontram-se relacionados na Tabela 7.

Tabela 7 — Aminoacidos em amostras de tecido cerebral post-mortem.

Controle CCL DA ANQVA
F (valor p)

Hipocampo :
D-serina (pmoll) 21.2 (18.3) 49.3 (17.6)° 33.4 (18.6) 6.77 (0.004)*
L-serina (umol/l) 1306 (619) 1152 (820) 989 (613) 0.70 (0.51)
Serina total (umol/l) 1327 (601) 1207 (831) 1117 (771) 0.24 (0.79)
Taxa D-ser/serina total 0.026 (0.027) 0.061 (0.033) 0.043 (0.022) 3.18 (0.06)

Cortex Parietal
D-serina (umol/l) 12.0 (3.94) 28.9(9.62) 36.0 (16.68)° 6.64 (0.007)*
L-serina (umol/l) 2478 (1044) 3098 (722) 2383 (1109) 0.37 (0.70)
Serina total (umol/i). 2490 (1043) 3121 (707) 2421 (1111) 0.36 (0.71)
Taxa D-ser/serina total 0.005 (0.003) 0.008 (0.007) - 0.018 (0.012) 3.39 (0.07)

Cortex Occipital
D-serina (umol/l) 1.70 (0.74) 1.32 (1.33) 1.70 (0.99) 0.31 (0.74)
L-serina (pmoll) 72.4 (21.6) 131.9 (42.7) 114.8 (64.7) 2.81(0.08)
Serina total (umoll) - 74.1 (21.9) 133.2 (42.6) 128.0 (82.8) 2.37 (0.11)
Taxa D-ser/serina total 0.024 (0.010) 0.010 (0.010) 0.019 (0.015) 1.82(0.18)

Os valores da tabela 7 sao apresentados como médias (desvio padrao).
Significancia estatistica é dada por andlise de variancia (ANOVA) seguido por
ajuste Bonferroni para comparagdes mdltiplas. Asteriscos indicam diferenca
significativa.

Da Tabela 7 depreénde-se que os niveis de D-serina no Hipocampo
foram significativamente maiores no Grupo CCL em comparagdo com o
controle. No Cortex Parietal os niveis de D-serina foram significativamente
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maiores no Grupo DA em comparagao com o controle. Ja no Cértex Occipital,
os niveis de D-serina nao foram significativamente diferentes entre os grupos.
Tais conclusdes também podem ser visualizadas na Figura 2. '

Quanto aos niveis de L-serina, serina total e taxa D-serina/serina total,
nao foi observada diferenga significativa entre os grupos analisados.

'Dess_a forma, o método da presente invengdo que compreende a
detecgcao da concentragdo de D-serina em liquido cefalorraquidiano possibilita
diagnosticaf e/ou medir o progresso de doengas associadas a disturbios
neurodegenerativos, como por exemplo doenga de Alzheimer, de forma precisa
e rapida, auxiliando no tratamento e agregando qualidade de vida durante o
envelhecimento do paciente.

~ Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderéo -reproduzir a inven¢do nas modalidades aprésentadas e em outros
variantes, abrangidos no escopo das reivindicagées anexas.
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Reivindicacdes
METODO E KIT DE DIAGNOSTICO DE DOENGAS ASSOCIADAS A DISTURBIOS

NEURODEGENERATIVOS

1. Método de Diagnéstico de doengas associadas a  disturbios
neurodegenerativos  caracterizado por compreender detecgdo de
concentragdo de D-Serina em liquido cefalo'rraquidiano.

2.  Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por
adicionalmente compreender associagdo da concentracdo de D-Serina
detectada a um valor da escala CDR.

3. Método, de acordo com as reivindicagbes 1 ou 2, caracterizado
pelo liquido cefalorraquidiano ser coletado por pungéo lombar entre as
vértebras L3 e L4 ou L4 e L5.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3,
caracterizado pela detecgéo ser realizada por meio de cromatografia HPLC.

5. Meétodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4,
caracterizado por adicionalmente. c:)mpreender nova deteccao de
concentracdo de D-Serina em liquido cefalorraquidiano em periodo t posterior e
entre a primeira medi¢do e segunda medigao.

6. - Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5,
caracterizado por compreender adicionalmente pelo menos uma nova
medigao e pelo menos um novo estabelecimento de relagdo matematica entre
a medicédo atual e pelo menos uma medigéo prévia.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
caracterizado pela doenga associada a disturbios neurodegenerativos ser pelo
menos uma dentre Doenga de Parkinson, Doenga de Huntington, Doenca de
Alzheimer, Depressdo, Amnésia, Transtorno Obsessivo-Compulsivo,
Degeneragdo Espinocerebelar, Esclerose Ilateral amiotréfica, Esclerose
multipla, Leucodistrofia, Doenga de Machado Joseph, Doenga de Pick,
Acidente Vascular Encefalico, Epilepsia, Polineuropatia, Sindrome de Dor
Crdnica.



10

15

2/2

8. - Método, de acordo com qualquer uma das reivindicavgc”)es 1a7,
caracterizado pela doengé associada a disturbios neurodegenerativos ser a .
doencga de Alzheimer.

9. Kit de diagnéstico de doengas associadas a disturbios
neurodegenerativos, caracterizado por compreender pelo menos um meio de
coleta de liquido cefalorraquidiano e pelo menos um meio de detecgdo de
concentragao de' D-Serina.

10. Kit, de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado pela
detecg¢édo de D-serina por metodologias de imunoensaio selecionadas do grupo
consistindo de: testes imunoenziméti‘cos, testes quimioluminescentes,
eletroquimioluminescentes, radioimunoensaios e combinagdes entre estes.

11. Kit, de acordo com as reivindicagdes 9 ou 10, caracterizado pelo
teste imunoenzimatico ser do tipo ELISA.

12. Kit, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 9 a 11,
caracterizado por compreender adicionalmente um meio de associagido da
concentragéo de D-Serina detectada a um padrao CDR.
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- Resumo
METODO E KIT DE DIAGNOSTICO DE DOENGAS ASSOCIADAS A DISTURBIOS

NEURODEGENERATIVOS

A invengao aqui descrita apresenta um novo método de diagnoéstico e
monitoramento da progress&o de doengas neurodegenerativas, particularmente
da doenga de Alzheimer. O método se baseia na determinagéio de Um novo
biomarcador no liquido cefalorraquidiano de um paciente, a D-serina, que em
determinados niveis caracteriza uma doenca especifica. E também objeto da
presente invengéo, um kit para diagnéstico de doengas associadas a distarbios
neurodegenerativos. A presente invengao se situa nos campos da quimica e

biotecnologia.
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