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METODOS Y PRODUCTOS DE FARMACO PARA TRATAR
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Solicitudes Relacionadas

La presente solicitud reclama el beneficio de acuerdo con 35
U.S.C. § 119(e) de la Solicitud de Patente Provisional
Norteamericana No. 61/431,370, presentada el 10 de enero del
2011.

Campo de la Invencion

La presente invencién se refiere a un método y producto de
farmaco para tratar a un sujeto que esta en riesgo de desarrollar
enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes de la Invencidn

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad
neurodegenerativa, y la causa mas comun de demencia. Esta
enfermedad se manifiesta como una disminuciéon gradual, aunque
progresiva, en la memoria, habilidades de pensamiento vy
comportamiento, que se acelera en forma relativa al
envejecimiento normal (Reitz et al. 2011 Nat Rev Neurol 7: 137-
152). Eventualmente, los pacientes no tienen la capacidad de
reconocer a los familiares o a llevar a cabo las tareas mas
simples. La enfermedad de Alzheimer, en estos tiempos, es la
sexta causa principal de muerte en los Estados Unidos de América
(E.L).#A.).

Existen dos formas predominantes de la enfermedad:
enfermedad de Alzheimer familiar, que es originada normalmente
por mutaciones dominantes en uno de los tres genes (APP,
PSEN1 o PSEN2). Esta forma de Ia enfermedad es wuna
enfermedad rara y devastadora, en donde su desarrollo comienza
en una edad mediana. La segunda y mas comun forma de la
enfermedad, es la enfermedad de Alzheimer de desarrollo
Esporadico o Tardio (en lo sucesivo llamada "enfermedad de
Alzheimer” o “AD"). El desarrollo de la enfermedad de Alzheimer
normalmente ocurre después de la edad de 62 afos.

Conforme incrementa la longevidad humana y de Ila
poblacién a nivel mundial, de igual manera incrementan los
nimeros de personas afectadas globalmente por la enfermedad de
Alzheimer. Los costos estimados a nivel mundial de demencia, de
la cual la enfermedad de Alzheimer abarca hasta el 80% de los
casos, fue de $604 billones de ddlares en los Estados Unidos de
América en el 2010, lo cual es mayor al 1% del GDP E.U.A. (Wimo
and Prince 2010 World Alzheimer Report 2010: The Global
Economic Impact of Dementia 1-93). El costo de los cuidados para
pacientes con Alzheimer en los Estados Unidos de América, se
espera que incremente de $172 millones de ddélares en los
Estados Unidos en el 2010, a $1.07 Trillones de dolares en los
Estados Unidos de América en el 2050 (Alzheimer’s Association.
“Changing the Trajectory of Alzheimer’'s Disease: A National
Imperative (2010)").

En la actualidad, los pocos farmacos que son aprobados
para el tratamiento de esta enfermedad proporcionan cierta
liberacién sintomatica, aunque esto normalmente es de duracion
relativamente corta, y las terapias no alteran el curso del
progreso de la enfermedad ((Alzheimer’'s Association. “Changing
the Trajectory de Alzheimer's Disease: A National Imperative
(2010)”). Se necesitan urgentemente terapias que retrasen el
desarrollo de la enfermedad, reduzcan el rango del progreso de la
enfermedad o que puedan hacer las dos cosas. Las terapias que
pueden lograr cualquiera de estas metas, reduciran el numero de
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individuos con la enfermedad, o reduciran el nimero de individuos
con las etapas de la enfermedad mas avanzadas y debilitantes
(Brookmeyer et al. 2007 Alzheimers Dement 3: 186-191). Esta
proyectado que si el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer es
retardado 5 afios debido a la disponibilidad de una terapia de gran
avance en el 2015, el 43% de los 13.5 millones de ciudadanos
Norteamericanos que se espera tengan la condicién en 2050,
pueden no tener la enfermedad, y habra menos personas con la
enfermedad avanzada.

El factor de riesgo principal para la enfermedad de
Alzheimer es la edad, y la prevalencia de la enfermedad
incrementa con la edad (aproximadamente el 10% de los
individuos de aproximadamente 65 afios, y aproximadamente el
50% de los individuos de aproximadamente 85 afios). La
incidencia de la enfermedad se duplica cada 5 afios después de
los 65 afios de edad, con el diagnostico de aproximadamente 1275
nuevos casos por afio por 100,000 personas mayores a 65 anos
de edad (Querfurth et al., 2010 NEJM 362:4). Tanto hombres como
mujeres son afectados por la enfermedad de Alzheimer, aunque
las mujeres generalmente representan un mayor porcentaje en los
casos en general (rigurosamente del 60% al 40%), posiblemente
debido a la mayor longevidad. Las personas que padecen la
enfermedad de Alzheimer tienden a vivir en promedio de
aproximadamente 3 a 9 afios después del diagnostico.

El alelo de épsilon 4 de APOE, ha sido asociado previamente
con el riesgo incrementado de desarrollar la enfermedad de
Alzheimer. (Pericak-Vance et al. 1991 Am J Hum Genet 48: 1034-
1050; Martin et al. 2000 Am J Hum Genet 67: 383-394; Patentes
Norteamericanas Nos. 6,027,896 y 5,716,828 de Roses et al.). La
relacion es el numero de copias dependientes (Yoshizawa et al.
1994 Ann Neurol 36: 656-659). Es decir, un transportador de dos
alelos APOE4 es mas probable que desarrolle enfermedad de
Alzheimer de desarrollo tardio (LOAD) que un transportador
unicamente un alelo APOE4, y en una etapa mas temprana
(Corder et al. 1993 Science 261, 921-3).

Sin embargo, los alelos APOE4 unicamente abarcan
rigurosamente el 50% del riesgo heredado del desarrollo tardio de
la enfermedad de Alzheimer. Una explicacion es que APOE4 esta
sirviendo meramente como un marcador sustituto para algo en el
desequilibrio de ligadura cercano. Alternativamente, considerando
el reciente descubrimiento de un papel mecanico para APOE4 en
la toxicidad mitocondrial, los efectos negativos de APOE4 pueden
ser abrogados o exacerbados por otro producto de gen que puede
ser codificado en forma cercana (Chang et al. 2005 Proc Natl
Acad Sci U S A 102: 18694-18699).

Los sintomas de la enfermedad de Alzheimer estan marcados
principalmente por déficit cognitivos incluyendo dafo a la
memoria, disfuncion de lenguaje, y habilidades visuoespaciales;
dafio funcional que puede abarcar aspectos ocupacionales Yy
sociales (por ejemplo actividades de la vida diaria); y sintomas de
comportamiento que incluyen depresiéon, ansiedad, agresion vy
psicosis, los cuales, también pueden aparecer conforme |la
enfermedad progresa en severidad.

En la actualidad, el diagnéstico ambiguo de la enfermedad
de Alzheimer requiere descubrimientos clinicos de déficits
cognitivos consistentes con AD, y la identificacion post-mortem de
las patologias del cerebro consistentes con AD. El término
demencia AD se utiliza para describir la demencia que se debe a
las patofisiologias de la enfermedad de Alzheimer. El término
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“enfermedad de Alzheimer probable” se utiliza en la vida, cuando
un sujeto demuestra caracteristicas clinicas de la enfermedad de
Alzheimer, y cuando se excluyen otras posibles causas biolégicas
de demencia (por ejemplo, enfermedad de Parkinson o ataque).

Actualmente existe una variedad de métodos aceptados en la
técnica para el probable diagnéstico de la enfermedad de
Alzheimer. Normalmente, estos métodos son utilizados en
combinacion. Estos métodos incluyen determinar la capacidad que
tiene un individuo de llevar a cabo las actividades diarias e
identificar los cambios en comportamiento y en personalidad. La
demencia del tipo AD, también esta caracterizada normalmente
por una presentaciéon amnésica (déficit de memoria) o déficit en la
funcién de lenguaje, visuoespaciales 0 ejecutiva. La
capacidad/dafio cognitivo pueden determinarse a través de
métodos bien aceptados en la técnica, incluyendo pero sin
limitarse a, instrumentos validados que evaltan la cognicidn
global (por ejemplo la Mini Revision de Estado Mental Modificado
(Modified Mini Mental State Examination) (3MS-E)), y dominios
especificos tales como memoria visual y verbal (Revisado) (por
ejemplo, Brief Visuospatial Memory Test (BVMT-R) y la Prueba de
Aprendizaje Verbal de Hopkins (Hopkins Verbal Learning Test)
(Revisado) (HVLT-R), respectivamente), lenguaje (por ejemplo la
prueba de Fluidez Verbal Generativa (Generative Verbal Fluency
Test) (GVFT)) y la funcién y atencién ejecutiva (por ejemplo, la
Prueba de Duracién de Digito (the Digit Span Test) (DST)). La
demencia debido a AD también es definida por el desarrollo
insidioso y un historial de empeoramiento en el desempefo
cognitivo. Los criterios para la “probable enfermedad de
Alzheimer”, fueron actualizados recientemente por un grupo de
trabajo del National Institute de Aging-Alzheimer’'s Association
(McKhann et al. 2011 Alzheimers Dement 7: 263-269). Este grupo
de trabajo recomenddé que, para personas que presentan primero
las caracteristicas clinicas centrales de demencia de enfermedad
de Alzheimer, la evidencia de biomarcadores asociados con la
enfermedad puede incrementar la certeza del diagnostico.

En virtud del hecho de que mas de 4.5 millones de personas
en los Estados Unidos de América solamente, padecen de
enfermedad de Alzheimer (y este numero continuara creciendo
conforme envejece la poblacién, la naturaleza degenerativa y
debilitante cruel e implacable de la enfermedad de Alzheimer
conforme se desarrolla, y los altos costos asociados con el
cuidado de las personas que padecen de la enfermedad de
Alzheimer, existe una necesidad real e inmediata de una terapia
meédica efectiva que pueda retardar el desarrollo de la enfermedad
de Alzheimer.

Breve Descripcién de la Invencion

Aqui se proporcionan composiciones que incluyen
pioglitasona de baja dosis, en donde las composiciones son utiles
para tratar dafo cognitivo leve (por ejemplo, dafio cognitivo del
tipo de Alzheimer). En algunas modalidades, el tratamiento
incluye retardar el desarrollo del dafio cognitivo leve. En algunas
modalidades, el tratamiento incluye retardar el desarrollo del dafio
cognitivo leve en un sujeto cognitivamente normal. En algunas
modalidades, el retraso incluye retardar el desarrollo del dafo en
la memoria de episodios.

En algunas modalidades, el tratamiento incluye retardar el
desarrollo de dafio cognitivo leve en un sujeto humano que tiene
riesgo incrementado de desarrollar dafo cognitivo en los
siguientes 5 a 7 afios, en donde el dafio esta basado en la edad
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del sujeto, o basado en la edad del sujeto y el genotipo TOMM40
rs10524523.

En algunas modalidades, la pioglitazona de dosis bajas se
administra en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo que
tiene de 0.5, 1, 1.50 2, a 6, 8, 10 o 12 miligramos de pioglitazona
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

También se proporciona el uso de pioglitazona de dosis baja
en la fabricacion de una formulacion farmacéutica para el
tratamiento de dafo cognitivo leve (por ejemplo, dafio cognitivo
del tipo Alzheimer). En algunas modalidades, la formulacion
farmacéutica es una tableta. En algunas modalidades, la
formulacion farmacéutica es una capsula. En algunas
modalidades, la formulacién farmacéutica es una pastilla. En
algunas modalidades, la formulacion farmacéutica es un liquido.
En algunas modalidades, la formulacion farmaceutica es un solido
o semi-sélido.

También se proporciona una composicion que incluye
pioglitazona de dosis baja para utilizarse en el tratamiento de
disminucion cognitiva.

Se proporcionan ademas métodos para tratar dafo cognitivo
leve (por ejemplo, dafio cognitivo del tipo de Alzheimer) en un
sujeto humano que necesita del mismo, en donde los métodos
comprenden administrar al sujeto pioglitazona de dosis baja. En
algunas modalidades, el tratamiento incluye retardar el desarrollo
de dafo cognitivo leve. En algunas modalidades, el tratamiento
incluye retardar el desarrollo de dafio cognitivo leve en un sujeto
cognitivamente normal. En algunas modalidades, el retraso
incluye retardar el desarrollo de dafio en la memoria de episodios.

En algunas modalidades, el sujeto esta en riesgo
incrementado de desarrollar dafio cognitivo del tipo Alzheimer en
los siguientes 5 a 7 afios, estando basado el riesgo en la edad del
sujeto, o basado en la edad del sujeto y el genotipo rs10524523
("56238).

En algunas modalidades, el sujeto tiene al menos 50, 55, 60,
62, 68, o 70 afnos de edad.

En algunas modalidades, el sujeto es un sujeto Caucasico.
En algunas modalidades, el sujeto es un sujeto no Caucasico.

En algunas modalidades, el sujeto no tiene uno o dos alelos
APOE2.

En algunas modalidades, se administra pioglitazona de dosis
baja en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, teniendo
de 0.5, 1, 1.5 0 2, a 6, 8, 10 o 12 miligramos de pioglitazona. En
algunas modalidades, |la administracién es una vez al dia.

En algunas modalidades, la pioglitazona se proporciona
como, o se administra en una dosificacion que proporciona una
AUC de aproximadamente 0.15 pgeh/mL hasta aproximadamente
3.6 puge*h/mL. En algunas modalidades, la pioglitazona se
proporciona en la forma de, o se administra en una dosificacion
que proporciona una AUC de 0.12 pgeh/mL a 4.5 pg-h/mL. En
algunas modalidades, la pioglitazona se proporciona en la forma
de, o se administra en una dosificacion que proporciona una AUC
de 0.12 ygeh/mL a 3.4 pyg+h/mL.

También se proporcionan métodos para tratar la disminucion
cognitiva en un sujeto humano que necesita de los mismos, que
incluyen administrar al sujeto pioglitazona de dosis baja.

Se proporcionan aun ademas métodos para determinar el
riesgo incrementado de desarrollar dafio cognitivo del tipo
Alzheimer en un sujeto humano, en una edad o rango de edad
predeterminado que incluye:
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detectar de una muestra bioldgica del sujeto el genotipo ‘523
del sujeto, en donde cada alelo de ‘523 es asignado como:

(a) corto (S, menos de 19 residuos T);

(b) largo (L, 19 a 29 residuos); o

(¢) muy largo (VL, 30 o mas residuos); y

determinar a partir del genotipo ‘523, si el sujeto esta en un
riesgo incrementado en desarrollar dafio cognitivo del tipo de
Alzheimer en la edad o rango de edad predeterminada, en donde:

(1) edad mayor a aproximadamente 62 y L,L o L,VL indica
riesgo incrementado;

(2) edad mayor a aproximadamente 62 y VL, VL no indica
riesgo incrementado;

(3) edad mayor a aproximadamente 74 vy S,L indica riesgo
incrementado;

(4) edad mayor a aproximadamente 77 y S,S indica riesgo
incrementado; y

(5) edad mayor a aproximadamente 76 y S,VL indica riesgo
incrementado.

En algunas modalidades, la determinacion incluye ademas
detectar a partir de una muestra biolégica de del sujeto, el
genotipo APOE del sujeto, en donde la presencia de un alelo
APOE2 en el genotipo indica que el sujeto no esta en riesgo
incrementado.

También se proporcionan métodos para determinar si se
administra pioglitazona de dosis baja a un sujeto humano para el
tratamiento de dafo cognitivo del tipo de Alzheimer, que incluye:

detectar a partir de una muestra bioldégica del sujeto el
genotipo ‘523 del sujeto, en donde cada alelo es asignado:

(a) corto (S, menos de 19 residuos T);

(b) largo (L, 19-29 residuos); o

(c) muy largo (VL, 30 o més residuos); y

determinar a partir del genotipo ‘523 y de la edad del sujeto
humano, si se administra pioglitazona de dosis baja al sujeto para
el tratamiento de dafio cognitivo del tipo de Alzheimer, en donde:

(1) la edad mayor a aproximadamente 62 y L,L o L,VL indica
tratamiento;

(2) la edad mayor a aproximadamente 62 y VL.VL no indica
tratamiento;

(3) la edad mayor a aproximadamente 74 y S,L indica
tratamiento;

(4) la edad mayor a aproximadamente 77 y §,S indica
tratamiento; y

(5) la edad mayor a aproximadamente 76 y S,VL indica
tratamiento.

En algunas modalidades, la determinacion incluye ademas
detectar a partir de la muestra bioldgica del sujeto, el genotipo
APOE del sujeto, en donde la presencia de un alelo APOE2 en el
genotipo no indica tratamiento.

En algunas modalidades de cualquiera de los meétodos o
composiciones anteriores, el sujeto tiene una cognicién normal.

Aun ademdas se proporcionan métodos para retardar el
desarrollo de enfermedad de Alzheimer, en donde el método
comprende (a) detectar una variante para el gen TOMM40 en un
sujeto que esta en riesgo de desarrollar enfermedad de
Alzheimer, y (b) administrar un producto de farmaco que contiene
pioglitazona de dosis baja o sal de pioglitazona efectiva, al sujeto
en riesgo detectado con la variante TOMMA40 para retardar el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Por ejemplo, la
presente invencion contempla (a) detectar una variante del gen de
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TOMM40, tal como el alelo poli-T largo (mas de 19 residuos de
Timidina), en un sujeto que estd en riesgo de desarrollar
enfermedad de Alzheimer, y (b) administrar una cantidad efectiva
de una pioglitazona de dosis baja o un producto de farmaco de sal
de pioglitazona al sujeto que esta en riesgo detectado con la
variante del alelo poli-T del gen de TOMM40, quien por ejemplo,
puede estar en un estado cognitivo normal, para retardar el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

También se proporcionan métodos para retardar el desarrollo
de una o mas etapas de progreso a la enfermedad de Alzheimer,
tal como la etapa de dafio cognitivo leve, la etapa de dafo
cognitivo leve amnésico, la etapa de enfermedad de Alzheimer
preclinica y/o la etapa de enfermedad de Alzheimer prodromal, en
un sujeto que estad en riesgo de desarrollar enfermedad de
Alzheimer, en donde el método comprende: (a) detectar en un
sujeto que esta en riesgo de desarrollar la enfermedad de
Alzheimer una variante del gen TOMMA40, tal como un alelo poli-T
largo (mas de 19 residuos de Timidina); y (b) administrar un
producto de farmaco que contiene una cantidad efectiva de
pioglitazona de dosis baja o una sal de pioglitazona al sujeto en
riesgo, en quien se ha detectado que la variante TOMM40 retarda
el desarrollo de una o mas de las etapas que progresan a la
enfermedad de Alzheimer, incluyendo cualquier dafio cognitivo u
otra etapa, para retardar el desarrollo de enfermedad de
Alzheimer en el sujeto en riesgo. Debera quedar entendido, que
de acuerdo con este método de la presente invenciéon, el sujeto en
riesgo, al momento de la deteccion de la variante y/o tratamiento
TOMM40, puede estar en una etapa cognitiva normal o en
cualquiera de las etapas que progresan a la enfermedad de
Alzheimer.

El resumen anterior no esta proyectado para describir cada
modalidad descrita o cada implementacion de la presente
invencién. La descripcion que se encuentra a continuacion,
ejemplifica de manera mas particular modalidades ilustrativas. En
diversos lugares a lo largo de la solicitud, se proporciona guia a
través de listas de ejemplos, en donde los ejemplos pueden ser
utilizados en varias combinaciones. En cada caso, la lista
mencionada ha sido Gnicamente como un grupo representativo y
no debe ser interpretada como una lista exclusiva.

Breve Descripcién de las Figuras

La figura 1, presenta imagenes fMRI| de cerebro de rata en
multiples dosis de PIO relativas al control de vehiculo. El panel
superior muestra la sefial fMRI| promedio del grupo en la linea de
base; el panel inferior ilustra la sefial fMRI promedio del grupo en
el dia 7 del tratamiento. Este analisis muestra que la HCI| de
pioglitazona en dosis tan bajas como 0.04 mg/kg/dia, induce un
cambio en el metabolismo en la estructura subcortical profunda de
cerebro de rata.

La figura 2, presenta una grafica de la edad en el desarrollo
de dafo cognitivo del tipo Alzheimer para cada uno de los
genotipos TOMM40 523. El eje Y muestra el porcentaje de
supervivencia sin dafio cognitivo, en tanto que el eje X representa
la edad. Los datos fueron obtenidos de los sujetos del cohorte
Duke Bryan ADRC N = 438, 106 diagnosticados con dafio cognitivo
leve, 332 cognitivamente normales. N para cada genotipo: L,L:23;
LA Lsgd: 8 Li72; 8,8:108; SML138; VL VL:D.

La figura 3, presenta la curva que muestra la edad del
desarrollo de dafio cognitivo leve del tipo Alzheimer para
individuos que poseen el genotipo S,L 523. El eje Y muestra el
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porcentaje de supervivencia sin dafo cognitivo en tanto que el eje
X representa la edad. La curva muestra una pendiente
pronunciada que comienza en la edad de 74 (linea vertical). Los
individuos que ingresan a la prueba en, o con una edad superior a
74 que poseen el genotipo S,L 523, estan el alto riesgo de
desarrollar dafio cognitivo leve durante los siguientes 5 afios. Los
datos se obtienen del cohorte Duke Bryan ADRC, N=72 sujetos,
23 diagnosticados con dafio cognitivo, 49 cognitivamente
normales.

La figura 4, presenta la curva que muestra la edad en el
desarrollo de dafo cognitivo del tipo Alzheimer del genotipo 523
L,L. El eje Y muestra el porcentaje de supervivencia sin Cl, en
tanto que el eje X representa la edad. Los datos obtenidos del
cohorte Duke Bryan ADRC N=23 sujetos, 11 fueron diagnosticados
con Cl, 12 cognitivamente normales.

La figura 5, presenta la curva que muestra la edad en el
desarrollo de dafio cognitivo del tipo de Alzheimer para el
genotipo 523 L,VL. EI eje Y muestra el porcentaje de
supervivencia sin Cl, en tanto que el eje X representa la edad.
Datos obtenidos del cohorte Duke Bryan ADRC N=54 sujetos, 24
diagnosticados con Cl, 30 cognitivamente normales.

La figura 6, presenta la curva que muestra |la edad en el
desarrollo de dafo cognitivo del tipo de Alzheimer para el
genotipo 523 S,L. El eje Y muestra el porcentaje de supervivencia
sin Cl, en tanto que el eje X representa la edad. Datos obtenidos
del cohorte Duke Bryan ADRC N=72 sujetos, 23 diagnosticados
con Cl, 49 cognitivamente normales.

La figura 7, presenta la curva que muestra la edad en el
desarrollo de dafo cognitivo del tipo de Alzheimer para el
genotipo 523 S,S. El eje Y muestra el porcentaje de supervivencia
sin Cl, en tanto que el eje X representa la edad. Datos obtenidos
del cohorte Duke Bryan ADRC N=100 sujetos, 20 diagnosticados
con Cl, 80 cognitivamente normales.

La figura 8, presenta la curva que muestra la edad en el
desarrollo de dafo cognitivo del tipo de Alzheimer para el
genotipo 523 S,VL. EI eje Y muestra el porcentaje de
supervivencia sin Cl, en tanto que el eje X representa la edad.
Datos obtenidos del cohorte Duke Bryan ADRC N=138 sujetos, 22
diagnosticados con Cl, 116 cognitivamente normales.

La figura 9, presenta la curva que muestra la edad en el
desarrollo del dafio cognitivo del tipo de Alzheimer para el
genotipo 523 VL.VL. El eje Y muestra el porcentaje de
supervivencia sin Cl, en tanto que el eje X representa la edad.
Datos obtenidos del cohorte Duke Bryan ADRC N=51 sujetos, 6
diagnosticados con Cl, 45 cognitivamente normales.

Descripcion Detallada de la Invencion

A manera de ilustracién y para proporcionar una apreciacion
mas completa de la presente invencién y muchas de las ventajas
de la misma, se proporcionan la siguiente descripcion detallada y
en los ejemplos con respecto a los métodos y composiciones
novedosas.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una
composicion farmacéutica, es decir, un producto de farmaco, que
comprende pioglitazona de dosis baja 0 una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para administracién a un sujeto, tal
como un paciente humano que necesita de tratamiento para
retardar el desarrollo de, o de otra manera tratar la enfermedad
de Alzheimer en un paciente. Aunque la presente invencion se
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describen diversas modalidades especificas con la comprensidn
de que la presente descripcion sera considerada unicamente como
una ejemplificacién de los principios de la presente invencion, y
no esta proyectada para limitar la invencidén a las modalidades
descritas o ilustradas.

I. Definiciones

Tal como se utiliza en la descripcion de la presente
invencién y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
“un”, “uno, una”, “el, la”, se utilizan de manera intercambiable y
estan proyectadas para incluir las formas plurales, asi como estar
dentro de cada significado, a menos que el texto indique
claramente lo contrario. Asimismo, tal como se utiliza en la
presente invencion, “y/o” se refiere a y comprende cualquiera y
todas las posibles combinaciones de uno o mas de los articulos
descritos, asi como la carencia de combinaciones cuando se
interpretan en la alternativa (“0").

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “al
menos uno” estd proyectado para significar “uno o mas” de los
elementos descritos.

Las formas de palabras singulares estan proyectadas para
incluir formas de palabras plurales, y de igual manera se utilizan
de manera intercambiable en la presente invencion, cuando es
adecuado, y estan dentro de cada significado, a menos que se
manifieste expresamente lo contrario.

Excepto cuando se indica de otra manera, las formas con
mayusculas y sin mayusculas de todos los términos estan dentro
de cada significado.

A menos que se indique de otra manera, quedara entendido
que todos los numeros que expresan cantidades, proporciones y
propiedades numéricas de ingredientes, condiciones de reaccion,
etc., utilizadas en la especificacion y reivindicaciones, estan
contempladas para tener la capacidad de ser modificadas en
todos los casos por el término "aproximadamente”.

Todas las partes porcentajes, proporciones, etc., en |Ia
presente invencioén, estan en peso a menos que se indique lo
contrario.

Tal como se utiliza en la presente invencion, los términos
“bioequivalencia” o “bioequivalente”, se refieren a formulaciones
de pioglitazona de dosis baja o productos de farmaco que son
farmacéuticamente equivalentes, y sus biodisponibilidades (rango
y grado de absorciéon) después de la administracién en la misma
dosificacion o cantidad molar, son similares hasta el grado en que
sus efectos terapéuticos, por seguridad vy eficacia, sean
esencialmente los mismos. En otras palabras, los términos
bioequivalencia o bioequivalente, significan la ausencia de una
diferencia significativa en el rango y grado en el cual la
pioglitazona se vuelve disponible a partir de dichas formulaciones
en el sitio de la accion de pioglitazona, cuando se administran en
la misma dosis molar bajo condiciones similares, por ejemplo,
rango en el cual la pioglitazona puede permanecer en la
formulaciéon, y el rango en el cual la pioglitazona puede ser
absorbida y/o queda disponible en el sitio de accién para afectar
la enfermedad de Alzheimer. En otras palabras, existe un alto
grado de similitud en las biodisponibilidades de dos productos
farmacéuticos en pioglitazona (de la misma forma galénica) de la
misma dosis molar, ya que no es probable que produzcan
diferencias clinicamente relevantes en los efectos terapéuticos, o
reacciones adversas, o ambos. Los términos “bioequivalencia’,
asi como “equivalencia farmacéutica” y “equivalencia terapéutica”

8



también se utilizan en la presente invencion tal como se define
y/o lo utiliza (a) la United States Food y Drug Administration
(FDA), (b) the Code de Federal Regulations (“C. F-B.7) Thule 2.
(c) Health Canada, (d) European Medicines Agency (EMEA), y/o
(e) the Japanese Ministry de Health y Welfare. Por lo tanto,
debera quedar entendido que la presente invencion contempla
formulaciones de pioglitazona de dosis baja o productos de
farmaco que pueden ser bioequivalentes a otras formulaciones de
pioglitazona de dosis baja, o productos de farmaco de la presente
invencién. A manera de ejemplo, un primera formulacion de
pioglitazona de dosis baja o producto de farmaco, es
bioequivalente a una segunda formulacién de pioglitazona de
dosis baja o producto de farmaco, de acuerdo con la presente
invencion, cuando la medida de al menos un parametro(s)
farmacocinético, tal como Cmax, Tmax, AUC, etc., de la primera
formulacion de pioglitazona de dosis baja o producto de farmaco,
varia en no mas de aproximadamente +25%, cuando se compara
con la medida del mismo parametro farmacocinético de la segunda
formulacion de pioglitazona de dosis baja o producto de farmaco.

Tal como se utiliza en la presente invencion, los términos
“biodisponibilidad” o “biodisponible” significan de manera general
el rango y grado de absorcion de pioglitazona en la circulacion
sistémica, y mas especificamente, el rango o medidas
proyectadas para reflejar el rango y grado al cual la pioglitazona
queda disponible en el sitio de accién absorbida de un producto
de farmaco, y queda disponible en el sitio de accion. En otras
palabras y a manera de ejemplo, el grado y rango de absorcion de
pioglitazona de una formulacién con menor intensidad de
dosificacion de la presente invencion, tal como se refleja a traves
de una curva de pioglitazona de tiempo-concentracién en la
circulacion sistémica.

A manera de ejemplo adicional, la biodisponibilidad es una
medida del grado que tiene un farmaco terapéuticamente activo
de alcanzar la circulacion sistémica, y quedar disponible en el
sitio de accién. Se expresa como la letra F.

Con respecto a la biodisponibilidad absoluta, la
biodisponibilidad absoluta compara la biodisponibilidad (estimada
como un area bajo la curva, o AUC) del farmaco activo en la
circulacion sistémica después de administracién no intravenosa
(es decir, después de administracién oral, rectal, transdérmica,
subcutanea), con la biodisponibilidad del mismo farmaco después
de la administracion intravenosa. Es la fraccién del farmaco
absorbida a través de la administraciéon intravenosa, comparada
con la administracién intravenosa correspondiente del mismo
farmaco. La comparacion debe ser normalizada por la dosis, si se
utilizan diferentes dosis, en consecuencia, cada AUC se corrige
dividiendo la dosis correspondiente administrada.

Con el objeto de determinar la biodisponibilidad absoluta de
un farmaco, se debe llevar a cabo un estudio farmacocinético para
obtener un trazo de concentracién de farmaco en plasma versus
tiempo para el farmaco después de administracion tanto
intravenosa (IV) como no intravenosa. La biodisponibilidad
absoluta es el area bajo la curva (AUC) corregida por la dosis no
intravenosa, dividida entre la AUC intravenosa. Por ejemplo, la
formula para calcular F de un farmaco administrado mediante ruta
oral (po) es la que se encuentra a continuacion.



Por consiguiente un farmaco proporcionado mediante la ruta
intravenosa tendra una biodisponibilidad absoluta de 1 (F=1), en
tanto que los farmacos proporcionados por otras rutas de
administracion normalmente tienen una biodisponibilidad absoluta
menor a uno.

Con respecto a la biodisponibilidad relativa, esto mide la
biodisponibilidad (estimada como el area bajo la curva, o AUC) de
un cierto farmaco cuando se compara con otra formulacion del
mismo farmaco, normalmente un estandar establecido, o a traveés
de la administracion mediante una diferente ruta. Cuando el
estandar consiste en un farmaco administradoc en forma
intravenosa, esto es conocido como biodisponibilidad absoluta.

Tal como se utiliza en la presente invencion, los términos
“equivalencia farmacéutica” o “farmacéuticamente equivalente” se
refiere a formulaciones de pioglitazona de dosis baja o productos
de farmaco de la presente invencion que contienen la misma
cantidad de pioglitazona, en las mismas formas de dosificacion,

aunque 1 - AUC'| 4 *dosis g 28 ingredientes
inactivos, biodisponibilidad relativa = [ }A B:umplen con los
mismos e [AUC)| g *dosis 4 ad y pureza del

compendio comparables u otros aplicables, incluyendo potencia, y
cuando es aplicable, uniformidad y/o estabilidad de contenido. Por
lo tanto, debera quedar entendido que la presente invencion
contempla formulaciones de pioglitazona de dosis baja o
productos de farmaco que pueden ser farmaceéuticamente
equivalentes a otras formulaciones de pioglitazona de dosis baja
o productos de farmaco utilizados de acuerdo con la presente
invencién.

Tal como se utiliza en la presente invencidon, los términos
“equivalencia terapéutica o terapéuticamente equivalente”
significa las formulaciones de pioglitazona de dosis baja o
productos de farmaco que (a) produciran el mismo efecto clinico y
perfil de seguridad cuando se utiliza el producto de farmaco de
pioglitazona para retardar el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer de acuerdo con la presente invencion, y (b) son
equivalentes farmacéuticos, por ejemplo, contiene pioglitazona en
la misma forma de dosificacién, tienen la misma ruta de
administraciéon; y tienen la misma intensidad de pioglitazona. En
otras palabras, la equivalente terapéutica significa que un
equivalente quimico de wuna formulacién de pioglitazona de
intensidad de dosificacion menor de la presente invencion (es
decir que contienen la misma cantidad de pioglitazona en la
misma forma de dosificacion cuando administra a los mismos
individuos en el mismo régimen de dosificacién) proporcionara
esencialmente la misma eficacia y toxicidad.

Los términos “enfermedad de Alzheimer”, “enfermedad de
Alzheimer”, o “AD” tal como se utilizan en la presente invencion,
son una enfermedad en donde la funcién cognitiva es danada
gradualmente con el tiempo, e incluye una fase predemencia
sintomatica con la presentacién de dafio cognitivo leve (MCI), vy
una fase de demencia, en donde existe un dano significativo en el
funcionamiento social u ocupacional. Ver la Publicacién de Albert
et al. 2011 Alzheimer’'s & Dementia 7: 270-279; McKhann et al.
2011 Alzheimer's & Dementia 7: 263-269.

Aunque se reportan un numero de biomarcadores que
coinciden con la enfermedad de Alzheimer, ninguno es reconocido
como biomarcador validado o calificado para el diagnéstico o
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pronéstico de enfermedad de Alzheimer por la US Food and Drug
Administration. Desde un punto de vista clinico, la caracteristica
que esta presente consistentemente y es necesaria para el
diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer, es dafio cognitivo.

Las indicaciones de dafio cognitivo pueden incluir, pero no
se limitan a, dificultad con funciones mentales tales como
lenguaje, memoria (por ejemplo, de episodio), percepcion,
comportamiento o personalidad emocional, habilidades cognitivas
(por ejemplo, calculo, pensamiento abstracto, juicio). La
determinacion se puede obtener del paciente, de un informante
que conoce bien al paciente, de un especialista habilitado que
observa al paciente o una combinacion de los mismos.

El término “dafio cognitivo leve” o “MCI" se refiere a una
reduccién en la capacidad cognitiva que es mayor a la anticipada,
considerando la edad o educacidén de una persona en uno 0 mas
dominios cognitivos. Los dominios cognitivos incluyen memoria,
funciones ejecutivas (por ejemplo, solucion de problemas,
planeacién o razonamiento), atencién (por ejemplo, atencidn
simple y dividida), habilidad visuoespacial, y lenguaje (por
ejemplo, nombrar las cosas, fluidez, lenguaje expresivo,
comprensién). Los sintomas de MCI pueden incluir dificultades
para identificar la palabra o nombre correcto; dificultad para
recordar nombres cuando se presentan personas nuevas, mayor
dificultad notable para llevar a cabo tareas en instalaciones
sociables o de trabajo; olvidar material que se acaba de leer;
perder u olvidar un objeto valioso; incrementar los problemas con
planeaciéon u organizacién, dificultad para manejar nuevas
habilidades; déficit de concentracién y ansiedad incrementada. El
dafio cognitivo leve es una fase en la cual los sintomas son
suficientes para cumplir con los criterios de MCI| aceptados
actualmente, aunque los sintomas no cumplen con criterios de
diagndstico de demencia. Sin embargo, las personas con MCI,
pueden permanecer funcionalmente intactas e independientes. Si
es normal, se administran pruebas cognitivas estandarizadas, las
personas con MCI| generalmente tiene una calificaciéon de 1 a 1.5
desviaciones estandar debajo de la edad y promedio ajustado a la
educacién de sus coétaneos. Se debera observar que no toda la
MCI| conduce a demencia, ni a enfermedad de Alzheimer.

El “Dafio Cognitivo del Tipo Alzheimer” o “CIAT" tal como se
utiliza en la presente invencion, se refiere a dafio cognitivo
consistente con caracteristicas en donde el Alzheimer es la
probable causa, y por lo tanto puede considerarse como un
subconjunto de MCI. Las designaciones “Dafno Cognitivo del Tipo
Alzheimer”, “Dafno Cognitivo Leve Debido a enfermedad de
Alzheimer (MCI| debido a AD)” o “Dafio Cognitivo leve amnésico
(aMCl)" se refiere a la fase predemencia, sintomatica de Ia
enfermedad de Alzheimer. CIAT o MCI| debido a AD se determinan
después del uso de pruebas neurofisiolégicas y la evaluacion
clinica de la funcién cognitiva del individuo. Normalmente, se
dafia la memoria de episodios en personas con MCI que progresan
a AD (aMCI). Sin embargo, existen formas atipicas de MCI| - MCI
con presentacion no amnésica - que también progresan la
enfermedad de Alzheimer. La disminucién en la funcién cognitiva
progresiva, proporciona evidencia adicional de que una persona
padece de MCI debido a AD.

Existen una cantidad de evaluaciones neurofisiolégicas,
particularmente las que prueban la memoria de episodios (por
ejemplo, la capacidad de aprender y retener informaciéon nueva)
que son utiles en el diagnéstico de MCI debido a AD, o los
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pacientes con MCI| quienes probablemente progresen a AD dentro
de algunos afios. Las pruebas de memoria de episodios puede
evaluar la memoria inmediata y/o retardada, tal como pruebas de
aprendizaje en una lista de palabras. Ademas, se debe descartar
una etiologia alternativa del dafio cognitivo, tal como
degenerativa (por ejemplo, Parkinsonismo), eventos vasculares
que incluyen microinfartos, depresiéon, traumaticos, comorbidades
médicas. Se han propuesto un numero de biomarcadores para
utilizarse en la investigacion, y también pueden ser utiles para
soportar el diagnéstico clinico de MCI debido a AD, mediante la
confirmacidon de la presencia de patologias consistentes con AD o
para monitorear el progreso de la enfermedad, si se desea. Ver
por ejemplo la Publicacion de Albert et al. 2011 Alzheimer's &
Dementia 7: 270-279.

De acuerdo con la presente invencién, el dafio cognitivo
puede ser determinado a través de cualquier meétodo de
evaluacion cognitiva aceptado en la técnica, que incluye pero no
se limita a, como una evaluacién de cognicion global (por
ejemplo, la Revision del Mini Estado Mental Modificado (Modified
Mini Mental State Examination) (3MS-E)), y los dominios
especificos tales memoria visual y verbal (por ejemplo, la Prueba
de Memoria Visuoespacial Breve (Revisada) (Brief Visuospatial
Memory Test) (Revised)) (BVMT-R) y la Prueba de Aprendizaje
Verbal de Hopkins (Revisada) (Hopkins Verbal Learning Test
(HVLT-R), respectivamente), lenguaje (por ejemplo, la prueba de
Fluidez Verbal Generativa (Generative Verbal Fluency Test)
(GVFT)) y funcién y atencién ejecutiva (por ejemplo, la Prueba de
Duracién de Digito (Digit Span Test) (DST)).

Los cambios fisiolégicos pueden o no también ser
detectados. Los “cambios fisiolégicos” significan por ejemplo,
surgimiento de al menos uno de conectividad funcional alterada,
atrofia cerebral, actividad sinaptica disminuida en el cerebro,
acumulacion amiloide incrementada en el cerebro, funcién
mitocondrial disminuida o disfuncién mitocondrial incrementada en
el cerebro, formacion neuronal de enredos neurofibrilares en el
cerebro, y un cambio que corresponde a cualquiera de otros
sintomas de la enfermedad de Alzheimer. Los cambios fisiologicos
que pueden ser indicativos de enfermedad de Alzheimer incluyen,
pero no se limitan a, hipometabolismo en el cerebro, conectividad
funcional alterada, beta amiloides incrementados en el cerebro
y/o CSF y tau y fosfo-tau en el CSF.

Tal como se utiliza en la presente invencién, el término
“desarrollo” significa el surgimiento en un sujeto de sintomas
clinicos asociados o consistentes con un diagnostico de
enfermedad de Alzheimer o una fase que progresa a demencia de
Alzheimer, tal como CIAT, tal como se define en la presente
invencion.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término
“retraso” en el desarrollo o progreso de una fase consistente con
la enfermedad de Alzheimer, significa un incremento en el tiempo
desde el primer punto de tiempo hasta el desarrollo o
empeoramiento de una fase consistente, con la enfermedad de
Alzheimer, tal como dafo cognitivo del tipo Alzheimer. Por
ejemplo, un retraso en el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer, significa que se retrasa que el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer, tal como aqui se define, en un sujeto
en riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer, suceda en
su estructura de tiempo natural en al menos seis meses, 1 ano, 1
% afios, 2 afios, 2 % afos, 3 afos, 3 % afos, 4 afios, 4 % afios, 5
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afios, 5 % afios, 6 afos, 6 % afos, 7 afios, 7 % afios o 8 anos o
mas, y preferentemente de 3 afios a 8 anos y mas
preferentemente durante 5 afios después de que un sujeto
cognitivo normal ha sido determinado como en alto riesgo de
desarrollar enfermedad de Alzheimer. Por medio de un ejemplo
adicional, un retraso en el progreso de dafio cognitivo que pueda
progresar en la enfermedad de Alzheimer o un retraso en el
progreso de demencia, significa que el rango de disminucién
cognitiva se disminuye en forma relativa a su estructura de tiempo
natural. Estas determinaciones se llevan a cabo utilizando
andlisis estadisticos adecuados.

Un “primer punto de tiempo” incluye, por ejemplo, el inicio
de un tratamiento de pioglitazona de dosis baja tal como aqui se
ensefa.

En algunas modalidades, un retraso en el desarrollo de dano
cognitivo consistente con la enfermedad de Alzheimer puede ser
determinado, por ejemplo, llevando a cabo cualquiera de las
evaluaciones cognitivas aqui descritas, o cumpliendo con criterios
de diagnoéstico de dafo cognitivo del tipo de Alzheimer. Ademas,
para la evaluacién del desempefio cognitivo, también se pueden
medir cambios en otros biomarcadores que son consistentes con
las patologias de la enfermedad de Alzheimer si se desea,
incluyendo el rango de atrofia en el cerebro, por ejemplo medidos
de mediante generacién de imagen de resonancia magnética (MRI)
o medidas de los cambios en las conexiones funcionales entre
regiones del cerebro, evaluacion del metabolismo del cerebro o
actividad neuronal, acumulacién amiloide en el cerebro, fisiologia
del cerebro tal como se mide a través de la sefal BOLD-fMRI,
funcidén mitocondrial en el cerebro, proliferacion mitocondrial en el
cerebro, neuronas enfermas, enredos neurofibrilares en el
cerebro, amiloides en el CSF y Tau o fosfo-Tau en el CSF, etc.

Los términos “diagnostico” o “prondstico” tal como se utiliza
en la presente invencion, se refieren al uso de informacion (por
ejemplo, informacion genética o datos de otras pruebas
moleculares, informacién biolégica o quimica de las muestras
bioldgicas, signos y sintomas, descubrimientos en examenes
fisiolégicos, resultados de desempefio cognitivo, etc.), para
anticipar que la mayor parte de los probables resultados,
estructuras de tiempo y/o respuestas a un tratamiento particular
para una enfermedad, trastorno o condicién determinada, con
base en comparaciones con una pluralidad de individuos que
comparten secuencias de nucleotido, sintomas, signos, historiales
familiares comunes, u otros datos relevantes para consideracion
del estado de salud del paciente, o la conformacion del
padecimiento de un sujeto, por ejemplo, con dafio cognitivo leve
(MCI) (por ejemplo, dafio cognitivo del tipo de Alzheimer).

La “muestra bioldgica”, tal como aqui se utiliza, se refiere a
un material que contiene, por ejemplo, un acido nucleico, proteina
u otro material biolégico o quimico de interés. Las muestras
biolégicas que contienen acido nucleico tal como ADN incluyen
cabello, piel, raspado de la mucosa de la mejilla y fluidos
biolégicos tales como sangre, suero, plasma, esputo, fluido
linfatico, semen, moco vaginal, excremento, orina, fluido espinal,
y similares. El aislamiento de ADN de dichas muestras es bien
conocido para los expertos en la técnica.

Un “sujeto” de acuerdo con algunas modalidades es un
individuo, cuyo genotipo(s) o haplotipo(s), seran determinados y
registrados junto con la condicién del individuo (es decir, el
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estado de la enfermedad o trastorno) y/o la respuesta a un
farmaco o tratamiento candidato.

Un “sujeto”, tal como se utiliza en la presente invencion, es
preferentemente, pero no se limita necesariamente a un sujeto
humano. El sujeto puede ser hombre o mujer, y puede ser de
cualquier raza o etnia, incluyendo sin limitarse a Caucasea,
Africano-Americano, Africano, Asiatico, Hispano, Indio, etc. El
sujeto puede ser de cualquier edad, incluyendo recién nacido,
neonato, infante, nifio, adolescente, adulto, y geriatrico. El sujeto,
tal como aqui se utiliza, también puede incluir un animal,
particularmente un mamifero tal como un perro, felino, bovino,
caprino, equino, ovino, porcino, roedor (por ejemplo, rata o raton)
un lagomorfo, un primate (incluyendo primate no humano), etc.,
que pueda ser tratado de acuerdo con los métodos de la presente
invencién o clasificado para medicina veterinaria o propésitos de
desarrollo de farmacos farmacéuticos. Un sujeto de acuerdo con
las modalidades de la presente invencion incluye un paciente,
humano u otro, que necesita del tratamiento terapéutico para
retardar el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

El término “gen”, tal como se utiliza en la presente
invencion, significa un segmento de ADN que contiene
informacién de la biosintesis regulada de un producto de ARN,
incluyendo promotores, exones, intrones, y otras regiones no
traducidas que controlan la expresién.

Un “factor de riesgo genético”, tal como se utiliza en la
presente invencién, significa un marcador genetico que esta
asociado con susceptibilidad incrementada a wuna condicion,
enfermedad o trastorno. También se puede referir a un marcador
genético que esta asociado con una respuesta particular a un
farmaco seleccionado o tratamiento de interés. EI término
“asociado con” tal como se utiliza en la presente invencion
significa surgimiento conjunto de dos o mas caracteristicas mas
frecuentes de lo que se puede esperar. Un ejemplo de “asociado
con”, implica una caracteristica en la superficie de los globulos
blancos Ilamada HLA (HLA permanece para el antigeno de
leucocito humano). En un tipo HLA particular, el HLA tipo B-27,
estd asociado con un riesgo incrementado para un numero de
enfermedades que incluyen espondilitis anquilosante.

La espondilitis anquilosante es 87 veces mas probable que
ocurra en personas con HLA B-27 que en la poblacion general.

Se puede utilizar un marcador de “prondstico” para predecir
el curso probable de una condicion o enfermedad, incluyendo pero
sin limitarse a, prediccion de la edad, probable de desarrollo de la
condicién o enfermedad, curso y/o rango de progreso de la
condicién o enfermedad, etc. Puede incluir el genotipo y/o otras
variables, incluyendo la edad del sujeto.

Un sujeto “en riesgo incrementado de desarrollar una
condicién” debido a un factor de riesgo genético, es uno que esta
predispuesto a la condicién, tiene susceptibilidad genetica para la
condicién y/o es méas probable que desarrolle la condiciéon que los
sujetos en los cuales esta ausente el factor de riesgo genético.
Un sujeto “en riesgo incrementado” también puede ser un sujeto
quien es susceptible a desarrollar la enfermedad en una edad mas
temprana.

Tal como se utiliza en la presente invencién, un sujeto “en
riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer” incluye un
individuo que es mas probable que desarrolle enfermedad de
Alzheimer con base en uno o mas de: edad; genotipo rs10524523;
genotipo APOE, etc.
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El término “polimorfismo”, tal como se utiliza en la presente
invencién, se refiere a la existencia de dos o mas diferentes
secuencias de nucledtido en un locus particular en el ADN del
genoma. Los polimorfismos pueden servir como marcadores
genéticos y también pueden ser referidos como variantes
genéticas. Los polimorfismos incluyen sustituciones, inserciones,
eliminaciones de nucledtidos y microsatélites, y pueden, pero no
necesariamente, dar como resultado diferencias detectables en la
expresion genética o funcidén de proteina. Un sitio polimdrfico es
una posicién del nucleétido dentro de un locus en el cual la
secuencia de nucleo6tido varia de una secuencia de referencia en
al menos un individuo en una poblacidn.

Un “polimorfismo de eliminaciéon/insercion”, o “DIP,” tal como
se utiliza en la presente invencién, es una insercion de uno o0 mas
nucledtidos en una version de una secuencia relativa a otra. Si
se conoce cuales de los alelos representan alelos menores, se
utiliza el término “eliminacion” cuando el alelo menor tiene una
eliminacion de uno o mas nucledtidos, y se utiliza el término
“insercion”, cuando el alelo menor tiene uno o mas nucledtidos
adicionales. El término “polimorfismo de eliminacion/inserciéon’
también se utiliza cuando existen multiples formas y longitudes, y
no se puede apreciar cual es el alelo menor. Por ejemplo, para los
polimorfismos poli-T aqui descritos, se observan multiples
longitudes de polimorfismos.

El “haplotipo”, tal como se utiliza en la presente invencidn,
se refiere a una variante genética o combinacién de variantes
llevadas en al menos un cromosoma en un individuo. Un haplotipo
con frecuencia incluye loci polimérficos contiguos multiples.
Todas las partes de un haplotipo, tal como se utiliza en la
presente invencidén, ocurre en la misma copia de un cromosoma o
molécula de ADN aploide. Sin evidencia de lo contrario, se
presume que un haplotipo representa una combinacién de
multiples loci que probablemente seran transmitidos juntos
durante la meiosis. Cada humano lleva un par de haplotipos para
cualquier locus genético determinado, que consiste en secuencias
heredadas en los cromosomas homologos de dos progenitores.
Estos haplotipos pueden ser idénticos o pueden representar dos
diferentes variantes genéticas para el locus determinado. La
haplotipificacién es un proceso para determinar uno o mas
haplotipos en un individuo. La haplotipificacion puede incluir el
uso de genealogia familiar, técnicas moleculares y/o interferencia
estadistica.

Una “variante” o “variante genética”, tal como se utiliza en la
presente invencién, se refiere a una isoforma especifica de un
haplotipo encontrado en una poblacion, a la forma especifica
difiriendo de formas del mismo haplotipo en al menos uno, Yy
frecuentemente mas de un sitio variante o nucledétidos dentro de
la regién de interés en el gen. Las secuencias en estos sitios
variantes que difieren entre alelos diferentes de un gen, son
denominadas “variantes de secuencia de gen”, “alelos” o
“variantes”. El término “forma alternativa” se refiere a un alelo
que puede ser distinguido de otros alelos, por tener al menos uno,
y frecuentemente mas de un sitio variante dentro de la secuencia
genética. Las “variantes” incluyen isoformas que tienen
polimorfismos de nucleotido simple (SNPs) y polimorfismos de
eliminacion/insercion (DIPs). La referencia a la presencia de una
variante significa una variante particular, es decir, nucledétidos
particulares de sitios polimorficos particulares, en lugar de
solamente la presencia de cualquier varianza en el gen.
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El término “isoforma”, tal como se utiliza en la presente
invencion, significa una forma particular de un gen, mARN, cADN
o la proteina codificada de esta forma, distinguida de otras formas
por su secuencia y/o estructura particular. Por ejemplo, Ia
isoforma ApoE 4 de la apolipoproteina E en forma opuesta a las
isoformas ApoE 2 o ApoE 3.

El término “genotipo” dentro del contexto de la presente
invencion, se refiere a la forma alélica particular de un gen, que
puede definirse a través del nucledtido(s) particular presente en
una secuencia de &cido nucleico en un sitio(s) particular. EI
genotipo también puede indicar los pares de alelos presentes en
uno o mas loci polimérficos. Para organismos diploides, tal como
humanos, dos haplotipos cubren un genotipo. La genotipificacion
es cualquier proceso para determinar un genotipo de un individuo,
por ejemplo, mediante amplificacién de acido nucleico,
secuenciacién de ADN, enlace de anticuerpo u otro anélisis
quimico (por ejemplo, para determinar la longitud). El genotipo
resultante puede ser sin fase, lo que significa que las secuencias
encontradas no son conocidas por ser derivadas del cromosoma
de un progenitor o del otro.

Los términos “tratar”, “tratamiento”, o “tratando”, tal como se
utiliza en la presente invencion se refieren a cualquier tipo de
medida que imparta un beneficio a un paciente que padece de, 0
esta en riesgo de desarrollar una enfermedad, incluyendo mejoria
en la condicion del paciente, (por ejemplo en uno o mas
sintomas), retardar el desarrollo o progreso de la enfermedad,
etc. El tratamiento puede incluir cualquier farmaco, producto de
farmaco, método, procedimiento, cambio de estilo de vida u otro
ajuste introducido en un intento de efectuar un cambio en un
aspecto particular de la salud de un sujeto (es decir, dirigido a
una enfermedad, trastorno o condicién particular).

Los términos “farmaco” o “sustancia de farmaco, tal como se
utiliza en la presente invencién, se refieren a un ingrediente
activo, tal como una entidad quimica o entidad biolégica, o
combinaciones de entidades quimicas y/o entidades biolégicas,
adecuadas para ser administradas a un sujeto para (a) retardar el
desarrollo o progreso de la enfermedad de Alzheimer. De acuerdo
con la presente invencion, el farmaco o sustancia de farmaco es
pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El término “producto de farmaco”, tal como se utiliza en la
presente invencién, es sinénimo de los términos “medicina’,
“medicamento”, “‘intervencion terapéutica”, 0 “producto
farmacéutico”. Mas preferentemente, un producto de farmaco es
aprobado por una agencia gubernamental para el uso de acuerdo
con los métodos de la presente invencion. Un producto de
farmaco, de acuerdo con la presente invencion, contiene
pioglitazona de dosis baja.

Los términos “‘enfermedad”, “trastorno”, y “condicion” son
comunmente reconocidos en la técnica, y designan la presencia
de signos y/o sintomas en wun individuo o paciente que
generalmente son reconocidos como anormales y/o indeseables.
Las enfermedades o condiciones pueden ser diagnosticadas y
categorizadas con base en cambios patolégicos. La enfermedad o
condicion puede ser seleccionada de los tipos de enfermedades
descritos en estos estandares, tal como Harrison’s Principles de
Internal Medicine, 1997, o Robbins Pathologic Basis de Disease,
1998,

El término “disfuncién mitocondrial”, tal como se utiliza en la
presente invencioén, significa cualquiera anormalidades
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perjudiciales de la mitocondria dentro de una célula o células. AD
y las etapas que avanzan hacia AD, actualmente son conocidas en
la técnica como asociadas con disfuncion mitocondrial. Esta
disfuncién mitocondrial origina dafio celular y muerte,
comprometiendo la producciéon de ATP, interrumpiendo la
homeostasis de calcio e incrementando la tension oxidativa.
Ademas, el dafio mitocondrial puede conducir a muerte celular
apoptotica, originando la liberacién del citocromo c vy otros
factores proapoptéticos en el citoplasma (para revisién ver la
Publicacion de Wallace 1999 Science 283: 1482-1488; Schapira
2006 The Lancet 368: 70-82). Con respecto a ejemplos
especificos aqui encontrados, y sin pretender limitarse por alguna
teoria, se hipotetiza que las isoformas ApoE 3 y ApoE 4 causan
disfuncion mitocondrial a través de interacciones con TOMMA4O0.
Algunas variantes TOMM40 pueden actuar en forma sinérgica con
la isoforma ApoE 3, para acelerar la disminucion mitocondrial.
Ademas, en algunas modalidades, la isoforma ApoE 2 se
considera que sera protectora en la disfuncion mitocondrial.

Tal como se utiliza en la presente invenciéon, el alelo
TOMM40 rs10524523 “corto” tiene menos de 19 residuos de
timidina (T), y el alelo TOMM40 rs10524523 “largo” tiene 19 o
mas residuos T. En algunas modalidades, el alelo largo puede
indicar un mayor riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer
de desarrollo tardio dentro de un periodo de tiempo ajustado (por
ejemplo, un periodo de 5 a 7 afios).

El alelo rs10524523 (“523"), un tracto poliT intrénico en el
gen TOMM40, es altamente polimorfico con respecto a la longitud
(es decir, nimero de residuos T), y estadn asociados tamafios
variables con las distribuciones de edad de desarrollo de AD de
desarrollo tardio. Las medidas del numero de residuos T en cada
una de las 2 copias del 523 poliT, 1 en cada cromosoma, que son
llevadas a cabo por cada individuo, comprenden el genotipo 523 y
se pueden evaluar a través de procedimientos estandar, tal como
el ensayo electroforético, o secuenciacién de Sanger.

Las designaciones categoricas de cada 523 poliT, son
asignadas de acuerdo con la longitud del homopolimero: Largo (S
homopolimero con longitud menor a 19 residuos T), Largo (L, con
Longitud mayor o igual a 19, pero menor a 30) y Muy Larga (VL,
longitud mayor a 29 residuos T). Por lo tanto son posibles seis
diferentes genotipos 523, utilizando las designaciones
categéricas: (S,S), (VL, VL), (S,L), (VL,L), (S.,vL), (L,L). Ver
también la Publicacién de Solicitud de Patente Norteamericana
No. 201 1/0166185 de Roses, la cual esta incorporada a la
presente invencion como referencia.

El genotipo APOE es un factor de riesgo bien conocido para
la edad de desarrollo de AD. Los alelos APOE ¢4 estan
fuertemente ligandos al alelo 523 largo (L) y, por consiguiente,
los individuos que tienen el genotipo 523 L,L, normalmente (por
ejemplo, 98% para Caucdasico) poseen el genotipo APOE e4/e4.
Sin embargo, los alelos 523 corto (S) y 523 muy largo (VL)
pueden ser ligados a los alelos ya sea APOE €2 o APOE €3. Los
alelos APOE £2 estan asociados con una edad tardia para la
generacion de AD en forma relativa a personas que llevan el alelo
e3 (5 a 8 afios después, en comparacién con individuos APOE
£2/e3, con APOE €3/¢3). Por consiguiente en algunas
modalidades, APOE puede incluirse en la determinacion con el
objeto de asignar a todas las personas que llevan el alelo APOE
€2, al grupo de bajo riesgo en el rango de edad adecuado. El
genotipo 523 proporciona mayor resoluciéon para la edad de
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desarrollo de dafo cognitivo para individuos que llevan el alelo
APOE €3 y los genotipos APOE (€/3/e3) y APOE (e3/¢e4).

En algunas modalidades, un sujeto con dos copias del alelo
TOMMA40 rs10524523 largo estd en mayor riesgo de desarrollar
AD, en comparacién con un sujeto con una copia del alelo
TOMM40 rs10524523 largo, o dos copias del alelo TOMMA40
rs10524523 corto. En algunas modalidades, un sujeto con una
copia del alelo TOMM40 rs10524523 largo esta en mayor riesgo
de desarrollar AD, en comparacién con un sujeto con dos copias
del alelo TOMMA40 rs10524523 corto. La determinacidon del riesgo
de desarrollo AD o el desarrollo de una etapa o sintoma del
mismo con base en el genotipo TOMM40 debe llevarse a cabo de
acuerdo con otros factores de riesgo tales como edad, y también
puede incluir el estado APOE en algunas modalidades. En algunas
modalidades, un sujeto cognitivamente normal mayor a 62 afios de
edad con dos copias del alelo TOMM40 rs10524523 muy largo,
esta en riesgo disminuido de desarrollar AD en forma relativa a un
sujeto con una o dos copias del alelo largo de rs10524523.

La deteccién de una variante genética de TOMM40 se puede
llevar a cabo tal como se describe en la Publicacién Internacional
WO 2010/019550 o en la Patente Norteamericana No.
2011/0166185, cada una incorporada en su totalidad a la presente
invencién como referencia.

Tal como aqui se utiliza, un “sujeto en riesgo de desarrollar
enfermedad de Alzheimer”, significa uno que esta predispuesto a
la enfermedad de Alzheimer, tiene susceptibilidad genética para
enfermedad de Alzheimer y/o es mas probable que desarrolle
enfermedad de Alzheimer en una edad predeterminada, que
sujetos en los cuales esta ausente el factor de riesgo genetico.

Tal como se utiliza en la presente invenciéon, un ‘riesgo
incrementado” significa que probablemente desarrolle AD en un
tiempo corto, por ejemplo, 5 a 7 afios desde un punto de tiempo,
por ejemplo, desde el inicio del tratamiento de acuerdo en
algunas modalidades aqui descritas, o el tiempo de determinacion
de una predisposicion a o sintoma de la enfermedad de Alzheimer
(por ejemplo mediante analisis de cualquiera de una de atrofia
cerebral, actividad sinaptica disminuida en el cerebro,
acumulacion amiloide incrementada en el cerebro, funcion
mitocondrial disminuida en el cerebro, proliferacién disminuida en
el cerebro, neuronas enfermas, formacion de enredos
neurofibrilares en el cerebro, amiloide en CSF y Tau y/o fosfo-Tau
en CSF).

El “riesgo incrementado” también puede significar que un
individuo desarrolle probablemente AD en una edad mas temprana
que un sujeto de control, esto es, que un individuo con al menos
una copia del alelo rs10524523 largo esta en mayor riesgo de
desarrollar AD en una edad mas temprana que un individuo sin
copias del alelo rs10524523 largo de acuerdo con algunas
modalidades.

La edad en la cual el sujeto se considera como en riesgo
incrementado de desarrollar AD, se puede determinar elaborando
graficas de uno o mas factores (por ejemplo, genotipo TOMMA40
523) contra la edad, y determinando el punto en el cual los
cambios de riesgo estan relacionados en mayor parte con el
cambio en la edad (ver figura 2). Este punto puede ser
“aproximadamente” una edad en particular, lo que significa que la
edad puede variar en 0.5, 1, 2, 3, 4 o 5 afios desde dicho punto,
en donde la variacion puede resultar, por ejemplo, de la
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optimizacion adicional o mayor resolucién de datos de las graficas
al momento de la recepcién de los datos adicionales.

Un método de “administracion” atil de acuerdo con la
presente invencion, incluye pero no se limita administracion, por
ejemplo, mediante ingestion a través de ruta oral, intranasal,
rectal, mediante inhalacién, tépica o inyeccién, tal como inyeccion
intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal,
intracraneal y espinal. Los métodos adicionales de administracion
se proporcionan en la presente invencion mas adelante en la
secciodn titulada “dosificacién y administracion”.

Tal como se utiliza en la presente invencion, “diagnosticar” o
“‘identificar un paciente o sujeto que tiene enfermedad de
Alzheimer” se refiere a un proceso para determinar si un individuo
padece de enfermedad de Alzheimer o una etapa que progresa a
enfermedad de Alzheimer, tal como se define en la presente
invencién. Un diagnéstico de enfermedad de Alzheimer puede
basarse, por ejemplo, en los criterios de la National Institute of
Neurological and Communicative Disorders y Stroke-Alzheimer's
Disease and Related Disorders Association criteria.

La “pioglitazona de dosis baja” se refiere a pioglitazona o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en una cantidad
dentro del rango de 0.5 mg a 12 mg, tal como 0.5 mg, 0.75 mg, 1
mg, 1 .25 mg, 1.5 mg; 1 :75 mg, 2 my, 2.25 my; 2.5 mg, 2.76 myg,
3 mg, 3.25 mg, 3.5 mg, 3.75 mg, 4 mg, 4.25 mg, 4.5 mg, 4.75 mg,
5 ‘mg; 5:256 mg, 5.5 myg, 5.76 mg. 6 mg, 6.25 mg, 8.5 mg, 6.75 mg,
7 mg, 7.25 mg, 7.5 mg, 7.75 mg, 8 mg, 8.25 mg, 8.5 mg, 8.75 mg,
9 mg, 9.25 mg, 9.5 mg, 9.75 mg, 10 mg, 10.25 mg, 10.5 mg, 10.75
mg; 11 mg, 11.25 mg, 11:5 1igy 11.78 mg & 12 mg-:
Alternativamente, en algunas modalidades de I|a presente
invencion, la pioglitazona de dosis baja significa una cantidad de
pioglitazona de dosis baja o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo que proporciona una AUC de pioglitazona en un sujeto
dentro del rango de aproximadamente 0.15 pg+h/mL hasta
aproximadamente 3.6 uyg*h/mL (£ 25%). Por ejemplo, una AUC de
pioglitazona de dosis baja puede estar dentro del rango de 0.12,
0.37, 01 .12 a 3.4 0 4.5 pg-h/mL.

Tal como se utiliza en la presente invenciéon, un “sujeto de
control” significa un sujeto que no ha sido diagnosticado con la
enfermedad de Alzheimer y/o no exhibe cualquier sintoma
detectable asociado con la enfermedad de Alzheimer. Un “sujeto
de control” también significa un sujeto que no esta en riesgo de
desarrollar la enfermedad de Alzheimer, tal como aqui se define.

Tal como se utiliza en la presente invencién, un “sujeto que
no estda en riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer”
significa, por ejemplo, un sujeto que no tiene un genotipo
TOMM40 rs10524523 que indica, junto con |la edad y posiblemente
otros factores tales como el estado APOE, que el sujeto no tiene
mayor probabilidad que la poblaciéon general o wuna parte
estratificada de la misma, de desarrollar AD o una etapa o
sintoma de la misma. .

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “sal
farmacéuticamente aceptable” se refiere a las sales, las cuales,
dentro del alcance del juicio médico notable son adecuadas para
utilizarse con pioglitazona, cuando estan en contacto con los
tejidos de sujetos, por ejemplo, animales, incluyendo mamiferos,
humanos y animales inferiores sin toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica y similares, indebidas, y tienen una proporcién razonable
del beneficio/riesgo.
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Las sales farmacéuticamente aceptables son bien conocidas
en la técnica. Por ejemplo, S. M. Berge, et al, describe con
detalles sales farmacéuticamente aceptables en la Publicacion de
J. Pharmaceutical Sciences, 66: 1 -19 (1977). Las sales se
pueden preparar in situ durante el aislamiento y purificacion final
de los compuestos de la presente invencion, o haciendo
reaccionar por separado la funcion de base libre con un acido
organico adecuado. Los ejemplos de sales farmaceuticamente
aceptables, incluyen, pero no se limitan a, sales de adicion de
acido no téxicas, las cuales son sales del grupo amino formadas
con acidos inorganicos tales como acido hidroclérico, acido
hidrobrémico, acido fosférico, acido sulfurico, y acido perclérico,
o con acidos organicos, tales como acido acético, acido maleico,
acido tartarico, acido citrico, acido succinico o acido malénico, o
utilizando otros métodos de la técnica, tal como intercambio de
iones. Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero
no se limitan a, adipato, alginato, ascorbato, aspartato,
bencenosulfonato, benzoato, bisulfato, borato, butirato,
camforato, camforsulfonato, citrato, ciclopentanopropionato,
digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, formato, fumarato,
glucoheptonato, glicerofosfato, gluconato, hemisulfato,
heptanoato, hexanoato, hidroyoduro, 2-hidroxi-etanosulfonato,
lactobionato, lactato, laurato, sulfato de laurilo, malato, maleato,
malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato,
nitrato, oleato, oxalato, palmitato, pamoato, pectinato, persulfato,
3-fenilpropionato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, estearato,
succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, p-toluenosulfonato,
undecanoato, valerato, y similares. Las sales de metal alcali o de
metal de tierra alcalina representativas incluyen sodio, litio,
potasio, calcio, magnesio, y similares. Las sales
farmacéuticamente aceptables adicionales incluyen, cuando es
adecuado, amonio no toxico, amonio cuaternario, y cationes de
amina formados utilizando contraiones tales como haluro,
hidroxido, carboxilato, sulfato, fosfato, nitrato, alquilo que tiene
de 1 a 6 atomos de carbono, sulfonato y sulfonato de arilo.

Il. Enfermedad de Alzheimer
Sintomas de la Enfermedad de Alzheimer

Los sintomas comunes de la enfermedad de Alzheimer
incluyen, pero no se limitan a, pérdida de memoria, dificultad para
llevar a cabo tareas familiares, problemas con el lenguaje,
desorientacién en el tiempo y lugar, juicio deficiente y disminuido,
problemas con pensamiento abstracto, pensamientos de extravio,
cambio en el humor o comportamiento, cambios en personalidad y
pérdida de iniciativa. Estos sintomas aparecen gradualmente con
el tiempo, normalmente (aunque no siempre) comienzan con
problemas de la memoria de episodios, seguido de otros déficits
cognitivos que afectan adversamente el funcionamiento normal de
una persona (por ejemplo, actividades de la vida diaria). Los
cambios en comportamiento/personalidad normalmente ocurren
posteriormente en el proceso de la enfermedad, ya que una
persona queda mas moderada o severamente afectada. Algunos
ejemplos de estos sintomas caracteristicos se describen a
continuacion.

Pérdida de memoria

Esto incluye olvidar la informacién aprendida recientemente,
y es uno de los signos de demencia temprana mas comunes. Una
persona comienza a olvidar con mas frecuencia, y no tiene la
capacidad de recordar la informacion mas tarde. Esto incluye
olvidar nombres y citas ocasionalmente.
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Dificultad para desempefiar tareas familiares

Las personas con demencia con frecuencia encuentran dificil
planear o completar las tareas diarias. Los individuos pueden
perder el seguimiento de los pasos implicados en preparar un
alimento, hacer una llamada telefénica o jugar un juego. Esto
incluye olvidar ocasionalmente porqué se encuentra en una
habitacion o que planeaba decir.

Problemas con el lenguaje

Las personas con enfermedad de Alzheimer con frecuencia
olvidan palabras simples o palabras inusuales sustitutas,
haciendo que su lenguaje o escritura sea dificil de comprender.
Pueden no tener la capacidad de encontrar el cepillo de dientes,
por ejemplo, y mas bien preguntar por “la cosa para mi boca”.
Esto incluye olvidar nombres y citas ocasionalmente.
Desorientaciéon en el tiempo y lugar

Las personas con enfermedad de Alzheimer se pierden en su
propio vecindario, olvidan donde estan y como llegaron ahi, y no
saben llegar a casa. Esto incluye olvidar el dia de la semana o a
donde va. En algunos pacientes, la confusiéon y algunas veces los
aspectos de agitacion y comportamiento que la acompafan se
manifiestan mas por la tarde o a horas tempranas de la noche, un
sindrome referido como “vespertino”.
Juicio deficiente o disminuido

Los que tienen Alzheimer pueden vestirse en forma
inadecuada, portar varias prendas en un dia caluroso o poca ropa
durante el frio. Esto puede mostrar un juicio deficiente, dejando
escapar grandes sumas de dinero para los telecomerciantes. Esto
incluye tomar una decision cuestionable o debatible de vez en
vez.
Problemas con el pensamiento abstracto

Algunos con la enfermedad de Alzheimer pueden tener
dificultad inusual para llevar a cabo tareas mentales complejas,
tipo olvidar que numeros son para qué y como deben utilizarse.
Esto incluye encontrar retos en cuadrar una chequera.
Objetos extraviados

Una persona con la enfermedad de Alzheimer puede poner
las cosas en lugares inusuales: un metal en el congelador, un
reloj de pulsera en la azucarera. Esto incluye extraviar llaves o
cartera temporalmente.
Cambio en el humor o comportamiento

Algunos con enfermedad de Alzheimer pueden mostrar
oscilaciones de humor rapidas - de la calma, a las lagrimas, al
enojo - sin razén aparente. Esto incluye sentimientos ocasionales
de tristeza o mal humor.
Cambios en la personalidad

Las personalidades de las personas con demencia pueden
cambiar dramaticamente. Se pueden volver extremadamente
confusos, suspicaces, temerosos, o dependientes de un miembro
de la familia. Las personalidades de las personas cambian un
tanto con la edad.
Pérdida de iniciativa

Una persona con enfermedad de Alzheimer puede volverse
muy pasiva, sentarse enfrente del televisor durante horas, dormir
mas de lo usual o no desear realizar las actividades usuales. Esto
incluye sensacioén de hartazgo en las obligaciones de trabajo o
sociales.
Diagnéstico y Elaboracién de Etapas de la Enfermedad de
Alzheimer
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El diagndstico clinico de la enfermedad de Alzheimer es un
proceso que normalmente implica una variedad de pasos
(incluyendo historial médico, revisiones del estado fisicoy mental
y pruebas de laboratorio) y herramientas. De lo ultimo, desde
1984, los criterios de diagnostico establecidos por el National
Institute de Neurological Disorders y Stroke (NINDS)/Alzheimer’s
Disease y related Disorders Association (ADRDA) han sido, junto
con los criterios de DSM-1V, los estandares principales utilizados
en la practica e investigacion clinica. Ambos requieren la
presencia de disfuncion de memoria y dafio cognitivo, aunque en
tanto que los criterios DSM estipulan que lo ultimo afecta
adversamente el funcionamiento normal, los criterios de
NINCDS/ADRDA no lo hacen. Una caracteristica de ambos grupos
de criterio es que no consideren un diagnéstico antemortem de AD
como definitivo, ya que hasta actualmente, no habia metodologia
para avaluar la patologia del cerebro para las caracteristicas de
AD hasta después de la muerte del paciente. Los criterios
NINCDS/ADRDA, han considerado el diagnostico antemortem
como ya sea “posible” o “probable” dependiendo de la fuerza de la
evidencia clinica, incluyendo la eliminacion de multiples
diagnosticos diferenciales.

Hasta recientemente, el deterioro de un sujeto por Ila
enfermedad de Alzheimer, ha estado caracterizado por multiples
etapas clinicas. El término “etapa” se utiliza en la presente
invencion con un sentido general para describir como cambian las
habilidades del sujeto de la funcién normal, por ejemplo, estado
cognitivo normal, a la enfermedad de Alzheimer. Debera
observarse que las etapas son guias generales, los sintomas
pueden variar en gran parte y/o entre las etapas, y que no cada
sujeto experimentara los mismos sintomas en una etapa
determinada, progresara a la enfermedad de Alzheimer en el
mismo rango. Por ejemplo, una estructura de siete etapas fue
desarrollada, por Barry Reisberg, M.D., director clinico de New
York University School de Medicine's Silberstein Aging vy
Demencia Research Center, lo cual incluye: Etapa 1: Sin dafio;
Etapa 2: Disminucién muy leve; Etapa 3: Disminucion leve; Etapa
4: Disminucién moderada; Etapa 5: Disminucién moderadamente
severa: Etapa 6: Disminucidén severa; y Etapa 7: Disminucion muy
severa. En el campo de la investigacién clinica, AD con
frecuencia ha sido definida en forma un tanto relajada como “leve,
moderada o severa” con base en las calificaciones de
instrumentos psicométricos tales como la Mini Revision de Estado
Mental (Mini-Mental State Examination), en donde, por ejemplo,
AD leve puede considerarse de 18 a 26, moderada de 11 a 17 vy
severa cualquier cosa de 10 o menor (en una escala de 30 puntos
en donde las calificaciones mayores indican mayor funcion
cognitiva).

En el 2007, Dubois et al propuso que los criterios
NINCDS/ADRDA para el diagnostico de AD fueran revisados para
incorporar aprendizajes procedentes del crecimiento en la
comprension en el campo del proceso de la enfermedad y el
desarrollo de nuevos métodos para evaluar los biomarcadores
antemordem de AD, incluyendo generacién de imagenes
cerebrales (Dubois et al. 2007 Lancet Neurol 6: 734-746). En esta
propuesta, incluso con la presencia de caracteristicas de soporte,
el diagnéstico antemortem aun es considerado AD “probable”,
aunque el diagnoéstico de AD “definitiva” se reservo para Ia
confirmacion histopatolégica o evidencia genética (mutacion en el
cromosoma 1, 14, o 21).
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En 2011, un grupo de trabajo que representa National
Institute on Aging /Alzheimer’'s Association Research Roundtable
propuso revisiones similares a los criterios NINCDS/ADRDA, vy
propuso criterios para establecer un diagndstico de MCI y MCI
debido a AD (Albert et al. 2011 Alzheimers Dement 7:270-279;
McKhann et al. 2011 Alzheimers Dement 7: 263-269). Este grupo
de trabajo actualizé los criterios para todas las causas de
demencia, y demencia debido a AD. El grupo de trabajo retuvo las
designaciones de la demencia AD probable, demencia AD posible,
y demencia AD probable o posible con la evidencia del proceso
patofisiolégico de AD. Las primeras dos designaciones fueron
proyectadas para utilizarse en todas las instalaciones clinicas,
mientras que la ultima designacion fue determinada como
adecuada para propositos de investigacion. El grupo de trabajo
reconocié que el progreso de la enfermedad de Alzheimer es
continuo, y que la distincién entre MCI y la demencia es una
evaluacion clinica de que si existe interferencia significativa con
las actividades diarias.

“AD preclinica” se refiere a la etapa a la cual los sintomas
son suficientes para cumplir con los criterios actualmente
aceptados de AD Preclinica (ver la Publicacién de Dubois et al.,
supra). Hablando de manera general, AD preclinica es una fase
presintomatica, larga, tiempo durante el cual estan comenzando
los procesos patofisiologicos de AD. Puede haber sintomas
cognitivos muy sutiles afios antes de que los sujetos cumplan con
los criterios clinicos de MCI (Sperling et al. 2011 Alzheimers
Dement 7: 280-292).

“AD Prodromal” se refiere a una etapa en la cual los
sintomas cumplen con los criterios actualmente aceptados de AD
Prodromal (ver la Publicacion de Dubois et al. supra). De acuerdo
con la presente invenciéon, AD prodromal es una etapa de
predemencia sintomatica que generalmente incluye MCI, pero no
demencia, y esta caracterizada por sintomas que aun no son Io
suficientemente severos para cumplir con los criterios de
diagndstico totales de la enfermedad de Alzheimer. La etapa AD
Prodromal también es referida en la presente invencién como la
etapa MCI progresiva.

I1l. Pioglitazona
Pioglitazona es un agente de tiazolidinodiona que tiene la
siguiente estructura quimica:

Z Ny

SN Oy

HCI| de pioglitazona es un agonista potente para t'eol receptor
gamma activado por proliferador de peroxisoma (PPARy). Los
receptores PPAR encontraron en tejidos tales como tejido
adiposo, musculo esquelético e higado.

Sin pretenderse limitarse a alguna teoria, se considera que
la pioglitazona del agonista PPARy protege contra, o disminuye al
menos algunos de los mecanismos patolégicos implicados en la
enfermedad de Alzheimer (AD), tal como la disminuciéon en la
actividad metabdlica observada en la etapa preclinica.
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Los cambios patofisiolégicos que corresponden a |la
manifestacion clinica de AD pueden comenzar afios, o incluso
décadas, antes de que aparezcan los primeros sintomas
cognitivos, desarrollandose lentamente durante una fase
preclinica. En algunas modalidades, la administracién de
pioglitazona de dosis baja tal como se ensefia en la presente
invencion, puede proteger contra, o disminuir estos cambios,
conduciendo a un retraso en el desarrollo de dafo cognitivo del
tipo de Alzheimer.

En algunas modalidades, se administra pioglitazona en una
cantidad efectiva para proteger o incrementar la funcion
mitocondrial neuronal, o para expandir el depdsito mitocondrial,
para tratamiento, tal como retardar o prevenir, el dafio cognitivo
(por ejemplo, dafio cognitivo del tipo de Alzheimer). En algunas
modalidades, se inicia el tratamiento antes de que haya ocurrido
el dafio patolégico significativo y/o se detecte o diagnostique
dafo cognitivo.

La disfuncion mitocondrial se considera gque desempefia un
papel importante en el hipometabolismo cerebral observado en
AD. La actividad metabélica del cerebro, debido principalmente a
la actividad mitocondrial, disminuye u ocurre una atrofia de
cerebro no patolégica durante edades saludables (Curiati et al.
2011 Am J Neuroradiol 32: 560-565), aunque ocurre una
disminucion o atrofia metabdlica en un rango significativamente
mayor en AD de desarrollo temprano prodromal o sintomatico
(Familiar), en dafo cognitivo leve (MCI), y en el desarrollo tardio
de la enfermedad de Alzheimer (Reiman et al. 1996 N Engl J Med
334: 752-758: Mosconi et al. 2004 Psychiatry Research:
Neuroimaging 130: 141 -151; Mosconi et al. 2005 J Neurol
Neurosurg Psychiatry 76:15-23; Mosconi et al. 2006 J Nucl Med
47 1778-1786: Chetelat et al. 2008 Brain 131:60-71; Mosconi et
al. 2008 Annals of the New York Academy de Sciences 1147: 180-
195: Mosconi et al. 2009 Neurology 72: 513-520; Mosconi et al.
2009 Eur J Nucl Med Mol Imaging 36: 811-822; Villain et al. 2010
Brain 133: 3301-3314). También se ha descubierto que la
actividad de enzima mitocondrial sera reducida en el hipocampo
de pacientes AD a los que se les practicé autopsia, y en
plaguetas 'y fibroblastos en forma relativa a sujetos
cognitivamente normales (Mancuso et al. 2010 Adv Exp Med Biol
685: 34-44).

La hipotesis de que la perturbaciéon de la funcidn
mitocondrial es un evento muy temprano en la etiologia AD,
ocurriendo posiblemente décadas antes de los sintomas clinicos,
estda bien soportada (Castellani et al. 2002 Journal de
Neuroscience Research 70: 357-360; Bubber et al. 2005 Annals de
Neurology 57: 695-703; Beal 2007 Mitochondrial Biology: New
Perspectives 287: 183-192; discussion 192-186; Liang et al. 2008
Physiological Genomics 33: 240-256; Liang et al. 2008 PNAS 105:
4441-4446: Jack et al. 2009 Brain 132: 1355-1365; masira et al.
2010 Biochimica et Biofysica Acta (BBA) - Molecular Basis de
Disease 1802: 2-10; Swerdlow et al. 2010 J Alzheimers Dis 20
Suppl 2: S265-279; Cunnane et al. 2011 Nutrition 27: 3-20).
Existen cambios en la expresion en miultiples regiones del
cerebro, de genes implicados en la funcién mitocondrial en
individuos jovenes quienes estan en riesgo incrementado de
desarrollar AD debido al transporte de APOEe4 (Conejero-
Goldberg et al. 2011 Molecular Psychiatry 16: 836-847), y se ha
medido la actividad metabdlica relativamente disminuida,
bioquimicamente, después de la muerte y con técnicas de
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generacién de imagen durante la vida, en cerebros de personas
cognitivamente normales quienes se ha determinado que estan en
riesgo incrementado de desarrollar en forma tardia AD debido a
historial familiar de la enfermedad o el transporte de al menos un
alelo APOEe4 (Small et al. 1995 JAMA 273: 942-947; Reiman et
al 2005 PNAS 102: 8299-8302; Mosconi et al. 2008 Annals of the
New York Academy de Sciences 1147: 180-195; Langbaum et al.
2010 Arch Neurol 67: 462-468; Mosconi et al. 2011 Journal de
Alzheimer’'s Disease).

El cerebro humano consume mas energia por gramo de tejido
en cualquier otro 6rgano, abarcando aproximadamente una quinta
parte de los consumos de energia total del cuerpo. La glucosa es
el principal combustible para el metabolismo del cerebro, con la
mayor parte de la produccion de energia celular ocurriendo en las
mitocondrias. Las mitocondrias neuronales generan trifosfato de
adenosina (ATP) para potenciar la liberacion de
neurotransmisores y la captaciéon en las sinapsas, para mantener
gradientes de i6n, para potenciar el transporte de mitocondrias y
axonal. Las mitocondrias también regulan la homeostasis de
calcio y la apoptosis, mientras que las mitocondrias
disfuncionales producen niveles incrementados de especies de
oxigeno reactivos téxicos (Mattson et al. 2008 Neuron 60: 748-
766). Algunos estudios sugieren que las neuronas también utilizan
lactato producido por la oxidacion de glucosa en astrocitos
adyacentes (Pancani et al. 2011 Cell Calcio 50: 548-558). Lactato
se reduce finalmente a piruvato en las neuronas, Yy
posteriormente, igual que la glucosa, alimenta la trayectoria de
fosforilacion oxidativa en las mitocondrias para producir ATP.

En algunas modalidades, los cambios en Ia actividad
metabolica cerebral al momento de la administracion, pueden ser
medidos para determinar la dosificacion y/o formas de
administracién éptimas de pioglitazona. La actividad metabdlica
cerebral puede ser medida utilizando técnicas especializadas
conocidas en el arte incluyendo Generacion de Imagen de
Resonancia Magnética funcional (fMRI), siendo la implementacion
mas comun en la fMRI| Dependiente de Nivel de Oxigeno en la
Sangre (BOLD), y la Tomografia de Emision de ['°F]-
fluorodesoxiglucosa-Positron (FDG-PET) (Jack et al. 2000
Neurology 55: 484-490; Whitwell et al. 2007 Brain 130: 1777-
1786). Las fMRI BOLD mide la proporciéon de desoxihemoglobina a
oxihemoglobina; pequefios incrementos en la actividad neuronal
regional dan como resultado una demanda regional incrementada
para el suministro de oxigeno durante la vasculatura cerebral,
dando como resultado una sefal fMRI incrementada en el area.
Por lo tanto, BOLD proporciona una medida indirecta, aunque
sensitiva de actividad neuronal. Una medida cuantitativa de
captacion de glucosa, el rango metabodlico cerebral de la glucosa
(CMRglu), puede ser calculado con FDG-PET.

Cunnane et al., al revisar un cuerpo de literatura sustancial
en los estudios FDG-PET de MCI y AD, concluyé que el rango
metabolico cerebral global de glucosa (CMRg) se reduce en
aproximadamente 20 a 25 % en pacientes AD después de Ia
correccion de la atrofia cerebral. (Cunnane et al., supra). Los
descubrimientos FDG-PET méas consistentes en AD, son CMRglu
reducido en la corteza entorhinal y el hipocampo - dos regiones
que son afectadas en forma mas temprana por AD - que progresa
a la corteza de Cingulato posterior, areas temporoparietales,
precunos y corteza prefrontal como los avances de la enfermedad
(During et al. 2011 Neurological Sciences 32: 559-569; Filippi y
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Agosta 2011 Journal de Alzheimers Disease 24: 455-474). El
metabolismo de glucosa cerebral reducido también puede ser
apreciado antes de un diagnostico de AD, en etapas muy
tempranas de disminuciéon cognitiva, asi como en regiones del
cerebro sensibles a MCI| en AD, empeorando la magnitud y el
grado de hipometabolismo conforme disminuye la cognicidn
(Caselli et al. 2008 Arch Neurol 65: 1231-1236; Nishi et al. 2010 J
Neuroimaging 20: 29-36; Chetelat et al. 2008, supra).

Un estudio longitudinal demostré que, para personas que
progresan de cognicion normal a diagnéstico clinico de MCI
amnésico, tuvo una correlacién entre la disminuciéon en cognicion
y la reducciéon en el metabolismo en regiones cerebrales
conocidas por ser afectadas preferentemente por AD. Esta
disminucion en las regiones sensitivas AD del cerebro, no fue
evidenciada en un grupo de personas similar quienes mantuvieron
una cognicion estable en el estudio (Caselli et al. 2008, supra;
Chetelat et al. 2008, supra). Ademas, los adultos jovenes y los
individuos de edad media quienes son cognitivamente normales,
pero estan en riesgo de AD (por ejemplo, con historial familiar de
AD, un transportador de APOEe4, o individuos con AD familiar, de
desarrollo presintomatico temprano), tienen metabolismo a la
glucosa reducido en regiones del cerebro sensibles a la patologia
AD relativa a los que estan sin estos factores de riesgo (Small, et
al. 1995, supra; Reiman et al. 1996, supra; Reiman et al. 2005,
supra; Mosconi et al. 2006, supra; Langbaum et al. 2010, supra;
Small et al. 2000 PNAS 97: 6037-6042; Reiman et al. 2004 PNAS
101 : 284-289). Por lo tanto, el metabolismo reducido en regiones
del cerebro afectadas por AD, pueden ser uno de los cambios
patofisiolégicos mas tempranos y/o indicadores de la futura
enfermedad en los que estan en riesgo de desarrollar la
enfermedad, y también pueden correlacionarse con el progreso de
la misma.

Tal como se sabe en la técnica, fMRI, utilizando el contraste
dependiente del Nivel de Oxigeno en la sangre (BOLD), se puede
utilizar para visualizar y medir la actividad neuronal durante las
tareas, por ejemplo, tareas cognitivas, y para visualizar la
actividad del cerebro en un estado en reposo, incluyendo la red
de modo por omisién (DMN), la cual es una red de las regiones
del cerebro que esta activa durante el estado en reposo en vigilia,
pero inactiva durante una tarea (Pihlajamaki and Sperling 2008
Future Neurology 3: 409-421; Huettel y Larry 2009 Encyclopedia
de Neuroscience 273-281). La actividad neuronal incrementa el
metabolismo y la demanda regional de glucosa y oxigeno, lo cual
estimula el flujo de sangre a las regiones activas del cerebro.
Esta es la respuesta hemodinamica (el producto del flujo de
sangre cerebral local, el rango metabdlico cerebral de oxigeno y
el volumen de sangre cerebral) que se visualiza mediante fMRI
BOLD, que es un indicador ampliamente aceptable de actividad
neuronal y refleja el consumo de energia (Pihlajamaki y Sperling
2008, supra; Wise y Preston 2010 Drug Discovery Todia 15: 973-
980; Reitz et al. 201 1 Nat Rev Neurol 7: 137-152).

fMRI BOLD revela que la actividad cerebral evocada por las
tareas, se ve comprometida en los que estan en riesgo de AD, vy
disminuye en forma adicional conforme progresa AD (Filippi vy
Agosta 2011, supra). Algunas de las tareas utilizadas pueden
desafiar las funciones cognitivas de orden superior que se ven
comprometidas en forma temprana en el proceso de Ila
enfermedad, incluyendo memoria de episodios y de trabajo. La
sefial fMRI BOLD cambia en forma mas temprana en el lébulo
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mediotemporal (MTL), incluyendo el hipocampo, Y las redes
neuronales conectadas que son requeridas para codificar o
recuperar la memoria (Pihlajamaki y Sperling 2008, supra). La
actividad neuronal reducida también es evidente en MTL,
particularmente en regiones del hipocampo, de individuos jovenes
y mayores cognitivamente normales quienes estan en riesgo
incrementado en desarrollar AD (Pihlajamaki y Sperling 2008,
supra; Filippi y Agosta 2011, supra; Wu et al. 2009 J Cell Physiol
220: 58-71: Jones et al. 2011 Neurology 77: 1524-1531), y la
magnitud de la senal fMRI BOLD en |la region cortical
posteromedial, esta asociada con el desempeiio de memoria de
episodios verbal en sujetos mas grandes cognitivamente
normales, y se disminuye conforme los sujetos progresan de dano
cognitivo a demencia AD (Pihlajamaki et al. 2010 Alzheimer
Disease & Associated Disorders 24: 28-36). Ademas de los
cambios en la actividad cerebral evocada por las tareas en
demencia prodromal y AD preclinica, los estudios fMRI y FDG-PET
del cerebro en su estado en reposo, indican que la conectividad
funcional entre las regiones especificas del cerebro son cada vez
mas alteradas conforme progresa MCl y AD (Reiman et al. 1996,
supra; Filippi y Agosta 2011, supra; Jin et al. 2012 Magnetic
Resonance Imaging 30: 48-61). BOLD-fMRI ha probado ser un
método particularmente util para medir la conectividad funcional
en el cerebro humano y en cerebros de otras especies, por
ejemplo, ratas. Biswal et al., reconociéo en el afio de 1995, que
habia wuna correlacién temporal de fluctuaciones de baja
frecuencia del flujo de sangre y oxigenacion, medida mediante
fMRI, en regiones del cerebro que estaban funcionalmente
relacionadas (Biswal et al. 1995 Magn Reson Med 34: 537-541).
Estas fluctuaciones coordinadas en forma espacio-temporal
ocurren incluso cuando el cerebro no esta enganchado en una
tarea, es decir, cuando el cerebro estd en reposo, y se considera
que reflejan la actividad neuronal espontanea o los procesos del
cerebro de trasfondo (Damoiseaux et al. 2011 Neurobiology de
Aging; Yamasaki et al. 2012 Neurology Research International
2012). En AD, se ha observado la conectividad funcional alterada
entre regiones cerebrales o sistemas requeridos para procesos
cognitivos de orden superior, incluyendo en DMN y los sistemas
implicados en la atencién. (Yamasaki et al. 2012, supra). La
actividad en reposo disminuida en DMN en regiones del cerebro
especificas - por ejemplo, entre la corteza de singulato posterior
y la corteza temporal o hipocampo, y entre la region subcortical,
el talamo, y un nimero de regiones corticales - ha sido reportada
para pacientes AD y MCI (Wang et al. 2011 European Journal de
Radiology). En contraste, existe una conectividad funcional en el
estado de reposo incrementada en las regiones frontales entre las
regiones frontales de DMN y las partes frontales del cerebro en
AD y MCI (Wang et al. 2006 Neurolmage 31: 496-504; Zhang et al.
2009 Behav Brain Res 197: 103-108).

Hasta ahora, no ha sido factible predecir que personas
tienen mas probabilidad de desarrollar estos cambios
patofisiolégicos, los cuales pueden conducir a dafio cognitivo, y
finalmente a demencia de Alzheimer. El genotipo TOMMA40
rs10524523 junto con la edad y posiblemente otros factores son
Utiles como un biomarcador de prondstico para determinar que
sujetos estan en riesgo de desarrollar dafio cognitivo del tipo de
Alzheimer y proporcionar la oportunidad de intervenir en la fase
temprana de esta enfermedad progresiva y devastadora.
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PPARy es un factor de transcripcion nuclear, activado por
ligando que afecta muchas trayectorias implicadas en la etiologia
de AD (Landret et al. 2008 Neuroterapeutics 5: 481-489). Sus
acciones bioldgicas incluyen la modulacién de la expresion de gen
inflamatorio y la regulacién del metabolismo de glucosa y lipidos,
ambos de los cuales son normales de AD. PPARy también tiene
efectos directos en la funcion mitocondrial y produccion ATP.
Muchos lideres en la investigacion de AD, creen que la disfuncion
mitocondrial desempena un papel significativo en el
hipometabolismo cerebral observado en AD.

El receptor PPARyY se activa mediante ligandos endogenos y
a través de un numero de agentes farmacolégicos incluyendo
farmacos de la clase de tiazolidinodiona (TZD).

La Pioglitazona es comercializada para el tratamiento de
diabetes tipo 2 (Actos™), y trata la resistencia a insulina que es
el sello caracteristico de la diabetes tipo 2 incrementando la
sensibilidad de los tejidos, particularmente el higado, muasculos y
tejido adiposo, a los efectos de la insulina (Olefsky 2000 The
Journal de Clinical Investigation 106: 467-472). T2DM y la
intensidad a insulina son factores de riesgo para desarrollar AD, y
los pacientes diabéticos que llevan APOEe4 estan en riesgo
particular (Irie et al. 2008 Arch Neurol 65: 89-93; Ronnemaa et al.
2008 Neurology 71: 1065-1071; Bruehl et al. 2009 Journal of
Clinical y Experimental Neuropsychology 32: 487-493). Los
cerebros de pacientes AD que se les practico autopsia, tienen
niveles de insulina, y receptor de insulina y IRS-1 mARN
marcadamente inferiores que los cerebros de control, en forma
consistente con una intensidad a insulina o fenotipo diabético que
conduce algunos a caracterizar AD como diabetes tipo 3 (Steen et
al. 2005 J Alzheimers Dis 7: 63-80). Los receptores de insulina se
encuentran a lo largo del cerebro humano, y estan en
concentraciones particularmente altas en el hipotalamo, cerebelo,
y corteza, y PPARy y su coactivador, receptor de retinoide X
(RXR), también se expresan en el cerebro, incluyendo en el
hipocampo y corteza (Inestrosa et al. 2005 Experimental Cell
Research 304: 91 -104; Gofflot et al. 2007 Cell 131: 405-418;
Morales-Garcia et al. 201 1 GLIA 59: 293-307). El receptor PPARYy
expresa en asctrocitos y neuronas, y el nivel de proteina es
reducido en un ~40% en lisados de cerebro postmortem de
pacientes AD.

Pioglitazona mejora la intensidad a insulina neuronal (Liu et
al. 2010 European Journal de Pharmacology 629: 153-158), y las
concentraciones tan bajas como de 1 nM, reducen
significativamente la muerte celular debido a la privacion de
glucosa, posiblemente debido a que la pioglitazona produce
proteccién contra hipoglucemia, incrementando el contenido
mitocondrial y/o modulando la estructura mitocondrial. El farmaco
también incrementa la expresion de NRF1, TFAM 1 (factores de
transcripcion requeridos para biogénesis mitocondrial), y UCP-2
(requerido para remodelado mitocondrial) (Miglio et al. 2009
Neurochemistry International 55: 496-504).

Se han reportado efectos benéficos de pioglitazona en
modelos de AD de raton transgénico, y en modelo de ratones y
ratas de neurodegeneracién y lesién cerebral. Los efectos
benéficos reportados en el tratamiento con pioglitazona, incluyen
la reduccién de la carga de la placa amiloide en el cerebro en
modelos de ratdon transgénicos de AD, utilizacién de glucosa de
cerebro y funcién cerebrovascular incrementadas, inflamacion
cerebral reducida, tension oxidativa disminuida, mejoria de los
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déficits de aprendizaje y memorias relacionados con la patologia
y neurogénesis incrementada en animales adultos (Heneka et al.
2000 Journal de Neuroscience 20: 6862-6867; Yan et al. 2003
Journal de Neuroscience 23: 7504-7509; Heneka et al. 2005 Brain
128: 1442-1453; Patan et al. 2006 Life Sci 79: 2209-2216;
Nicolakakis et al. 2008 Journal de Neuroscience 28: 9287-9296;
Kaur et al. 2009 Fundamental & Clinical Pharmacology 23: 557-
566: Roberts et al. 2009 Experimental Neurology 216: 459-470;
Glatz et al. 2010 Journal de Hypertension 28: 1488-1497,
Nicolakakis y Hamel 2011 J Cereb Blood Flow Metab 31: 1354-
1370: Morales-Garcia et al. 2011, supra; Zhang, Xu et al. 2011,
supra). Pioglitazona también mejoroé la cognicién e
hiperinsulinemia, y mejoré el flujo de sangre cerebral regional en
pequefias pruebas clinicas controladas con placebo de pacientes
diabéticos con AD o dafio cognitivo leve (Hanyu et al. 2009
Journal de te American Geriatrics Society 57: 177-179; Hanyu et.
al. 2010 J Am Geriatr Soc 58: 1000-1001; Sato et al. 2010
Neurobiology de Aging 32: 1626-1633).

La dosis de pioglitazona de 15 mg, 30 mg y 45 mg
comercializada, es adecuada para dosificar diabetes tipo 2, y es
segura y eficaz para el tratamiento de esta enfermedad. Las dosis
de pioglitazona de nivel de diabetes, han sido utilizadas en
pequefios estudios clinicos de enfermedad de Alzheimer (Hanyu et
al. 2009 Journal de te American Geriatrics Society 57: 177-179;
Hanyu et al. 2010 J Am Geriatr Soc 58: 1000-1001; Sato et al.
2010 Neurobiology de Aging 32: 1626-1633). Ademas, en una
prueba clinica reciente para el tratamiento de Alzheimer utilizando
una diferente tiazolidinediona - rosiglitazona - se utilizdé la
dosificacién del farmaco de diabetes tipo 2 (Risner et al. 2006
Pharmacogenomics Journal 6: 246-254; Gold et al. 2010 Demencia
y Geriatric Cognitive Disorders 30: 131 -146).

Sin embargo, puede ser preferido limitar la exposicion al
farmaco, si se puede lograr lo suficiente el efecto y la eficacia
farmacodinamica requerida en wuna dosis inferior, para la
poblacién de pacientes proyectados. En esta forma, la frecuencia
de eventos adversos raros o no comunes, puede reducirse en
forma adicional, mejorando de esta forma la seguridad.

Tal como aqui se ensefia y tal como se demuestra a traves
de los resultados del estudio BOLD presentados en los Ejemplos
gue se encuentran a continuacion, se ha descubierto
sorprendentemente que las dosificaciones significativamente
inferiores a las utilizadas en el tratamiento de diabetes tipo Il (es
decir, pioglitazona de dosis baja) dan como resultado un cambio
en el metabolismo del cerebro y por lo tanto pueden ser efectivas
en el tratamiento de enfermedad de Alzheimer, incluyendo el
retraso del desarrollo de la disminucién cognitiva (por ejemplo,
dafo cognitivo del tipo de Alzheimer).

V. Formulaciones y Modos de Administracion

La presente invencién proporciona un nimero de
formulaciones de producto de farmaco de pioglitazona de dosis
baja utiles de acuerdo con los métodos de la presente invencidn,
incluyendo pero sin limitarse a una formulacion de baja intensidad
(LS), una formulacion de tableta de desintegracion oral (ODT),
una formulacién liquida, una formulacién de suspensidon, una
formulacién nasal, una formulacién de liberacién oral inmediata,
modificada controlada o extendida, una formulacién transdermica,
una formulacion rectal, una formulacién tépica o una formulaciéon
inyectable.

(a) Formulacion de Baja Resistencia (LS)
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La presente invenciéon proporciona formulaciones LS de
pioglitazona de dosis baja, por ejemplo tal como se describe en la
Publicacién de Patente U.S. S.N. 12/452,587 y en la Publicacion
de Patente Norteamericana No. 2010/0166853, incorporadas en su
totalidad a la presente invencién como referencia. La preparacion
recubierta de la presente invencién, comprende un centro que
comprende un acido organico farmacéuticamente aceptable con
solubilidad en agua a una temperatura de 20°C no mayor a 10
mg/mL y pKs; (un logaritmo comin negativo de la primera
constante de disociacién de acido K,;) a una temperatura de 25°C
no mayor a 5, y una capa de recubrimiento que comprende
pioglitazona o una sal de la misma.

La preparacién recubierta de la presente invencion, puede
ser una preparaciéon simple que tiene un centro y una capa de
recubrimiento, o una recoleccién de preparaciones que tienen
cada una un centro y una capa de recubrimiento. Ademas, la
preparacion recubierta de la presente invencidon puede ser una
capsula producida mezclando una recoleccion de preparaciones,
que tienen cada una un centro y una capa de recubrimiento con
aditivos, segun sea necesario, y el llenado de la capsula con la
mezcla.

Ademas, la preparacidon recubierta de la presente invencion
puede ser una tableta o pastilla producida mezclando una
recoleccion de preparaciones que tienen cada una un centro y una
capa de recubrimiento, con aditivos y moldeando por compresion
la mezcla.

El centro de la preparacién recubierta de la presente
invencién, puede consistir unicamente en un acido organico
farmacéuticamente aceptable, con solubilidad en agua a una
temperatura de 20°C no mayor a 10 mg/mL y una pK,; a una
temperatura de 25°C no mayor a 5. Alternativamente, puede
consistir en una composicion de un acido organico
farmacéuticamente aceptable con solubilidad en agua a una
temperatura de 20°C no mayor a 10 mg/mL y una pKsy, a una
temperatura de 25°C, no mayor a 5 y, por ejemplo, el aditivo que
se menciona mdas adelante, y similares.

El acido organico contenido en el centro de la preparacion
recubierta de la presente invencion, es un acido organico
farmacéuticamente aceptable con solubilidad en agua a una
temperatura de 20°C no mayor a 10 mg/mL y pKsy a una
temperatura de 25°C no mayor a 5. La solubilidad en agua a una
temperatura de 20°C es preferentemente no menor 50 mg/mL, mas
preferentemente no menor a 100 mg/mL. La solubilidad en agua a
una temperatura de 20°C, es preferentemente no mayor a 2000
mg/mL. La pK,; a una temperatura de 25°C, es preferentemente
no mayor a 5, mas preferentemente no mayor a 4. La pK,; es
preferentemente no menor a 1. Se prefiere un acido orgéanico con
solubilidad en agua a una temperatura de 20°C no menor a 300
mg/mL y una pKay; una temperatura 25°C no mayor a 4.

Los ejemplos especificos del acido organico incluyen uno o
mas de 4acido citrico, acido tartarico, acido malico y acido
ascorbico, y similares. El acido organico puede ser cualquiera de
hidrato y sal de a&acido. Ademas, el 4acido organico esta
preferentemente en la forma de un cristal, ya que la intensidad
mecanica y la estabilidad quimica del centro que contiene el acido
organico cristalino, no se degradan durante el paso de produccidn
de la preparacién de la presente invencién, y en virtud de la
acidez.
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En la presente especificacion, el acido citrico incluye
monohidrato de acido citrico y acido citrico anhidrido.

En la forma del acido organico, son preferibles el acido
citrico, acido tartarico y 4acido malico, y el acido citrico
(particularmente acido citrico anhidrido) es mas preferible como
un aditivo farmacéutico.

El tamafdo de particula promedio del acido orgéanico
generalmente es de 100 a 1500 pym, preferentemente 300 a 800
um. El| tamafio de particula promedio se mide, por ejemplo,
utilizando un aparato de medida de distribucion de particulas de
difraccion laser (por ejemplo, aparato de medida de distribucion
de particulas SYNPATEC HELOS-RODOS).

Aunque el tamafio de particula promedio del centro varia
dependiendo del tipo de preparaciéon recubierta de la presente
invencion, generalmente es de 100 a 1500 ym, preferentemente
300 a 800 pum.

El centro de la preparacion recubierta de l|la presente
invencién, puede ser cubierto con una capa de recubrimiento que
comprende pioglitazona o una sal del mismo.

Aunque el contenido del acido organico en el centro de la
preparacion recubierta de la presente invenciéon varia
dependiendo del tipo de acido organico y similares, generalmente
es de 20 a 95 partes en peso, preferentemente 40 a 80 partes en
peso, por 100 partes en peso de la preparacién recubierta.

Con respecto a una pioglitazona o una sal del mismo,
utilizada para la preparacion recubierta de la presente invencion,
los ejemplos de la sal de pioglitazona incluyen sales
farmacéuticamente aceptables, tales como sales con acido
inorganico, sales con acido organico, sales con aminoacido
acidico y similares.

Los ejemplos preferidos de sales con acido inorganico
incluyen sales con &cido hidroclorico, acido hidrobromico, acido
citrico, acido sulflurico, acido fosforico y similares.

Los ejemplos preferidos de las sales con acido organico
incluyen sal con dacido férmico, acido aceético, acido
trifluoroacético, acido fumarico, acido oxalico, acido tartarico,
acido maleico, acido citrico, acido succinico, acido malico, acido
metanosulfonico, acido bencenosulfénico, acido p-
toluenosulfénico y similares.

Los ejemplos preferidos de las sales con aminoacido
acidico, incluyen sales con acido aspartico, acido glutamico vy
similares.

Ademas, la pioglitazona puede ser cualquiera de anhidridos
o hidratos, y la pioglitazona puede ser etiquetada en forma
adicional con un isotopo (por ejemplo,®H, 'C, %S, '*°|) y
similares.

La pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo, es preferentemente clorhidrato de pioglitazona.

La pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, se puede diluir con un diluyente y similares, que son
generalmente conocidos en la técnica.

En la preparacién recubierta de la presente invencién, el

tamano de particula promedio de la pioglitazona y una sal del
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mismo, que sera utilizada como material de partida, es
preferentemente de 0.5 a 50 ym.

Al adoptar dicho tamafo promedio, se puede obtener una
preparacion recubierta de pioglitazona o] una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene disolucion
superior.

El tamafio promedio preferido antes mencionado se aplica a
pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
como el material de partida. ElI material de partida puede
comprender un producto pulverizado obtenido mediante
pulverizacién durante el proceso para producir la preparacion
recubierta, o un producto pulverizado mezclado obtenido mediante
pulverizacién junto con un excipiente (por ejemplo, celulosa
cristalina) o similares. El tamafo promedio de pioglitazona o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede cambiar mas
alla del rango anterior durante un proceso de produccion de la
preparacion recubierta de la presente invencién, o un proceso de
conservacion de la preparacion recubierta después de |la
produccion, mediante la coagulacion de pioglitazona o una sal del
mismo. La pulverizacion se lleva a cabo utilizando una maquina
para elaborar una formulacion tal como un mortero, un molino de
chorro, un molino de martillo, un molino de colador (P-3; Showa
Kagaku Kikai Kosakusho Co., Ltd.) o similares.

Tal como aqui se utiliza, el tamafo promedio significa, un
tamafio de particula que se divide en particulas crudas vy
particulas finas en un 50% con base en la distribuciéon de peso o
distribucion de numero. El tamafo promedio puede ser medido,
por ejemplo, mediante un aparato de medida de distribucion de
tamafio de particula de difraccion laser (por ejemplo aparato de

medida de distribucion de particula SYNPATEC HELOS-RODOS).
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La capacidad de dispersion de pioglitazona o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene el tamano
promedio deseado antes mencionado, se define preferentemente a
través de particulas no mayor a 0.1 pm que estan contenidas en
no mas del 10% de la cantidad total, y particulas no menores a
1000 pm que estan contenidas en no mas del 10% de la cantidad
total. El limite inferior del mismo, generalmente es definido por
particulas con un tamafio no mayor a 0.1 ym que estan contenidas
en no menos del 0.1% de la cantidad total, y particulas con un
tamafio no menor a 1000 um que estan contenidas en no menos
del 0.1% de la cantidad total.

Aunque el contenido de pioglitazona o} una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en la preparacion
recubierta de la presente invencién, varia dependiendo de la
forma de dosificacién, la dosis y similares de la preparacion
recubierta, generalmente es de 0.01 a 30 partes en peso,
preferentemente 0.5 a 25 partes en peso, preferentemente en
forma adicional 0.5 a 20 partes en peso, por 100 partes en peso
de la preparacion recubierta.

En la preparacién recubierta de la presente invencion, una
proporcion en peso de pioglitazona y el acido organico
farmaceuticamente aceptable antes mencionado es
preferentemente de 1:4 a 1:100, mas preferentemente 1:4 a 1:20,
mas preferentemente 1:5 a 1:10. El peso de pioglitazona significa
el equivalente de pioglitazona en la sal de pioglitazona
farmacéuticamente aceptable.

En la preparacion recubierta de la presente invencion, la
cantidad de la capa de recubrimiento que comprende pioglitazona
o una sal del mismo que sera utilizada generalmente es de 5 a

205 partes en peso, preferentemente 10 a 100 partes en peso,
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mas preferentemente 20 a 90 partes en peso, por 100 partes en
peso del centro.

La preparaciéon recubierta de la presente invencion contiene
preferentemente celulosa o un derivado de celulosa en una capa
de recubrimiento. De éstos, es preferible un derivado de celulosa.

El derivado de celulosa es una celulosa en donde una parte
de la molécula de celulosa es sustituida por otros atomos o
grupos funcionales. Los ejemplos del derivado de celulosa
incluyen hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo nivel (L-HPC),
hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, succinato de acetato de
hidroxipropilmetilcelulosa y similares. De estos, se prefiere la
hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo nivel. Mas preferida es la
hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo nivel que tiene un
contenido del grupo hidroxipropilo de 5 a 16% en peso (por
ejemplo, LH-11, LH-21, LH-31, LH-22, LH-32, LH-20, LH-30, LH-33
(nombres comerciales, fabricados por Shin-Etsu Chemical Co.,
Ltd.) etc.) y similares.

El contenido de celulosa o derivado de celulosa en l|la capa
de recubrimiento de la preparacién recubierta de la presente
invencién, generalmente es de 0.5 a 70 partes en peso,
preferentemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 50
partes en peso, mas preferentemente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 30 partes en peso, por 100 partes en peso de la
capa de recubrimiento.

Ya que la celulosa o un derivado de celulosa
(preferentemente un derivado de celulosa) esta contenido
preferentemente en la capa de recubrimiento, la preparacion
recubierta de la presente invencion tiene una construccion que

constituye una capa de recubrimiento, que comprende celulosa o
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un derivado de celulosa como un esqueleto, y se mantiene en un
solvente acuoso, en donde la pioglitazona o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se disuelve en un acido
organico (solucién) en la construccion para producir una solucién
acuosa. Como resultado, la preparacion recubierta de la presente
invencién, en comparacién con las preparaciones convencionales,
puede incrementar en forma remarcada la concentracién en
sangre maxima y la AUC de pioglitazona después de la
administracién, y disminuir en forma marcada la desviacion
estandar relativa interindividual (RSD) en AUC.

Ademas, ya que la preparacion recubierta de la presente
invencion tiene una construccién que constituye una capa de
recubrimiento, que comprende celulosa o un derivado de celulosa,
como un esqueleto, y se mantiene en un solvente acuoso, en
donde la pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo se disuelve en un acido organico (solucién) en |la
construccién para producir una solucién acuosa, puede
incrementar la biodisponibilidad en comparacion con
preparaciones convencionales. Especificamente, la
biodisponibilidad de la preparacién recubierta de la presente
invencién excede el 75% cuando la preparacion se administra a
perros.

En la presente especificacion, la biodisponibilidad puede ser
determinada, por ejemplo, dividiendo la AUC en el tiempo de
administracion no intravenosa de una cantidad determinada de
pioglitazona, entre la AUC en el momento de la administracion
intravenosa de la misma cantidad de pioglitazona. Por ejemplo,
cuando la biodisponibilidad de un producto de farmaco de
liberacion inmediata de pioglitazona de dosis baja de la presente

invencién, se administra en forma oral para ser calculada, la
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formula puede ser como la siguiente:

Biodisponibilidad (%)=(AUC de administracion oral/AUC de
administracion intravenosa)x100.

Cuando pioglitazona se disuelve en la construccion para
producir una solucién acuosa, se puede proporcionar un efecto
similar al logrado por la administracion de la solucién, lo cual se
espera que incremente la concentracién en sangre maxima, la
AUC vy la biodisponibilidad.

Aqui, el solvente acuoso en la presente especificacion
incluye agua, amortiguador KCI--HCI| (por ejemplo, amortiguador
KCl--HCl en pH 2.0), amortiguador de Mcllvaine (por ejemplo,
amortiguador de Mcllvaine en pH 2.2, pH 2.5 o pH 3.0) vy
similares. La construccién que constituye wuna capa de
recubrimiento, que comprende un derivado de celulosa como un
esqueleto y se mantiene en un solvente acuoso significa
especificamente, por ejemplo, que la construccion esta presente
durante no menos de 10 minutos, preferentemente en un
amortiguador KCI--HCIl (pH 2.0, 900 mL) bajo condiciones del
Método de Paddle (50 rpm), mas preferentemente en un
amortiguador de Mcllvaine (pH 2.2, 900 ml) bajo condiciones del
Método Paddle (50 rpm), aun mas preferentemente en
amortiguador de Mcllvaine (pH 2.5, 900 ml) bajo condiciones del
Método Paddle (50 rpm), particularmente, preferentemente en
amortiguador de Mcllvaine (pH 3.0, 900 mL) bajo condiciones del
Método Paddle (50 rpm).

El Método de Paddle en la presente especificacion significa
la medicién de acuerdo con la Farmacopea Japonesa, 14° Edicion,
General Tests, Dissolution Test Method 2, a menos que se indique
de manera particular.

La preparacion recubierta de la presente invencion puede
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contener aditivos convencionalmente utilizados en el campo
técnico de la formulacién de preparaciones. Los ejemplos del
aditivo incluyen excipiente, desintegrante, enlazador, lubricante,
colorante, regulador de pH, tensoactivo, estabilizador, corrector,
edulcorante, saborizante, deslizante, agente antiestatica, agente
de protecciéon contra la luz, antioxidante, agente de reduccion,
agente de quelacién y similares. Estos aditivos se utilizan en una
cantidad empleada convencionalmente en el campo técnico de la
formulacion de preparaciones. Ademas, estos aditivos pueden ser
utilizados en una mezcla de dos o mas tipos de los mismos en una
proporcién adecuada.

Los ejemplos del excipiente incluyen sacaridos; celulosa
cristalina; almidones tales como almidén de maiz, almidén de
papa, almidén de trigo, almidén de arroz, almidéon parcialmente
pregelatinizado, almidoén pregelatinizado, almidén poroso,
dextrina, almidén de carboximetilo y similares; fosfato de calcio
anhidro, carbonato de calcio precipitado, silicato de calcio,
celulosa en polvo, gelatina, acido silicico, anhidro ligero, silicato
de aluminio sintético, aluminometasilicato de magnesio, ¢xido de
magnesio, fosfato de calcio, carbonato de calcio, sulfato de
calcio.

Los ejemplos de sacaridos incluyen azucar, azucar de
almidén, lactosa, miel y alcohol de aztcar. Se pueden utilizar dos
o mas tipos de estos sacaridos en una mezcla en una proporcién
adecuada.

Los ejemplos de sacaridos incluyen azlcar, azucar de
almidon, lactosa, miel y alcohol de azucar. Se pueden utilizar dos
o mas de estos tipos de sacaridos en una mezcla en una
proporcién adecuada.

Los ejemplos de azUcar incluyen sacarosa, azucar blanca
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blanda, sacarosa de glucosilo [azlcar de acoplamiento (nombre
comercial)], fructooligosacarido y palatinosa.

Los ejemplos de azucar de almidén incluyen glucosa,
maltosa, jarabe de almidon pulverizado, jarabe de almidon,
fructosa y trehalosa.

Los ejemplos de lactosa incluyen lactosa, lactosa
isomerizada (lactulosa) y lactosa hidrogenada (lactitol).

Los ejemplos de miel incluyen varios tipos de miel
generalmente utilizada para alimento.

Los ejemplos de alcohol de azlcar incluyen sorbitol, manitol
(especificamente, D-manitol), maltitol, jarabe de glucosa
hidrogenado, xilitol, paratinosa reducida y eritritol.

Los sacaridos son preferentemente alcohol de azucar,
aztcar de almidon y sacarosa, mas preferentemente manitol,
trehalosa y sacarosa. De estos, son preferibles el manitol y la
trehalosa. Desde el aspecto del cambio de color sorpresivo de la
preparaciéon (especificamente el cambio de color bajo condiciones
de conservacién), en la preparacién recubierta de la presente
invencién, la capa de recubrimiento contiene preferentemente
manitol o trehalosa.

Cuando se utilizan sacaridos para la preparacién recubierta,
el contenido de la misma es por ejemplo de 5 a 90 partes en peso,
preferentemente 5 a 40 partes en peso, por 100 partes en peso de
la preparacion recubierta.

Particularmente, cuando la preparacién recubierta de la
presente invenciéon contiene manitol o trehalosa, el contenido de
manitol o trehalosa es preferentemente 5 a 40 partes en peso,
mas preferentemente 5 a 30 partes en peso, por 100 partes en
peso de la preparacion recubierta.

Los ejemplos de celulosa cristalina incluyen CEOLUS
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KG801, KG802, PH101, PH102, PH301, PH302, PH-F20, RC-
A591NF (nombres comerciales, fabricados por Asahi Kasei
Chemicals Corporation), incluyendo wuno Ilamado celulosa
microcristalina.

Los ejemplos de desintegrantes incluyen
carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa de calcio (calcio de
carmelosa), almidén de carboximetilo de sodio, sodio de
carmelosa, sodio de croscarmelosa, crospovidona
[preferentemente, Kollidon CL, CL-M, CL-F, CL-SF (nombre
comercial, BASF JAPAN LTD.); Poliplasdona XL, XL-10, INF-10
(nombre comercial, ISP JAPAN LTD.)], hidroxipropilcelulosa
sustituida de bajo nivel [preferentemente hidroxipropilcelulosa
sustituida de bajo nivel que tiene un contenido del grupo
hidroxipropilo del 5 al 16% en peso, tal como LH-11, LH-21, LH-
31, LH-22, LH-32, LH-20, LH-30, LH-33 (nombre comercial,
fabricado por Shin-Etsu Chemical Co., Ltd.) etc.], almidén de
hidroxipropilo, almidén de maiz y almidén parcialmente
pregelatinizado.

Cuando se utiliza un desintegrante para la preparacion
recubierta de la presente invencion, el contenido del
desintegrante es por ejemplo, de 0.5 a 50 partes en peso,
preferentemente 1 a 25 partes en peso, por 100 partes en peso de
la preparacion recubierta.

Los ejemplos de enlazadores incluyen hidroxipropilcelulosa
[preferentemente HPC-SSL, SL, L (nombre comercial, NIPPON
SODA CO., LTE:)]; hidroxipropilmetilcelulosa, povidona
(polivinilpirrolidona), polvo de goma arabiga, sacarosa, gelatina,
pululan, metilcelulosa, celulosa cristalina, hidroxipropilcelulosa
sustituida de bajo nivel [preferentemente hidroxipropilcelulosa

sustituida de bajo nivel que tiene un contenido del grupo
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hidroxipropilo del 5 al 16% en peso, tal como LH-11, LH-21, LH-
31, LH-22, LH-32, LH-20, LH-30, LH-33 (nombre comercial,
fabricado por Shin-Etsu Chemical Co., Ltd.) etc.], macrogol,
dextrano, alcohol polivinilico y pasta de almiddén. De eéestos, es
preferible la hidroxipropilcelulosa.

Cuando se utiliza un enlazador para la preparacion
recubierta de la presente invencion, el contenido del enlazador es
por ejemplo de 0.01 a 50 partes en peso, preferentemente 0.1 a
10 partes en peso, por 100 partes en peso de la preparacién
recubierta.

Los ejemplos de lubricantes incluyen 4acido estearico,
estearato de magnesio, estearato de calcio, talco, ésteres de
sacarosa de acidos grasos, fumarato estearilo de sodio, ceras,
DL-leucina, sulfato laurilo de sodio, sulfato laurilo de magnesio,
macrogol y acido silicico anhidro ligero (por ejemplo, AEROSIL).
De éstos, es preferible el estearato de magnesio.

Los ejemplos de colorantes incluyen colorantes de alimentos
tales como el Amarillo de Alimentos No. 5 (Sunset Yellow, igual
que el amarillo de Alimentos No. 6 en los E.U.A.), Rojo de
Alimentos No. 2, Azul de Alimentos No. 2 y similares, colores de
lago alimenticio, 6xido férrico amarillo (6xido de hierro amarillo),
trioxido de dihierro (6xido de hierro rojo), riboflavina, eéster de
acido organico de riboflavina (por ejemplo, butirato de
riboflavina), fosfato de riboflavina o una sal de metal alcali del
mismo o sal de metal de tierra alcalina del mismo, fenolftaleina,
oxido de titanio, licopeno, beta-caroteno.

Los ejemplos de regulador de pH incluyen sal de citrato,
fosfato, carbonato, tartrato, fumarato, acetato y aminoacido.

Los ejemplos del tensoactivo incluyen sulfato laurilo de

sodio, polisorbato 80, polioxietilen (160) polioxipropilen (30)
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glicol, polioxietilen (196) polioxipropilen (67) glicol y aceite de
castor hidrogenado de polioxietileno 60.

Los ejemplos del estabilizador incluyen ascorbato de sodio,
tocoferol, edetato tetrasédico, nicotinamida, ciclodextrinas; sales
de metal de tierra alcalina (por ejemplo, carbonato de calcio,
hidroxido de calcio, carbonato de magnesio, hidréoxido de
magnesio, silicato de magnesio, aluminato de magnesio) vy
butilhidroxianisole.

Los ejemplos del corrector incluyen acido ascoérbico, acido
citrico (anhidro), acido tartarico y acido malico.

Los ejemplos de edulcorante incluyen aspartame, potasio de
acesulfame, taumatina, sodio de sacarina y glicirricinato de
dipotasio. De éstos, aspartame es el preferido.

Los ejemplos de saborizantes incluyen mentol, aceite de
hierbabuena, aceite de limén y vainilla.

Los ejemplos de deslizantes incluyen acido silicico, anhidro
ligero y dioxido de silicon hidratado. Aqui, el acido silicico
anhidro ligero puede ser cualquiera que contenga diéxido de
silicon hidratado (SiO, nH;0) (n es wun entero) como un
componente principal, y Sylysia 320, como ejemplos concreto del
mismo, (nombre comercial, FUJI SILYSIA CHEMICAL LTD.),
AEROSIL 200 (nombre comercial, NIPPON AEROSIL CO., LTD.) y
similares pueden ser utilizados.

Los ejemplos de agentes antiestaticos incluyen talco y acido
silicico anhidro ligero.

Los ejemplos del agente de proteccion contra la luz incluyen
6xido de titanio.

Los ejemplos del antioxidante incluyen dibutilhidroxitolueno
(BHT), tocoferol, éster de tocoferol (por ejemplo, acetato de

tocoferol), acido ascorbico o sal de metal alcali del mismo, o sal
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de metal de tierra alcalina del mismo, licopeno, beta-caroteno.

Los ejemplos del agente de reduccion incluyen cistina vy
cisteina.

Los ejemplos del agente de quelacion incluyen EDTA o la sal
de metal alcali del mismo, o la sal de metal de tierra alcalina del
mismo.

La preparacién recubierta de la presente invencion, puede
tener una capa intermedia formada entre el centro y la capa de
recubrimiento que comprende pioglitazona o una sal del mismo.
Utilizando una capa intermedia, se puede evitar un efecto adverso
(por ejemplo, descomposicion de la pioglitazona) del acido
organico en el centro en la pioglitazona o una sal del mismo en la
capa de recubrimiento, y se puede prolongar la durabilidad de l|a
preparacion recubierta.

La forma de dosificacion de la preparacion recubierta de la
presente invencion generalmente es una preparacién sdlida. Los
ejemplos de la preparacion solida incluyen tabletas, grageas,
capsulas, polvos, granulos y trociscos. De éstos, se prefieren
granulos, capsulas y tabletas. Las formas de dosificacidn
semisdlida, tal como un gel que contiene la preparacion
recubierta, y preparaciones liguidas que contienen una solucidn
de pioglitazona de la dosificacion adecuada, se pueden utilizar
también de acuerdo con la presente invencion.

La forma de la preparacion sélida no esta particularmente
limitada, y puede ser cualquiera de redonda, capsula, en forma de
rosca, oblonga y similares.

La preparacién solida puede ser recubierta con un agente de
recubrimiento, y puede tener una marca Yy letras para
identificacién, y ademas una linea marcada para dividirse.

Los ejemplos de la base de recubrimiento incluyen base de
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recubrimiento de azucar, base de recubrimiento de pelicula
acuosa, base de recubrimiento de pelicula entérica, base de
recubrimiento de pelicula de liberacion sostenida y similares.

Como la base de recubrimiento de azucar, se utiliza
sacarosa y uno o mas tipos seleccionados de talco, carbonato de
calcio precipitado, gelatina, goma arabiga, pululan, cera de
carnauba y similares se pueden utilizar en combinacion.

Los ejemplos de la base de recubrimiento de la pelicula
acuosa incluyen, polimeros de celulosa tales como
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, metilhidroxietilcelulosa y similares; polimeros
sintéticos tales como dietilaminoacetato de polivinilacetal,
copolimero de metacrilato de aminoalquilo E [Eudragit E (nombre
comercial)], polivinilpirrolidona y similares; polisacaridos tales
como pululan y similares; y similares.

Los ejemplos de la base de recubrimiento de pelicula
entérica incluyen polimeros de celulosa tales como ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, succinato de acetato de
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetiletilcelulosa, ftalato de
acetato de celulosa y similares; polimeros de acido acrilico tales
como copolimero de &acido metacrilico L [Eudragit L (nombre
comercial)], copolimero de acido metacrilico LD [Eudragit L-30D55
(nombre comercial)], copolimero de acido metacrilico S [Eudragit
S (nombre comercial)] y similares; que tienen sustancias de
origen natural tales como shellac y similares; y similares.

Los ejemplos de la base de recubrimiento de pelicula de
liberacién sostenida incluyen polimeros de celulosa tales como
etilcelulosa, acetato de celulosa y similares; polimeros de acido
acrilico tales como copolimero metacrilato de aminoalquilo RS

[Eudragit RS (nombre comercial)], suspension de copolimero de
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acrilato de etilo-metacrilato de metilo [Eudragit NE (nombre
comercial)] y similares; y similares.

Dos o mas tipos de las bases de recubrimiento antes
mencionadas pueden ser utilizadas en wuna mezcla en una
proporcién adecuada. Ademas, también se pueden utilizar durante
el recubrimiento aditivos de recubrimiento.

Los ejemplos del aditivo de recubrimiento incluyen agentes
de proteccién contra la luz y/o colorantes tales como odxido de
titanio, talco, 6xido férrico y similares; plastificantes tales como
polietilenglicol, citrato de trietilo, aceite de castor, polisorbatos y
similares; y similares.

La preparaciéon recubierta de la presente invenciéon puede
ser producida utilizando los diversos aditivos antes mencionados
de acuerdo con un método convencional en el campo técnico de la
formulacion de preparaciones.

Por ejemplo, la preparacion recubierta de la presente
invencion puede ser producida mediante:

(1) mezclar un &acido organico con aditivos cuando sea
necesario, para proporcionar un centro que contiene un acido
organico;

(2) formar una capa de recubrimiento que comprende
pioglitazona o una sal del mismo en la superficie del centro,
recubriendo el centro que contiene un acido organico con
pioglitazona o una sal del mismo y aditivos cuando es necesario,

(3) secar y cernir el producto recubierto obtenido, segun sea
necesario.

Ademas, la preparacién recubierta de la presente invencion,
también puede ser producida mezclando el producto recubierto
después de secarse, y cernirlo con un aditivo segun sea

necesario, y mediante moldeo de compresién o llenado de Ia
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mezcla en una capsula.

Aqui, el mezclado (incluyendo granulado, secado, molido y
similares) se lleva a cabo, por ejemplo, utilizando una maquina
para elaborar preparaciones, tal como un mezclador tipo V, un
mezclador por rebote, un granulador de agitacion de alta
velocidad (FM-VG-10; POWREX CORPORATION), un amasador en
circunferencia (Hata Tekkosho, Co., Ltd.), un secador/granulador
de lecho fluidizado (LAB-1, FD-3S, FD-3SN; POWREX
CORPORATION), un secador de caja de vacio (Kusunoki
Machinery Co., Ltd.), un molino de colador (P-3; Showa Kagaku
Kikai osakusho Co., Ltd.), un granulador de cama fluidizada
centrifuga (CF-mini, CF-260, CF-360; Freund Corporation), un
granulador seco, un granulador de secado con rocio, granulador
de cama fluidizada por rotacion (MP10; POWREX CORPORATION)
y similares.

Para el recubrimiento, por ejemplo, se utiliza una maquina
para elaborar preparaciones, tal como un granulador de cama
fluidizada centrifuga (CF-mini, CF-260, CF-360; Freund
Corporation), un granulador por rodillo (MP10; POWREX
CORPORATION), un aparato de recubrimiento de cama fluidizada
general, un aparato de recubrimiento tipo Wurster y similares, y
se utiliza preferentemente un granulador de cama fluidizada
centrifuga.

Se lleva a cabo moldeo por compresion, por ejemplo,
golpeando generalmente en una presién de 0.3 a 35 kN/cm?
utilizando una maquina de generacién de tabletas de punzon
simple (KIKUSUI SEISAKUSHO LTD.), una maquina de generacion
de tabletas rotatoria (KIKUSUI SEISAKUSHO LTD.), Auto-graph
(Shimadzu Corporation) y similares.

Los ejemplos de capsulas que se pueden utilizar para el
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relleno de capsulas incluyen capsulas de gelatina, capsulas de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), capsulas de pulullan vy
similares (preferentemente, capsulas de hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC)) Licaps®, Vcaps®, Coni-Snap® caps, Press-fit® caps y
Xpress-fit™ caps.

El centro antes mencionado que contiene acido organico, se
recubre a través del siguiente método o un método analogo al
mismo.

1) un método que incluye rociar pioglitazona o una sal del
mismo junto con aditivos segun sea necesario (preferentemente,
un excipiente [preferentemente celulosa cristalina (la cual se
puede omitir), sacaridos (preferentemente manitol, trehalosa,
sacarosa)], un detergente (preferentemente L-HPC)) sobre el
nucleo que contiene un acido organico, mientras que se rocia una
solucién de un enlazador (preferentemente, hidroxipropilcelulosa)
en un solvente [por ejemplo, uno o mas tipos seleccionados de
agua, alcohol (por ejemplo, metanol, etanol, propanol,
isopropanol), acetona y acetonitrilo; preferentemente agua o
isopropanol] (la soluciéon puede ser una dispersion);

2) un método que incluye rociar una solucion de un
enlazador (preferentemente, hidroxipropilcelulosa) que contiene
pioglitazona o una sal del mismo, y un aditivo segun sea
necesario (preferentemente, excipiente [preferentemente celulosa
cristalina (que se puede omitir), sacaridos (preferentemente,
manitol, trehalosa sacarosa)], un desintegrante (preferentemente,
L-HPC)) en un solvente [por ejemplo, uno o mas tipos
seleccionados de agua, alcohol (por ejemplo, metanol, etanol,
propanol, isopropancl), acetona, acetonitrilo; preferentemente
agua o isopropanol] (la soluciéon puede ser una dispersion) en el

acido organico que contiene el centro.
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3) un método que incluye rociar pioglitazona o una sal del
mismo junto con un aditivo segln sea necesario (preferentemente,
excipiente [preferentemente, celulosa cristalina (que pueda
omitirse), sacaridos (preferentemente, manitol, trehalosa,
sacarosa)], un desintegrante (preferentemente, L-HPC), y un
enlazador (preferentemente, hidroxipropilcelulosa)) en el centro
que contiene acido organico, por ejemplo, metanol, etanol,
propanol, isopropanol), acetona, acetonitrilo; preferentemente
agua o isopropanol]; o

4) un método que incluye rociar pioglitazona o una sal del
mismo junto con celulosa o un derivado de celulosa
[preferentemente, derivado de celulosa (mas preferentemente L-
HPC)], y un aditivo segun sea necesario (preferentemente, un
excipiente [preferentemente celulosa cristalina (que se puede
omitir), sacaridos (preferentemente, manitol, trehalosa, sacarosa)]
en el centro que contiene acido organico, mientras se rocia una
solucién de un enlazador (preferentemente, hidroxipropilcelulosa)
en un solvente [por ejemplo, uno o mas tipos seleccionados de
agua, alcohol (por ejemplo, metanol, etanol, propanol,
isopropanol), acetona y acetonitrilo; preferentemente agua o
isopropanol] (la solucion puede ser una dispersion).

El centro de la preparacién recubierta de la presente
invencién consiste preferentemente en al menos un tipo de acido
organico seleccionado de acido citrico, acido tartarico, acido
malico y acido ascorbico [preferentemente acido citrico
(particularmente acido citrico anhidro)].

Ademas, |la capa de recubrimiento que comprende
pioglitazona o una sal del mismo en la preparacion recubierta de
la presente invencidén, consiste preferentemente en pioglitazona o

una sal del mismo (preferentemente clorhidrato de pioglitazona),
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un excipiente [preferentemente celulosa cristalina (que se puede
omitir), sacaridos (preferentemente manitol, trehalosa, sacarosa;
mas preferentemente manitol)], un desintegrante (preferentemente
L-HPC) y un enlazador (preferentemente hidroxipropilcelulosa), o
es una capa de recubrimiento que consiste en pioglitazona o una
sal del mismo (preferentemente clorhidrato de pioglitazona), un
excipiente [preferentemente celulosa cristalina (que puede ser
omitida), sacaridos (preferentemente manitol, trehalosa, sacarosa;
mas preferentemente manitol)], celulosa o un derivado de celulosa
(preferentemente un derivado de celulosa, mas preferentemente
L-HPC) y un enlazador (preferentemente hidroxipropilcelulosa).

(b) Formulacién de tabletas de desintegracién oral (ODT)

La presente invencién proporciona wuna tableta de
desintegracion oral, en donde el ingrediente activo es
pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
(por ejemplo tal como se describe en la Publicacion de Patente
USSN 12/810,779, que corresponde a la Publicacién de Patente
US 2010-0278390, incorporada en su totalidad a la presente
invencion como referencia).

Utilizando el método de produccion de la presente invencidn,
una tableta de desintegracion oral, la cual se desintegra
rapidamente en una cavidad oral, tiene una dureza adecuada
deseada, y es superior en estabilidad de almacenamiento, ya que
muestra Unicamente una pequefia disminucién en la dureza, y un
pequefo incremento en el grosor de la tableta incluso bajo
condiciones de alta temperatura y/o alta humedad sin empaque
alguno, puede producirse facilmente a través de vasos simples.
Ademas, utilizando el método de produccién de la presente
invencion, se pueden suprimir los problemas en la generacién de

tabletas durante la elaboracion de tabletas, tal como el nivelado y
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enlace a la pared interna del troquel, y similares.

Tal como se utiliza en la presente invencion, una tableta de
desintegracion oral o ODT, significa una tableta que se desintegra
rapidamente mediante la saliva en una cavidad oral.

La tableta de desintegraciéon oral de la presente invencion,
puede comprender (a) uno o mas sacaridos o alcoholes de azucar
seleccionados del grupo que consiste en manitol (particularmente,
D-manitol), lactosa (particularmente hidrato de lactosa), xilitol,
sacarosa, eritritol y glucosa (que también sera referida como un
componente (a) en la presente especificacion) y (b)
hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo nivel (también referida
como el componente (b) en la presente especificacién).

Como el componente (a), se prefieren manitol y lactosa.

El contenido del componente (a) es preferentemente de 50 a
95% en peso, mas preferentemente de 70 a 90% en peso del peso
de la preparacién. El componente (a) también puede ser disuelto
opcionalmente en agua y similares, tal como se menciona mas
adelante, y utilizarse como una solucion de enlace para granulado
mediante agitacion. El contenido del componente (a) antes
mencionado, también incluye la cantidad utilizada como la
solucion de enlace. Cuando se utiliza como la soluciéon de enlace,
la cantidad de la misma es preferentemente menor al 10% en
peso, mas preferentemente aproximadamente 2 a 5% en peso del
contenido del componente (a) antes mencionado.

El tamano de particula promedio de los sacaridos vy
alcoholes de azlcar del componente (a), es preferentemente no
mayor a 50 pm, mas preferentemente 10 a 20 ym. Cuando el
tamano de particula promedio excede 50 um, tiende a extenderse
el tiempo de desintegracion.

El tamafio de particula promedio de los sacaridos Yy
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alcoholes de azlUcar del componente (a) antes mencionado,
significa el tamafio de particula promedio inicial de los materiales
de partida antes de someterse a granulado por agitacion, vy
significa que tienen un tamafio de particula dentro del rango antes
mencionado, y el tamafio de particula promedio puede cambiar
durante los procesos de producciéon subsecuentes y el
almacenamiento de la preparacion.

Los sacaridos y alcoholes de azucar del componente (a) que
tienen un tamano de particula promedio dentro del rango antes
mencionado, estan comercialmente disponibles. Alternativamente,
los productos comercialmente disponibles pueden ser
pulverizados con un método convencional para ajustar el tamano
de particula y posteriormente utilizarse.

En una modalidad, el tamafio de particula promedio en la
presente especificacion muestra un tamafio de particula
acumulado del 50% en la distribucién de tamafo de particula
medida con base en un método seco utilizando un dispersor tipo
flujo de aire.

En la presente invencién, la hidroxipropilcelulosa sustituida
de bajo nivel no requiere una limitaciéon particular en el grado y
similares, y se puede utilizar un producto comercialmente
disponible. Por ejemplo, se puede utilizar hidroxipropilcelulosa
sustituida de bajo nivel que tiene un contenido del grupo
hidroxipropilo de aproximadamente 7.0 a 12.9% en peso.

El contenido de la hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo
nivel, es preferentemente de 3 a 20% en peso, mas
preferentemente 5 a 15% en peso, del peso de la preparacidn.

La tableta de desintegracién oral de la presente invencidn
contiene preferentemente (c) uno o mas sacaridos o alcoholes de

azlcar seleccionados del grupo que consiste en jarabe de almidon
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de maltosa hidrogenado en polvo, maltosa, maltitol, sorbitol y
trehalosa (que también sera referido como el componente (c) en
la presente especificacion). La presencia del componente (c),
incrementa ademas la dureza de la tableta.

Como el componente (c), se prefiere el jarabe de almidon de
maltosa hidrogenado en polvo y maltosa.

El contenido del componente (c) es preferentemente de 0.1 a
5% en peso, mas preferentemente de 0.1 a 1% en peso del peso
de la preparacion.

La tableta de desintegraciéon oral de la presente invenciéon no
contiene sustancialmente un desintegrante de almidon (por
ejemplo, almidén de maiz, almidén de carboximetilo de sodio,
almidén de arroz, almidéon de trigo, almidén pregelatinizado,
almidon parcialmente pregelatinizado, etc.).

Aqui, el término sustancialmente libre de, en la presente
especificacién, significa la ausencia de una cantidad que tiene
influencia adversa en la estabilidad de almacenamiento de las
preparaciones. Aqui, “sustancialmente libre de” en la presente
especificacién significa la ausencia de una cantidad que tiene
influencia adversa en la estabilidad de almacenamiento de las
preparaciones. Especificamente el contenido del desintegrante de
almidon es preferentemente no mayor al 5% en peso, mas
preferentemente no mayor al 3% en peso, aun mas
preferentemente, no mayor al 1% en peso del peso de la
preparacion.

La tableta de desintegracion oral de la presente invencidn,
contiene preferentemente taumatina. El contenido de taumatina es
preferentemente 0.1 a 5% en peso, mas preferentemente 0.1 a 1%
en peso, del peso de la preparacién. La taumatina es un

edulcorante agregado generalmente para cubrir el sabor amargo
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de un ingrediente activo. En la presente invencion, la presencia
de taumatina proporciona efectos de capacidad de moldeo
mejorada durante la produccion y dureza incrementada.

Ademas de los componentes antes mencionados, la tableta
de desintegracién oral de la presente invencion puede contener
aditivos generalmente utilizados para preparaciones solidas. El
aditivo es por ejemplo, un excipiente, desintegrante ademas de
desintegrante de almidén, enlazador, lubricante, fluidizador,
corrector, agente edulcorante, agente de recubrimiento, colorante,
sabor y similares. El contenido de estos aditivos no esta limitado
particularmente y puede ser seleccionado en forma adecuada de
una cantidad convencionalmente utilizada en el campo
farmacéutico. La cantidad total de los aditivos, excepto para los
componentes (a) y (b) cuando esta contenido el componente (€Y,
la cantidad total de los aditivos excepto los componentes (a)-(c)),
es preferentemente no mayor al 50% en peso, mas
preferentemente no mayor al 25% en peso del peso de la
preparacién.

La tableta de desintegracién oral de la presente invencién
contiene pioglitazona como un ingrediente activo. El contenido del
ingrediente activo puede ser determinado en forma adecuada con
base en la cantidad utilizada para la aplicaciéon clinica, y
preferentemente no es mayor al 50% en peso, mas
preferentemente no mayor al 25% en peso, del peso de la
preparacion.

La tableta de desintegracién oral de la presente invencidn
esta caracterizada por produccién que incluye los pasos de
granular una composicion que contiene los componentes (a) y (b)
antes mencionados (preferentemente los componentes (a), (b) vy

(c) antes mencionados) mediante un método de granulado de
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agitacion, y moldeo por compresion del producto de granulacion
obtenido. Se considera que ya que el producto de granulacion se
vuelve esférico mediante granulacion de agitacion, en la presente
invencion se evitan los problemas de generaciéon de tabletas
(particularmente enlace a la pared interna del troquel) en el paso
de moldeo por compresién subsecuente.

El método de produccion de la tableta de desintegracion oral
de la presente invencién, se explica con detalle a continuacién.

1. Paso de Granulado

Los componentes (a) y (b) antes. mencionados
(preferentemente los componentes (a), (b) y (c) antes
mencionados), un ingrediente activo opcional y/o un aditivo
opcional, son mezclados. El aditivo, es por ejemplo excipientes
(por ejemplo, talco), desintegrantes ademas de desintegrantes de
almidon (por ejemplo, crospovidona), agentes edulcorantes,
colorantes, saborizantes y similares. El ingrediente activo puede
ser mezclado con un excipiente (por ejemplo, talco), primero y
posteriormente recubrirse con un agente de recubrimiento (por
ejemplo, dispersién de etilcelulosa acuosa, triacetina) para el
propésito de cubrir el sabor amargo y similares.

La mezcla antes mencionada se granula a través de un
método de granulacion de agitacion. El método de granulacion de
agitacion también es referido generalmente como un meéetodo de
granulacion de agitacion de alta velocidad. Aqui, el método de
granulacion de agitaciéon (alta velocidad) es un meétodo que
incluye agregar en forma de gotas o mediante rocio una solucién
enlazadora en un polvo mezclado, rotando el conjunto de alas
principales en la parte inferior de una maquina de granulado para
formar particulas grandes, y moler las particulas con un picador

en la pared lateral para proporcionar granulos con el tamafio de
53



particula deseado (Yoshihisa SAGAWA, Pharmaceutical Product
Preparation Technique, CMC Publishing CO., LTD., publicado en
el 2002, pagina 108).

La granulacién mediante el método de granulado de
agitacion puede llevarse a cabo utilizando lo que se llama un
granulador de agitacion (también referido como un granulador de
agitacion de alta velocidad) (por ejemplo, mezclador de alta
velocidad, LFS-GS-2J (fabricado por Fukae Powtec); VERTICAL
GRANULATOR (fabricado por POWREX CORPORATION); NEW
SPEED KNEADER (fabricado por OKADA SEIKO CO., LTD.) etc.).
La velocidad de rotacion de las alas principales y el picador no
esta particularmente limitada, y puede ser seleccionada en forma
adecuada del rango generalmente utilizado en el granulado de
agitacién. Especificamente, se agrega una solucion de enlace (por
ejemplo agua, o cuando es necesario, se pueden combinar otros
aditivos) a la mezcla antes mencionada en el granulador de
agitacién, y la mezcla se granula. Cuando se agrega taumatina en
la presente invencion, aunque no se limita particularmente, se
puede agregar a la solucién de enlace.

2. Paso de Moldeo por Compresién

Al producto de granulacion obtenido en el paso de
granulacién, se le agrega un ingrediente activo opcional y/o
aditivo opcional (por ejemplo, fluidizadores (por ejemplo, acido
silicico anhidro ligero), lubricantes (por ejemplo, estearato de
magnesio, fumarato estearilo de sodio, estearato de calcio)
sabores), y la mezcla se combina y se moldea por compresion a
través de una maquina de elaboracion de tabletas y similares. La
presién de moldeo por compresion (presion de elaboracion de
tableta) se puede seleccionar en forma adecuada del rango

generalmente utilizado en la produccion de tabletas. Aunque la
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presiéon no esta limitada particularmente, preferentemente no es
menor a 200 kg.

La tableta de desintegracién oral de la presente invencidn
producida como se mencioné anteriormente, tiene una dureza
adecuada deseada, se desintegra rapidamente en una cavidad
oral, y muestra estabilidad de almacenamiento superior, incluso
aunque pueda ser producida facilmente sin pasos de
humidificacion y secado incémodos después de la elaboracion de
las tabletas, y una instalacion especial para un sistema de
lubricacion externo.

La dureza de la tableta de desintegracion oral de la presente
invencién generalmente es de aproximadamente 3 a 6 kg cuando
la tableta tiene un diametro de 6 a 7 mm y un grosor de
aproximadamente 3 mm. Aqui, la dureza de la tableta en la
presente especificacion es un valor medido a través de un
probador de dureza de tabletas Schleuniger (Dr. Schleuniger
Pharmatron AG).

Aunque el tiempo de desintegracion de la tableta de
desintegraciéon oral de la presente invencién en una cavidad oral,
varia dependiendo de la forma de preparacién, la dosis y
similares, generalmente es en 60 segundos, preferentemente en
30 segundos.

La tableta de desintegracion oral de la presente invencion,
no se limita particularmente con respecto al tamafo y forma, y
puede ser una tableta marcada que tiene una linea de division.

La tableta de desintegracién oral de la presente invencion
puede ser ingerida sin agua.

VI. Usos
Los métodos de la presente invencién se utilizan para

retardar el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer o una fase o
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etapa indicativa de, o asociada con el desarrollo de enfermedad
de Alzheimer en un paciente en riesgo de desarrollar enfermedad
de Alzheimer. La presente invenciéon también proporciona
farmacéuticos que pueden ser utilizados para retardar el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, o un sintoma de la
misma, o una fase o etapa indicativa o que esta asociada con el
desarrollo de enfermedad de Alzheimer en un paciente en riesgo
de desarrollar enfermedad de Alzheimer.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos
técnicos y cientificos aqui utilizados tienen el mismo significado
al comunmente comprendido por un experto en la técnica a la cual
pertenece la invencién. Aunque se pueden utilizar métodos Yy
materiales similares o equivalentes a los aqui descritos en la
practica o prueba de la presente invencién, a continuacién se
describen métodos y materiales adecuados. Todas |las
publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias
aqui mencionadas, estan incorporadas en su totalidad como
referencia. En caso de conflicto, la presente especificacion,
incluyendo las definiciones, tomaran el control. Ademas, los
materiales, métodos y ejemplos son unicamente ilustrativos y no
estan proyectados para ser limitantes.

EJEMPLOS

Habiendo descrito ahora de manera general la invencioén, la
misma sera comprendida mas facilmente a través de la referencia
a los siguientes ejemplos, los cuales se proporcionan a manera de
ilustracién, y no estan proyectados para ser limitantes de la
presente invencién, a menos que se indiqgue de manera
especifica.

Los ejemplos que se encuentran a continuacién son

establecidos con propésitos ilustrativos unicamente, y no
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pretenden limitar el alcance de lo que los inventores consideran
como su invencion.
EJEMPLO 1
Granulos de Pioglitazona de Dosis Baja 1

Se mezclan HCI de pioglitazona (228.1 g), manitol
(ROQUETTE, 335.8 g) y L-HPC (LH-32 Shin-Etsu Chemical Co.,
Ltd., 115.0 g) para proporcionar un polvo pulverizado. Se disuelve
hidroxipropilcelulosa (HPC-SSL, NIPPON SODA CO., LTD., 9.2 g)
en agua purificada (194.6 g) para proporcionar un liquido de
enlace. Se alimenta cristal de acido citrico anhidro
(Jungbunzlauer, 1380 g) en un granulador de cama fluidizada
centrifuga (CF-360, Freund Corporation) y se recubre con el polvo
pulverizado, mientras se rocia el liquido de enlace. Se secan los
granulos resultantes bajo presion reducida a una temperatura de
40°C durante 18 horas, y se utilizan cernidores de malla 16 vy
malla 42 para proporcionar granulados en un rango de malla de 16
a 42 (apertura 0.355 a 1.00 mm). Los granulos (7193.6 g) se
mezclan con talco (Matsumurasangyo Co., Ltd., 3.2 g) y acido
silicico anhidrido ligero (AEROSIL, NIPPON AEROSIL, 3.2 g) en
un mezclador de rebote (60 L, Showa Kagaku Kikai Kosakusho
Co., Ltd.) para proporcionar granulos de clorhidrato de

pioglitazona que tienen la siguiente composicion por 450 mg.

cristal de acido 300 mg
citrico anhidro

HC1l de pioglitazona 49.59 mg
manitol 73.01 mg
L-HPC 25 mg
hidroxipropilcelulosa 2 mg
talco 0.2 mg
dcido silicico anhidro 0.2 mg
ligero

total 450 mg
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La composicion resultante puede ser diluida en un excipiente
adecuado para proporcionar la dosificacion deseada, incluyendo
cualquiera de las dosis aqui mencionadas, por ejemplo, 0.5 mg,
1.5 mg, 4.5 mg y 9.0 mg. Las dosificaciones deseadas
posteriormente pueden formularse en formas de dosificacion oral,
tal como capsulas, tabletas y pildoras.

EJEMPLO 2
Granulos de Pioglitazona de Dosis Baja 2

Se mezclaron HCI de pioglitazona (9.90 g), manitol
(ROQUETTE, 186.2g) y L-HPC (LH-32 Shin-Etsu Chemical Co.,
Ltd., 39.96 g) para proporcionar un polvo pulverizado. Se disolvio
hidroxipropilcelulosa (HPC-SSL, NIPPON SODA CO., LTD., 12.00
g) en agua purificada (340.2 g) para proporcionar un liquido de
enlace. Se alimentdé cristal de acido citrico anhidro
(Jungbunzlauer, 400.0 g) en un granulador de cama fluidizada
centrifugo (CF-260, Freund Corporation) y se recubrio con el
polvo pulverizado, rociando al mismo tiempo el liquido de enlace.
Los granulos resultantes se secaron bajo presiéon reducida a una
temperatura de 40°C durante 18 horas, y se utilizaron cernidores
de malla 16 y malla 42 para proporcionar granulos de clorhidrato
de pioglitazona dentro del rango de malla de 16 a 42 (apertura

0.355 a 1.00 mm) que tiene la siguiente composicién.

cristal de acido 53.33 Mg
citrico anhidro

HC1l de pioglitazona 1.102 mg
manitol 20.69 mg
L-HPC 4.44 mg
hidroxipropilcelulosa 0.36 mg
total 19,92 g

EJEMPLO 3
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Capsulas de Pioglitazona de Dosis Baja

Los granulos de pioglitazona de dosis baja 2 formulados en
el Ejemplo 2 (39.96 g), se mezclaron con talco (Matsumurasangyo
Co., Ltd., 0.02 g) y acido silicico anhidro ligero (AEROSIL,
NIPPON AEROSIL, 0.02 g) en una botella de vidrio para
proporcionar granulos de clorhidrato de pioglitazona que tienen la
siguiente composicién por 80 mg. Los granulos de clorhidrato de
pioglitazona (80 mg) se rellenan en capsulas de hipermelosa No.

4 (Qualicaps Co., Ltd.) para proporcionar capsulas que tienen la

siguiente composicién.

Componente cantidad
agregada

granulo obtenido en el 79.92 g
Ejemplo 2
talco 0,04 mg
dcido silicico anhidro 0,04 mg
ligero
cidpsula de hipromelosa 1 cépsula
No. 4

EJEMPLO 3

Formulacién Liquida de Pioglitazona 1

Se preparé wuna formulacion liquida de pioglitazona
utilizando los materiales que se encuentran a continuacién.
Materiales:

Acido Citrico, Sigma, C1857, lote 089K0057

Agua Destilada, Ice Mountain

HPMC, USP, Sigma, H-3785, lote 122K0149

HCI de pioglitazona, Takeda, lote 345
Polietilénglicol 200, Sigma, P3015, lote 098K0056
Polisorbato 80, NF, Spectrum, P0138, lote XV0879
Propilénglicol, USP/FCC, Fisher, P355, lote 080676
Sacarosa, USP, Sigma, S3929, lote 086K0022

Syrup NF, Spectrum, SY105, lote XP0703
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Se transfirieron aproximadamente 0.01496 g de HCI de
pioglitazona en un cilindro graduado de 50 mL. Se agregaron 0.69
g de polietilénglicol 200 y se mezclaron para humedecer los
solidos. Se agregaron 1.51 g de propilen glicol y la mezcla
resultante se revolvio y se sometié a ultrasonido para mezclar y
disolver los so6lidos. Se agregaron 1.48 g de polisorbato 80 y se
revolvieron para mezcla. Se agregaron 0.50373 g de acido citrico
y se revolvieron para mezcla. Algunos soélidos de acido citrico
permanecieron no disueltos. Se agregaron aproximadamente 10
mL de agua destilada y se revolvieron para mezclar/disolver los
solidos. La muestra se diluye a 50 mL con agua destilada, y se
mezcla bien, de modo que todos los solidos estén en la solucion
para formular un liquido que tiene la siguiente concentracidén de
pioglitazona de aproximadamente 15 mg/50 mL o 0.3 mg/mL.

En la practica de los métodos de la presente invencidén, se
puede administrar una pioglitazona de dosis baja seleccionada a
un sujeto utilizando el liquido de pioglitazona de este Ejemplo 4.
Por ejemplo, 5 mL o una cucharadita proporcionaran una dosis de
aproximadamente 1.5 mg de HCI| de pioglitazona, en tanto que 15
mL o} una cucharada proporcionaran una dosis de
aproximadamente 4.5 mg de HCI de pioglitazona. Dos cucharadas
o aproximadamente 30 mL del liquido de pioglitazona de este
Ejemplo 4, proporcionaran aproximadamente 9 mg de HCI| de
pioglitazona por dosis.

EJEMPLO 5

Formulacién Liquida de Pioglitazona 2

Se preparé6 una formulaciéon liquida de pioglitazona
utilizando los materiales que se encuentran a continuacioén.

Materiales:

Acido Citrico, Sigma, C1857, lote 089K0057
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Agua Destilada, Ice Mountain

HPMC, USP, Sigma, H-3785, lote 122K0149

HCI| de pioglitazona, Takeda, lote 345
Polietilénglicol 200, Sigma, P3015, lote 098K0056
Polisorbato 80, NF, Spectrum, P0138, lote XV0879
Propiléglicol, USP/FCC, Fisher, P355, lote 080676
Sacarosa, USP, Sigma, S3929, lote 086K0022
Syrup NF, Spectrum, SY105, lote XP0703

Se agregaron aproximadamente 0.01613g de HCI de
pioglitazona a un frasco volumétrico de 50 mL. Se agregaron
1.0043 g de acido citrico. Se agregaron aproximadamente 25 mL
de agua destilada, y la mezcla resultante se revolvid y se sometid
a ultrasonido para humedecer los soélidos. La mezcla se diluye
hasta un volumen, por ejemplo de aproximadamente 50 mL, con
agua destilada, y se mezclan bien y posteriormente se someten a
ultrasonido durante 1 a 2 minutos, de modo que todos los sdlidos
estén en la solucion.

La solucién de pioglitazona de este Ejemplo 5, tendra la
siguiente concentracion de pioglitazona de aproximadamente
16.13 mg/50 mL o0 0.326 mg/mL.

En la practica de los métodos de la presente invencidn
utilizando la solucién de pioglitazona liquida de este Ejemplo 5,
se puede administrar una pioglitazona de dosis baja seleccionada
a un sujeto. Por ejemplo, 5 mL o una cucharadita proporcionara
una dosis de aproximadamente 1.63 mg de HCI de pioglitazona,
en tanto que 15 mL o una cucharada proporcionara una dosis de
aproximadamente 4.89 mg de HCI de pioglitazona. Dos
cucharadas, o aproximadamente 30 mL del liqguido de pioglitazona
de este Ejemplo 5, proporcionaran aproximadamente 9.78 mg de

HCI de pioglitazona por dosis.
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EJEMPLO 6

Formulacion de Suspensiéon de Pioglitazona 1

Se prepara una formulacién de suspension de pioglitazona
como se indica a continuacion.

Preparacion de Suspensiéon A de HCI| de Pioglitazona: Un
vehiculo de Suspension es Jarabe NF (densidad de Jarabe NF es
1.20 gimL).

Se transfirieron 0.025 g de la Substancia de Farmaco HCI de
Pioglitazona a un mortero de vidrio. Se humedecidé la HCI de
Pioglitazona con aproximadamente 4 gotas de Vehiculo de
Suspension y se mezcldé/molid durante aproximadamente 1 minuto
para formar una pasta uniforme blanda. El vehiculo de suspension
se agregdé hasta que el peso total en el mortero es de
aproximadamente 1 g. La mezcla resultante se mezclé/molid
durante un minuto. Se agregé mas agente de suspension hasta un
peso total de aproximadamente 8 g. La mezcla resultante se
mezclé durante 1 minuto. Se agregd mas vehiculo de suspension
hasta que el peso total es de aproximadamente 48 g, Yy
posteriormente se mezclé durante 1 minuto. Se agrego vehiculo
de suspensién hasta que el peso total de la suspension es de
130.04 g y se mezcld durante 1 minuto. La mezcla del mortero se
vertiéo en una botella de reactivo de 4 onzas (113.3 g). La botella
se nivelé y la suspension se agitdé manualmente durante
aproximadamente 1 minuto.

Se determiné la concentracién tedrica de HCI de
pioglitazona;

25.60 mg/130.04 g = 0.1969 mg/g (como la sal HCI - no la
base libre)

25.60 mg/100mL = 0.2560 mg/mL (como la sal HCI - no la

base libre)
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Para practicar los métodos de la presente invencidn
utilizando la suspensién 1 de pioglitazona liquida de este Ejemplo
6, se puede administrar a un sujeto una pioglitazona de dosis baja
seleccionada. Por ejemplo, 5 mL o una cucharadita
proporcionaran una dosis de aproximadamente 1.28 mg de HCI de
pioglitazona, en tanto que 15 mL o una cucharada proporcionaran
una dosis de aproximadamente 3.84 mg de HCI de pioglitazona.
Dos cucharadas o aproximadamente 30 mL de la suspensiéon 1 de
pioglitazona liquida de este Ejemplo 6, proporcionara
aproximadamente 7.68 mg de HCI de pioglitazona por dosis.
EJEMPLO 7

Formulacién 2 de Suspensién de Pioglitazona

Preparacién de Vehiculo de Suspensién B: 0.6% HPMC + 10%

Sacarosa

Solucién HPMC al 0.6%:

Se transfirieron 1000 mL de agua destilada en un frasco
Erlenmeyer de 2 L. El agua se calenté a una temperatura de 60°C
con agitaciéon constante. Se pesaron 6 g de HPMC vy se
dispersaron de manera uniforme en el agua calentada. EI
calentamiento de la mezcla continué hasta que alcanzdo Ila
ebullicion. La mezcla se eliminé del calor y se colocd en un bafo
de hielo con agitacién constante. La mezcla se agité hasta que se
aclard y se enfriéo a temperatura ambiente.

Vehiculo de Suspensién: (HPMC al 0.6% con 10% de Sacarosa):

Se agregaron 80 g de sacarosa a una botella de vidrio de
1000 mL. Se agregaron 50 mL de agua destilada y la mezcla se
mezclé agitando de modo que todos los sélidos fueran disueltos.
Se agregd la soluciéon de HPMC al 0.6% hasta que el peso total
fue de 800 g. La mezcla se agit6 para disolver los solidos.

La densidad de la solucién es de 103.86 g/100 mL.
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Preparacion de Suspension B de 0.025 g de Pioglitazona: El
vehiculo de Suspensién es 0.6 HPMC + 10% Sacarosa

Se transfirieron 0.025 g de la Sustancia de Farmaco de HCI
de Pioglitazona en un mortero de vidrio. Se humedecio el HCI de
Pioglitazona con aproximadamente 4 gotas del Vehiculo de
Suspension y se mezclaron/molieron durante aproximadamente 1
minuto para formar una pasta uniforme blanda. El vehiculo de
suspensién se agregdé hasta que el peso total en el mortero es de
aproximadamente 1 g. La mezcla se mezclé/moli6 durante 1
minuto. Se agregd vehiculo de suspensién adicional hasta que el
peso total fue de aproximadamente 8 g, Yy posteriormente se
mezclé durante 1 minuto. Se agregd vehiculo de suspension
adicional hasta que el peso total es de aproximadamente 20 g y
posteriormente se mezclé durante 1 minuto.

Se agregd vehiculo de suspension adicional hasta que el
peso total fue de aproximadamente 40 g a 50 g y posteriormente
se mezcldé durante 1 minuto. Se agregdé vehiculo de suspension
hasta que el peso total de la suspensién fue de 103.31 g y se
mezcld durante 1 minuto. La mezcla se vertiéo del mortero en una
botella de reactivo de 4 onzas (113.3 g). La botella se niveld y la
suspensién se agito en forma manual durante aproximadamente 1
minuto.

Se determiné la concentracion tedrica del HCI de
pioglitazona;

26.44mg/103.31 g = 0.25593 mg/g (como la sal HCl — no la
base libre)

26.44mg/100mL = 0.2644mg/mL (como la sal HCI - no la
base libre)

En la practica de los métodos de la presente invencion

utilizando la suspensién 2 de pioglitazona liquida de este Ejemplo
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7, se puede administrar a un sujeto una pioglitazona de dosis baja
seleccionada. Por ejemplo, 5 mL o una cucharadita proporcionara
una dosis de aproximadamente 1.322 mg de HCI de pioglitazona,
mientras que 15 mL o una cucharada proporcionara una dosis de
aproximadamente 3.966 mg de HCI de pioglitazona. Dos
cucharadas o aproximadamente 30 mL de la suspension 2 de
pioglitazona liguida de este Ejemplo 7, proporcionaran
aproximadamente 7.932 mg del HCI de pioglitazona por dosis.
EJEMPLO 8

Hasta ahora no se ha tenido la capacidad de predecir que
personas es mas probable que desarrollen cambios
patofisiolégicos del tipo aqui descrito, que conducen a dafo
cognitivo y finalmente demencia de Alzheimer. EI genotipo
TOMM40 rs10524523 junto con la edad, y posiblemente otros
factores, constituyen un biomarcador de prondéstico para
determinar que sujetos estan en riesgo de desarrollar dafo
cognitivo del tipo de Alzheimer en los siguientes 5 a 7 afos, y de
esta forma proporciona la oportunidad de intervencion médica en
la fase temprana de esta enfermedad progresiva y devastadora. El
beneficio clinico de esta intervencion puede ser confirmado en un
estudio clinico de la forma general que se describe mas adelante.
Ademas, un estudio clinico de prospecto de esta naturaleza puede
proporcionar datos suficientes para determinar los valores
predictivos positivos y predictivos negativos del biomarcador de
prondstico, cuya comprensién es necesaria antes de |la
introduccion del biomarcador en la practica clinica.

Estudio OPAL

rs10524523 (523) es un polimorfismo de longitud poli-T que

ocurre en el desequilibrio de ligadura (LD) con los genotipos

APOE, y es heredado junto con el genotipo APOE en cada hebra
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en la region LD. Esencialmente, una variante intréonica simple de
TOMMA40 varia en la longitud poli-T, con las formas mas largas de
la variante asociada con aproximadamente una diferencia de 7
afios en la edad de desarrollo, en comparacién con las formas
mas cortas. Con base en la edad en que se presenta el sujeto
normal, se determina el “alto riesgo” de desarrollo de dano
cognitivo y AD en los siguientes 5 a 7 afios, o se determina un
“bajo riesgo”.

Este estudio proporciona un modelo de base genética
novedoso para la identificacion de sujetos en diversas y grandes
poblaciones basadas en la comunidad, quienes estan en mayor
riesgo de desarrollar AD en 5 a 7 afios, combinando evaluaciones
de riesgo clinico con base en la presencia de genotipos
especificos relacionados con el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer y expresion clinica.

El estudio:

+ se utilizan los polimorfismos de longitud poli-T TOMM40
rs10524523 (523) en la regién TOMM40 - APOE LD, posiblemente
junto con el genotipo APOE, para predecir la edad de desarrollo
de dafno cognitivo y enfermedad de Alzheimer. Especificamente,
para determinar si una prueba de diagnostico de la enfermedad de
Alzheimer independiente, puede separar a los sujetos en “grupos
de enfermedad de Alzheimer de alto riesgo y bajo riesgo”; y

« se utiliza diariamente un agonista PPARy de dosis baja
durante 60 meses (5 afos) versus placebo en sujetos
presintomaticos quienes estan en Alto riesgo tal como lo define su
genotipo TOMM40 - APOE de la enfermedad de Alzheimer, para
retardar el desarrollo de los sintomas de demencia relacionados
con enfermedad de Alzheimer.

Los sujetos cognitivamente normales entre las edades de 62
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a 87, son evaluados con respecto a susceptibilidad a AD en los
siguientes 5 a 7 afios, y son probados para los efectos de
pioglitazona en el desarrollo de AD. La definicion, cognitivamente
normal, se calcula como dentro de 1.5 desviaciones estandar (SD)
de la poblacion promedio, tomando en cuenta la edad del sujeto y
el nivel de educacion para las evaluaciones que se describen a
continuaciéon. Las calificaciones debajo de este corte se
consideran cognitivamente dafadas. Se utilizaron las siguientes
evaluaciones cognitivas para evaluar la funcion cognitiva en el
enrolamiento, y a lo largo del curso del estudio.

Se eligen las escalas de evaluacién cognitiva como
sensibles a déficits tempranos en la enfermedad de Alzheimer.
Estas escalas de evaluacién se utilizan en el estudio ADAPT (1),
lo cual es un estudio de prevencién para la enfermedad de
Alzheimer utilizando terapia NSAID llevada a cabo en el 2004. Se
utiliza la Mini Revision Mental (Mini Mental examination) (2MS-E)
en el Women's Health Initiative Study para terapia de reemplazo
hormonal (2) para la prevencién de AD. Por lo tanto las
evaluaciones cognitivas incluyen:

« Mini Revision de Estado Mental Modificada (Modified Mini
Mental State Examination) (3MS-E)

* Prueba de Memoria Visuoespacial Breve (Revisada) (Brief
Visuospatial Memory Test (Revised)) (BVMT-R)

* Prueba de Aprendizaje Verbal de Hopkins (Revisada)
(Hopkins Verbal Learning Test (Revised)) (HVLT-R)

* Prueba de Memoria de Comportamiento de Rivermead
(Rivermead Behavioural Memory Test) (RBMT)

* Prueba de Fluidez Verbal Generativa (Generative Verbal
Fluency Test) (GVFT)

* Prueba de Duracion de Digito (DST)
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El enrolamiento en este estudio esta basado Unicamente en
las calificaciones de estas evaluaciones. Para la aleatorizacion en
el estudio, a los individuos se les proporciona adicionalmente una
prueba de ADN que consiste en genotipificar APOE vy medir las
longitudes de repeticion 523 poli-T para evaluar su estado de
riesgo como “Alto riesgo” o “Bajo riesgo” de desarrollar dafo
cognitivo o AD en los siguientes 5 a 7 afos. Los siguientes
disefios describen el procedimiento de estudio.

Suposiciones del Disefio de Estudio

Los puntos extremos son 1) cambio en una medida de
cognicion a partir de la linea de base, con base en las
calificaciones de las evaluaciones neurofisiolégicas, y 2)
diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer de acuerdo con los
criterios NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke (NINCDS), y Alzheimer's
Disease and Related Disorders Association (ADRDA). Estos se
toman ya sea como dos puntos extremo principales o como un
punto extremo de evento combinado.

Calculos de Tamano de Muestra

El calculo del tamafio de muestra se determina para una
prueba de tiempo de clasificacion logaritmica para los datos del
evento, con base en los puntos extremos anteriores. Se asume
que el rango de conversion para el grupo de “Alto riesgo” sera del
20% al final del seguimiento de 5 afios, con base en los datos de
los estudios de prevencion previos (3,4). Se requiere un tamafo
de muestra de 374/grupo para detectar una mejoria del 50% en
este rango de conversién (es decir de 20% a 10%) en el nivel de
importancia del 5% y con una potencia del 90%. En este calculo
se acumula un rango de disminucion del 20% tanto para los

grupos de placebo como de tratamiento en el periodo de cinco
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afios. Este tamafio de muestra no se ajusta para multiples
comparaciones.

Se realiza una suposicién adicional de que el grupo de “Bajo
riesgo” tiene un rango de conversion del 10% con base en los
rangos de incidencia de la enfermedad de Alzheimer en la
poblaciéon general (4). El tamafio de la muestra requerido para
comparar este grupo con el grupo de placebo de “Alto riesgo” es
nuevamente de 374/grupo con el 90% de potencia y un nivel de
importancia del 5%.

Disefios del estudio

La prueba de diagnostico define que pacientes estan en
“Alto riesgo” de conversion a la enfermedad de Alzheimer o dafo
cognitivo leve (Alto riesgo) y que pacientes estan en el “Bajo
riesgo” de conversion (Bajo riesgo). Los investigadores son
ciegos para los resultados de la prueba de diagndstico y se utiliza
aleatorizacion central para mantener esta ceguera. Los objetivos
principales de cualquier disefio son:

Determinar si la prueba de diagnéstico puede diferenciar
entre sujetos de “Alto” y “Bajo riesgo”, y

Evaluar el efecto del tratamiento en el rango de conversién
de pacientes de “Alto riesgo”.

Todos los sujetos reclutados para estos estudios seran
cognitivamente normales, tal como se definié anteriormente.

Disefo de estudio preferido

Tratamiento{(n=374)

Alto riesgo———p  Aleatorizar <

Placebo (n=374)

Diagnostico

Bajo riesgo ¥ Placebo (h=374)

En este disefo, se aleatorizé unicamente el grupo de “Alto
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riesgo” para recibir placebo o tratamiento. Este es un disefio
simple, que por ejemplo, utiliza un tamafio de muestra total de
1122 sujetos. Este disefio permite que se investiguen dos
hipotesis: la primera se refiere a la capacidad del diagnostico
para definir los grupos de “Alto” y “Bajo riesgo”, comparando los
datos de los sujetos tratados con placebo; la segunda se refiere a
si el tratamiento puede mejorar el rango de conversion,
comparando los datos de los grupos de tratamiento y placebo de

la ramificacion de “Alto riesgo”.

Disefo alternativo 1

Tratamiento (n=374)

Alto riesgo — . Aleatorizar /

/ Placebo (n=374)
Disgnostico; Tratamiento (n=374)

\Bajo riesgo———p Aleatorizar <

Placebo (n=374)

En este disefio, se agrega un cuarto grupo para permitir que
el efecto de tratamiento sea evaluado en el grupo de “Bajo
riesgo”. Este disefio puede incrementar el tamafio de muestra
total a 1496 pacientes.

Este disefio puede proporcionar informacion atil si el grupo
de “Bajo riesgo” tiene un rango de conversiéon mayor al esperado.
Sin embargo, existen aspectos potenciales con este disefio en
términos de riesgo/beneficio para el grupo de “Bajo riesgo”. Los
sujetos en el grupo de “Bajo riesgo” deben estar en riesgo de
experimentar efectos secundarios con el tratamiento sin el
beneficio esperado para su rango de conversion.

Disefno alternativo 2

Tratamiento (n=374)

Altoriesgo . Aleatorizar <:

Placebo (n=374), 70
Diagndstico

Bajo riesgo

p. Sin tratar (n=374)



Este diseio es el mismo que el disefio preferido, excepto
que el grupo de “Bajo riesgo” permanece sin tratar y sirve como
un grupo de observacion. Este disefio tendra la capacidad de
cumplir con los objetivos del estudio, aunque existen una cantidad
de deficiencias potenciales:

* no se tiene la capacidad de cegar la ramificacién no
tratada, de modo que los resultados de la prueba de diagnostico
no seran ciegos.

+ posiblemente un mayor rango de disminucién en el grupo
de "Bajo riesgo”, si los sujetos sienten que estan siendo
observados pero no “tratados” no se tiene beneficio.

* no se puede comparar similar con similar, lo cual puede ser
un aspecto si existe un efecto de “placebo” (probablemente no
para el momento del ejemplo pero si posible para la prueba
cognitiva”).

Los calculos del tamafo de muestra estan basados en
detectar una diferencia de 10 puntos de porcentaje entre los
rangos de conversién y el final de 5 anos. Un incremento en los
nimeros permite que una sefial sea detectada en forma mas
temprana con una menor diferencia. Se asume que el rango de
conversion en el grupo de “Alto riesgo” es de 5%/afo,
posteriormente después de tres afios aproximadamente, el 15% de
los sujetos puede haberse convertido a la enfermedad de
Alzheimer o mostrar dano cognitivo. Suponiendo que el
tratamiento puede mejorar este rango en un 50%, entonces el
rango de conversion esperado en el grupo tratado sera del 7.5%.

Con el objeto de detectar la diferencia con el 90% de potencia en
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la significancia del 5%, se requeriran 559 sujetos por grupo, para
obtener como resultado un tamafo de muestra total del diseno
preferido de 1677. Este incremento en el numero de sujetos
permite la investigacion de una familia con edades de curvaa de
desarrollo asociadas con cada haplotipo TOMM40 - APOE. Se
utiliza un analisis de exploraciéon para investigar los efectos de la
edad, incluyendo la edad como una covariable del tiempo de los
riesgos proporcionales de Cox para el analisis del caso, lo cual
permite la investigacién de las covarianzas. Un cierto porcentaje
de los sujetos son definidos como teniendo dafio cognitivo leve
(MCl) con base en las evaluaciones neuropsicolégicas en la
clasificacion. El estudio reclutara unicamente a los sujetos que
sean definidos como cognitivamente normales con base en las
evaluaciones neuropsicolégicas.

Referencias

1) Grupo de Investigacién ADAPT: Cognitive Function Over
Time in the Alzheimer's Disease Anti-inflammatory Prevention
Trial (ADAPT) Results of a Randomized, Controlled Trial of
Naproxen and Celecoxib: Archives of Neurology, Vol 65 (No 7),
Julio 2008 (Funcién Cognitiva con el Tiempo en los Resultados de
la Prueba de Prevencion Antiinflamatoria de la Enfermedad de
Alzheimer (ADAPT) de una Prueba Controlada, Aleatorizada de
Naproxeno y Celecoxib: Archivos de Neurologia, Volumen 65 (No
7), Julio 2008)

2) Stephen R. Rapp; Mark A. Espeland; Sally A. Shumaker et
al: Effect of Estrogen Plus Progestin on Global Cognitive Function
in Postmenopausal Women, The Women's Health Initiative Memory
Study: 2003;289(20):2663-2672 JAMA (Efecto de Estrégeno Mas
Progestina en Funcidn Cognitiva Global en Mujeres

Postmenopausicas, Estudio de Memoria Iniciativa de La Salud de
T2



la Mujer: 2003;289(20):2663-2672 JAMA)

3) Curtis L. Meinert, John C. S. Breitner: Chronic disease
long-term drug prevention trials: Lessons from the Alzheimer's
Disease Antiinflammatory Prevention Trial (ADAPT): Alzheimer's &
Dementia 4 (2008) S7-S14 (Prueba de prevencion de farmaco a
largo plazo de enfermedades cronicas: Lecciones de la Prueba de
Prevencién Antiinflamatoria de la Enfermedad de Alzheimer
(ADAPT): Alzheimer y Demencia 4 (2008) S7-S14)

4) Stephen Salloway, Stephan Correia: Alzheimer disease:
Time to improve its diagnosis and treatment: Cleveland Clinic
Journal Of Medicine Volume 76, Number 1 January 2009
(Enfermedad de Alzheimer: Tiempo para mejorar su diagnéstico y
tratamiento: Revista de Medicina Clinica de Cleveland Volumen 76
Numero 1 Enero 2009)

5) ADAPT Research Group: Cognitive Function Over Time in
the Alzheimer's Disease Anti-inflammatory Prevention Trial
(ADAPT) Results of a Randomized, Controlled Trial of Naproxen
and Celecoxib: Archives of Neurology, Vol 65 (No 7), July 2008
(Grupo de Investigacion ADAPT: Funcion Cognitiva con el Tiempo
en los Resultados de la Prueba de Prevencion Antiinflamatoria de
la Enfermedad de Alzheimer (ADAPT) de una Prueba Controlada,
Aleatorizada de Naproxeno y Celecoxib: Archivos de Neurologia,
Vol 65 (No 7), Julio 2008)

6) Stephen R. Rapp; Mark A. Espeland; Sally A. Shumaker et
al: Effect of Estrogen Plus Progestin on Global Cognitive Function
in Postmenopausal Women, The Women's Health Initiative Memory
Study: 2003;289(20):2663-2672 JAMA (Efecto de Estrogeno Mas
Progestina en la Funcion Cognitiva Global en Mujeres
Postmenopausicas, Estudio de la Memoria Iniciativa de Salud de

la Mujer 2003; 289(20): 2663-2672 JAMA)
73



7) Curtis L. Meinert, John C. S. Breitner: Chronic disease
long-term drug prevention trials: Lessons from the Alzheimer's
Disease Antiinflammatory Prevention Trial (ADAPT): Alzheimer's &
Dementia 4 (2008) S7-S14 (Pruebas de prevenciéon de farmaco a
largo plazo de enfermedades cronicas: Lecciones de la Prueba de
Prevencién Antiinflamatoria de Enfermedad de Alzheimer
(ADAPT): Alzheimer y Demencia 4 (2008) S7-S14

8) Stephen Salloway, Stephan Correia: Alzheimer disease:
Time to improve its diagnosis and treatment: Cleveland Clinic
Journal Of Medicine Volume 76, Number 1 January 2009
(Enfermedad de Alzheimer: Tiempo para mejorar su diagndstico y
tratamiento: Revista de Medicina Clinica de Cleveland Volumen 76
Numero 1 Enero 2009).

EJEMPLO 9
Estudio BOLD

La presente invencion proporciona los siguientes analisis de
descubrimiento de dosis de ejemplo.

La presente invencién proporciona medidas de cambios
farmacodinamicos en respuesta a diferentes dosis bajas de
pioglitazona. La medida farmacodinamica que es relevante, es un
cambio en la oxigenacion de sangre regional acoplada a la
actividad neuronal como medida, mediante la generacién de
imagenes de resonancia magnética funcional dependientes del
nivel de oxigeno en la sangre (BOLD fMRI).

La neuroproteccidon y la biogénesis mitocondrial estan entre
los efectos fisiologicos de la tiazolidinodionas. En una modalidad,
el tratamiento con pioglitazona de sujetos puede incrementar la
capacidad metabdlica de las regiones activas del cerebro. Este
cambio en la capacidad metabélica puede ser observable

utilizando BOLD fMRI.
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BOLD fMRI es una tecnologia ampliamente utilizada para
generacién de imagen de cerebro completa no invasiva. Esta
técnica mide un cambio en la oxigenaciéon de sangre regional
acoplada a la actividad neuronal.

BOLD fMRI| mide el cambio relativo en la proporcion de oxi a
desoxihemoglobina en el cerebro, que ocurre como resultado de la
actividad neuronal. Conforme las neuronas se vuelven activas,
existe un incremento concomitante en el metabolismo celular, y el
flujo de sangre incrementa a regiones de actividad neuronal
incrementada para cumplir con estas demandas metabdlicas. El
resultado de esta respuesta hemodinamica es un cambio medible
en la proporcién local de oxi a desoxihemoglobina. La
oxihemoglobina es diamagnética y la desoxihemoglobina es
paramagnética y esta diferencia en magnetismo es detectada
mediante BOLD fMRI.

Las sefales BOLD reflejan cambios complejos y no
completamente comprendidos en el flujo de sangre cerebral
(CBF), volumen de sangre cerebral (CBV), y rango metabdlico
cerebral del consumo de oxigeno (CMRO,) después de Ia
actividad neuronal. Los elementos de circuito candidatos para
activar diversos tipos de sefiales BOLD incluyen neuronas de
excitacion, poblaciones neuronales mezcladas, astroglia y los
tractos axonales o fibras del pasaje (descritos con detalle en las
Publicaciones de Lee et al., 2010 Nature 465: 788-792; Logothetis
2008 Nature 453: 869-878; Logothetis et al. 2001 Nature 412:
150-1571; Raichle 2010 Cell 14: 180-190, cada una de las cuales
esta incorporada en su totalidad a la presente invencidon como
referencia.

El estudio utilizara sujetos saludables, cognitivamente

normales de mayor edad de interés, por ejemplo con edades entre
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62 y 87. El escaneo de BOLD fMRI se llevara a cabo utilizando un
escaner optimizado para generaciéon de imagenes de cerebro
funcionales y estructurales de alta resolucién (por ejemplo un
escaner GE 3 Tesla de estado del arte.

En una modalidad, el estudio es un estudio doble ciego que
utiliza multiples cohortes, con cada cohorte recibiendo una
diferente dosis de pioglitazona. En otra modalidad, el estudio es
un disefio en serie en donde el mismo cohorte recibe multiples y
diferentes dosis de farmaco. EI marcador farmacodinamico
utilizado para indicar los cambios en la actividad neuronal como
resultado de la exposiciéon a pioglitazona, es un cambio en la
sefial BOLD, especialmente en la corteza prefrontal dorsolateral y
el hipocampo, que estan asociados con las funciones cognitivas
superiores que estan dafiadas en la enfermedad de Alzheimer.

Cada participante pasara por escaneo MRI en al menos tres
ocasiones:

1. predosis (para obtener un valor de linea de base o de
control de cada sujeto):

2. inmediatamente después de que se ha recibido la primera
dosis (ya sea a las 2 horas o el tiempo aproximado de la Cmax),
medir el resultado de la exposicién aguda al farmaco; y

3. después de 7 dias de exposicion al farmaco (cuando la
concentracion en suero de pioglitazona debe cada una estar en
estado constante, y debe haber ocurrido un efecto fisiolégico del
farmaco en la funciéon mitocondrial).

La pioglitazona se administrara diariamente durante 7 dias.

45 mg de pioglitazona (la formulacién comercializada para el
tratamiento de diabetes tipo 2) da como resultado una Cmax de
aproximadamente 3 mM en suero (ver la Publicacién de Ghosh et

al. 2007 Mol. Pharmacol 71: 1695-1702).
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Las dosis de prueba incluyen:

a) dosis de 0.5 mg-aproximadamente 33.3 nM en suero y
aproximadamente 6.7 nM en cerebro

b) dosis de 1.5 mg-aproximadamente 100 nM en suero y
aproximadamente 20 nM en cerebro;

c) dosis de 4.5 mg-aproximadamente 300 nM en suero y
aproximadamente 50 nM en cerebro;

d) dosis de 9 mg-aproximadamente 600 nM en suero Yy
aproximadamente 120 nM en cerebro.

Sintesis del Protocolo de Generaciéon de Imagen de
Resonancia Magnética

Procedimiento de Clasificacion de Participantes Generales

Los participantes seran clasificados para implantes de metal
ferroso lo cual podria excluir el escaneo antes de la seleccion. A
los participantes se les daran instrucciones de ayuno vy
abstinencia de cafeina, productos de tabaco y ejercicio durante
dos horas antes de la sesidon de escaneo, y se abstendran de
beber alcohol y tomar medicamentos no esenciales durante 12
horas antes del escaneo. Los participantes que toman
medicamento estimulantes, se les pediran no tomarlos al menos
24 horas con aprobacion médica. Se obtendran dos muestras de
respiracion para medir los niveles de alcohol. Se obtendran
muestras de orina para probar 5 metabolitos de farmaco
(psicoestimulantes, cannabis, opiatos y sedantes). A las
participantes mujeres se les administrara una prueba de embarazo
en orina, la cual debe ser negativa para que el participante pase
por escaneo.

Protocolo de Escaneo General

A los pacientes se les dara la oportunidad de ingresar a un

simulador MRI para evaluar su nivel de comodidad para participar
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en la sesion de MRI. Posteriormente se colocaran instrumentos a
los participantes para monitorear la frecuencia cardiaca
(fotopletismografo) y presion sanguinea, y se colocaran en el
escaner. Se minimizara el movimiento de la cabeza utilizando una
combinacion de almohadas y cintas. Después de adquirir
escaneos de localizador, se presentaran los protocolos en el
siguiente orden fijo, con un tiempo de escaneo total de
aproximadamente 60 minutos.

MRI estructural. Las medidas de materia gris y blanca total y
regional, asi como CSF, seran tomadas utilizando MRI de alta
resolucién.

Detalles técnicos: Se adquiriran imagenes con peso T1 con
voxeles isométricos de 2 mm, utilizando técnicas de Codificacion
de Sensibilidad Espacial de Formacion (Array Spatial Sensitivity
Encoding Techniques) (ASSET), con revocacion de gradiente nula
rapida (FSPGR). Los parametros de imagen seran optimizados
para contraste entre la materia blanca, materia gris y CSF
(TR/TE/angulo de vuelta=7.484 ms/2.984 ms/12°, 256 mm FOV, 1
mm de silice, 166 rodajas, matriz 256x256, 1 Nex).

MR! de Perfusién. Se recolectaran medidas del flujo de
sangre cerebral en reposo total y regional, utilizando Etiquetado
de Giro Arterial pulsado (Pulsed Arterial Spin Labeling) (PASL).

Detalles Técnicos: Se adquiriran imagenes intercaladas con
y sin etiquetado, utilizando una secuencia de generacidén de
imagen eco-plana de gradiente (EPI). Los_ parametros de
adquisicion consisten en lo siguiente: campo de vision (FOV) = 22
cm, matriz = 64 x 64, tiempo de repeticion (TR) = 3 seg, tiempo de
eco (TE) = 17 mseg, tiempo de etiqueta = 1.6 seg, tiempo de
retardo = .8 seg, angulo de vuelta = 90°. El protocolo de escaneo

de perfusién en reposo toma aproximadamente 6 minutos, tiempo
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durante el cual a los sujetos se les daran instrucciones de
permanecer quietos y dejar sus mentes en blanco, pero mantener
sus o0jos abiertos y permanecer despiertos. Los datos que
corresponden a catorce rodajas (grosor 8 mm con abertura de 2
mm) seran adquiridos en orden secuencial de inferior a superior.

MR! Funcional (fMRI). Se administraran paradigmas de
estimulacion de memoria de episodios y de trabajo de archivo,
para medir los patrones de activacion neuronal, especialmente en
la corteza prefrontal dorsolateral y el hipocampo, asociado con
funciones cognitivas superiores dafiadas en la enfermedad de
Alzheimer, utilizando fMRI dependiente del nivel de oxigeno en la
sangre (BOLD).

Detalles técnicos: Se adquirira una serie de 34 rodajas
funcionales axiales intercaladas para la cobertura total del
cerebro (TR/TE/vuelta=2000/31/60; FOV= 240 mm; 3.75 x 3.75 x
3.8 mm voxeles; salto interrodaja = 0) utilizando una secuencia de
pulsacién de espiral inverso para reducir la susceptibilidad del
artefacto. Se adquiriran imagenes estructurales coplanas de eco
de giros tridimensionales de alta resolucidn en 68 rodajas axiales
(TR/TE/vuelta=12.2/5.3/20, tamano de voxel= 1 x 1 x 1 .9 mm,
FOV = 240 mm, salto de interrodaja = 0) para normalizacién y
promediado del sujeto.

Memoria de Trabajo de Paradigmas de Estimulacién fMRI;
Ver la Publicacion de Mattay et al., PNAS 2003 para los detalles.
Memoria de Episodios: Ver la Publicacion de Bookheimer et al.
New England Journal of Medicine 2000 para detalles.

EJEMPLO 10
Estudio BOLD en ratas
La pioglitazona de dosis baja, penetran en la barrera de

sangre cerebro e induce cambios en la fisiologia cerebral.
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Se determiné si las dosis bajas de HCI de pioglitazona
penetran la barrera de sangre cerebro en suficientes
concentraciones para provocar cambios funcionales o moleculares
en el cerebro. Se utilizé BOLD fMRI para medir los cambios
relacionados con el farmaco en la conectividad funcional en el
estado en reposo en todo el cerebro.

Se alojaron por separado ratas adultas macho Wistar (275 %
25 g) y se mantuvieron en un programa de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad. Se proporcioné agua y alimento ad /libitum.
Los animales se cuidaron de acuerdo con los lineamientos
publicados en la Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (National Institutes of Health Publications No. 85-23,
Revised 1985). Se midieron los pesos corporales de los animales
aproximadamente 24 horas antes del Dia 3, y los Dias 3 y 6 del
Estudio.

Se disolvié HCI de pioglitazona (P1O) en 0.5 mol/L de acido
citrico (CA) para producir una solucién de existencia en una
concentracion de 0.32 mg/10 mL/kg. Se prepararon otras
dosificaciones mediante dilucién adecuada de la solucion de
existencia con 0.5 mol/L de CA para producir volimenes de dosis
de 10 mL/kg. Las ratas de control recibieron el vehiculo en 10
mL/kg. Las concentraciones de la dosis estuvieron basadas en el
peso del articulo de prueba tal como se suministro (es decir,
como la sal HCI) con la dosis ajustada al peso corporal mas
reciente del animal. La dosificacion diaria con PIO en la solucion,
fue mediante gavage oral aproximadamente a la misma hora cada
dia. Los animales fueron anestesiados ligeramente con isoflurano
inmediatamente antes de facilitar la dosificacion.

Todos los animales utilizados en los estudios de generacion

de imagen fueron aclimatados al dispositivo de retencion MRI,
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siendo colocados en el mismo durante 15 a 90 minutos
diariamente durante al menos 7 dias, tal como se describid
previamente (Zhang et al. 2010 J Neurosci Methods 189: 186-196;
Liang et al. 2011 J Neurosci 31: 3776-3783).

Después del periodo de aclimatacion, los animales fueron
asignados a 1 de 7 ramificaciones del tratamiento que
coincidieron con los pesos corporales promedio (ver cuadro 1). La
dosificaciéon ocurrié una vez al dia, aproximadamente a la misma
hora cada dia. Se generaron imagenes de todos los animales en
la linea de base (Dia 3 del Estudio), de aproximadamente 2.5 a 3
horas después de la dosificacion con el vehiculo. La dosificacion
comenz6 3 dias después (Dia 2 del Estudio 1). En este dia, a
todos los animales se les administré ya sea vehiculo (CA) o PIO
dependiendo de su asignacién de grupo. EI Dia 2 del estudio, se
generaron imagenes de un grupo de vehiculo y un grupo tratado
con PIO en 0.08 mg/kg/dia (Ramificacién Aguda), de
aproximadamente 2.5 a 3 horas después de la dosificacién. Para
todos los grupos, la dosificacién continud durante siete dias en
total. El Dia 7 del Estudio, se generaron imagenes de todas las
ratas aproximadamente de 2.5 a 3 horas después de la
administraciéon de la dosis final.

Tabla 1. Ramificaciones de Tratamiento, Dosis PIO Diaria y

Puntos de Tiempo de Generacion de Imagen

e ., |Dosificacid Puntos de tiempo de Generacién de Imagen
Ramificacio 3 .
n Diaria y : ’ 4
n de (ma/kg) Dia 3 de Estudio Dia 2 de Dia 7 de
tratamiento & (Linea de Base) Estudio Estudio
(N=5/grupo)
Agudo 0, 0.08 Y \ Y
0., 0.50d, 8 i
S b = [ S1in generacion i
Subcrénico 0.08, A e e N
0.16,0.32 ae imagen
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La extrapolacion a la dosificacion correspondiente en
humanos, se logré mientras se ajustéo la AUC relativa de cada
una. En humanos, una dosis de 7.5 mg esta asociada con una
AUC de 2.8 pgeh/mL. En ratas, una dosis de 0.50 mg/kg/dia de
HCl PIO esta asociada con una AUC de 7.11 pgeh/mL. Los
resultados de estos calculos se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2 Dosis Equivalentes en Ratas y Humanos Basadas en

Exposiciones Extrapoladas

e EaatEs Dosis en Humanos (mg total/dia)

1.5 3 6 12

Dosis de Rata y
' B e} 0.0 0.1¢ 0.32

{mg/kg/dia) 0.4 8 el W
AUC Dirigida i -

98 1 o, 4.55
(ng.h/mL) Q 1 2.28 5

Se iniciaron actividades de preparacion de los animales
relacionadas con la generacién de imagenes, para asegurar que
ocurriera la generacién de imagenes de aproximadamente 2.5 a 3
h después de la dosificacion. Los animales se prepararon para
colocarse en el control bajo anestesia con isoflurano tal como se
describi6 previamente (Zhang et al. 2010, supra). Este
procedimiento tomo6 aproximadamente de 10 a 15 minutos, tiempo
a través del cual Ilos animales estuvieron normalmente
completamente conscientes. La generacion de imagenes se llevo a
cabo en animales despiertos.

Se llevaron a cabo todos los experimentos MR utilizando
4.7T/40 cm de un iman horizontal (Oxford, RU) en interfaz con
una consola BiospecBruker (Bruker, Alemania) y equipada con un
gradiente de campo magnético 20G/cm. Se utilizé una

configuraciéon de bobina de radiofrecuencia (RF) '"H dual (Insight
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Neurolmaging Systems, Worcester, MA) que consiste en una
bobina de volumen para excitar los giros de protones de agua y
una bobina de superficie para recibir la sefial MRI; las bobinas de
volumen y de la superficie fueron sintonizadas y desintonizadas
en forma activa para evitar un acoplamiento de bobina mutuo.
Esta configuracion de bobina dual permitié  suficiente
homogeneidad de campo RF en el cerebro de ratas para la
transmisiéon RF, conservando al mismo tiempo la ventaja de la
proporcién mayor de sefal a ruido (SNR) proporcionada por la
bobina de recepcién mas pequena.

Se adquirieron imagenes anatomicas utilizando primero una

secuencia de eco-giro rapido de rodajas multiples (RARE) con los

parametros: tiempo de repeticion (TR) = 2125 ms; factor RARE

8: tiempo de eco efectivo (TE) = 50 ms; tamafo de matriz
256x256; campo de vision (FOV) = 3.2x3.2 cm?; namero de
rodajas = 18; grosor de rodaja = 1 mm; n = 8. Con base en la
geometria de las imagenes anatémicas, se adquirieron imagenes
de eco-gradiente de rodajas multiples que cubren todo el cerebro,
utilizando generacién de imagenes eco-planas (EPI) con los
parametros: TR = 1 s; Angulo de vuelta = 60o0; TE = 30 ms;
tamafo de matriz = 64x64; FOV = 3.2x3.2 cm?; numero de rodaje
= 18; grosor de rodaja = 1 mm. Las ratas estuvieron en descanso
durante la adquisicion de imagenes. Se adquirieron 200
volimenes por cada corrida. Se obtuvieron 9 corridas por cada
rata.

Los analisis de todos los datos fMRI se llevaron a cabo
utilizando el software de Analisis y Visualizacion de Imagenes
Médicas (MIVA), Mapeo Paramétrico Estadistico (SPM8)
(Wellcome Department of Cognitive Neurology, Londres, RU) y

Matlab (The Mathworks Inc., Natick, MA, E.U.A.). Los datos fueron
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corregidos inicialmente para movimiento (valor de umbral de 0.25
mm). El procesamiento previo adicional de los datos incluyo (a)
correccién de tiempo de exploracion de rodaja, (b) alisamiento
espacial utilizando filtro 3D (1-mm FWHM) para abarcar pequefias
variaciones en sefial debido al movimiento y efectos vasculares, y
(c) eliminando la tendencia lineal tipo voxel y la filtracion de paso
alto de las frecuencias (3 ciclos por curso de tiempo) para ajustar
el desplazamiento del escaner entre las corridas. Posteriormente
se transformaron los datos estructurales y funcionales de cada
animal, al espacio estereotaxico estandar incrustado en MIVA
para facilitar el analisis del grupo de los datos funcionales.

Se utilizo el analisis de conectividad funcional correlacional
para analizar la conectividad funcional en el estado de reposo.
Primero, cada animal fue alineado y registrado en conjunto, con
base en las imagenes anatémicas, a un atlas del cerebro de rata
completamente segmentado. El procedimiento de registro conjunto
proporcionara las coordenadas de cada regién de interés de la
semilla (ROIl) en el espacio de la imagen. Después del registro y
la alineaciéon conjunta, los cursos de tiempo fMRI de voxeles
individuales en un ROl de semilla fueron obtenidos de acuerdo
con sus coordenadas correspondientes. Un curso de tiempo de
cada region de semilla se cre6 mediante cursos de tiempo de
promedio regional procedente de todos los pixeles dentro del ROI
de semilla. Todos los cursos de tiempo ROI fueron filtrados con
paso de banda 0.002 a 0.08 Hz. Después de la filtraciéon, se
calculd el coeficiente de relacion cruzada (CC) de Pearson entre
los cursos de tiempo ROI, y se utilizdé para cuantificar la
intensidad de la conectividad funcional.

Para evaluar los efectos de PIO en la conectividad funcional

a través de todo el cerebro, dividimos el cerebro de rata total en
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57 ROIls. La intensidad de la conectividad funcional entre cada
par de ROIls, fue evaluada utilizando el coeficiente de correlacién
cruzada entre los dos cursos de tiempo ROIl. En total, se
evaluaron 57x56/2= 596 conexiones funcionales por cada una de
las corridas rsfMRI. Este procedimiento se repitié las 9 corridas
de cada sesion fMRI, y la intensidad de conectividad de la
conexion correspondiente fue promediada posteriormente a través
de 9 corridas. Como resultado, la intensidad de conectividad de
las 1596 conexiones fue obtenida para cada sesion de escaneo
1596.

Para cada conexion (es decir, una conexién entre cada par
de ROIs), la medida repetida de ANOVA con factores del dia de
generacién de imagen, dosificacion e interaccion fueron
calculadas posteriormente. El nivel significativamente estadistico
se ajusté en P<0.005, no corregido.

Para evaluar los efectos de PIO en los circuitos neuronales
individuales, se utilizé un analisis correlacional basado en semilla
(Zhang et al. 2010, supra). ElI CA1 del hipocampo fue
seleccionado como el ROI de la semilla. El patréon espacial de las
regiones del cerebro que estan conectadas funcionalmente con el
ROl de semilla, se calculé en una forma de voxel por voxel.
Primero, se obtuvo como una referencia el curso de tiempo
promediado en forma regional del ROl de semilla. El coeficiente
de correlacion cruzada entre el curso de tiempo de tiempo de
cada voxel y el curso de tiempo de referencia, fue calculado
posteriormente. EI| coeficiente de correlacién represento la
intensidad de conectividad funcional entre este voxel y la semilla.
Se cred6 un mapa de conectividad para el ROl de semilla por cada
corrida fMRI, y los mapas a través de las nueve corridas fueron

promediados posteriormente para crear el mapa de conectividad
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para cada sesion de escaneo. Por ultimo, se genera un mapa de
conectividad compuesto, promediando los mapas de conectividad
en las ratas del mismo grupo de las que se generd una imagen el
mismo dia en el protocolo (Zhang et al. 2010, supra).

La figura 1 proporciona un ejemplo de los datos fMRI vy
demuestra que incluso las dosis mas bajas de pioglitazona de
liberacion inmediata, administrada en forma oral produce un
cambio en el metabolismo en la regidén central de las estructuras
corticales profundas del cerebro. Esto es consistente con un
efecto mitocondrial intracelular.

Conclusiones

1. En forma relativa al control de vehiculo, existe Ia
evidencia de que el tratamiento PIO en dosis tan bajas como 0.04
mg/kg/dia, induce cambios en multiples regiones del cerebro en la
rata. Este resultado indica que PIO de dosis baja, administrada en
forma oral, penetra la barrera de sangre cerebro.

2. PIO, en dosis tan bajas como 0.08 mg/kg/dia, indujo
cambios funcionales en forma tan temprana como 24 horas, lo
cual fue el punto de tiempo mas temprano ensayado después del
inicio del tratamiento.

Tal como se puede apreciar en la figura 1, parece haber una
sefial disminuida en la dosis 0.32 mg/kg/dia con base en la
apariencia de estos datos. Sin embargo, se realizaran pruebas
adicionales con el objeto de confirmar si existe o no un efecto
disminuido real en esta dosificaciéon en forma relativa a las dosis
inferiores, y no reflejar simplemente Ila variabilidad bioldgica
intrinseca entre los sujetos animales.

EJEMPLO 11

Determinacion de Riesgo de Ejemplo

Con el objeto de identificar a sujetos con cognicién normal
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quienes estan en alto riesgo de desarrollar dafio cognitivo del tipo
Alzheimer (también llamado tipo hipocampo) en los siguientes 5
afios con base en el genotipo TOMM40 rs1054523 (523), la edad y
posiblemente el genotipo APOE, se estudiaron los datos de edad
de desarrollo a partir de un cohorte de 438 individuos con
seguimiento en prospecto del estudio de Envejecimiento y Salud
de Memoria de Duke Bryan ADRC.

La tabla 3 resume una categorizacion de riesgo de ejemplo
con base en los genotipos 523 y APOE y la edad. Se debe
observar que parece haber un subconjunto de sujetos £3/e3
VL/VL, APOE quienes sucumbieron al desarrollo de la enfermedad
de Alzheimer en las edades entre 51 y 59. Estos sujetos no son
considerados en la tabla 3, que presenta unicamente el subgrupo
de bajo riesgo de transportadores VL/VL, quienes estan
cognitivamente normales después de la edad de 62. También se
contemplé una categorizacidon de riesgo expandida que incluye los
sujetos €3/¢3 VL/VL APOE de alto riesgo.

Tabla 3. Valores de Umbral de Edad de Ejemplo que Definen

Alto Riesgo para los Genotipos 523 en las Edades de 62 a 83

Genotipo 523 o APOE Edad que define alto riesgo
523 L,L Todas alto riesgo
523 L, VL Todas alto riesgo
523 8,L 74

523 s8,VL 76

523 VI, VL lodas bajo riesgo
APQE g2/e2 Todas bajo riesgo
APOE £2/€3 Todas bajo riesgo
APOE £2/e4 Todas bajo riesgo

Es sencillo un uso de ejemplo de estas asignaciones. La
tabla 3 se utiliza para realizar asignaciones de individuos en los

grupos de alto o bajo riesgo (que pueden ser sin tomar en cuenta
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la etnia) tal como se indica a continuacion:

1) los individuos con un genotipo 523 de (L,L) o (L,VL), son
asignados al grupo de alto riesgo,

2) los individuos con un genotipo 523 de (VL,VL) (>62 afios)
o genotipo APOE de (e2/e2) o (£2/e3) son asignados al grupo de
bajo riesgo,

3) para individuos con el genotipo 523 de (S,S), (S,VL) o
(S,L), se compara una edad actual del individuo con la edad en la
tabla 2, para realizar la asignacion de riesgo.

Para cada genotipo 523, se revisa la curva de edad de
desarrollo correspondiente para dafio cognitivo, para identificar
en donde la pendiente de la curva indica alto riesgo de desarrollo
de dafo cognitivo en wuna ventana de 5 afios. La parte
pronunciada de la curva, sigue una asintota relativamente plana,
y tiene un punto de tiempo caracteristico (edad), en donde se
observa un rapido incremento en la proporcién de individuos con
dafio cognitivo (ver figura 2 y figura 3).

La figura 3, ilustra la determinacion de edad utilizada para
distinguir la clasificacion de alto y bajo riesgo del genotipo 523
(S,L). La parte pronunciada de la curva puede ser identificada
como comenzando aproximadamente a la edad de 74, lo cual
corresponde a la edad asociada con el nivel del 90% de los
individuos con este genotipo que no presentan dano cognitivo. Por
consiguiente, los individuos con edad de 74 o mayor se pueden
asignar al grupo de alto riesgo del estudio, mientras que los
individuos mas jovenes de 74 afnos, son asignados al grupo de
bajo riesgo. Las curvas de edad de desarrollo de ejemplo para
dafio cognitivo para los restantes genotipos 523, se proporcionan
en las figuras 4 a 9, las cuales se reflejan en las asignaciones en

la tabla 2 presentada anteriormente.
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Debera quedar entendido que, aunque las graficas aqui
presentadas son interpretadas para proporcionar una edad
especifica en donde ocurre el cambio en la pendiente, estas
graficas pueden ser actualizadas conforme se recolectan datos
adicionales, para modificar y/o optimizar las designaciones de
edad sin apartarse de las ensefianzas generales de este método.

Las descripciones de las patentes, documentos de patentes,
articulos, resumenes y otras publicaciones aqui mencionadas,
estan incorporadas en sus totalidades a la presente invencion
como referencia, como si cada una estuviera incorporada
individualmente. En caso de conflicto, |la presente especificacion,
incluyendo las definiciones, tomara el control. Los expertos en la
técnica podran apreciar diversas modificaciones y alteraciones a
la presente invencion, sin apartarse del alcance y espiritu de la
misma. Se proporcionan modalidades y ejemplos ilustrativos
Unicamente como ejemplos, y no estan proyectados para limitar el
alcance de la presente invencion. El alcance de la presente
invencién esta limitado unicamente por las reivindicaciones

adjuntas.
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REIVINDICACIONES SOLICITUD DIVISIONAL

1 Una composicién que comprende pioglitazona de dosis baja para utilizarse
en el tratamiento de dario cognitivo del tipo Alzheimer, donde la pioglitazona de dosis baja

comprende de 0.5 a 9 mg de pioglitazona.

2. La composicién tal como se describe en la reivindicacion 1, caracterizada

porque la composicién retarda el desarrollo de dafio cognitivo del tipo Alzheimer.

3, La composicion tal como se describe en la reivindicacién 1, caracterizada
porque la composicion retarda el desarrollo de dafio cognitivo de tipo Alzheimer en un
sujeto humano con riesgo incrementado de desarrollar dafio cognitivo del tipo de
Alzheimer en los siguientes 5 a 7 afios, en donde el riesgo estd basado en la edad del

sujeto y el genotipo rs10524523.

4, La composicién tal como se describe en la reivindicacién 1, reivindicacion 2
o reivindicacion 3, caracterizada porque la pioglitazona de dosis baja esta en forma de

dosificacién unitaria.

5. La composicién tal como se describe en la reivindicacién 4, caracterizada

porque la forma de dosificacién unitaria comprende de 0.5 a 6 miligramos de pioglitazona.

6. La composicion tal como se describe en la reivindicacion 4, caracterizada
porque la forma de dosificacion unitaria comprende de 0.5 a 1.5 miligramos de
pioglitazona.

i El uso de pioglitazona de dosis baja en la fabricacion de una formulacion
farmacéutica para el tratamiento de dafio cognitivo del tipo de Alzheimer, donde la
pioglitazona de dosis baja comprende de 0.5 a 9 mg de pioglitazona.

8. El uso tal como se describe en la reivindicacién 7, caracterizado porque la
formulacion farmacéutica es una tableta.

Q. El uso tal como se describe en la reivindicacion 7, caracterizado porque la

formulacion farmacéutica es una capsula.

10. El uso tal como se describe en la reivindicacion 7, caracterizado porque la

formulacion farmacéutica es una pastilla.

11. El uso tal como se describe en la reivindicacion 7, caracterizado porque la

formulacion farmacéutica es un liquido.
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12.  El uso tal como se describe en la reivindicacion 7, caracterizado porque la

formulacion farmacéutica es un semi-soélido.

18 El uso tal como se describe en la reivindicacion 7, caracterizado porque la

formulacion farmacéutica es un sélido.

14.  El uso tal como se describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 7 a
la 13, caracterizado porque la pioglitazona es capaz de proporcionar una AUC de

aproximadamente 0.15 pg+h/mL hasta aproximadamente 3.6 pg-h/mL.

15.  Una composicién que comprende pioglitazona de dosis baja para utilizarse
en el tratamiento de disminucion cognitiva, donde la pioglitazona de dosis baja comprende

de 0.5 a 9 mg de pioglitazona.

16. Una composicion farmacéutica que comprende de 0.5 a 9 mg de
pioglitazona para usarse retardando el desarrollo de dafio cognitivo leve en un sujeto que

esta en riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer.

17.  Una composicién farmacéutica que comprende de 0.5 a 9 mg de
pioglitazona para usarse retardando el desarrollo de dafio cognitivo leve amneésico en el

sujeto que esta en riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer.

18. Una composicién farmacéutica que comprende de 05 a 9 mg de
pioglitazona para usarse retardando la enfermedad de Alzheimer preclinica en un sujeto

que esta en riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer.

19. Una composicion farmacéutica que comprende de 0.5 a 9 mg de
pioglitazona para usarse retardando el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer

prodromal en un sujeto que esta en riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer.

20. Una composicion farmacéutica que comprende de 05 a 9 mg de
pioglitazona para usarse retardando el desarrollo de cambios fisiolégicos asociados con
la enfermedad de Alzheimer en un sujeto que esta en riesgo de desarrollar enfermedad de

Alzheimer.

21.  La composicion farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 16 a la 20, caracterizado porque la pioglitazona es capaz de
proporcionar una AUC de aproximadamente 0.15 pg+h/mL hasta aproximadamente 3.6
pgeh/mL.

22. La composicion farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 20, caracterizado porque la composicion farmacéutica es una
tableta.
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23. La composicién farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 20, caracterizado porque la composicion farmacéutica es una

capsula.

24.  La composicion farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 20, caracterizado porque la composicién farmacéutica es una

pastilla.

25, La composicién farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones 16 a 20, caracterizado porque la composicion farmaceéutica es un liquido.

26.  La composicion farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 20, caracterizado porque la composicion farmacéutica es un semi-

solido.

27.  La composicion farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones 16 a 20, caracterizado porque la composicién farmacéutica es un solido.

28. La composicion farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 22,

caracterizado porque la tableta es una tableta que se desintegra en forma oral.

29. La composicion farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 26,
caracterizado porque la composicion farmacéutica semi-sélida se selecciona de un grupo
de formulaciones farmacéuticas semi-solidas que consiste en un gel, crema, locion,

unguento, balsamo y salve.

30. La composicién farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 23,

caracterizado porque dicha composicion farmacéutica es una formulacion oral.

31.  La composicién farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 25,

caracterizado porque dicha composicion farmacéutica es una formulacion inyectable.

32. La composicion farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 25,

caracterizado porque dicha composicion farmacéutica es una formulacion intranasal.

33. La composicidon farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 26,

caracterizado porque dicha composicion farmacéutica es una formulacion topica

34. La composicion farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 32,

caracterizado porque la compasicion farmacéutica es un polvo.

35. La composicion farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones de la 17 a la 20, caracterizado porque el sujeto tiene cogniciéon normal.
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36. La composicidén farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones de la 17 a la 20, caracterizado porque el sujeto es mas joven de 60 afos.

37. La composicién farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 17 a la 20, caracterizado porque el sujeto tiene edades de entre 60

y 70 afios.

38. La composicion farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 17 a la 20, caracterizado porque el sujeto tiene una copia del alelo
rs10524523 TOMMA40 largo.

39. La composicion farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 17 a la 20, caracterizado porque el sujeto tiene dos copias del alelo
rs10524523 TOMMA40 largo.

40. La composicion farmacéutica tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 17 a la 20, caracterizado porque el sujeto tiene un riesgo
incrementado de desarrollar enfermedad de Alzheimer en comparacion a un sujeto

control.

41. La composicion farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 40,
caracterizado porque el sujeto control lleva al menos una copia del alelo rs10524523
TOMM40 que comprende una poli repeticion T que tiene menos de 19 nucleotidos de
longitud.

42.  La composicion farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 40,
caracterizado porque el sujeto control no tiene una copia del alelo rs10524523 TOMM40

que comprende una poli repeticion T que tiene mas de 19 nucledtidos de longitud.

43. La composicién farmacéutica tal como se describe en las reivindicaciones
de la 16 a la 34, caracterizado porque la composicion farmacéutica es una formulacion

bioequivalente.

44.  La composiciéon farmacéutica tal como se describe en las reivindicaciones
de la 16 a la 34, caracterizado porque la composicion farmacéutica es una formulacion

farmacéuticamente equivalente.

45, La composicion farmacéutica tal como se describe en las reivindicaciones
de la 16 a la 34, caracterizado porque la composicion farmacéutica es una formulacion

terapéuticamente equivalente.
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46. La composicion farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 1,
caracterizado porque la pioglitazona de dosis baja comprende de 0.5 a 6 mg de

pioglitazona.

47.  La composicion farmacéutica tal como se describe en la reivindicacion 1,
caracterizado porque la pioglitazona de dosis baja comprende de 0.5 a 1.5 mg de

pioglitazona.

48.  La pioglitazona de dosis baja para utilizarse en el tratamiento de dafo
cognitivo del tipo de Alzheimer, donde la pioglitazona de dosis baja comprende de 0.5a 9
mg de pioglitazona.

49. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 3, en donde el riesgo esta
basado en la edad del sujeto y el genotipo rs10524523 es determinado por el método que
comprende:

detectar a partir de una muestra bioldgica del sujeto el genotipo rs10524523 del

sujeto, en donde cada alelo del genotipo rs10524523 es asignado como:
(a) corto (S, menos de 19 residuos T);
(b) largo (L, 19 a 29 residuos); o
(c) muy largo (VL, 30 o mas residuos); y

determinar a partir del genotipo rs10524523 si el sujeto esta en riesgo
incrementado de desarrollar dafio cognitivo del tipo de Alzheimer en la edad o rango de

edad predeterminada, en donde:

(1) una edad mayor a aproximadamente 62 y LL o LVL indica un riesgo

incrementado;

(2) una edad mayor a aproximadamente 62 y VL\VL no indica un riesgo
incrementado;

(3) una edad mayor a aproximadamente 74 y S,L indica un riesgo incrementado;
(4) una edad mayor a aproximadamente 77 y S,S indica un riesgo incrementado; y
(5) una edad mayor a aproximadamente 76 y S,VL indica un riesgo incrementado.

50. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 49, caracterizado porque la
determinacién comprende ademas detectar a partir de una muestra biologica de dicho
sujeto, el genotipo APOE del sujeto, en donde la presencia de un alelo APOE2 en el
genotipo indica que el sujeto no esta en riego incrementado.

94



RESUMEN

Se proporcionan productos de farmaco con pioglitazona de
baja dosis para utilizarse en el tratamiento (por ejemplo, retraso
de desarrollo) de dafo cognitivo del tipo de Alzheimer. También
se proporcionan métodos para la fabricacién de los mismos. Se
proporcionan ademas métodos para el tratamiento de enfermedad
de Alzheimer, incluyendo administrar un producto de farmaco con
pioglitazona de baja dosis. Los métodos pueden incluir determinar
si el sujeto esta en riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer

con base en la edad del sujeto y el genotipo 523 TOMMA4O0.

CPT\CPT\ID-417688\WPC20376
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ESCRITURA PUBLICA NUMERO - - 1,481 ~ == = =
= = — MIL CUATROCIENTOS OCHENTA Y UNQ - = = — = — —

z _
DE FECHA: MARZO VEINTINGEVE (29) = = - — = = — —
: /

DEL ANO DOS ML ONCE (2011).

¥ OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6%.) DEL
' CcIRCULO NOTARIAL DE BOGOTA, D.C.

ACTO: PODER
PODERDANTE: CAVELIER ABOGADOS NIT. No. 860041367-3
APODERADOS:
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ C.C. No. 35.456.344

| NIDIA OSORIO LOPEZ C.C. No. 39.787.682
OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA C.C. No. 79.524.634
EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY C.C. No. 52.006.265

i JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL C.C. No. 16.209.380

En la ciudad de Bogota, Distrito Capital Departamento de Cundinamarca,

Repdblica de Colombia, en la Notaria Sexta (6a) del circulo de Bogoté, Distrito

. Capital, cuiz’o Notaron / -------- es el(la) doctor(a) =
- — AMPARO QUINTERO ARTURQ = - = = = = = — — = . alos VEINTI(UEVE (29)
dias del mes  MARZO + - — — del ano dos mil once (2011) se otorga la escritura

publica que se consigna en los siguientes términos:

! Comparecié con minuta escrita, la seflora ADRIANA ZAPATA GIRALDO, mayor de

| edad, vecina de esta ciudad, casada, identificada con la cédula de ciudadania No.

51.680.061 de Bogota, y dijo:

ESTIPULACIONES:
PRIMERA.- Que obra en su calidad de representante legal de la sociedad
denominada CAVELIER ABOGADOS domiciliada en Ig Carrera 4 No. 72-35,

Bogota, Colombia.

SEGUNDA: Que ZINFANDEL PHARMACEUTICALS, INC somedad constituida y
existente bajo las leyes del Estado de Caralina det Norte, Estados Unidos de
Ameérica, domlcmada en One Scnence Drive, Suite 342 Box 80344, Durham, North
Carolina 2?'(’08 Durham County Estados Unidos de Amenca designé a
CAVELIER ABOGADOS como su representante para la Propiedad Industrial en

Colombia con facultades de nombrar apoderados tal como consta en la copia

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PRCTOCOLO NOTARIAL , NO TIENE COSTO PARA EL USUARID



auténtica del documento de representacion que se proiocoliza.

" TERCERA.- Que en su caracter de representante legal de CA\JELIER:

|
|
ABOGADOS, vy en desarollo de la facultad otorgada por ZJNFANDEL‘
PHARMACEUTICALS, INC!, confiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE |
PAEZ, T.P.A. No. 23.555, identificada con cédula de ciudadania numero

35.456.344 de Usaguen, NIDIA OSORIO LOPEZ, T.P.A. No.73.386,
identificada con cédula de ciudadania numero 39.787.682 de Bogota, |
OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA, T.PA. MNo. 71.027 identificado |
con cédula de ciudadania nimero 79.524.634 de Bogota, EDNA DARMELY !
SARMIENTO CHARRY, T.P.A. 65.794 identificada con cédula de ciudadania |
numerg 52.006.265 de Bogota y JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL, T.P.A. No. |
40.119, identificado con cédula de ciudadania ndmero 16.208.380 de|

Cartago {Valle), mayores de edad, vecinos de Bogota, para que representen a

la sociedad a cuyo nombre actla, ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan

o no jurisdiccion, incluyendo las del orden administrativo, contencioso administrativo
y judicial, asl como los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencion de patentes de invencion, modeles de utilidad,

disefios industriales, trazado de circuilos integrados, secretos industriales, el

registro de marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensehas, variedades vegetales,
denominaciones de origen e indicaciones de procedencia, su renovacion, traspaso,
cambio de nombre o domicilio, cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de

uso de esos derechos; b) Las acciones de competencia desleal, proteccion del

consumidor, oposiciones, cancelacién administrativa o judicial, nulidad, medidas |
cautelares, accion por infraccion, concesidn de licencias, la proteccion de secrefos |
industriales y de nombres de dominio junto con su administracion y pago; accioenes
populares, de tutela y de cumplimiento; y en general |os procesos civiles, penales,
administrativos o contencioso-administrativos, de conciliacion, arbitramento, tutela |

relacionados con estos derechos; acciones y procesos que promovamos o Se nNos

promuevan, =-=-—- |

CUARTO.- Que los apoderados designados estan facultados en todos los asuntos |
|

I
los hechos del proceso, desistin, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los aclos de |

arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar, arbitrar, admitir
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CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCION DE

DOCUMENTOS
CERTIFICA:
NOMBRE : CAVELIER ABOGADOS
N.I.T. : B860041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D.C.
CERTIFICA:
NO: 00820237
CERTIFICA:
CONSTITUCION : QUE FOR ESCRITURA PUBLICA NO. 00062323 DE NOTARIA

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTTEMERE DE 1974 , INSCRITA EIL
26 DE SEPTIEMBRE DE 1874 BAJO EL NUMERO 00021234 DEL LIBRO IX, SE
CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELIER. ' :
CERTIFICA :
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL & DE ABRIL DE 1983
BAJO EL NUMERO 00130765 DEL LIBRO 'IX, LA SOCIEDAD CAMEIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER. DOR EL DE : CAVELIER
ABOGADOS
, CERTIFICA: :
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERQ 1.000 OTORGADA EN LA NOTARIA 6A.
DE BOGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA EN ESTA CAMARA DE
COMERCIO EL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJC EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
1X, LA SOCIEDAD CAMBIO SU NOMERE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER,
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS.
e T CERTIFICA:
- CERTIFICA
QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BCGOTA DEL 18
DE ABRIL.DE 1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NO.
5-937 DEL LIBRO .XIII,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA CIU-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO ( CUNDINAMAR-
CA ) .-, :
: CERTIFICA:
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE IA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE OCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMERE DE 1984
BAJO EL NO. 1559 DEL LIBRO XIII, LA SOCIEDAD CAMBIQ SU
NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL.

CERTIFICA:
REFORMAS :
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION
842 10-v-1,977 18, BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204
3.430 1-VII-1.980 6A. RTA, 3-IX-1.980-NO. 89.582
4.844 10-IX-1.980 6A. BTA. B-X-1.980-NO. 91.261
432 10-II-1.983 6A. BTA. 1ﬁ¢“¢"%£%§ﬁ$&§ﬁ%¥“°F%Eﬁﬂé
::ORIGINALY QUE . HE - TENIDO' A%LA- VISTa.

MAL: QUE . HE .
TAD.C: OE CLOueIA

E

|
|
|
|




9 910 Tk GR4 &R, RTA. 15-%T-1 . 984=-NO., 1.559 .
7.345 21-¥-1.985 6A. BTA. 18-XI-1,985-N0O. 1.906 |
' 2.567 29-IV-1.987 6A. BTA. 7-¥- 1.987-NO. 2.386 i

4,278 1-VIT-1.987 6A, BTA. 23-VII-1987 NO.215,652

2,857 25- IV-1,588 &A. BTA. 19- V -198B-NO, 2,740

5.033 21-¥TI-1.9%0 6A, BTA. 10- I - 1881-No. 3,786

25 1- I -1.%91 #A. BTA. 10- I - 1391-No. 3,787

1.408 8-III-1.991 &A. BTL, 14-TIT- 1B01-NO. 3.841
2.155 2-TW= 1.891  #d: BTA; B-IV - 1%91-ND. 3.8862 -

797 7-IT -1.%91 6A. HTA. 7- ¥V -1991-NO. 3.882

T334 14-II7-1,99] 6A. BTA, 7. ¥ -1%01-NO, 2.881

5.EBB& 21-VIII-1.891 Bh. BTA 27-WIII=-1591 HNO. 4,018

B.596 4-¥TT -1.991 BA. BTA 15-ITT -195%2 HO. 4,430

1.494 10-TII -1.992 GA. BTA, 19-TIIT -1992 MO, 4.41&

4,205 g =VIY -1._.932 gh, BRTA. 15-WIT =-1982 HNO. 4,554

8.829 16-XII -1.992 6A. BTA. 24-%TT -1932 WQ. 4.B19

T2 §-T =-1.993 § STAFE BTA 13-I -1923 NO. 4.,BS50

4,877 29-YI -1.9%3 § STAFE BTA 7-VII -19%93 NO. 5,085

5.216 12-VII -1.993 6 STAFE BTA 16-VIT -1993 NO. 5.077

ACTA WO.71 2-I¥- 1.923 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1883 ND. 5.174

2.034 18-IV- 1,995 6 STAFE BTA 27— IV -193%5 No. 5.937
2 22T 25-IV-1.8495 & STAFE BTA 18-VIII-1.5%095 NO. 6.092 ‘

7.584  12-X1T-1.895 6 STAFE BTR 18- ¥II-1.995 NO. 6.2594

| §76  11- IT-1.587 & STAFE BTA 14~ II -1.997 KO. &.873
; CERTIFICA: i %

| REFORMAS: . ; i,

’ E.P. NO. FECHA . . NOTARIA CIUDAD FECHA" No. INSC. |

""w*x%a vgtbodiost

DO04506 1597,/07/28 0006 BOGOTR
pDo023103 1998/ 04/08 C006 BOGSCTA
0005326 1998/05/06 0006 BOGOTA
pONG5318 1530B/08/14 0005 BOGOTA
0O0T7ED 1888/11/10 0098 BOSOTR
COD&T09 1%37/11/04 0006 BOGOTA
noo3034 20032/06/30 0006 BOGODTA
0003786 2004/07/16 QD06 BOGOTA
0001432 2005/03/18 0006 BOGODTA
0oDag18 2005/08/22 0006 BOGOTR 20D05/08/26 DOOLOOCA
CoO0sSs06 2007/0%/17 0005 BOGOTA 2007/07/24 00010841
£453 20058/10/19 0006 BOGOTR D.C. zuﬂsflnle 00012243
1336 2016/03/16 0006 BOGOTA D.C. 2010/02/24 00012506
915 2011702728 0005 BOGCTA D.C. 2011/03/03 00013022

CERTIFICA:
VIGENCIA: OUE LA SOCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACICON HASTA EL
10 DE SETCTIEMERE DE 2024

£.1997/09/02 00007115
1598404 /21 00007426
1998/08/13 00007544

L logg/ /0B /27 00007564
1993/11/12 00007644

- 2000/12/04 DODDB4E]L

‘2003 /06/04.,00882729

Lapo4/07/28° 00009703
2005/04/07 OpooooLy

LUKUDDOUUOD
r':nﬂmnnnonp-p

CERTIFICA:
CBJETC SCCIAL: LA SOCIEDAD TENDRA POR OBJETQ : EL EJERCICIO DE LA
ACTIVIDAD PFROFESIONAL DE ABCGADOS. EN DESARROLLD DE ESTE ORBJETC
LA SCCIRDAD DODRA ADQUIRIR, CONTRAER OBLIGACIONES ¥ CELEBRAR TODA
CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADCOS AL
MISMO, INCLUSIVE LOS DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECAR, MUTUD CCOW O 2IN
INTERES, MRNDRTO, -CIVIL ¥ COMERCIAL, ¥ SOCIEDAD, AST CaMo
ﬂﬂifﬂ?EEmEhHEEGCLECIJWTE CIENTIFICAS, GREMIALES T PROFESIONALES
As(o:Te]

CERTIFICA:

*OMINAQ BE $1

410, 000,00 DEVIDIDD EN 10,000,00 CUSTAS COM VALCR
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- SOCIO CAPITALISTA (S)

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8,B00.00
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
NO. CUQOTAS: 1,200.00 VALOR: $§1,200.00
- SOCIO INDUSTRIAL (8)
CHAVARRO JORGE C.C. 000000016209380
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
NO. CUCTAS: 0.00 VALOR: $0.00
TOTALES
NO. CUOTAS: 10,000.00 VALOR: $10,000.00
CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 Y 001432 DEL 18 DE MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO EL NO. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIIT, DE LAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) PARTES DE INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARIA A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES FERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCQ,
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, ' INES CAVELIER,
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER FRANCO,
ALEJANDRO CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y LUCIA
CAVELIER FRANCO. ‘ I
CERTIFICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL SOCIO
FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE
DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPARA POR DERECHO PROPIO EN EL CONSEJO
SUPERIOR Y EN EL CONSEJO DIRECTIVO ¥ LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO 1O ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA.
IGUAL DPARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DE FALTA ABSOLUTA DE GERMAN
CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA EJERCER
LA REPRESENTACION DE LA SOCTEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERJUICIO DE
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A TLOS ORGANOS CREADOS POR LOS PRESENTES
ESTATUTOS
CERTIFICA:
** NOMBRAMIENTOS *+
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (8):
NOMBRE IDENTIFICACION

PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO WO

CAVELIER GAVIRIA GERMAN gadfe
QUE POR ACTA NO. 26 DE ASAMBLEA GENERAHL¥

28

TPARGQL
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___ INSCRITA EL 24 DE MAYO DE 2010 BAJO

EL NUMERD 00012618 DEL LIBRO XTI, -

FUE (ROM] NOMERADD (5):

NOMBRE IDENTIFICACION

DIRECTORA

ZAPRTA GIRALDO ADRIANA C.C. Q00O00CS516400681
RETRESENTANTE LEGAL

ASOCIACICN CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 0O000B001722568

REPRESENTANTE LEGAL

GRLLON GIRALDO CRRLOS O,.C. 000000015066425
REPRESENTANTE LEGAL

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JERNHE C.E, D00COOO0COL3110C
S0010 COLECTIVO

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANHE Cc.E. 000040000131100
S0CIO COLECTIVO

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO W.I.T. 0DCDOBOOL722558

OUE POR ESCRITURA PURLICA NO. OOD4B18 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGDATC DE 2005 BAJO EL NUMERQ
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADD (8):

HOMERE IDENTIFICACION
SUFLEWTE DEL PRESIDENTE DIRECTCE VITALICIO
GAUDERERT DE CAVELIER RGNEE JERWNE C.B. 000000000L311040
CERTIFICA:

QUE EL NOMBRAMIENTO DE GALLON GIRALDO CARLOS INSCRITO BAJO EL REGISTRO
60012618 DEL LIBRO XIII, SE DA EN SU CONDICION DE REPRESENTANTE LEGAL
DE LA ASOCIACION CAVELIER TEL DERECHO. o

B3 CERTIFICA: e
FACTLTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: -APARTE DE LAS: FACULTADES Y
DEBERES CUE DE TIEMED. EN TIEMPO SE LE LSIGNEN . -POR EL CONSEJC
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A} LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE ~LAS AUTCORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN © NATURALEZA Y RNTE; OTRAS ~PERSOMAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR;. COMPROMETER ¥
DESISTIR Y PARAZ COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE CEN- AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PRCOPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIE ¥
HACER CUMPLIR LOE ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE L& SOCIEDAD; ¥ C |}
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERRO
cON EL CONSEJO GSUPERIOR PARA EL BUEFN FUNCICNAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALRRIOS ¥ NOMBERAR LAS
FERSONAS OUE DERAN TESEMPENARLOS, ARSI COMO  RETIRARLOS Y
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR, CUANDC CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERICR SE REFIERA A CPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTC OCHENTA [ 180 )
SATARTIOS MINIMOS MENSURLES, 50 CELERRRCION  EEQUERIRAR LA
ATROBACION PREVIA DEIL CONSEJO SUPERICE.

CERTIFICA:

*+ REVISOR FISCAL *~
QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1323, INSCRITA EL 29
DE SEPTIEMBRE DE 2993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRC XIII, FUE
(RON) NOMBRRDO (5):

NOMERE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
———RINCON. FANDING MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024
TLOWDROTARSETA DEL TR0l DE BOGITA ) CERTIFICA:

0T HAGD CONGTAR'CAE Lh FOTOCTEAR Colkoiof 1
SO SR ORMT %Fdﬁwﬂ%JESTRBLECIDD POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE

RTIFIGADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5] DIAS HABILES

ﬁ?vqgﬁ MIE 20 gzcga_gﬁg INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE
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RECURSOS EN LA VIA GUBERNATIVA.

i EL PRESENTE CERTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISC DE L
% N FUNCIONAMIENTO EN NINGUN CASO ¥

SENOR EMPRESARIO, SI SU EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERIORES A 30.000
SMLMV ¥ UNA PLANTR DE PERSONAL DE MENOS DE 200 TRABAJADORES, WUSTED
TIENE DERECHO A RECIBIR UN DESCUENTO EN EL PAGO DE LOS PARAFISCALES DE
75% EN EL PRIMER ANO DE CONSTITUCION DE SU EMPRESA, DE 50% EN EL
SEGUNDO ANO Y DE 25% EN EL TERCER ANO. LEY 590 DE 2000 ¥ DECRETO 525
DE 2009.

RECUERDE INGRESAR A WWw.supersociedades.gov.co FARA VERIFICAR SI SU
EMPRESA ESTA OBLIGADA A REMITIR ESTADOS FINANCIEROS. EVITE SANCICNES.

EL SECRETARIO DE LA CAMARA DE COMERCIO,

VALOR : § 3,700 :

DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150 DE 1995 Y LA . AUTORIZACION IMPARTIDA
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 18 DE NOVIEMBRE DE 1996, LA FIRMA MECANICA QUE APARECE A
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES
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*

POR ESTA CARA

La®



This Apostille is not valid for use anywhere within the United States of Americg, its
territories ar possessions.

This Apostille only certifies the authenticity of the signature and the capacity of the person who
has signed the public document, and, where appropriate, the identity of the seal or stamp which
the public document bears,

This Apostille does not certify the content of the document for which it was issued.

Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. District of Columbia, United States of America

This public document has been signed by JONATHAN MATHEWS

acting in the capacity of Notary Public in and for the District of Columbia

bears the seal/stamp of JONATHAN MATHEWS, District of Columbia Notary Public
CERTIFIED

Bow e

at Washington, D.C.
the 9th day of March 2011

© ® 2 e o

Cynthia Brock-Smith

"GO NOTARIA' SEXTA'DEE CREULQ DE-Goce, -
HAgo msr@%_;_ LAFOTOCTRIA COCr
COgAD.CTREPOLUICA DE oy s 1S
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Date:_Merch 9 2011

I, Antonio Antezana certify that this is an original Power of Attorney
for Zinfandel Pharmaceuticals.

( signature )
Date: _3-¢g-/)

District of Columbia, ss:

Subscribed and sworn to before me this the C?h of Moorch Hou

DC[Notary =
JONATHAN MATHEWS

Rotary Putic. District af
My Gt S s

YISAS & PASSPORTS 2 Go, INcC.

2300 Wisconsin Ave, MYV Ste 2004
VWashington, DT 20007

Phane: |-B00-598-7240
Fax: 207-585-4130
Questions: Infoi@vaIgosom




"AVELIER
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA da N 72-35
BOGOTA. B - COLOMBIA

REPRESENTACION

REPRESENTATION

Yo (nosotros), abaje firmado (s)/1 (we). the undersi med
S/ (we), 5

ZINFANDEL PHAR MACEUTICALS, INC.

domiciliado (s) One Scicnce Drive, Suite 342, Box 90344, Durham, North
en/af Carolina 27708, Durham County, United States of Amcrica

Por ¢l presente  nombrames  a CAVELIER
ABOGADOS, sociedad colectiva  consdruida de
conformidad con las leyes de la Repablica de
Colombia, mediante Escritura Piiblica No. 6233 del 10
de septiembre de 1974, otorgada en la Notaria Sexta
del Circulo de Bogotd, domiciliada ¢n Bogota D.C,,
con matricula  percantl No. 00820237 y NIT
860041367-3, domiciliada en la Carrera 4a N° 72-35,
Bogori, Celombia, como nuesta representante en
todos los asuntos de Propivdad Industrial, con facultad
para recibir notificaciones v nombrar apoderados
judiciales o extrajudiciales.

CAVELIER ABOGADOS también podri
tepresentamos, con las mismas  faculrades arribs
indicadas, ante cualesquiera entidades o perscnas,
¢jerzan o no jursdicddn, autoridades administatvas o
jurisdiccionales, tribunales de arbitramento, en
asuntos  de namuradeza  eivdl, comercial,  penal,
constitucional, competenci,  competencin desleal,
administrativa, contencioso administrativa, proteccion
del consumidor, vanedades vegetales, nombres de
dominio, oposiciones u vbservaciones, cancelacion
administrativa y judicial, nulidad, medidas caurelares,
concesidn de licencias, acciones de tutela, la proteccion
de secretos industriales, derecho regulatorio y en
general para que nos represente en  cualesquicra
dcciones y procesos  que promiovames o se nos
promuevan.

La representante peded, en nuestro nombre, designar
apoderados  para  actuar  ante

© CAVELIER ABOGADOS

autoridades

Do hereby appoint CAVELIER ABOGA DOS, a
general partnership orginized under the laws of he
Republic of Colombia by means of Public Deed Np,
G233 of September 10, 1974, granted at Notavy Sixth
of the Bogora Cireuit, domiciled in Bogotm D.C., with
Mercantile Registraion No. 00820237 and Taxpayer
Identification Number 860041 367-3, domuciled at
Carrera da N° 72.35, Bogota, Colombia, as our
representative for all Industrial Property matters with
faculty to receive norifications and Rppomnt attormeys m
and out of Courr,

CAVELIER ABOGADQS may ulso represent us,
with the same faculdes sired abave, before any
enddes or persons, with or withour jurisdiction,
administratve or jurisdictional authorites, courts of
arbitradon, in civil, commercial, crimunil,
constitutional, competiion,  unfair compeation,
adounistrative, administrative CONtenlous, consumer
protection, plant varictes, domain numes, apposition
or obstovation matters, administrative and Court
cancellation, nullity, precautionary measures, hl:r:nsi.ng_
action for writ mandamus, protection of trade secrets,
regulatory law and in genemal represent us in any
actions and suits insticuted by us or against us,

The representative may, 1w our name, designile
atomeys to act before administrative and judicial
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adfunsstiativas ¢ judiciales, por ~Ha extrajudicial y
dmbién procesalmente en nusso nombie, como
demandantes, coma demandados, coma litsconsortes,
coma  agentes  oficiosos, como  terceros, por
llamamients en parnds o como intervinienics ad
exclodendum. Dentto de cstr aurodzacidn, |
representante podsd facultar 3 los spoderados que clla
desigae pam transigin, conciliar, admitis los hechos del
proceso, desistr, cancelr, recibir, renunciar
suscrur ¢l poder que se lc otofpue, Ad mismo, |a
tepresentante tendoi la faculiad parn revocar el poder
asi otoggrdo en el momenm que considers perbnente
La repzesentante en todo easo poded mtficar los actos
de agenres oficiosos,

En/in

nuthorities, through out-clcoure channels, and alio
pro:udumlﬁ;' i ckr name a5 planll, defendan, join
begant, cepresentative withoul power of acorney, thid
party, when summoned to appear B coust or s
interrenet 22 excludendum: Under thus anthenzatnn,
the represcotative may  empower the attomers
appointed therehy o compronyse, concibare, adrmy
the facts of the case, desist, eaner], recevr, resipm and
substimate the power of attorney granted therer

Likewise, the ropreseamtve shall have the faculry of
revoking the povwer of attor thus pranted at any
time it may deem convenient. The reprosentatve may
i any case oalily the acts of tepreseninoyes withour o
power of attosney,

Dado y Bomado hoy/Given and signed this oo 2o ;%é?fmﬁ_; ) A0
f
Doz, NE L5

Poriby

Lriery Foscs

Fizma .-"'Eigm e

Sl Fpzer

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIED Al

Ll infrascrito Notanio Certifica: Que Iz frma que anteceds de

o5 aulentiza; que el signalano dessmpefa aetualments ¢ curgo
de

de ta compaiiia

saciedad que actualmants suiste ¥ esti oreanizada de acuerde o
laz Jeyes de

que la direcsién de dicha compeils e

¥ que el signztario tens fzeuliad para plorgar este doouments,

D CAVELIER ABOGADOS

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Motary cerlifiss: That the preceding signalure

/%, _

is authentic, that he signatory cormenty 4615 n (he posilion

"= den

of the company
ZINFANDEL PHARMACEUTICALS, ENE,

3 company currently eaisting and arpanized under the laws of
Stane o Morth Caraling, United Siares of Aserics

that the address iz
Onz Science Drive, Suite 342, Dox 90344, Durham, Mard

Carclina 27708, Durhem Courty, Unites States of Ameriza

nd that the sipnatony has the power 19 gran! this document,




Tedos los heehos anteriores le constan por haber examinadn The Notary Public is aware and auests o the ahave facts upon
los documentos respectivos y de tedo clio da fe. examination of the corresponding documenls,

Dade y firmada en Given and signed im . _lé@@a

El On n;gfé:,éiﬁ//

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octubre 1961)

l:x B e

This public document

2. has been signed by ....... AT ST o o s s gt s
3. acting in the capacity of ...,
4. bears the seal/stamp of ...
Certified
LA
5 EEDy,

%‘.

.
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:S'e“:i!stamp
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Traduccion Oficial No. 2011/459 de un documento escrilo en inglés el cual para su identificacion se sella con
el sello del traductor al iempo con la presente. Esta raduccion ha sido preparada por Hilda Aguilera de
Piedrahita, raductora oficial debidamente reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores y aulorizada
por el Ministerio de Justicia y del Derecho por Resolucion No. 323 de 1980,

(Se traduce dol idioma Inglés las Certificaciones Nolariales, y la Apostilla anexas a un documento de
representacion otorgado por ZINFANDEL PHARMACEUTICALS, INC el cual se encuenlra escrito a doble

columna en Inglés y Espariol, firmado el 25 de Febrero de 2011 en Durham, NC; Estados Unidos de Ameérics
por Allen Roses)

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

El infrascritc Notario Publico cerlifica: que la firma que antecede de Allen Roses es auténlica; que &l
signatario desempeda actualments el cargo de CEQ de la compaiia ZINFANDEL PHARMACEUTICALS, INC,
sociedad que actualmente existe y esla organizada de acuerda con las leyes del Eslado de Carolina del
Norte, Eslados Unidos de América, que la direccion de dicha compaiia es One Science Drive, Suite 342,
Box 0344, Durham, Carolina del Norte 27708, Condado de Ourham, Estados Unidos de América y
que el signalario fiene facullad para olorgar este documento.

Todos los hechos anteriores le constan por haber examinado los documentos respectivos y de todo ello da fe.

Oado y firmado en Durham, Carlina del Norte

El 2/25/2011
[ ~ APOSTILLA
[ (Convencion de la Haya de Octubre 5 de 1961)
1. Pais: |
2 Esle documento piblico ha sido firmado por :
3. Acluando en calidad de f
4, Lleva el sello/estampilla de
CERTIFICADO
5 En
6. El ‘
i Por |
8. Nimero l‘
| S. Selio (Sello Notarial) 10. Firma (Firmado) |

Fecha: Marzo 9 de 2011

T

Yo, Antonio Antezana certifico que esta es un Poder original para Zinfande) Pahramaceuficals. __

P R

Sl ol 4

jrmeds) iy, R
(Firma) ..:;-'.-_.-.—_.-'--»---_,..-__... -
Fecha: 3-9-11 2 9 MAR. 20“

Distrito de Columbia, ss:

TRADUCCION OFICIAL No._mju_@

HILDA AGUILERA DE PIEDRAHTA
INTERPRETE OFICIAL
RES Ma. 37 [y MIN OE JUsTInIe



Suscrito y juramentado ante mi este dia 9 de Marzo de 2011,

(Firmado)

Notario OC

Sello a tinta: Jonathan Mathews, Notario Piblico, Distrito de Columbia, Mi Comisién expira el 14 de
Abril, 2015,

Papeleria con informacion de contacto de Visas & Passports 2 Go, Inc.

Distrito de Columbia
Esta Apostila no es valida para uso en cualquier parte de los Estados Unidos de América, sus
temtorios o posesiones.

Esta Apostila Unicamente certifica la autenticidad de la firma y la calidad de la persona que ha
firmado el documente publico, y, cuando sea apropiado, la identidad del selig o estampilla que &l
documento plblico lleva.

Esta Apostilla no certifica el contenido del documento para el cual fue expedida.

APDSTILLA
(Corvencion de la Haya de Octubre 5 de 1561}
Palg: Estades Unidos do América
Este decumento plblice ha side firmado por JONATHAN MATHEWS
Acluando en calidad de Molano Piblico eny para el Distrita de Columbia
Liava el sellofeslarnpiila da JONATHAN MATHEWS, Notaria Pibfice dal Distits de Columbia
CERTIFICADO

- SAJ‘[\JI—‘-

En Washington OC

El 9 da Marzo de 2011,

Por &l Secretaric Encargade del Distrito de Columbia
Mimero 247671

SellofEstampila : Seifo dal Distrito de Columbia
Firma {Firmado)

Cynihia Brack-Smith

—* 0 X =1 0 N
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canfrontacion y ala cual me remils, habiendo tenido a t3 vista &l decumanio o ,m:'fr‘i'.!ffnw g.ﬁ_:fgm.-;:m‘u._“:'“
Bogots, Marzo 23 de 2011,

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA de 1a cual se deja copia en los archivos EWEWmeﬁmEM D BOGOTA |
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e ™o | agentes oficiosas.

i QUINTO- Que protocoliza con la presente escritura, un

certificado expedido por la Camara de Comercio de

Bogota, que acredita Ia constitucion y personeria de Ia

. sociedad CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocaliza

| contenido de esta escritura publica. -

~ (Los) compareciente (s) hace (n) constar que:

|
|

copia autenticada del documento de representamon otorgado el dia 25 de febrero

de 2011 por ZINFANDEL PHARMACEUTICALS INC documento que ests

debidamente legalizado por Apostilla.
Presente la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO,/ domiciliada en Bogota,

identificada como aparece al pie de su firma y manifests que esta conforme con el

HASTA AQUI LAS DECLARACIONES DEL INTERESADO

NOTA 1. La Notaria les informa a los otorgantes : 1. Que unicamente responde de

| la regularidad formal de (los) instrumento (s) que autoriza, pero no de la veracidad

de las Declaraciones de los interesados (Art. 8°. Decreto 960 de 1970). NOTA 2. E|

1. Ha (n) verificado cuidadosamente su (s) nombre (s) y apellido (s). estado (s) civil

" (es), el nimero de su (s) documento (s) de identificacion, y aprueba (n) esta

' escritura  sin reserva alguna, en la forma como quedd redactado. 2. Las

declaraciones consignadas en esta escritura corresponden a la verdad y en
consecuencia asume (n) la responsabilidad de Io manifestado en caso de utilizarse
esta escritura con fines legales. 3.-Conoce (n) la Ley y sabe (n) que el notario
responde de la regularidad formal de (los) instrumento (s) que autoriza, pero no de
la veracidad de las declaraciones del (los) otorgante (s). Ni de Ia autenticidad del
(los) documento (s) que forma (n) parte de este instrumento,
EN CONSECUENCIA LA IJOTARIA NO ASUME NINGUNA RESPONSABILIDAD
POR ERRORES O INEXACTITUDES ESTABLECIDAS CON POSTERIORIDAD A
LA FIRMA DEL (LOS) OTORGANTE ( S) Y DE LA NOTARIA. EN TAL CASQ,

ESTOS DEBEN SER CORREGIDOS DE LA MANERA PREVISTA EN EL
DECRETO 960 DE 1970.

CONSTANCIA NOTARIAL: (Articulo 9 Decreto Ley 960 de 1970). El Notario
responde de la regularidad formal del instrumento que autoriza, pero no de la

veracidad de las declaraciones de los interesados. Tampoco responde de |a

r

I
{

|

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL FROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE CASTO PARA EL USUARIO
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1=

capacidad o aptitud 1egai_de estos para celebrar el acto o contrato respectivo. —--— | b
OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION. Leido, el presente instrumento plblico por el | i
otorgante, dio su asentimiento y en prueba de ello lo firma junto con la suscrita

Notaria quisn en esta forma lo autoriza.

3 i
DERECHOS NOTARIBLES: §  AS%000e = = =0 s mmm s s s s
RECAUDO SUPERINTENDENCIA: $3.700c0 »= === == == === = - — ‘

RECAUDO FONDO N%ClONFuL DE NOTARIADO: $3.700.00
rd
WA:S 16.584.00 = = = = = = = = = = = = = = = = = T ERRSETE

RESOLUCION 11621 DE DICIEMBRE 22 DE 2010, MODIFICADA POR LA |
RESOLUCION 11803 DE DICIEMBRE 30 DE 2010 |
PAPEL NOTARIAL: El presenis |natrumentcr pdblico se extendm y firmo en las hojas de |

pape! notarial nimeros: 7 ?EIU]CI_:- DSZ&.EQ -7 IDDIGS 652472 |

=N BLANCO... EN BLANCO

1

Weres il e “‘lﬁ“f e
ADRIANA zAPA]_EGi LDO S
CC.SrbKC ) "
TEL. DY 336/ |
DIRECCION, |

QUIEN OBRA EN SU CALIDAD DE REPRESENTANTE LEGAL DE LA SOCIEDAD |
DENOMINADA CAVELIER ABOGADOS

NOTARIA{Q) SEXTA(O) (6) = DE BOGOTA, D.C.
| ELABOR®: MILENA.R.1560 ! |

| IDENTIFICO:

|F:Ew5rj;[qJ 5 ‘
'EERRG: !_,_s_ . |




= i
LI O |_,-‘:DL“-:.

) AL INTERESADC




| 110
e Z <
. . CAVELIER
.~ ABOGADOS

|FICIO SISKI
4pN* 7235
BOGOTA, 3 - COLOMBIA

Representacién y Poder con autenticac’sn notivial y Apostille
para patentes, modelos de wutilidad, disefios industriales,
marcas de [ibricz, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dorainio, lemas comerciales, licencias.

179

Representation and Power-of- Attorney with  notarial
authentication and Apostille for patents, utlity models,
industrial deslgns, trademarks, commercial names, frade
emblems, domain names, sfogans, licenses.

F REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY
£

. 14686

c Yo (nosotros), abajo firmado (s} (we), the undersigned 0 BOBSC

TAXEDA PHARMACEUTICAL COMPANY LIMITED

domiciliado (s) en'of_1-1, Doshomachi 4-chome,

Chuc~ku, Osaka-shi, Osaka Japan

por ¢ pressnte mombremos a EMILIO FERREROQ, tpa. 31529;
GONZALC PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 v GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en 1z Carrera 4®
N° 7235, Bogotd, Colombia, ¢n obedecintento a lo dispuesto en el
pardgrafo 1o del Articolo 543 del Cédigo de Comercio, f primere como
principal y los demds come suplentes, en su orden, como mis (nusstros)
representamtes en todos los asuntos de propiedad industrial con facultad
para recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrzjudiziales. E] primer representante saplente reemplazard 2l principal
en caso de anséncia o impedimento temporal ¢ definitivo de aquél. La
misma regla se aplicard cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar al primero, o ¢l tercero al segundo, En tales casos, of
representante principal, o ¢l primers, o segundo suplente, en su caso, o
amhos, declarardn su intencién de ne gjercer la representacion mediarie
declaracién autenticada par Notarie Pablico en Colambia, o por Notario
o otro Funcionarjo Piblico, o Cénsul de Colombia, en &) extranjero; y si
se tratare de impedimento, con ¢l certificado respective. Si algane de los
nombrados faltarc definitivamente, ¢l siguiente tamard su fugar. Ceando
cesare Ja ausencia o jmpedimento del representante principal, o de sn
primere © segunde suplentes, en su caso, podrin ciercer la
representacién, o su orden, uno b otros segiin el caso, asumiéndala por
el solo hecho de efercerla, cesando en ese momento ¢l gjercicio de fa
representacion por el primero, segundo o tercer suplente ¢n su caso,

Ademds, coufiero (conferimos) poder a los abegados arriba nombrados,
parz obtencr i3 proteccidn de mi (nuestra) propicdad industrial y contrz
1a competencia desleal, a cuyo efecto aorize (amos) a los diches
zpoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccién, especialmente ante las del orden
edministrativo, contencioso_adminisrative y judicial, ast como los
tribunales de arbitramente, en todo lo concernients g los siguientes
asuntos: 2} Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
" disefios indostrizles; el registro de maress de fibrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominic, variedadas vegetales y denominaciones de
origem; su renovacidn, traspaso, cambic de nombre o domicilio,
caneelacian volunturi: y &] registro de licencias de uso de esos derschosy
b) Las neciones de competencia desieal, , proteccion del consumidor,
oposiciones & observaciones, cancclacién administrativa y judicial,
nulidad, medides cautelares, coneesidn de licencins, la tutels, la
proteccidn de secretos industriales, y ¢n general los juicios civiles,
penales, administrativos o contenciose_sdmministrativos relacionados con
estos derechos; acciones y procesos que promovamos o se nos

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEQ1-179 (MINUTA J2.1.1.2.5)

in due compliance with the terms of paragraph st of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERQ, tpa, 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrera 4 N°
72.35, Bogoti, Colombia, the first as principal znd the others as
altémates, in the order of their appointment, a5 our representatives for all
industrial property metters with faculty to receive notifications and to
appaint attorneys in and out of Court, The first alternate shall replace the
principal in case of his absence or of temporal or definitive impediment.
The same rule will apply when the second altemate representative is to
replace the first one, or when the third is to teplace the first or second
alternates in their wrm, or both of them, sccond. In such cases, the
principal tepresentative, or the first or second altemates in their tum, or
both of them, shall state their intention not to act as representatives
threugh a declaration given before 2 Notary Public in Colombia, or before
2 Notary or anpther Public Official or 2 Colombian Consu! 2hroad: and in
case of impediment, the appropriate certificate shall suffice, I any of the
appointees were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their tum ceases, the
vepresentation can he taken again in their sequence, by the principal, the
first or second altemate depending oo case, and the mere fact or its
exercise will suffice. The exercise of the represenation by the first,
second or third altamatas in their turn shall end at such time.

In addition, we grant 2 Power of Attormey in favor of the above._named
aftomeys—at. law so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpose |
(we) authotize the said sttomneys to represent me (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Coort, in all matters conceming the follawing: 2) Obtainment
of patents, utility models and industrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and servies marks, slogans, commercial
nawes, ftrade emblems, domain names, vegetsl varieties and
denomminations of origin; its renewal, assignment, change of name or
domicile, voluntary cancellation; and the registration of licenses of use of
the above rights: b) Actions of unfair competition. protection to the
consumer, oppositions of observalions, administrative or Court
canceltation, mullity, infringement, granting of licenses, tha action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal,
and admunistrative suits relating to those rights; actions and suits
instituted by me (us) or ageinst me (us). And that in all the above rmtiers
they may substitute this Power of Attomey, compromise, conciliate, admit



e en todos los asuntos arriba determinados, puedan

the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done by
0, transigir, conciliar, admitir los hechos del representatives without a power of attomney.
elar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de

" Dado y firmado hoy/Given and signed this_14th day of December, 2004 .
en/in Osaka, Japan

porfby - : Pa

4

]

Fima Hiroshi Akimoto Ph. D. -
Executive Director
Member of the Beard, General Manager,
Intellectual Property Dept.
Authorized Signing Officer

Signature

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOL-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: JAPAN
This public document
. has been signed by Kiycomi FUJITA
. acting in the capacity of Notary Public of the Osaka
Legal Affairs Bureau
. bears the seal/stamp of Kiyoomi FUJITA, Notary Public
Certified
. at Osaka . 6. DEC, 1 72%&
. by tke Ministry of Foreign Affairs
. No. 0 4 1 4 g
10. Signature;
_@:&.ﬁr
Tsutomu HIGUCHE

For the Minister for Foreign Affairs
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A

REGISTERNUMBER 334 /2004

1 hereby certify that this document was signed before me and that
the signature appearing on the same is the true signature of Hiroshi |
Akimoto, Ph. D., Executive Director, Member of the Board, General
Manager, Intellectual Property Department of Takeda Pharmaéeutical

Company Limited.

Dated this 14th.day of December, 2004

10-8, Edobori 1-chome,
Nishi-ku, Osaka, Japan.

Kivoowe [ ¢a
Kfy-a‘é'm'; F’uji-i‘af
Notary attached

to The Osaka Legal
Affairs Bureau
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THE OSAKA CHAMBER OF COMMERCE &: INDUSTRY

2-8 HOMMACHIBASHT; CHUGHU, DS AKA!540-0029, JAPAN.
FAX: 05Y6944:6248.  TEL: (066544832427 1
URL: hitpz/ frarvewioscke.ceciionjp?

November 17, 2004

PO whom it may concern:

CERTIFICATE OF MEMBERSHIP

This is' to certify that the undermentioned company is
registered as a member of this Chamber.

Company name: Takeda Phaimaceutical Company Limited

(The: former company flame in English was
Takeda Chemical Industries, Itd.
until June 29, 2004.)

Rddress: 1-1, Doshomachi 4=chome, Chuo~ku, Osika, Japan-

aka,. Japan:

Mémbérship Number: KT-01-00080 s i

e %

‘Yoshinobu Kobayashi:
Authorized Signatory-
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EMBAJADA DE COLOMBIA - SECCION CONSULAR

Tokis, Jasdn, DICIEMERE20, 2002
El&nwg&d{u_du_fas#mm_as:mwams de Solormbn
s ... CERTIFICA:

Que 2l (lo} Seficrie) YOSHINGEU KOBAYASH!, cuben awrndzs al
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SECUMEN S BDATECEn TIMO.SUYOS S00 fas que use i scssumbms
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TRADUCCION OFICIAL No. 02.04/05b realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucidn No. 0001 de 1899 del Ministerio de Justicia ¥

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacidén se traducen los sellos v legalizaciones de un
documento por medic del cual TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY LIMIMTED
domiciliado en el 1-1, Doshomachi 4-chome, Chuo-ku, Osaka-ghi,
Osaka, Japdn, otorga derechos de Representacién vy Poder a los
Doctores EMILIO FERRERC, tpa. 31929; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ
CLEMENCIA DE PARZ, tpa. 23555; y GERMAN CAVELIER, tpa. 832,
domiciliados en la Carrera 4 No. 72-35, Bogotd, Colombia.

Dado y firmado el 14 de diciembre de 2004 en Osaka, Japén.

Firma Tiegible

Firma  Hiroshi Akimotc Ph. D.
Director Ejecutivo
Miembro de la Junta, Gerente General,
Departamento de Propiedad Intelectual

Signatario Autorizado

REGISTRO NOMERO 334 / 2004

Poxr el presente certifico que este documento fue
firmado ante mi y que la firma que aparece en el mismo es la firma
auténtica de Hiroshi Akimoto, Ph. D., Director Ejecutivo, Miembro
de la Junta, CGerente General, Departamento de Propiedad Intelectual

de Takeda Pharmaceutical Company Limited.

Expedido hoy 14 de diciembre de 2004

10-8, Edobori l-chome

1Y



AT

+ Nishi-~ku, Osaka, Japén

Firma ilegible

Kiyoomi Fujita
Notario adjunto a la
Oficina de Asuntos Legales de Osaka

DOCUMENTQC ANTERIOR EN JAPONES

(Anexo)

Texto en Japonés

CERTIFICADO
El presente es para certificar que el Certificado WNotarial
anexo ha sido suscrito por un notario debidamente autorizado vy en
ejercicio en Osaka, Japén, y que el sello oficial que aparece en el

mismo e8 auténtico,.

Fecha: 04.12.17

Director de la Oficina de Asuntos Legales de Tokio

APOSTILLA

{Convention de La Haye du 5 octubre 1961)

1. Pais: JAPON
Este documento piblico

2. ha sido firmado por Kiyoomi FUJITA

3. actuando en calidad de Director de la Oficina de Asuntos
Legales de Tokio

4, lleva el sello/estampilla de Kiyoomi FUJITA, Notario PGblico



Certificade
B en Osaka - By DIC 17 DE 2004
7. por el Ministerio de Relaciones Exteriores
. No. 04149 g
8 0. 04149 s A Vars,,
IEGO F. VARG AW
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPAROI
RES. 00CT DE ENERO 4 DE 1699
9. Sello/egtampilla 10, Firma: MINSTRRIC: DE JUSTICIA
gLﬁCfo
Al Yoo
Y %
o
> % Firma Ilegible
W ::
h —
2 3 Tsutomu HIGUCHI
% %
* * - * VL
JAPOY Por el Ministro de Relacicnes Exteriores
LA CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA DE OSAKA

2-2 HOMMACETRASHT, CHUO-¥U, CSAKA 540-0029, JARON
FRX: (06) €944-6248 TEL: £944-843a 5411 -
URL: bttp://www.oszka.cci.or.ip/

Noviembre .17 de 2004

A quién pueda interesar:

CERTIFICADO DE MEMRRESTZ

El presente es para certificar que la siguiente compafifa esti
registrada como miembro de esta Cimara.
Nombre de la compafiia: Takeda Pharmaceutical Company Limited
(El nombre anterior de la compafifa en inglés fue
Takeda Chemical Industries, Ltd. hasta el 29 de junio dg 2004.)
Direccidn: 1-1, Doshomachi 4-chome, Chuo-ku, Csaka, Japdn

Nimezro de Membresia: KT-01-00080

11
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La Cémara de Comercio e Industria de Osaka
Firma Ilegible

Yoshincbu Xobayashi

Signatario Autorizado
Wt

T LRI T ooy Sl v

(Respaldo) «+ % T+ .0 B

% g ' oF -

Certificado No. 2399 del 20 de diciembre de 2004 expedido por la

.

EMBAJADA DE COLCMBIA en Tokio, Japén, en dende se certifica que

YOSHINOBU. KOBAYASHI estd legalmente facultado para firmar a nombre

de la Camara de Comercic e Industria de Osaka vy que su firma en el

-y '-: . ,‘ : - P
anterior documento es auténtica,

v
: ' -
e sicSran | &%, 0 o o

PR R LT i - e
Ju B - -

Firmado por RAFAEL RICARDO OROZCO, Segundo Secrethirio

Pagados los derechos consulares.

Legalizacidn de la firma anterior con el N0.035749/€;§edida por el
Jefe de Legalizaciones del Ministerio de Relaciones Exteriores en

Santafe de Bogotd el 4 de febrero de 2005.

Es traduccidn fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacidn.

DVZ/ID~6472 /WPCLOO2G/COLO 14656-845-001-0

s . MEV <o r
[EGO {\—/AR GAS 7.
TRADUCTCR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPAR] Ot
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE JUSTICIA
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LT 04N CAVELIER

ABOGADODS
- EDIFICIO 515K
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 Mo. 72-35 TELEFONQ: (57) (1) 347-3611
E-MAIL:  cavelier@cavelier.com BOCOTA 8, COLOMBIA

TELEFAX: (S7)(1)217-9211 {57) (1) 310-4535

Sefiores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCTO
s S 2.

Poderdante ) : TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY LIMITED

Poder conferido el : 14/12/2004

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito
sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 v
Tarjeta Profesiocnal N°23.555, con todas las facultades qﬁe me
fueron conferidas. |

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del
Cédige de Procedimiente Civil.

Sefiora Jefe,

gl

BMILIO FERRERC
T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usaquén

Acepto:

: 2
Lo Qlnenan SbL6>
LUZ CLEMENCIA DE DAEZ

T_P.A. N° 23.555

C.C. No. 35.456.344 de Usaguén

N 1T 860.041.367-3
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& En conatancis ae fima etz diligmncla. &




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
wfis

N,

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 15 - 102274

Bogota D.C., Septiembre 17 de 2015 - 11:20:34

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCQO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR.PAGQO
RECIBO DE CA SIC * RECIBO ** 999999999 95568 31/08/2015 1.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 95823 01/09/2015 2.000.00
RECIBO DE CA SIC** RECIBO ** 999999999 98499 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 98500 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 98502 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 100561 14/09/2015 109.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999989999 100562 14/09/2015 109.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101426 16/09/2015 119.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101440 16/09/2015 536.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999899999 101441 16/09/2015 536.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 2205 DIVISIONAL SOLICITUD DE PATENTE 478.000.00 478.000.00
DE INVENCION CONT. DERE $478.000.00

SON: "CUATROCIENTOS

5?.5*99_” sable:

Recibo de Caja Aplicado al ELpediente No.

ENTA Y OCHO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

SUPER1NTENDENC!A DE IND

439. -00014-0000

A

No. 1

Fecha: 2015-00-18 17:24:54

Dep

USTRIAY COMERCIO

2020 DIR NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONALI

11 PATENTEIYII e
I 851 DIVISIONAL ~ Folios: 124
SUPERINTENDENCIA DE (NpUST

Sy

Tra. 11 PATENTE]Y)| s

Dep. 2020
Act 411 PRESENTACION

olios: 124

Col0~1033€-8Y1-02-9

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Septiembre 17 de 2015 - 11:22:29

RIAY COMERCIos

DIR NUEvA
vg. 378 FASENACIONASLCI:R

RE
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
ol

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 15 - 102271

Bogota D.C., Septiembre 17 de 2015 - 11:20:34

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

“** Soporte del Pago

Fekk

TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGO VR PAGO
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 95568 31/08/2015 1.000.00
RECIBO DE CA SIC ™ RECIBO ** 999999999 95823 01/09/2015 2.000.00
RECIBOC DE CA SIC ** RECIBO ™ 999999999 98499 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC **RECIBO ™ 999999999 98500 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ™ RECIBO ** 999999999 98502 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 100561 14/09/2015 109.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 100562 14/09/2015 109.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101426 16/09/2015 119.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101440 16/09/2015 536.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101441 16/09/2015 536.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO

VI.UNDITARIO  Vr.CONCEPTO

40 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACIO

ADICIONAL A LAS 1 3200000 12-8-0000_00

$1.280.000.00

P

{_]"ENTE UNITARIA

SON: **UN MILL&OACUTE;N DOSCIENTOS OCHENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

|
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO6

L I

22430- -000
Dep 2020 DIF{ NUEVASCR

1509 18 1? 24:54
??:h? 1 Z%ATENTELYII Eve 378 FASENACIONAL!
: Folios 124

Act 411 PRESENTACION

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

VNN NN EROTRUTRRAR RO

Fecha: 2015»09-18 1?.24 54 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI Eve 378 FASENACIONALI
Act. 851 DIVISIONAL Folies: 124

Col0-20336-841-002 -9

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Septiombre 17 de 2015 - 11:22:29

D

RE



‘ LISTA DE CHEQUEO
ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES

Industria v Comercio
SUPERINTENDENCIA |

PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UTILIDAD [ ] Art 33 Decision 486/00

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

EENEE

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT EI Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espanol, tal como fue presentada inicialmente (capltulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

mininln

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

L Completa |__—| ' Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)
‘:I Indicacién que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
I:I Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio
D Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa D Incompleta D '|

ESQUEMA DE TRAZADO | ] (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacion que se solicita un esquema de trazado \

Datos de identificacion del solicitante o de la pi SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LT

Representacion grafica de un esquema de traz 3-187439- -00014-0000

Fecha: 2015-09—18 17:24:54 Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Comprobante de pago de las tasas establecid: T2 11 PATENTEIYII Eve 378 FASENACIONALI
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 124

HEEREN

Completa D e
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIOB

TR AR

2430- -00

Fecha. 201509 18 1? 24.54 Dep 2020 DIR NUEVASCR "\_\
Tra 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI \
Act. 411 PRESENTACION Folios: 124




