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! -

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES '
SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT |

Act. 411 PRESENTACION Folios: 175 _

1 | 11Po DE sSOLICITUD IE Patente de invencién D Patente d(—:I Modelo de Utilidad
B¢ capitulo L capituto 1
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86) “
Solicitud Internacional No. PCT/US2012/020606 Fecha iO1 2/01/09
Publicacién Internacional No. WO 2012/096873 Fecha 2'[01 2/07/19
3 | TITULO DE LA INVENCION |

METODOS Y PRODUCTOS DE FARMACO PARA TRATAR ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

|
l CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP) . ’

A61K 031/4436 c12Q 0011068

S adiciohéle; u}ilizar hoja de informacién complementaria

.80 LICITANTE s)

"APELLIDOS O RAZON SOCIAL _;

1. ZINFANDEL PHARMACEUT

S TIDENTIFICACION | PO

6 [ DATOS DEL SOLICITANTE o
 DIREGCION P 3473611 .
CIUDAD o clientes@cavelier.com
' DEPARTAMENTO/ESTA , ,
PAIS DE RESIDENCIA Estado de Carolina del Norte, -
RNy , : , , . Estados Unidos de América
7 |NVENTOR (ES) Para datos adicionales ;utilizar hoja de informacion complementaria
APELLIDOS NOMBRES ‘ NACIONALIDAD
1. ROSES Ailen D. Estadounidense
2. TANEJA Rajneesh Estadounidense

DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:

‘8

|
| DATOS INVENTOR (ES) | ,'
i

PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1. Estados Unidos de América North Carolina Chapel Hill 53525 Bickett, Chapel Hill, North Carolina 27517,
Estados Unidos de América
2. Estados Unidos de América llinois Libertyville 821 Pembroolfe Road, Libertyville, lllinois 60048,
Estados Unidos de América
|

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S) INVENTOR(ES) |

D Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

|
9 D REPRESENTANTE LEGAL APODERADO Ij
APELLIDOS NOMBRES l IDENTIFICACION
De Paez Luz Clemencia C.C|. 35.456.344 T.P.23.555
DIRECCION Carrera 42 No. 72-35 No. TELEFONO 3 47 36 11
CIUDAD BOGOTA g,‘_’;&i%mco cavelier@cavelier.com
No. RADICACION DE
PAIS COLOMBIA PROTOCOLO DE
PODER GENERAL
10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD si Ldno |
(33) PAIS DE ORIGEN cODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAAMM/DD)
U.S.A. us 61/431‘,370 - 2011/01/10

~j P102-F06 vrd (2012-04-19)
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{ DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biologicos de los que
cualquiera de los paises miembros de.la Comunldad Andina es pais de origen.

Osi Onwo

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o numero de registro, expedido por la Autoridad competente. |

12

T

| DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros. de la Comunidad Andina.

Os  Ono ' | | |

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
numero de registro expedido por la Autoridad competente.

13 | REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econdmicos para presentar la sollcn‘ud de patente J
Oss Owo 5 |

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lé tanto, aplique la reduccidn de tasas a
que se refiere la resolucidn vigente en tarifas, debeé firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefias yﬁmedianas empresas - D
Universidades publicas o privadas D
Entidades sin animo de lucro O

Debe aportar los documentos que se'indican en el humeral:17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NoTIFICACIONEN LINeA 151 I No V
Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de
Internet. ,

15 | COMPROBANTE DE PAGO:O PAGO ELECTR()NIQO Ne ; : ‘ Fecha

13—0078097; 2013/08/06
13-0078101 2013/08/06
16 | FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL ”

Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante y su calidad (si tal calidad no es obvia al Iee:r el petitorio)

Nombre del Firmante Fi _f : :
@ Uz CLEMENCIA DE PAEZ U o (Ve bl

C.C 35.456.344 de Usaquen B Tarjeta Profesional 23.555

SCT/SDC/AF248640/WPC20376

PI02-FO6 vr4 (2012-04-19)
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ANEXOS

|

Documentacion Técnica
Solicitud Internacional en castellano

LA o

N° de folios: 118
N° Reivindicaciones: 81
N° folios: 9

Descripcion
Reivindicaciones
[X] Dibujos y/o figuras
(%] Resumen.

[0 Certificado de depdsito de material biologico si
fuera el caso.

[0 Listado de secuencias de nucledtidos y/o
aminoacidos en forma digital si fuera el caso.

&l Arte final 12 x 12.

[0 Anexo formato digital.

Documentacién Juridica |

9. [¥l Poderes de ZINFANDEL PHARMACEUTICALS, INC. y
TAKEDA PHARMACEUTICAL COMI%’ANY LIMITED

10. [X] Documento que legaimente pruebL la cesion del inventor
al solicitante o a su causante. (Declaraciones de acuerdo con
la Regla 4.17 del PCT)

11. [ Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o
productos derivados, certificado o numero de registro, si
fuera el caso.

12. [ Copia de la licencia o autorizagién de Conocimientos
Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el
caso.

13. Reduccidn de tasas !

Micro, pequeiias o medianas empresas ‘

O Copia simple de la declaracion de renta del afio
inmediatamente anterior, 0 en su defecto prueba documental
idonea.

O Documento de constancia de ’cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004. '

Universidades publicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion '

Entidades sin animo de lucro
[ Copia de registro vigente en Cémaéa de comercio.
[ Hoja de informacion complementari}a.
O otros, especificar ]

14, & Comprobante de pago de la tasalde presentacion de la
solicitud por $500.000.

15. [J Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

16. [0 Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacién.

17. I Comprobante de pago por 71
adicionales a 10 por $2.130.000.

reivindicaciones

PI02-FO6 vr4 (2012-04-19)
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Linea de Baso Xz

Past-
dosificacién

FIGURA CARACTERISTICA

Control

b =0.04 mg/kg D = 0.08 mglkg

FIG. 1

D =0.16 mglkg

=032 mg/kg
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) , . [ HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT ]
Industria y Comercio ]
SUPERINTENDENCIA

NUMERO DE RADICACION ’

Patente de invencion |
FECHA DE PRESENTACION \

1 | (12) TIPO DE SOLICITUD

[] Patente de Modelo de Utilidad |
|
|

APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO

4 | (71) SOLICITANTE (S)

2. TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY LIMITED }

5 | DATOS DEL SOLICITANTE '

. |
. PAIS DE RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD iDIRECCION

2. Jap6n Osaka 1-1, Doshomachi 4-chome, Chuo-
ku, Osaka 541-0045, Japon

|
TELEFONO FAX E-MAIL NACIONALIDAD

6 | (72) INVENTOR (ES)

APELLIDOS - NOMBRE i NACIONALIDAD

7 | DATOS INVENTOR (ES)

DIRECCION CIUDAD DEPARTAMENTO/ESTADO |, PAIS RESIDENCIA

9 | (30) DECLARACIONES DE PRIORIDAD
PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS NUMERO FECHA (AAAA/MM/DD)

Pl02-FO6 vr4 (2012-04-19)
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(43) International Publication Date

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property
Organization
International Bureau

=

19 July 2012 (19.07.2012)

WIPOIPCT

A A
10) Intemationfal Publication Number

WO 201@2/096873 Al

61y

(21)

(22)

@23
(26)
(30)

)

(72)
)

(74)

C3Y)

International Patent Classification:
AG61K 31/4436 (2006.01)  C12Q 1/68 (2006.01)

International Application Number:
PCT/US2012/020606

International Filing Date:

9 January 2012 (09.01.2012)
Filing Language: English
Publication Language: English
Priority Data:
61/431,370 10 January 2011 (10.01.2011) US

Applicants (for all designated States except US): ZIN-
FANDEL PHARMACEUTICALS, INC. [US/US]; One
Science Drive, Durham, North Carolina 27708 (US).
TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY LIM-
ITED [JP/IP]; 1-1, Doshomachi 4-chome, Chuo-ku, Osaka
541-0045 (JP).

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): ROSES, Allen D.
[US/US); 53525 Bickett, Chapel Hill, North Carolina
27517 (US). TANEJA, Rajneesh [US/US]; 821 Pem-
brooke Road, Libertyville, Hlinois 60048 (US).

Agents: MAEBIUS, Stephen B. et al.; Foley & Lardner
LLP, 3000 K Street, NW, Suite 600, Washington, District
of Columbia 20007 (US).

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available). AE, AG, AL, AM,
AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,

39

Declarations under Rule 4.17

Published:

CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO
DZ, EC, EE, EG, ES, FL, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN,

IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR,
K, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME,
MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,
OM, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SC, SD,
SE, 8G, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, SZ, TZ,
UG, ZM, ZW), Eurasian :(AM, AZ,BY,KG, KZ, MD, RU,
TJ, TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE,
DK, EE, ES, FL, FR, GB,! GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, S, SK,
SM, TR), OAPI (BF, BJL CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, 1D, TG).

-

v

as to applicant’s entitlement to apply for and be granted a
patent (Rule 4.17(ii))

as to the applicant's entitlement to claim the priority of the
earlier application (Rule 4.17(iii))

report (Art. 21(3))

before the expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendments (Rule 48.2(%))

with international search

(54) Title: METHODS AND DRUG PRODUCTS FOR TREATING ALZHEIMER'S DISEASE

Baseline

Post-dosing
Contral

D= 0.04 gy

F|

D =9,08 mafiqg

1G. 1

=BG mpfig pe032 mafky

(57) Abstract: Provided herein are drug products with low dose pioglitazone for use in the treatment (e.g., delay of onset) of cognit -
ive impairment of the Alzheimer's type. Methods of manufacture thereof are also provided. Further provided are methods of treat-
ment for Alzheimer's disease including administering a drug product with low dose pioglitazone. The methods may include determ-
O ining whether the subject is at risk of developing Alzheimer's disease based upon the subject’s age :sj.nd TOMMA40 523 genotype.
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METODOS Y PRODUCTOS DE FARMACO PARA TRATAR

ENFERMEDAD DE ALZHEIME_F\"

l
l
Solicitudes Relacionadas ]
l

La presente solicitud reclama el beneficio, de acuerdo con

!
35 U.§.C. § 119(e) de la Solicitud de Patente Provisional

Norteamericana No. 61/431,370, presentada el 110 de enero del
|
2011. ' |

Campo de la Invencién 1

|
La presente invencidén se refiere a un méﬁodo y producto

de farmaco para tratar a un sujeto que estd en riesgo de

[4

desarrollar enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes de la Invencién

|
|
|

La enfermedad de Alzheimer es wuna enfermedad

neurodegenerativa, y la causa mas comun de <1:lemencia. Esta
enfermedad se manifiesta como una disminyci()n gradual,
aunque progresiva, en la memoria, habilidades oi,e pensamiento
y comportamiento, que se acelera en forma relativa al
envejecimiento normal (Reitz et al. 2011 Nat Rev]NeuroI 7:137-

152). Eventualmente, los pacientes no tienen Ia1 capacidad de

1

reconocer a los familiares o a llevar a cabo I?s tareas mas
simples. La enfermedad de Alzheimer, en estos l;tiempos, es la
sexta causa principal de muerte en los EstadLs Unidos de
América (E.U.A.). ]

Existen dos formas predominantes de Iai enfermedad:
enfermedad de Alzheimer familiar, que ?s originada
normalmente por mutaciones dominantes en unc} de los tres
genes (APP, PSEN1 o PSENZ2). Esta forma de la elnfermedad es
una enfermedad rara y devastadora, en donde 1'\su desarrollo
comienza en una edad mediana. La segunda y mas/ comUn forma

|

de desarrollo
|
1

de la enfermedad, es la enfermedad de Alzheimer
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1
l
l
l
l
t
|

Esporadico o Tardio (en lo sucesivo Illamada "enfermedad de:
|

Alzheimer” o “AD”). El desarrollo de la enfermedad de Alzheimer
1

normalmente ocurre después de la edad de 62 anos.
l

Conforme incrementa la longevidad h‘lumana y de la
poblacion a nivel mundial, de igual manera‘lincrementan los
numeros de personas afectadas globalmente pél)r la enfermedad
de Alzheimer. Los costos estimados a ni11\/el mundial de
demencia, de |la cual la enfermedad de Alzﬁeinlper abarca hésta
el 80% de los casos, fue de $604 billones dér délares en los
Estados Unidos de Ameérica en el 2010, lo cuallles mayor al 1%
del GDP E.U.A. (Wimo and Prince 2010 World Alllzheimer Report

|
2010: The Global Economic Impact of Dementia 1-93). EIl costo

|
de los cuidados para pacientes con Alzheimerien los Estados

l
Unidos de América, se espera que incremente de $172 millones
|

de délares en los Estados Unidos en el 2010, a!$1.07 Trillones
|

de délares en los Estados Unidos de Amériéa en el 2050
(Alzheimer’s Association. “Changing the 11Trajectory of
Alzheimer’s Disease: A National Imperative (2010‘1)”).

En la actualidad, los pocos farmacos que llson aprobados

para el tratarhiento de esta enfermedad propotkrcionan cierta
liberacién sintomatica, aunque esto normalmente lles de duracion
relativamente corta, y las terapias no alteran‘l el curso del
progreso de la enfermedad ((Alzheimer’s Associat%lon. “Changing
the Trajectory de Alzheimer’s Disease: A Natior‘pal 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

l

que pueden lograr cualquiera de estas metas, | reduciran el
|

himero de individuos con la enfermedad, o reduciran el niumero
l

de individuos con las etapas de la enfermedad masl avanzadas y
|

debilitantes (Brookmeyer et al. 2007 Alzheimers De‘lment 3. 186-

|
1
l
1
1
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? |
191). Estéa proyectado que si el desarrollo de la enferlnedad de
Alzheimer es retardado 5 afos debido a la disponibilidéd de una
terapia de gran avance en el 2015, el 43% de los 13.5 millones

de ciudadanos Norteamericanos que se espera tengan Ila

condicién en 2050, pueden no tener la enfermedad) y habra

|

menos personas con la enfermedad avanzada.

El factor de riesgo principal para la enferlJpedad de
Alzheimer es la edad, y la prevalencia de Ila erTfermedad
incrementa con la edad (aproximadamente el 10% de los
individuos de aproximadamente 65 afos, y aproximad!amente el
50% de los individuos de aproximadamente 85 aifos). La
incidencia de la enfermedad se duplica cada 5 afios d_espués de
los 65 afios de edad, con el diagnéstico de aproxim:adamente
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 enfer:medad de
Alzheimer, aunque las mujeres generalmente repre‘éentan un
mayor porcentaje en los casos en general (rigurosamente del
60% al 40%), posiblemente debido a |la mayor Ionge\:/idad. Las
personas que padecen la enfermedad de Alzheimer;tienden a
vivir en promedio de aproximadamente 3 a 9 afios después del
diagnédstico. |

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 vAm J Hum
Genet 48: 1034-1050; Martin et al. 2000 Am J HumIGenet 67:
383-394; Patentes Norteamericanas Nos. 6,027,896 y15,716,828
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 APOE|4 es mas

probable que desarrolie enfermedad de Alzheimer de‘desarrollo

j

7%
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!

te un alelo

|
i
:
!
!
|
1
¥
;’
tardio (LOAD) que un transportador dudnicamen

APOE4, y en una etapa mas temprana (Corde% et al. 1993
Science 261, 921-3). !

Sin embargo, los alelos APOE4 duUnicamente abarcan

!
rigurosamente el 50% del riesgo heredado del desarrollo tardio
!

de la enfermedad de Alzheimer. Una explicacién es que APOE4
{

, . . /.
esta sirviendo meramente como un marcador sustituto para algo
|

en el desequilibrio de ligadura cercano. Alfernativamente,
!

considerando el reciente descubrimiento de un papel mecanico
|

I
para APOE4 en la toxicidad mitocondrial, los efi'ectos negativos
| .
de APOE4 pueden ser abrogados o exacert">ados por otro
|
producto de gen que puede ser codificado eq’ forma cercana
|

(Chang et al. 2005 Proc Natl Acad Sci U S| A 102: 18694-

!
18699). |
|

. | . .
Los sintomas de l|la enfermedad de Alzheimer estan
|

. . I -
marcados principalmente por déficit cognitivosiincluyendo dafo
{

|
a la memoria, disfuncién de Ienguaje,l! y habilidades

1
visuoespaciales; dafo funcional que puede ?barcar aspectos
!

ocupacionales y sociales (por ejemplo activi"dades de la vida
|

diaria); y sintomas de comportamiento que in,'cluyen depresidn,
1

ansiedad, agresién y psicosis, los cuales,;’ también pueden

I

1 .
aparecer conforme la enfermedad progresa en'severidad.

|

!
En la actualidad, el diagndstico ambiguo[' de la enfermedad
|
de Alzheimer requiere descubrimientos clll'nicos de déficits

v I
cognitivos consistentes con AD, y la identific‘.':acién post-mortem
|
de las patologias del cerebro consistentes g’:on AD. El término
!

demencia AD se utiliza para describir la denﬁencia que se debe
1

a las patofisiologias de la enfermedad de AI,’zheimer. El término
1

“‘enfermedad de Alzheimer probable” se ;Iutiliza en la vida,
1

. , . ..
cuando un sujeto demuestra caracteristicas clinicas de Ia
!

|
enfermedad de Alzheimer, y cuando se excluyen otras posibles

|
|
Il
|
|
|
!
|
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|
5 1
l
|

causas bioldgicas de demencia (por ejemplo, enfermi{edad de

Parkinson o ataque). 1

\
Actualmente existe una variedad de métodos aceptados en

la técnica para el probable diagnéstico de la enferméldad de

Alzheimer. Normalmente, estos métodos son utilizados en

l
combinacion. Estos meéetodos incluyen determinar la capacidad

que tiene un individuo de llevar a cabo las actividades d\lanas e

identificar los cambios en comportamiento y en personalidad. La
L

demencia del tipo AD, también esta caracterizada normalmente
por una presentacién amnésica (déficit de memoria) o déificit en
la funcién de lenguaje, visuoespaciales o ejecuti\}a. La

capacidad/dafio cognitivo pueden determinarse a través de

|
métodos bien aceptados en la tecnica, incluyendo pero sin

limitarse a, instrumentos validados que evaluan la cognicidn
\

global (por ejemplo la Mini Revisién de Estado Mental
1
Modificado (Modified Mini Mental State Examination) (3MS-E)),

y dominios especificos tales como memoria visual y uverbal
(Revisado) (por ejemplo, Brief Visuospatial Memoryll Test
(BVMT-R) y la Prueba de Aprendizaje Verbal de Hc"ppkins
(Hopkins Verbal Learning Test) (Revisado) (HVI‘TT-R),
respectivamente), lenguaje (por ejemplo la prueba de Fi\uidez

Verbal Generativa (Generative Verbal Fluency Test) (GVFi-T)) y
l

la funciéon y atencion ejecutiva (por ejemplo, la Prueba de

Duracién de Digito (the Digit Span Test) (DST)). La demllencia

debido a AD también es definida por el desarrollo insidioso“ y un

!
historial de empeoramiento en el desempefio cognitivo. Los

criterios para la “probable enfermedad de Alzheimer”, fuieron
liional
Institute de Aging-Alzheimer’s Association (McKhann et al. 2011

!
Alzheimers Dement 7: 263-269). Este grupo de trqbajo

actualizados recientemente por un grupo de trabajo del Nat

recomendd que, para personas que presentan primero las

|
|
|
|
l
|
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caracteristicas clinicas centrales de demencia de enfermedad

|

|

enfermedad puede incrementar la certeza del diagnéstico.

de Alzheimer, la evidencia de biomarcadores asociados con la
~En virtud del hecho de que mas de 4.5 milll‘ones de

personas en los Estados Unidos de América solamente, padecen

de enfermedad de Alzheimer (y este numero c¢ntinuaré
creciendo conforme envejece la poblaciéon, Ila n,'aturaleza
degenerativa y debilitante cruel e implacable de la enl’fermedad
de Alzheimer conforme se desarrolla, y los alto_.s costos
asociados con el cuidado de las personas que padety:]en de la
enfermedad de Alzheimer, existe una necesidad. real e
inmediata de una terapia médica efectiva que pueda r‘;etardar 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 daﬁoicognitivo

leve. En algunas modalidades, el tratamiento incluye q’etardar el

N .- . L.
desarrollo del dafio cognitivo leve en un sujeto cognitivamente

normal. En algunas modalidades, el retraso incluye r’etardar el
desarrollo del dafio en la memoria de episodios. ]

En algunas modalidades, el tratamiento incluye retardar el
desarrollo de dafo cognitivo leve en un sujeto hu{mano que
tiene riesgo incrementado de desarrollar dafio cognit‘ivo en los
siguientes 5 a 7 afos, en donde el dafio esta basado |en la edad
del sujeto, o basado en la edad del sujeto y efl genotipo
TOMM40 rs10524523. l

En algunas modalidades, la pioglitazona de dos%s bajas se
|
|

administra en una forma de dosificacién unitaria, por ejemplo

|
|
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que tiene de 0.5, 1, 1.5 0o 2, a 6, 8, 10 o 12 miligrarpos de
pioglitazona o una sal farmaceuticamente aceptable del niismo.
También se proporciona el uso de pioglitazona de dosis

baja en la fabricacion de una formulacién farmacéutica r.ggara el

|

gnitivo

|

del tipo Alzheimer). En algunas modalidades, la formulaciéon

tratamiento de dafio cognitivo leve (por ejemplo, dafio co

farmacéutica es wuna tableta. En algunas modalidades, la

|

formulacién farmacéutica es una capsula. En algunas
modalidades, la formulacién farmacéutica es una pastilllla. En
algunas modalidades, la formulacién farmacéutica es un Ii-iquido.
En algunas modalidades, la formulacién farmacéutica ‘\es un
s6lido o semi-sélido. |
También se proporciona una composicion que ir‘pcluye
pioglitazona de dosis baja para utilizarse en el tratamier&to de
disminucién cognitiva. , 1
dano

Se proporcionan ademas métodos para tratar

cognitivo leve (por ejemplo, dafio cognitivo del tipo de

Alzheimer) en un sujeto humano que necesita del mism’o, en

|

donde Ilos métodos comprenden administrar al s]ujeto

pioglitazona de dosis baja. En algunas modalidades, el
tratamiento incluye retardar el desarrollo de dafo cogpitivo
leve. En algunas modalidades, el tratamiento incluye retar#lar el
desarrollo de dafio cognitivo leve en un sujeto cognitivar'pente
normal. En algunas modalidades, el retraso incluye retardar el
desarrollo de dafio en la memoria de episodios. ]

En algunas modalidades, el sujeto esta en ri‘_esgo
incrementado de desarrollar dafio cognitivo del tipo Alzheimer

en los siguientes 5 a 7 anos, estando basado el riesgo en la

edad del sujeto, o basado en la edad del sujeto y el genlotipo

En algunas modalidades, el sujeto tiene al menos 50% 55,

|
|
|

rs10524523 (‘523).
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60, 62, 68, 0 70 affios de edad. '

En algunas modalidades, el sujeto es un sujeto Cgucésico.
En algunas modalidades, el sujeto es un sujeto no Caué:ésico.

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

En algunas modalidades, se administra pioglit;azona de
dosis baja en una forma de dosificacién unitaria, porl' ejemplo,
teniendo de 0.5, 1, 1.5 o 2, a 6, 8, 10 o 12 miligjramos de
pioglitazona. En algunas modalidades, la administracién es una
vez al dia. : I

En algunas modalidades, la pioglitazona se proporciona
como, o se administra en una dosificaciéon que proporciona una
AUC de aproximadamente 0.15 pgeh/mL hasta aproximadamente
3.6 upgeh/mL. En algunas modalidades, la piogliti]azona se
proporciona en la forma de, o se administra en una dosificacion
que proporciona una AUC de 0.12 ugeh/mL a 4.5 pgeh/mL. En
algunas modalidades, la pioglitazona se proporciona en la forma

de, o se administra en una dosificacién que proporciona una

AUC de 0.12 ugeh/mL a 3.4 ugeh/mL.

También se proporcionan meétodos para |tratar Ila

disminuciéon cognitiva en un sujeto humano que necefsita de los

mismos, que incluyen administrar al sujeto pioglitazona de dosis

baja. {

Se proporcionan aun ademas métodos para detlerminar el

riesgo incrementado de desarrollar dafo cognitivé del tipo
Alzheimer en un sujeto humano, en una edad o rangjo de edad
predeterminado que incluye:

detectar de una muestra biolégica 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

It ¥
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(c) 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 cogniti\:\/o del tipo de
Alzheimer en la edad o rango de edad predete\rminada, en
donde: [

(1) edad mayor a aproximadamente 62 y L,L 6 L,VL indica
|

riesgo incrementado;

|
(2) edad mayor a aproximadamente 62 y VL,VL no indica

1
|

(3) edad mayor a aproximadamente 74 y S,L i'\ndica riesgo

riesgo incrementado;

incrementado; 1
(4) edad mayor a aproximadamente 77 y S,S i]ndica riesgo
incrementado; y l

|

(5) edad mayor a aproximadamente 76 y S,VL indica riesgo
incrementado. 1

En algunas modalidades, la determinaciéon incluye ademas

|
detectar a partir de una muestra biolégica de de]l sujeto, el
genotipo APOE del sujeto, en donde la presencia lde un alelo
APOE2 en el genotipo indica que el sujeto no est‘,él en riesgo
incrementado. . '

También se proporcionan métodos para determinar si se
administra pioglitazona de dosis baja a un sujeto hl'lJmano para
el tratamiento de dafo cognitivo del tipo de Alzhieimer, que
incluye: ]

detectar a partir de una muestra bioldgica de‘_l sujeto el
genotipo ‘523 del sujeto, en donde cada alelo es asig’nado:

|

(a) corto (S, menos de 19 residuos T); 1
(b) largo (L, 19-29 residuos); o ]
|

(c) muy largo (VL, 30 o mas residuos); y
determinar a partir del genotipo ‘523 y de Ia\i edad del

sujeto humano, si se administra pioglitazona de do'§is baja al

|
|
|
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sujeto para el tratamiento de dafo cognitiv'\o del tipo de
Alzheimer, en donde: l

(1) la edad mayor a aproximadamente 621 y L,.L o L,VL
indica tratamiento, ’

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

|
|

(3) la edad mayor a aproximadamente 72’|1 y S,L indica

tratamiento; 1

tratamiento;

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

(5) la edad mayor a aproximadamente 76]y S,VL indica
tratamiento. ‘1

En algunas modalidadés, la determinacién i.ncluye ademas
detectar a partir de la muestra bioldégica del suje',to, el genotipo
APOE del sujeto, en donde la presencia dé un alelo APOE2 en
el genotipo no indica tratamiento. ]

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

Aun ademas se proporcionan métodos paqa retardar el
desarrollo de enfermedad de Alzheimer, en don]de el método
comprende (a) detectar una variante para el gen T"OMM4O en un
sujeto que esta en riesgo de desarrollar enifermedad de
Alzheimer, y (b) administrar un producto de lférmaco que

l

contiene pioglitazona de dosis baja o sal de pioglitazona

|

efectiva, al sujeto en riesgo detectado con la varié\mtelTOMM4O

para retardar el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Por

ejemplo, la presente invenciéon contempla (a) 1‘detectar una

variante del gen de TOMMA40, tal como el alelo poli:T largo (mas

|

de 19 residuos de Timidina), en un sujeto que estajen riesgo de

desarrollar enfermedad de Alzheimer, y (b) adrﬁinistrar una

1

cantidad efectiva de una pioglitazona de dosis baja o un

|
|
|
|

\6
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l

producto de farmaco de sal de pioglitazona al sujeto que esta
| _

en riesgo detectado con la variante del alelo pofi-T del gen de

1
TOMMA40, quien por ejemplo, puede estar en un e§tado cognitivo

|
normal, para retardar el desarrollo de |la e‘lnfermedad de

1
1

. . . w
También se proporcionan métodos para\ retardar el

Alzheimer.

desarrollo de una o mas etapas de progfeso a la enfermedad de
l
Alzheimer, tal como la etapa de dafio cognitivo leve, la etapa de

dafno cognitivo leve amnésico, la etapa de el;nfermedad de
Alzheimer preclinica y/o la etapa de enfermedadllde Alzheimer
prodromal, en un sujeto que estd en riesgo c;ie desarrollar
enfermedad de Alzheimer, en donde el método ccll)mprende: (a)
detectar en un sujeto que esta en riesgo de éesarrollar la
enfermedad de Alzheimer una variante del gen llTOMM40, tal
como un alelo poli-T largo (mas de 19 residuos dé Timidina); y
(b) administrar un producto de farmaco que 1’qontiene una
cantidad efectiva de pioglitazona de dosis baja JID una sal de
pioglitazona al sujeto en riesgo, en quien se ha dl\etectado que
la variante TOMM40 retarda el desarrollo de una (11) mas de las
etapas que progresan a la enfermedad de AIzheime']r, 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 estl¢ método de
la presente invencién, el sujeto en riesgo, al m0|llnento de la
l

;\puede estar

deteccién de la variante y/o tratamiento TOMMA40,
en una etapa cognitiva normal o en cualquiera del1 las etapas

que progresan a la enfermedad de Alzheimer. 11

El resumen anterior no estd proyectado para describir

l

cada modalidad descrita o cada implementacion de [la presente
invencion. La descripcion que se encuentra a cqntmuacnon,

|

ejemplifica de manera mas particular modalidades illustrativas.

|
|
|
|
|

(r X
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lse proporciona

En diversos lugares a lo largo de la solicitud,

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 UuUnicamente como un grupo

representativo y no debe ser interpretada como una lista
|
|

Breve Descripcién de las Figuras ’

exclusiva.

La figura 1, presenta imagenes fMRI de cerebro de rata en

multiples dosis de PIO relativas al control de vehil

superior muestra la sefial fMRI promedio del grupo en la linea

culo. El panel

de base; el panel inferior ilustra la sefial fMRI ’promedio del
grupo en el dia 7 del tratamiento. Este analisis nlluestra que la
HCI de pioglitazona en dosis tan bajas como 0.@4 mg/kg/dia,
induce un cambio en el metabolismo en la estructulra subcortical
profunda de cerebro de rata. 1’

La figura 2, presenta una grafica de Ila 1 edad en el
desarrollo de dafo cognitivo del tipo Alzheimer para cada uno
de los genotipos TOMM40 523. El eje Y muestra ‘Iel porcentaje
de supervivencia sin dafo cognitivo, en tanto q‘ue el eje X
representa la edad. Los datos fueron obtenidos de los sujetos
del cohorte Duke Bryan ADRC N = 438, 106 diagno‘.sticados con
dafio cognitivo leve, 332 cognitivamente normales.’N para cada
genotipo: L,L:23; L,VL:54; S,L:72; S,S:100; S,VL:13l8; VL,VL:51.

La figura 3, presenta la curva que muestra[la edad del

|
desarrollo de dafo cognitivo leve del tipo Alzheimer para

|

individuos que poseen el genotipo S,L 523. El eje T muestra el
porcentaje de supervivencia sin dafio cognitivo en tanto que el

eje X representa la edad. La curva muestra un%a pendiente

i
pronunciada que comienza en |la edad de 74 (linea vFrticaI). 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

|
|
|
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desarrollar dafo cognitivo leve durante los siguientes S afios.
Los datos se obtienen del cohorte Duke Bryan ADRC, N=72
sujetos, 23 diagnosticados con dano cognitivo, 49
cognitivamente normales.

La figura 4, presenta la curva que muestra la édad en el
desarrollo de dafio cognitivo del tipo Alzheimer del gepotipo 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, 1M fueron
diagnosticados con Cl, 12 cognitivamente normales. |

La figura 5, presenta la curva que muestra la edad en el
desarrollo de dafo 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 represent:a la edad.
Datos obtenidos del cohorte Duke Bryan ADRC N=54 sjujetos, 24
diagnosticados con CI, 30 cognitivamente normales.

La figura 6, presenta la curva que muestra la e"dad en el

desarrollo de dafo cognitivo del tipo de Alzheimer para el

genotipo 523 S,L. ElI eje Y muestra el porcentaje de
supervivencia sin Cl, en tanto que el eje X representé la edad.
Datos obtenidos del cohorte Duke Bryan ADRC N=72 siujetos, 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. E! eje Y muestra el porcentaje de
supervivencia sin Cl, en tanto que el eje X representla la edad.
Datos obtenidos del cohorte Duke Bryan ADRC N=10Q 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 Alzheimef para el

genotipo 523 S,VL. ElI eje Y muestra el porcéntaje de

—
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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
I
desarrollo del dafo cognitivo del tipo de Alzheimer para el

genotipo 523 VL.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 Bry'an ADRC N=51 sujetos, 6

diagnosticados con Cl, 45 cognitivamente normales.

Descripcion Detallada de la Invencidn

A manera de ilustracion y para proporcionar una
apreciacion mas completa de la presente invencién|y muchas de

las ventajas de la misma, se proporcionan !la siguiente
|

descripcién detallada y en los ejemplos con respecto a los

métodos y composiciones novedosas.
En un aspecto, la presente invencién se refiere a una
composicion farmacéutica, es decir, un producto| de farmaco,

que comprende pioglitazona de dosis baja |0 wuna sal

farmacéuticamente aceptable de la misma, y !'un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para administracion a un sujeto,
tal como un paciente humano que necesita de tratgmiento para
retardar el desarrollo de, o de otra manera tratar la enfermedad
de Alzheimer en un paciente. Aunque la presente invencion se
describen diversas modalidades especificas con lajcomprensién
de que la presente descripcion sera considerada Unicamente
como una ejemplificacion de los principios de la presente
invencion, y no esta proyectada para limitar la invencién a las
modalidades descritas o ilustradas.

I. Definiciones

Tal como se utiliza en la descripcién de  la presente

invencion y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares

@Jé(
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, se utilizan de m%nera intercambiable y

n {3 ”

, ‘uno, una”, “el, la

estan proyectadas para incluir las forma!,ts 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 0 mas de los articulos

descritos, asi como la carencia de combinaciones cuando se

interpretan en la alternativa (“07).

|

Tal como se utiliza en la presente in\:/encién, el término “al
menos uno” esta proyectado para significe}ar “uno o mas” de los
elementos descritos.

Las formas de palabras singulares eéltén proyectadas para
incluir formas de palabras plurales, y |de igual manera se
utilizan de manera intercambiable en Ia( presente invencion,

cuando es adecuado, y estidn 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 e'Txpresan cantidades,
proporciones y propiedades numéricaé de ingredientes,
condiciones de reaccion, etc., utilizadas ehn la especificacién y
reivindicaciones, estan contempladas parall tener la capacidad
de ser modificadas en todos los casos por el termino
“aproximadamente”. |

Todas las partes porcentajes, propdrciones, etc., en la
presente invencion, estan en peso a menc')s que se indique lo
contrario. 1

Tal como se utiliza en la presente inv{enci()n, los términos

“bioequivalencia’ o] “bioequivalente”, se refieren a
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, !
formulaciones de pioglitazona de dosis baja o productos de
!

farmaco que son farmacéuticamente equivalentes, y sus
{
biodisponibilidades (rango y grado de absorcion) despt{ﬁés de la
administracién en la misma dosificaciéon o cantidad m,’lolar, son
!
similares hasta el grado en que sus efectos terapéuficos, por

!
seguridad y eficacia, sean esencialmente los mismos, En otras
[

- . . . . . | .
palabras, los términos bioequivalencia o bioequivalente,
!
|
significan la ausencia de una diferencia significativa en el rango
I
y grado en el cual la pioglitazona se vuelve disponible a partir
!

de dichas formulaciones en el sitio de la accién de piIcI)intazona,

cuando se administran en la misma dosis rrj;olar bajo
o

condiciones similares, por ejemplo, rango en (%:I cual la

pioglitazona puede permanecer en la formulaciéon, y Fal rango en
|

el cual la pioglitazona puede ser absorbida y/o queda disponible
I

1
en el sitio de accién para afectar la enfermedad del’ Alzheimer.
!
En otras palabras, existe un alto grado de simifitud en las
|
biodisponibilidades de dos productos farmac;eutlcos en
I

pioglitazona (de la misma forma galénica) de la misma dosis
!
|
r
!

[ .
clinicamente relevantes en los efectos terq’péuticos, o]
|

. , . e . .y
reacciones adversas, o ambos. Los términos “bioequivalencia”,
[

molar, ya que no es probable que produzcan diferencias

|
asi como ‘equivalencia farmacéutica” y ,!“equivalenCIa
r

terapéutica” también se utilizan en la presente,’invencién tal
1

como se define y/o lo utiliza (a) la United Statesl,l Food y Drug

i
Administration (FDA), (b) the Code de Federal Regulations (“C.
1

F.R.”), Titulo 21, (c¢) Health Canada, (d) Européan Medicines
!

|
Agency (EMEA), y/o (e) the Japanese Ministry de Health vy
!
Welfare. Por lo tanto, debera quedar entendido due la-presente
1

invencién contempla formulaciones de pioglitazona de dosis
{

1
baja o productos de farmaco que pueden ser bicequivalentes a
!

otras formulaciones de pioglitazona de dosis bdja, o productos
[

i
!
!
!
!
!
l
|
!

Nl
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de farmaco de la presente invencion. A manera de lejemplo, un

primera formulacién 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 invencién, cuando la medida de al menos un

parametro(s) farmacocinético, tal como Cmax, Tmax, AUC, etc.,

de la primera formulacién de pioglitazona de dosis baja o

producto de farmaco, varia en no mas de aproximadamente
+25%, cuando se compara con la medida del mismcIL parametro
farmacocinético de la segunda formulacién de piogllitazona de

dosis baja o producto de farmaco.

Tal como se utiliza en la presente invencién, los términos
“biodisponibilidad” o “biodisponible” significan c'iie manera

general el rango y grado de absorcién de pioglitazona en la

|

circulacién sistémica, y mas especificamente, e

medidas proyectadas para reflejar el rango y grado| al cual la

rango o

pioglitazona queda disponible en el sitib de accion absorbida de
un producto de farmaco, y queda disponible en el sitio de
accién. En otras palabras y a manera de ejemplo, 'el grado y
rango de absorcién de pioglitazona de una formulaciéon con
menor intensidad de dosificaciéon de la presente invencion, tal
como se refleja a través _de una curva de pioglitazona de
tiempo-concentracién en la circulacién 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 abs‘i,oluta, la
biodisponibilidad absoluta compara la biodisbonibilidad
(estimada como un area bajo la curva, o AUC) del farmaco

activo en la circulacidén sistémica después de adminis‘,tracién no

|
|
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I
intravenosa (es decir, después de administracién| oral, rectal,

|
transdérmica, subcutanea), con la biodispon|bllld§d del mismo
farmaco después de la administracion intrave{nosa. Es la

fraccion del farmaco absorbida a través de la ddministracion

l
intravenosa, comparada con la administracién intravenosa

: L,
correspondiente del mismo farmaco. La comparacion debe ser

normalizada por la dosis, si se utilizan difereni]tes dosis, en

consecuencia, cada AUC se corrige dividiendo la dosis
l
correspondiente administrada. i

Con el objeto de determinar la biodisponibi(lidad absoluta

de un farmaco, se debe llevar a cabo' un estudio

|

farmacocinético para obtener un trazo de concentracion de
l

farmaco en plasma versus tiempo para el farmaco después de
administracién tanto intravenosa (IV) como no ifntravenosa. La
biodisponibilidad absoluta es el area bajo Ia; curva (AUC)
corregida por la dosis no intravenosa, dividida entre la AUC
intravenosa. Por ejemplo, la férmula para cal|lcular F de un
farmaco administrado mediante ruta oral (po);es l[a que se
encuentra a continuacion. |
_ [AUC)py * dosis rv
[AUClrv *gosis po

Por consiguiente un farmaco proporcionaido mediante la

|
_ |
F |
|
|

ruta intravenosa tendra una biodisponibilidad‘absoluta de 1

|

(F=1), en tanto que los farmacos proporcionados por otras rutas

|

de administracién normalmente tienen una biodisponibilidad
absoluta menor a uno. N

Con respecto a la biodisponibilidad relati?!/a, esto mide I[a
biodisponibilidad (estimada como el area bajo I}'a curva, o AUC)
de un cierto farmaco cuando se compara con j[otra fo_rmulacién
del mismo farmaco, normalmente un esténdar;establecido, o a

través de la administraciéon mediante una difere;nte ruta. Cuando

|
|
|
|



i
|
|
|

el estandar consiste en un farmaco administrado en.forma

19

intravenosa, esto es conocido como biodisponibilidad absc‘quta.
|
|
5 Tal como se utiliza en la presente invenciéon, los té;rminos
“equivalencia farmacéutica” o “farmacéuticamente equiv:]alente”
se refiere a formulaciones de pioglitazona de dosis jbaja o}
productos de férméco de la presente invencidén que conti?nen la
misma cantidad de pioglitazona, en las mismas forr"nas de
10 dosificaciéon, aunque no contienen necesariamente los mismos
ingredientes inactivos, para la misma ruta de administrracién y
cumplen con los mismos estandares de identidad, intejnsidad,
calidad y pureza del compendio comparables u otros aplicables,
incluyendo potencia, y cuando es aplicable, uniformiciiad y/o
15 estabilidad de contenido. qu lo tanto, debera quedar eq‘tendido
que la presente invencidén contempla formulaciorﬁes de
pioglitazona de dosis baja o productos de farmaco que.pueden
ser farmacéuticamente equivalentes a otras formulaciclmes de
pioglitazona de dosis baja o productos de farmaco utilizados de
|
20 acuerdo con la presente invencién. ‘

Tal como se utiliza en la presente invencion, los t‘érminos
‘equivalencia terapéutica o terapéuticamente equi.valente”
significa las formulaciones de pioglitazona de dosisf baja o
productos de farmaco que -(a) produciran el mismo efect’o clinico

25 vy perfil de seguridad cuando se utiliza el producto dejfa'rmaco
de pioglitazona para retardar el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer de acuerdo con la presente invencion, yi(b) son
equivalentes farmacéuticos, por ejemplo, contiene pioQIitaZona
en la misma forma de dosificacidén, tienen la mismaf ruta de

30 administracion; y tienen la misma intensidad de pioglita'zona. En

otras palabras, la equivalente terapéutica significa que un

|
|
|
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equivalente quimico de una formulacién de pioglitazona de
!

intensidad de dosificacion menor de la presente invencion (es

!
1

decir que contienen la misma cantidad de pioglitazona en la
i

1
misma forma de dosificacién cuando administra a los mismos
1

1
individuos en el mismo régimen de dosificacion) proporcjonara
[
!
{
!

Los términos “enfermedad de Alzheimer”, “enfermedad de
|

esencialmente la misma eficacia y toxicidad.

!

Alzheimer”, o “AD” tal como se utilizan en la presente
{
!

invencion, son una enfermedad en donde la funcién cognfitiva es
!

!
dafiada gradualmente con el tiempo, e incluye una fase
{

i
predemencia sintomatica con la presentacion de dafio cognitivo
!
{
leve (MCI), y una fase de demencia, en donde existe un dafio
|

{
significativo en el funcionamiento social u ocupacionalxl. Ver la
|

Publicacion de Albert et al. 2011 Alzheimer's & Derlrllentia 7:

270-279; McKhann et al. 2011 Alzheimer’s & Dementi,‘la 7: 263-

269.

!
!
{
!

!
!
!

Aunque se reportan un numero de biomarcadores que

{

o . y
coinciden con la enfermedad de Alzheimer, ninguno es

!

[
reconocido como biomarcador validado o calificado para el
!

{
diagnostico o pronédstico de enfermedad de Alzheimelr' por la US
! .

Food and Drug Administration. Desde un punto de vil‘sta clinico,

!
!

la caracteristica que estd presente consistentemente y es
|

|
necesaria para el diagnéstico de la enfermedad de/ Alzheimer,
. | }

I
es dafo cognitivo. |
|
’ |

Las indicaciones de dafio cognitivo pueden incluir, pero no

se limitan a, dificultad con funciones mentales: tales como

fenguaje, memoria (por ejemplo, de episodio),| percepciéon,
h

abilidades

{
|
{
!
|
|
!
!
{
|
comportamiento o personalidad emocional, |
|
|

cognitivas (por ejemplo, calculo, pensamiento abst;’racto, juicio).
i

La determinacién se puede obtener del paciente, de un

!
[
. . . .1 -
informante que conoce bien al paciente, de un especialista
!
{

!
!
!
!
!
!
|
!
{
!
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l
I
l

!
habilitado que observa al paciente o una combinacipn de los
r

mismos. |
|

El término “dafro cognitivo leve” o “MCI” se re-'f?ere a una

I
reduccién en la capacidad cognitiva que es mayor a la
i

.. . .z |
anticipada, considerando la edad o educacion de una persona
l
en uno o mas dominios cognitivos. Los do_miniosllcognitivos

incluyen memoria, funciones ejecutivas (por ejemplo, solucién

1
de problemas, planeacién o razonamiento), ate,’ncién (por

!
ejemplo, atencion simple y dividida), habilidad visu?espacial, y

. . ] .

lenguaje (por ejemplo, nombrar las cosas, fluidez, lenguaje
I

expresivo, comprensién). Los sintomas de MCI pufaden incluir

!
dificultades para identificar la palabra o nombre correcto;
1

dificultad para recordar nombres cuando se present[’an personas

!

nuevas; mayor dificultad notable para llevar a cabo tareas en
r

instalaciones sociables o de trabajo; olvidar matérial que se
f

acaba de leer; perder u olvidar un objeto valioso;!I incrementar

. . L
los problemas con planeacién u organizacion, dificultad para
l

manejar nuevas habilidades; déficit de congentracmn y

|

ansiedad incrementada. El dafio cognitivo leve es una fase en la
!

. . . 1 .

cual los sintomas son suficientes para cumplir con los criterios
|

de MCI aceptados actualmente, aunque los I’sintomas no

|
cumplen con criterios de diagnéstico de demencia. Sin embargo,
1

' ! .
las personas con MCI, pueden permanecer funcionalmente

|

intactas e independientes. Si es normal, se administran pruebas
1

. . I
cognitivas estandarizadas, las personas con MCI| generalmente
i
tiene una calificacion de 1 a 1.5 desviaciones elsténdar debajo

|
de la edad y promedio ajustado a la educacién de sus
!

coétaneos. Se debera observar que no toda la IMCI conduce a
|
i
I
El “Dafio Cognitivo del Tipo Alzheimer” o “IICIAT” tal como

1
se utiliza en la presente invencién, se refiere a{'daﬁo cognitivo

demencia, ni a enfermedad de Alzheimer.

|
|
|
|
|
!
|

26
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i
|
|

|

.
consistente con caracteristicas en donde el Alzheimer es la
[

. !
probable causa, y por lo tanto puede considerarse como un
{

subconjunto de MCI. Las designaciones “Dafio Coénitivo del

i

Tipo Alzheimer”, “Dafo Cognitivo Leve Debido a enfc—;‘lrmedad de
!
Alzheimer (MCI| debido a AD)" o “Dafio Cognitivo Iev'lp amneésico
|
(aMCI)” se refiere a la fase predemencia, sintom‘ié\tica de la
;
enfermedad de Alzheimer. CIAT o MCI debido!,’l a AD se
determinan después del uso de pruebas neurofisio’,’llégicas y la
evaluacion clinica de la funcién cognitiva de,’ll individuo.
Normalmente, se dafia la memoria de episodios en E{;ersonas con
MCIl que progresan a AD (aMCI). Sin embargo, e);('isten formas
atipicas de MCI - MCI con presentacién no am;hésica - que
también progresan la enfermedad de Alzheimer. L;él disminucién
en la funcién cognitiva progresiva, proporciojna evidencia
adicional de que una persona padece de MCI debiic'llo a AD.
Existen una cantidad de evaluaciones nel%rofisiolégicas,
particularmente las que prueban la memoria del,’!episodios (por
ejemplo, la capacidad de aprender y retener info%macién nueva)
gue son utiles en el diagnéstico de MCI debid;o a AD, o los
pacientes con MCI| quienes probablemente p‘,r'logresen a AD
dentro de algunos afios. Las pruebas de memonlflia de episodios
puede evaluar la memoria inmediata y/o reta%dada, tal como
pruebas de aprendizaje en una lista de palabir'las. Ademas, se
debe descartar una etiologia alternativa del daf’lﬁo cognitivo, tal
como degenerativa (por ejemplo, Parkinso[,'lnismo), eventos

|
vasculares que incluyen microinfartos, depresion, traumaticos,
|

[
comorbidades médicas. Se han propuesto; un numero de
. . |
biomarcadores para utilizarse en la investigacion, y también
!
{
pueden ser (tiles para soportar el diagnéstico clinico de MCI
{

{
debido a AD, mediante la confirmaci()n,de‘,’ la presencia de

!
patologias consistentes con AD o para monitorear el progreso

!

{
!
|
[
!
!
!

9
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!

. 1 . L.
de la enfermedad, si se desea. Ver por ejemplo la P;ubllcacmn

!
de Albert et al. 2011 Alzheimer’s & Dementia 7: 270-279.

{

. .y | eqe
De acuerdo con la presente invencién, el dafno cognitivo
. i

[
puede ser determinado 'a través de cualquier rnétodo de
i

evaluacidén cognitiva aceptado en la técnica, que incluye pero
no se limita a, como una evaluacion de cognicién;global (por
ejemplo, la Revisién del Mini Estado Mental :; Modificado
(Modified Mini Mental State Examination) (3MSI,‘I-E)), y los

. e . . 1
dominios especificos tales memoria visual y werbal (por
[
|

ejemplo, la Prueba de Memoria Visuoespacial Breve (Revisada)
i

(Brief Visuospatial Memory Test) (Revised)) (B\’/MT-R) y la
!

Prueba de Aprendizaje Verbal de Hopkins (Revisafda) (Hopkins

[

Verbal Learning Test (HVLT-R), respectivamente), lenguaje
I

(por ejemplo, Ila prueba de Fluidez Verba'I' Generativa

!
(Generative Verbal Fluency Test) (GVFT)) vy funcil'én y atencién

[
ejecutiva (por ejemplo, la Prueba de Duracién de Digito (Digit
|

Span Test) (DST)). f
[
|

|

Los cambios fisiolégicos pueden o no! también ser

detectados. Los “cambios fisiolégicos” significah por ejemplo,
!

- o L
surgimiento de al menos uno de conectividad fun?lonal alterada,
1
atrofia cerebral, actividad sinaptica disminuida jen el cerebro,
!

., . . . | .,
acumulacién amiloide incrementada. en el cerebro, funcidén
|

|
mitocondrial disminuida o disfuncidn mitocondrigl incrementada

{

en el cerebro, formacién neuronal de enredos ng'aurofibrilares en
i

. | .
el cerebro, y un cambio que corresponde a cualquiera de otros
!

|
sintomas de I|la enfermedad de Alzheimerli. Los cambios
|

fisiolégicos que pueden ser indicativos de,‘enfermedad de
|

. . . . . | .
Alzheimer incluyen, pero no se limitan a, hipometabolismo en el
|

cerebro, conectividad funcional alterada, ! beta amiloides

{
!
f
incrementados en el cerebro y/o CSF y tau y fosfo-tau en el
|
CSF. ;’1
!
|
|
!
!
!
r
i

!
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|

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 diaghéstico de
|

enfermedad de Alzheimer o una fase que progresa !'a demencia
{

de Alzheimer, tal como CIAT, tal como se define enlla presente
. . ‘ |
invencién. |

l

Tal como se utiliza en la presente invencidén; el término

|
“retraso” en el desarrollo o progreso de una fase | consistente
I

con la enfermedad de Alzheimer, significa un incremento en el
!

tiempo desde el primer punto de tiempo hasta el Ildesarrollo o]

empeoramiento de una fase consistente, con la enj[fermedad de

Alzheimer, tal como dafno cognitivo del tipo AIz"heimer. Por
|
ejemplo, un retraso en el desarrollo de la enfermedad de

. . 1
Alzheimer, significa que se retrasa que el desarrollo de la

|

enfermedad de Alzheimer, tal como aqui se define,/ en un sujeto
l
en riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer, suceda en

. . ] ~
su estructura de tiempo natural en al menos seis rlneses, 1 ano,

1 % anos, 2 afios, 2 % anos, 3 afios, 3 % aﬁos,ll4 afos, 4 Y

|

afnos, 5 afos, 5 ¥ anos, 6 aios, 6 ¥ afos, 7 aﬁos,l 7 V2 aflos 0 8
. . ~ (- .
afos o mas, y preferentemente de 3 afos a 81 afos y mas

preferentemente durante 5 afios después de que un sujeto

I
cognitivo normal ha sido determinado como en alto riesgo de

I
desarrollar enfermedad de Alzheimer. Por medio de un ejemplo
I

adicional, un retraso en el progreso de dafo cognitivo que

pueda progresar en la enfermedad de Alzheimer o0 un retraso en

!
0
|
el progreso de demencia, significa que el rango de disminucidn

cognitiva se disminuye en forma relativa a su, estructura de

J
l
I
|
tiempo natural. Estas determinaciones se llevan a cabo
I
I

utilizando analisis estadisticos adecuados.
!
Un “primer punto de tiempo” incluye, por ejemplo, el inicio
|

de un tratamiento de pioglitazona de dosis baja tal como aqui
1

I
I
I
I
I
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|
. |
se ensenfa. !
[

En algunas modalidades, un retraso en el desarrollo de

Alzheimer

[oR
O - M-~

dafio cognitivo consistente con la enfermedad

puede ser determinado, por ejemplo, llevando a cabo cualquiera

de las evaluaciones cognitivas aqui descritas, o cumpliendo con
i

criterios de diagnoéstico de dafo cognitivo del tipo dfe Alzheimer.
i

Ademas, para la evaluacién del desemperfio cognitivo, también
!

1
se pueden medir cambios en otros biomarcadores que son

I

. . ! .
consistentes con las patologias de la enfermedad I:de Alzheimer
!

si se desea, incluyendo el rango de atrofia en el cerebro, por
!

ejemplo medidos de mediante generacidn del'I imagen de
|

resonancia magnética (MRI) o medidas de los cambios en las
!

i
conexiones funcionales entre regiones del cerebro, evaluacion
i

del metabolismo del cerebro o actividad neurona/l, acumulacién
!

!
amiloide en el cerebro, fisiologia del cerebro tal como se mide a
!

través de la sefnal BOLD-fMRI, funcion mito?};ondrial en el
|

cerebro, proliferacién mitocondrial en el cerebro, neuronas
|

enfermas, enredos neurofibrilares en él cerebro,lllamiloides en el
r
CSF y Tau o fosfo-Tau en el CSF, etc. x’l
Los términos “diagndstico” o “pronésticg;" tal como se
|
utiliza en la presente invenciéon, se refie#en al uso de

|
informacién (por ejemplo, informacién genética /o datos de otras
|

pruebas moleculares, informacién bioldégica o/ quimica de las
|

muestras bioldgicas, signos y sintomas, descubrimientos en
1

1

examenes fisioldégicos, resultados de deseq‘npeﬁo cognitivo,
i
. . [

etc.), para anticipar que la mayor parte de los probables
!
|

resultados, estructuras de tiempo y/o respuestas a un
i

. . ’
tratamiento particular para una enfermeqad, trastorno o
|

condicién determinada, con base en comparaciones con una
!

. C ! .
pluralidad de individuos que comparten secuencias de
) !
nucledtido, sintomas, signos, historiales famiiliares comunes, u
i
:
!

!
l
Sl
!
!

!
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|

I
otros datos relevantes para consideracién del estaqo de salud
l
del paciente, o la conformacién del padecimiento de un sujeto,
!

por ejemplo, con dafio cognitivo leve (MCI) (por ejemplo, dafio
r
|

cognitivo del tipo de Alzheimer).‘ |
|

La “muestra biolégica”, tal como aqui se utlllz;a, se refiere

!
a un material que contiene, por ejemplo, un écipo nucleico,
I

proteina u otro material bioldégico o quimico de,‘interés. Las
1

muestras biolégicas. que contienen acido nucleico t,’al como ADN
|

. . | .. :
incluyen cabello, piel, raspado de la mucosa de la mejilla y
{
. . , . !
fluidos biolégicos tales como sangre, suero, pla!rsma, 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. I’
1

Un “sujeto” de acuerdo con algunas moda{lidades es un
1

individuo, cuyo genotipo(s) o haplotipo(s), seran determinados y
!
registrados junto con la condicién del individuc% (es decir, el

I
estado de la enfermedad o trastorno) y/o la rl'espuesta a un
!
1
1
!
Un “sujeto”, tal como se utiliza en la presi'ente invencion,
1

L [ .
es preferentemente, pero no se limita necesariamente a un
|

sujeto humano. El sujeto puede ser hombre o{fmujer, y puede

farmaco o tratamiento candidato.

. . . P .
ser de cualquier raza o etnia, incluyendo I!sm limitarse a
!
Caucasea, Africano-Americano, Africano, As;ético, Hispano,
1

Indio, etc. El sujeto puede ser de cualquier édad, incluyendo

!

recién nacido, neonato, infante, nifio, adoles}cente, adulto, vy

|
geriatrico. El sujeto, tal como aqui se utiIiza’, también puede
, |

. . . . Lol
incluir un animal, particularmente un mamifero tal como un
|

- - . - . I -
perro, felino, bovino, caprino, equino, ovmoll, porcino, roedor
. . L. .
(por ejemplo, rata o ratén) un lagomorfo, un primate (incluyendo
!
primate no humano), etc., que pueda ser tratac#lo de acuerdo con

[
!
[

los métodos de la presente invenciéon o, clasificado para

I

|

|
!
|

!
!
!
|
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medicina veterinaria o propédsitos de desarrollo de’,’ farmacos

[

farmacéuticos. Un sujeto de acuerdo con las modalidades de la

[

. .. . . [
presente invencién incluye un paciente, humano u otro, que
!

!
1
necesita del tratamiento terapéutico para retardar el desarrollo
!
1
!
!

de la enfermedad de Alzheimer.

i

El término “gen”, tal como se utiliza en /la presente
i

segmento de ADN que contiene

{
!
i

invencion, significa un

informacién de la biosintesis regulada de un producto de ARN,

i

incluyendo promotores, exones, intrones, y otras regiones no
!

!

traducidas que controlan la expresion.

!

Un “factor de riesgo genético”, tal como se utiliza en la

i

presente invencién, significa un marcador genetico que esta
asociado con susceptibilidad incrementada a {‘una condicién,

!
’ -
i referir a un

enfermedad o trastorno. También se puede

!

|

1

luna respuesta
i

{

. , - .’ - ra
particular a un farmaco seleccionado o tratamll’ento de interés.
|
i

marcador genético que esta asociado con

El término “asociado con” tal como se utiliza en |la presente

invencion significa surgimiento conjunto dos o0 mas

uede esperar. Un

———O
D

caracteristicas mas frecuentes de lo que se p

H 13 H ” H s I rs .
ejemplo de “asociado con”, implica una caracteristica en la
i
/

superficie de los glébulos blancos llamada HLfA (HLA permanece

!

para el antigeno de leucocito humano). ,”En un tipo HLA

tipo B-27, esta asociado con un riesgo

I
!
!
!

particular, el HLA

incrementado para un numero de enfermedades que incluyen
!

i

. . . . ‘
espondilitis anquilosante. f
!

!

La espondilitis anquilosante es 87 vecés mas probable que

!

! .’
ocurra en personas con HLA B-27 que en la{poblacién general.

i
Se puede utilizar un marcador de “pronéstico” para
!
!
[

predecir el curso probable de una conq'icién o enfermedad,
!

30 incluyendo pero sin limitarse a, prediccién,r;de la edad, probable

[
.., !
de desarrollo de la condicion o enfermedad, curso y/o rango de

i

i
i
i
1
{
!
!
t

i
!
{
!
i
i
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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

s ey . . Loy i
condicién” debido a un factor de riesgo genético, s uno que
!
. . ' . - - - I ra -
esta predispuesto a la condicidn, tiene susceptibilidad genética

para la condicion y/o es mas probable que d(/esarrolle la

{

!
condicién que los sujetos en los cuales esta ausente el factor

I

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. i
i
i

. . » . 7 ! . @
Tal como se utiliza en la presente invencidén, un sujeto “en
{

i
!
riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheiml,’er” 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. |
|

El término “polimorfismo”, tal como se utiliza en la
|

. .. . . . 5
presente invencién, se refiere a la existencia de dos o mas
. /

!

. . g | .
diferentes secuencias de nucleétido en un Iocu§ particular en el
| _

{
ADN del genoma. Los polimorfismos pued/en servir como
|

{
marcadores genéticos y también pueden se"r referidos como
!

variantes genéticas. Los polimorfismos inclu%en sustituciones,
i

!
inserciones, eliminaciones de nucledtidos y| microsatélites, y

pueden, pero no necesariamente, dar; como resultado

diferencias detectables en la expresiéon gengética o funcién de
!
1

proteina. Un sitio polimérfico es una posicién del nucledtido
{
|

. ’ I . r
dentro de un locus en el cual la secuencia [de nucleétido varia
!
!

!
de una secuencia de referencia en al menos;’un individuo en una

!
{
poblacién. i
|
/
Un “polimorfismo de eliminacién/insc—;-.’rcién”, o “DIP,” tal

como se utiliza en la presente invencion,;es una insercion de
I

{
!

uno o mas nucledtidos en una versién de una secuencia

t
!
II
!
!
!
!
!
!
1
!
[
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i
0
i
!
f
[
I
/
/
/
I
!
/

!

relativa a otra. Si se conoce cuales de los alelos representan

r

alelos menores, se utiliza el término “eliminacién” cuando el

alelo menor tiene una eliminaciéon de uno o mas nucledétidos, y

i

se utiliza el término “insercion”, cuando el alelo menor tiene

I

uno o mas nucledtidos adicionales. El término “polimorfismo de

|
. ! .
eliminacién/inserciéon” también se |utiliza cuaqdo existen
|

!

multiples formas y longitudes, y no se puede aprecjar cual es el

I
{

alelo menor. Por ejemplo, para los polimorfismos poli-T aqui
i
descritos, se observan multiples longitudes de polimorfismos.
!

1

El “haplotipo”, tal como se utiliza en la prese’;‘nte invencién,

se refiere a una variante genética o combinacién de variantes
i

llevadas en al menos un cromosoma en unjindividuo. Un
{

haplotipo con frecuencia incluye loci polimérficos contiguos
!

/
multiples. Todas las partes de un haplotipo, tal/como se utiliza

la misma copia de un

—3

en la presente invencién, ocurre en

- - ! - -
cromosoma o molécula de ADN aploide. Sin jevidencia de lo

contrario, se presume que un haplotipo representa una

i
!
i
/
!
combinacion de multiples loci que probablemente seran
i

i
transmitidos juntos durante la meiosis. Cada/humano lIleva un
!
1
. . ’,’ . .
par de haplotipos para cualquier locus gene{hco determinado,
i

!

en los cromosomas
i
!

que consiste en secuencias heredadas

homologos de dos progenitores. Estos haplotipos pueden ser

idénticos o pueden representar dos diferentes variantes

genéticas para el locus determinado. La hap}t

i
/
!

proceso para determinar uno o mas haplotipos en un individuo.
/

lotipificacién es un

1
. g . s . . : / ’ .1
La haplotipificacion puede incluir el uso de/genealogia familiar,
!
{
técnicas moleculares y/o interferencia estadistica.
. {
i

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 poblacién! a la forma especifica
!
!

difiriendo de formas del mismo haplotipo en al menos uno, y
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|
!
{
)

frecuentemente mas de un sitio variante o nucleétiqos dentro de
!

.. . , . [ P

la region de interés en el gen. Las secuencias en estos sitios
1
!

variantes que difieren entre alelos diferentes de;’un gen, son
!

denominadas “variantes de secuencia de gen’, “alelos” o
!
i

“variantes”. El término “forma alternativa” se refiere a un alelo
i

!

que puede ser distinguido de otros alelos, por téner al menos
!
|

uno, y frecuentemente mas de un sitio variante dentro de la
!

!
secuencia genética. Las “variantes” incluyen jsoformas que
!

{

tienen polimorfismos de nucledétido simple (SNPs) y
|

{

polimorfismos de eliminacién/insercién (DIPs). La referencia a

{

.1 -«

la presencia de una variante significa una variante particular,

{
es decir, nucleétidos particulares de sitios polimdérficos

!

. [ .
particulares, en lugar de solamente la presencia de cualquier

!
!

varianza en el gen. ;

|
. . s ” e
El término “isoforma”, tal como se utllIZ? en la presente
|
invencién, significa una forma particular de un gen, mARN,
!

!
cADN o la proteina codificada de esta forml'a, distinguida de
!
otras formas por su secuencia y/o estructura particular. Por
i
i

ejemplo, la 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
|

i

invencion, se refiere a la forma alélica particular de un gen, que
!
|

puede definirse a través del nucleodtido(s) parnticular presente en
i

una secuencia de acido nucleico en un S|t;|o(s) particular. EI

!

- - » . - !
genotipo también puede indicar los pares qe alelos presentes
i

en uno o mas loci polimérficos. Para organﬁsmos diploides, tal
como humanos, dos haplotipos cubren{fI un genotipo. La
genotipificacion es cualquier proceso p{,’lara determinar un
genotipo de un individuo, por ejemplo, me;’ldiante amplificacién

]
de acido nucleico, secuenciacién de ADN, enlace de anticuerpo

u otro analisis quimico (por ejemplo, |[para determinar Ila
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longitud). El genotipo resultante puede ser sin /fase, lo que

i
!
“!
significa que las secuencias encontradas no son conocidas por

!
ser derivadas del cromosoma de un progenitor o del otro.

1
1
!

Los términos “tratar”, “tratamiento”, o “tratando”, tal como

!
I

se utiliza en la presente invencion se refieren cualquier tipo

‘—*~m_A

de medida que imparta un beneficio a un paciehte que padece

{
{

1
de, o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad, incluyendo

!
!
!

mejoria en la condicién del paciente, (por ejemplo en uno o mas

1
i

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

1
i

ajuste introducido en un intento de efectuar,’lun cambio en un
aspecto particular de la salud de un sujeto (és decir, dirigido a

una enfermedad, trastorno o condicion particular).
!

!
Los términos “farmaco” o “sustancia de-" farmaco, tal como

t

se utiliza en la presente invencidn, se refieq"en a un ingrediente

. IV

activo, tal como una entidad quimica o entidad biol6gica, o
!

combinaciones de entidades quimicas y/o éntidades biolbégicas,

1
1

|

adecuadas para ser administradas a un sujeto para (a) retardar
i

el desarrollo o progreso de la enfermedéd de Alzheimer. De

acuerdo con la presente invencién, el farmaco o sustancia de
!
!
!

farmaco es pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo.

|
1
/
!
!
|
4 H [ z I i P
El término “producto de farmaco”, tal como se utiliza en Ia
!

f
invencion, es sinénimo de los términos “medicina”,

{
i

presente

“medicamento”, “‘intervencion terapeutica”, o] “producto
!
i
/
!

farmacéutico”. Mas preferentemente, un/ producto de farmaco es

0

!
. |
aprobado por una agencia gubernamental para el uso de
!

!
!

acuerdo con los métodos de la presente invencion. Un producto
!

1

!
30 de farmaco, de acuerdo con la presente invencidén, contiene
{

pioglitazona de dosis baja. /
|
/
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1
!

!

Los términos “enfermedad”, “trastorno”, y “cﬁondicién” son
!
1

cominmente reconocidos en la técnica, y designa;’n la presencia
1

de signos y/o sintomas en un individuo o ;‘paciente que
!

generalmente son reconocidos como anormales y/o indeseables.
!
{

.. i .
Las enfermedades o condiciones pueden ser diagnosticadas y
1

!

categorizadas con base en cambios patolégicos.f La enfermedad
{
!

o condiciobn puede ser seleccionada de ;’ los tipos de
!
!

enfermedades descritos en estos esténda{/res, tal como
!
i
|

Harrison’s Principles de Internal Medicine, 1997, o Robbins

Pathologic Basis de Disease, 1998. f

El término “disfuncién mitocondrial”, tal como se utiliza en
!

!

. -z . Ay . { .
la presente invencién, significa cualquiera anormalidades

1

!
perjudiciales de la mitocondria dentro de unq’ célula o células.
!

!
AD y las etapas que avanzan hacia AD,; actualmente son

!
!

I
conocidas en la técnica como asociadas con disfuncion
!
{

- . - . 7 3 - .‘ . -~
mitocondrial. Esta disfuncién mitocondrial origina dafio celular y
!
!
. . s | . .
muerte, comprometiendo la producciéon de ATP, interrumpiendo
{

!
la homeostasis de calcio e incrementando la tensidén oxidativa.

Ademas, el dafio mitocondrial puede condu;cir a muerte celular

I
l

apoptotica, originando la liberacion del q',itocromo c y otros
l

factores proapoptéoticos en el citoplasma l(lpara revisién ver la

Publicaciéon de Wallace 1999 Science 283:/1482-1488; Schapira

2006 The Lancet 368: 70-82). Con | r;'lespecto a ejemplos

especificos aqui encontrados, y sin pr{latender limitarse por
i

alguna teoria, se hipotetiza que las isofor!’mas ApoE 3 y ApoE 4

!

- L4 - . r [ . -
causan disfuncién mitocondrial a través! de interacciones con
!

TOMMA40. Algunas variantes TOMM40 pq’ieden actuar en forma
|

sinergica con la isoforma ApoE 3, para {‘acelerar la disminucidn
1

mitocondrial. Ademas, en algunas mo!dalidades, la isoforma
|

!
ApoE 2 se considera que sera protectora en la disfuncidn
!

{

mitocondrial.

!
|
|
!
!
|
1
I
{
{
|

b
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i
!
!
I
{
[
[
!
I
I
!
I

Tal como se utiliza en la presente invencion, (el alelo
i
[

TOMM40 rs10524523 “corto” tiene menos de 19 residuos de
!
timidina (T), vy el alelo TOMM40 rs10524523 “largo” tiéne 19 o

. :
mas residuos T. En algunas modalidades, el alelo largo puede
i

- . - I
indicar un mayor riesgo de desarrollo de enferrq:edad de
{

Alzheimer de desarrollo tardio dentro de un periodo <{‘iie tiempo
{

ajustado (por ejemplo, un periodo de 5 a 7 afios). I{
i

El alelo rs10524523 (“523”), un tracto poliT intréonico en el
!

|
gen TOMMA40, es altamente polimérfico con respéecto a la
!

!
longitud (es decir, nimero de residuos T), y estan/asociados

I

P . . . . i
tamafios variables con las distribuciones de edad delr desarrollo

{
de AD de desarrolio tardio. Las medidas del nimero c;’je 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 ja través de
!

o . ! Ly
procedimientos estandar, tal como el ensayo electroforético, o
i
. . s |
secuenciacion de Sanger. I:

r
Las designaciones categdricas de cada 525{3 poliT, son
|

asignadas de acuerdo con la longitud del homopolimero: Largo
|
i

(S, homopolimero con longitud menor a 19 residuos T), Largo
{

(L, con Longitud mayor o igual a 19, pero menor{l a 30) y Muy
{

Larga (VL, longitud mayor a 29 resi_duos T). Por,w’ lo tanto son
posibles seis diferentes genotipos 523, uir’ltilizando las
designaciones categoricas: (S,S), (VL, VL), ;’I(S,L), (VL,L),
(S,vL), (L,L). Ver también la Publicacién delf’l Solicitud de

i
Patente Norteamericana No. 201 1/0166185 de Roses, la cual
!

s - - . 7 1 -
estad incorporada a la presente invencién como referencia.
{

El genotipo APOE es un factor de riesgo[’ bien conocido
|

para la edad de desarrollo de AD. Los alelos IfAPOE €4 estan
r

fuertemente ligandos al alelo 523 largo (L) y, por consiguiente,
|

|
los individuos que tienen el genotipo 523 L,L, normalmente (por
!

{
|
!
|
|
|
|
i
{

4
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|

ejemplo, 98% para Caucasico) poseen el genotipo APOJ!IE €ed/e4.
!
Sin embargo, los alelos 523 corto (S) y 523 muy lafgo (VL)

[
pueden ser ligados a los alelos ya sea APOE €2 o APOE’ €3. Los

I

- - P
alelos APOE €2 estan asociados con una edad tardia para la
!

.y, . |
generacion de AD en forma relativa a personas que |llevan el
I

.. Ao
alelo €¢3 (5 a 8 afos después, en comparacion con |ind|v1duos

|
APOE €2/e3, con APOE €3/e3). Por consiguiente er?' algunas
[
modalidades, APOE puede incluirse en la determinaci}én con el
|

objeto de asignar a todas las personas que llevan el alelo APOE
i

€2, al grupo de bajo riesgo en el rango de edad adecuado. El
!

. . C :
genotipo 523 proporciona mayor resolucién para la edad de
I
I
desarrollo de dafio cognitivo para individuos que Ilevj'an el alelo

|
APOE €3 y los genotipos APOE (¢/3/e3) y APOE (83/541'1).
|

En algunas modalidades, un sujeto con dos ,’copias del

|

alelo TOMM40 rs10524523 largo esta en mayor,’ riesgo de

:
., . | .
desarrollar AD, en comparaciéon con un sujeto con una copia del
I

l
alelo TOMM40 rs10524523 largo, o dos copiasl' del alelo

1
TOMM40 rs10524523 corto. En algunas modalidadel's, un sujeto

1
con una copia del alelo TOMM40 rs10524523 Ia"rgo esta en
|
mayor riesgo de desarrollar AD, en comparacién cbn un sujeto
!

con dos copias del alelo TOMMA40 rs10524523 corto. La
1

. ., . !
determinacién del riesgo de desarrollo AD o el desarrollo de
|

. 1 .
una etapa o sintoma del mismo con base en‘! el genotipo
1

TOMM40 debe llevarse a cabo de acuerdo con otrols' fact_ores de
|

riesgo tales como edad, y también puede incluir elfestado APOE
|

o . | .
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, eété en riesgo
|
1

disminuido de desarrollar AD en forma relativa a: un sujeto con
1

una o dos copias del alelo largo de rs10524523. |

{
|
La deteccion de una variante geneética d/e TOMM40 se

|
1
!
!
1
|
|
|

R
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{

I .- 7
puede llevar a cabo tal como se describe en la Publicacion
i

{
Internacional WO 2010/019550 o en la Patente Norteamericana

I
No. 2011/0166185, cada una incorporada en su totali{;’dad a la

i
{
!

presente invencion como referencia. !

!

- o ]

Tal como aqui se utiliza, un “sujeto en rjesgo de
. |
!

desarrollar enfermedad de Alzheimer”, significa uno/que esta
!

predispuesto a la enfermedad de Alzheimer, tiene
{
!

susceptibilidad genética para enfermedad de Alzheirf]er y/o es

!

- . 1
méas probable que desarrolle enfermedad de Alzheimer en una

{

. - ,I
edad predeterminada, que sujetos en los cuales esta'ausente el

1
!
factor de riesgo genético. o
i
1
|
|
|

Tal como se utiliza en la presente invencién, un “riesgo

{
incrementado” significa que probablemente desarrollie AD en un

{

tiempo corto, por ejemplo, 5 a 7 afos desde ufn punto de
' |

tiempo, por ejemplo, desde el inicio del tratamientq" de acuerdo
|
[

en algunas modalidades aqui descritas, o el tiempo de
l
{

determinacién de una predisposicion a o sintoma de Ila

|
!

enfermedad de Alzheimer (por ejemplo mediantc?I analisis de
cualguiera de una de atrofia cerebral, activiq'ad sinaptica
!

. . . . .- 7 . . l-
disminuida en el cerebro, acumulacion amiloide/incrementada
!

- !
en el cerebro, funcién mitocondrial disminuida en el cerebro,
{

{
proliferacion disminuida en el cerebro, neuronas enfermas,
. {

{

formacion de enredos neurofibrilares en el cerebli'o, amiloide en
|

CSF y Tau y/o fosfo-Tau en CSF). i
{
{

El “riesgo incrementado” tambien puede significar que un
i .
- - i
individuo desarrolle probablemente AD en uUuna edad mas
|
l

temprana que un sujeto de control, esto es, gue un individuo
|
i

con al menos una copia del alelo rs1052452{5 largo esta en
|

mayor riesgo de desarrollar AD en una edad mfa’ws temprana que

!
!

un individuo sin copias del alelo rs10524523 largo de acuerdo

b
{
|
con algunas modalidades. !
!
!
!
i
l
{
!
i
!
!
i

i
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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 (|?or ejemplo,
genotipo TOMM40 523) contra la edad, y determinando el punto
en el cual los cambios de riesgo estan relacionad]os en mayor
parte con el cambio en la edad (ver figura 2). Este[punto puede
ser “aproximadamente” una edad en particular, o |cl1ue significa
que la edad puede variaren 0.5, 1, 2, 3,405 aﬁosidesde dicho
punto, en donde la variacién puede resultar, por ej;emplo, de la
optimizacién adicional o mayor resolucién de datos de las
graficas al momento de la recepcion de los datos ad%cionales.

Un método de “administraciéon” atil de acuerdo con la
presente invencidén, incluye pero no se limita adrT\inistracién,
por ejemplo, mediante ingestion a través de‘l ruta oral,
intranasal, rectal, mediante inhalacién, tépica o in{yeccién, tal
como inyeccién intravenosa, subcutanea, intlramuscular,
intraperitoneal, intracraneal y espinal. Los métodos'adicionales
de administracion se proporcionan en la presente inv"encién mas
adelante en la seccidén titulada “dosificacién y admini]stracién”.

Tal como se utiliza en la presente ] invencion,
“diagnosticar” o ‘“identificar un paciente o sujetol que tiene
enfermedad de Alzheimer” se refiere a un proceso para
determinar si un individuo padece de enfermedad de Alzheimer
0 una etapa que progresa a enfermedad de Alzheime|r, tal como
se define en la presente invencién. Un diagr?éstico de
enfermedad de Alzheimer puede basarse, por ejemp‘?lo, en los

1

criterios de la National Institute of Neurological and

Communicative Disorders y Stroke-Alzheimer’s Disl.ease and

|
|

La “pioglitazona de dosis baja” se refiere a pioglitazona o
|

Related Disorders Association criteria.

una sal farmacéuticamente aceptable del mismg en una

42
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| |
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 mg, 1’2.25 mg, 2.5
mg, 2.75 mg, 3 mg, 3.25 mg, 3.5 mg, 3.75 mg, 4 mg, 4.25 mg,
4.5 mg, 4.75 mg, 5 mg, 5.25 mg, 5.5 mg, 5.75 mg}I 6 mg, 6.25
mg, 6.5 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,1l9.75 mg, 10
mg, 10.25 mg, 10.5 mg, 10.75 mg, 11 mg, 11.25 mg, 11.5 mg,
11.75 mg o 12 mg. Alternativamente, en algunas r‘nodalidades
de la presente invencién, la pioglitazona de dosis bliaja significa
una cantidad de pioglitazona de dosis baja o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo que propc‘t)rciona una
AUC de pioglitazona en un sujeto dentro del! rango de
aproximadamente 0.15 pgeh/mL hasta aproximad%mente 3.6
ugeh/mL (£ 25%). Por ejemplo, una AUC de piogiitazona de
dosis baja puede estar dentro del rango de 0.12, 0.3117, o1.12 a

3.4 04.5 ug-h/mL. |
Tal como se utiliza en la presente inve'ncién, un’1 “sujeto de
control” significa un sujeto que no ha sido diagnosti¢ado con la
enfermedad de Alzheimer y/o no exhibe cualquiér sintoma
detectable asociado con la enfermedad de Alzheimer.]Un “sujeto
de control” también significa un sujeto que no esta er1n riesgo de
desarrollar la enfermedad de Alzheimer, tal como aqui se
define. l

|

Tal como se utiliza en la presente invenciéon, lun “sujeto

que no esta en riesgo de desarrollar la enfermedad de

|

Alzheimer” significa, por ejemplo, un sujeto que nc>'l tiene un
genotipo TOMMA40 rs10524523 que indica, junto con ]Ia edad y
posiblemente otros factores tales como el estado AP(#E, que el
sujeto no tiene mayor probabilidad que la poblaciéon 1genera| o]

una parte estratificada de la misma, de desarrollar ;lAD 0 uUna

etapa o sintoma de la misma.

|
|
|
|
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Tal como se utiliza en la presente invencié’ln, el término
“sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a I%s sales, las
cuales, dentro del alcance del juicio médico |notable son
adecuadas para utilizarse con pioglitazona, cuan‘do estén en
contacto con los tejidos de sujetos, por ejemplo, animales,
incluyendo mamiferos, humanos y animales in\feriores sin
toxicidad, irritacidén, respuesta alérgica y similares,jindebidas, y
tienen una proporcién razonable del beneficio/riesgb.

Las sales farmacéuticamente aceptables1 son bien
conocidas en la técnica. Por ejemplo, S. M. B'terge, et al,
describe con detalles sales farmacéuticamente aceétables en la
Publicacién de J. Pharmaceutical Sciences, 66: 1/-19 (1977).
Las sales se pueden preparar in situ durante el aEisIamiento y
purificacién final de los compuestos de la presente invencibén, o
haciendo reaccionar por separado la funcién de baise libre con
un acido organico adecuado. Los ejemplosj de sales
farmacéuticamente aceptables, incluyen, pero no sle limitan a,
sales de adicién de acido no téxicas, las cuales so‘n sales del
grupo amino formadas con acidos inorganicos tales como acido
hidrocliérico, acido hidrobrémico, 4acido fosfér}ico, ééido
sulfurico, y acido perclérico, o con acidos orgénicos,ﬂ tales como
acido acético, acido maleico, acido tartarico, éc‘ido citrico,
acido succinico o acido malénico, o utilizando otros métodos de
la técnica, tal como intercambio de iones. O’tras sales
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se1I limitan a,
adipato, alginato, ascorbato, aspartato, bencenlosulfonato,
benzoato, bisulfato, borato, butirato, 1-camforato,
camforsulfonato, citrato, ciclopentanopropionato, digluconato,
dodecilsulfato, etanosulfonato, formato, ] fumarato,

glucoheptonato, glicerofosfato, gluconato, hclamisulfato,

heptanoato, hexanoato, hidroyoduro, 2-hidroxi-etané)sulfonato,

|
|
|

vt
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|
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|
I
!

lactobionato, lactato, laurato, sulfato de laurilo, malato,
!
{

maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato,
I

i
nicotinato, nitrato, oleato, oxalato, palmitato,‘I pamoato,
r

pectinato, persuifato, 3-fenilpropionato, fosfato, picrato,
i

pivalato, propionato, estearato, succinato, sulfa,‘to, tartrato,
!

. f
tiocianato, p-toluenosulfonato, undecanoato, \alerato, y
|

|
similares. Las sales de metal alcali o de metal de tferra alcalina
|

representativas incluyen sodio, litio, potasio, calcio, magnesio,
!

y similares. Las sales farmacéuticamente! aceptables
i

.. . /. » .
adicionales incluyen, cuando es adecuado, amonio no toxico,
{ _

amonio cuaternario, y cationes de amina formados utilizando
|

|
contraiones tales como haluro, hidréxido, carbo>l'<ilato, sulfato,
|

fosfato, nitrato, alquilo que tiene de 1 a 6 étomq’s de carbono,
|

sulfonato y sulfonato de arilo.
Il. Enfermedad de Alzheimer

|

|

|

|

' l

Sintomas de la Enfermedad de Alzheimer f
!

Los sintomas comunes de la enfermedad“' de Alzheimer
|

incluyen, pero no se limitan a, pérdida de mem’mria, dificultad
|

. | .

para llevar a cabo tareas familiares, problemas con el lenguaje,
I

desorientacién en el tiempo y lugar, jUICIIO deficiente vy

|
disminuido, problemas con pensamienito abstracto,

I
|
pensamientos de extravio, cambio en }el humor o]
!
|y pérdida de
|

comportamiento, cambios en personalidad

L. . . | .
iniciativa. Estos sintomas aparecen gradualmente con el tiempo,
!

. . J
normalmente (aunque no siempre) comienzan cTon problemas de

1
la memoria de episodios, seguido de otros dlféficits cognitivos
!
que afectan adversamente el funcionamientq’; normal de una

i

persona (por ejemplo, actividades de Ila \'/ida diaria). Los
1

. _ . . |
cambios en comportamiento/personalidad normalmente ocurren
|
. J
posteriormente en el proceso de la enfermedad, ya que una
[

. |
persona queda mas moderada o severamente‘!afectada. Algunos

I
!
I
|
|
|
|
i
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- 1 -
ejemplos de estos sintomas caracteristicos se describen a

continuacion.

Pérdida de memoria

aprendida

|
|
|
|
|
|
|
. . . ., |
Esto incluye olvidar fa informacién
|

recientemente, y es uno de los signos de demencl’ia temprana
!

mas comunes. Una persona comienza a olvida}'r con mas
|

frecuencia, y no tiene la capacidad de recordar Ia(! informacién

. . L.
mas tarde. Esto incluye olvidar nombres y citas ocasionalmente.
I

cg: . - 1
Dificultad para desempeiiar tareas familiares |
:

Las personas con demencia con frecuencia encuentran
1

dificil planear o completar las tareas diarias. Lps individuos
|

pueden perder el seguimiento de los pasos i{nplicados en
| .

preparar un alimento, hacer una llamada telefénica o jugar un
!

. . . . |
juego. Esto incluye olvidar ocasionalmente porqué se encuentra
I

en una habitacién o que planeaba decir. ,l
1
1
1
1
|
!

Problemas con el lenguaje
|
Las personas con enfermedad de Alzheimer,fcon frecuencia

. . . | .
olvidan palabras simples o palabras inusuales sustitutas,
1

. . . e ot |
haciendo que su lenguaje o escritura sea dificil de comprender.
!

Pueden no tener l|la capacidad de encontrarl’ el cepillo de
|
dientes, por ejemplo, y mas bien preguntar por “i’la cosa para mi

!

boca”. Esto incluye olvidar nombres y citas ocasilonalmente.
. . . ' i
Desorientacion en el tiempo y lugar |
r

o] .

Las personas con enfermedad de Alzheimer se pierden en
I

su propio vecindario, olvidan donde estan y co"mo llegaron ahi,
|

y no saben llegar a casa. Esto incluye olvidar el dia de la

|
|

semana o a donde va. En algunos pacientes!!, la confusién vy
. ., | .
algunas veces los aspectos de agitaciéon y comportamiento que
!
la acompafian se manifiestan mas por la t,’arde o a horas

!

tempranas de la noche, un sindrome referido como “vespertino”.
!

|
!
I
I
!
|
I

@



Juicio deficiente o disminuido

ina

o debatible de vez en vez.

Problemas con el pensamiento abstracto

10

. |
Esto incluye encontrar retos en cuadrar una chequera.

dejando escapar
!
telecomerciantes. Esto incluye tomar una decision; cuestionable

e

41

!
f
[
[
|
!
i

vestirsq en forma

pueden
!

Los que tienen Alzheimer

!
decuada, portar varias prendas en un dia caluroso o poca

!
1
ropa durante el frio. Esto puede mostrar un juicifo deficiente,
!
1

de dinero para los
!

grandes sumas

!
!
I
|
!
i
1
!
!
!

!
!

Algunos con la enfermedad de Alzheimer;'pueden tener

dificultad inusual para llevar a cabo tareas mentales complejas,
!

|

{
tipo olvidar que nimeros son para qué y como deben utilizarse.
!

|
!
|
|

Objetos extraviados

15

Una persona con la enfermedad de Alzheimer puede poner
i
{

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
[

I -
oscilaciones de humor rapidas - de la calma, a las lagrimas, al
|

20
{
enojo - sin razén aparente. Esto incl*’;ye sentimientos
ocasionales de tristeza o mal humor. ;’I
{
Cambios en la personalidad I,"
Las personalidades de las personas corr% demencia pueden
i
25 cambiar draméaticamente. Se pueden volvér extremadamente
{
confusos, suspicaces, temerosos, o deéendientes de un
!
miembro de la familia. Las personalidade’r‘s de las personas
l
cambian un tanto con la edad. I,’I
Pérdida de iniciativa If!
. !
30 Una persona con enfermedad de Alzhé_imer puede volverse
!

{
muy pasiva, sentarse enfrente del televisor durante horas,
!
|
i
!
!
!
{
!
I

!

r
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dormir mas de lo usual o no desear realizar las alctividades

usuales. Esto incluye sensacién de hartazgo en las objligaciones

de trabajo o sociales.
Diagnéstico y Elaboracion de Etapas de la Enfer_lﬂedad de
Alzheimer l

El diagnéstico clinico de la enfermedad de Alzheimer es
un proceso que normalmente implica una variedad‘de pasos

(incluyendo historial médico, revisiones del estado fisico vy

mental y pruebas de laboratorio) y herramientas. De lo ultimo,
desde 1984, los criterios de diagnodstico establecidos por el
Natkional Institute de Neurological Disorders .y Stroke
(NINDS)/Alzheimer’s Disease y related Disorders /:\ssociation

(ADRDA) han sido, junto con los criterios de DiiSM-lV, los

estandares principales utilizados en la practica e investigaciéon

clinica. Ambos requieren la presencia de disfuncién de memoria
y dano cognitivo, aunque en tanto que los criterios DSM
estipulan que lo ultimo afecta adversamente el funcionamiento
normal, los criterios de NINCDS/ADRDA no lo h‘acen. Una

caracteristica de ambos grupos de criterio es que nojconsideren

un diagnéstico antemortem de AD como definitivo, ya que hasta
actualmente, no habia metodologia para avaluar la pétologia del

cerebro para las caracteristicas de AD hasta después de la

muerte del paciente. Los criterios NINCDS/AD’RDA, han

considerado el diagnéstico antemortem como ya seai“posible” o]
“probable” dependiendo de Ila fuerza de Ila eviden[cia clinica,
incluyendo Ia. eliminacion de multiples diagnésticos
diferenciales.

|

Hasta recientemente, el deterioro de un sujeto por la
enfermedad de Alzheimer, ha estado caracterizado pL)r multiples
etapas clinicas. El término “etapa” se utiliza en !la presente

invenciéon con un sentido general para describir como cambian
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l

I
las habilidades del sujeto de la funcién normal, por ejemplo,
!

estado cognitivo normal, a la enfermedad de Alzheimer. Debera

i
observarse que las etapas son guias generales, los sintomas
1

pueden variar en gran parte y/o entre las etapas, y'q,‘ue no cada
|

sujeto experimentara los mismos sintomas en /una etapa
1

. , | .
determinada, progresara a la enfermedad de Alzheimer en el

I
mismo rango. Por ejemplo, una estructura de sietel! etapas fue

desarrollada, por Barry Reisberg, M.D., director clir‘{ic'o de New
|
York University School de Medicine’s Silberstelin Aging vy

Demencia Research Center, lo cual incluye: Etapa ,I1: Sin dano;
!

Etapa 2: Disminucién muy leve; Etapa 3: Dismitl-ﬁucién leve;

1
Etapa 4: Disminucion moderada; Etapa 5: |Disminucidn
1
moderadamente severa; Etapa 6: Disminucién sevléra; y Etapa

7: Disminucién muy severa. En el campo de la investigacién
|

clinica, AD con frecuencia ha sido definida en foIPma un tanto

. |
relajada como “leve, moderada o severa” con |base en las
1

calificaciones de instrumentos psicométricos tales como la Mini

!

|

!

Revisién de Estado Mentai (Mini-Mental State Examination), en
!

donde, por ejemplo, AD leve puede considerarse{‘ de 18 a 26,

I
moderada de 11 a 17 y severa cualquier cosa de 10 o menor (en
l

una escala de 30 puntos en donde las calificacifones mayores

{
indican mayor funcion cognitiva). II
En el 2007, Dubois et al propuso quef los criterios

|

NINCDS/ADRDA para el diagnostico de AD fueran revisados
|

. L [ ..
para incorporar aprendizajes procedentes del crecimiento en la

I

comprensién en el campo del proceso de la enfermedad y el
!

desarrollo de nuevos métodos para evaluar Iosfbiomarcadores

|
antemordem de AD, incluyendo generacién! de imagenes
l

cerebrales (Dubois et al. 2007 Lancet Neurol é: 734-746). En

1

esta propuesta, incluso con la presencia de caracteristicas de
1

soporte, el diagnéstico antemortem aun es c;’:onsiderado AD
‘ 1

|
|
|
|

i

I
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“probable”, aunque el diagndstico de AD “definitiva Ilse reservo

para la confirmacion histopatolégica o evidenciaj genética
(mutacién en el cromosoma 1, 14, o 21). {

En 2011, un grupo de trabajo que represen.t;a National
Institute on Aging [Alzheimer’s Association I[ Research
Roundtable propuso revisiones similares a Io‘sl criterios
NINCDS/ADRDA, y propuso criterios para esta:blecer un
diagnoéstico de MCI y MCI| debido a AD (Albert qil,\t al. 2011
Alzheimers Dement 7:270-279; McKhann et al. 2011:Alzheimers
Dement 7: 263-269). Este grupo de trabajo aq’tualizé los

I
criterios para todas las causas de demencia, y demencia debido

|
a AD. El grupo de trabajo retuvo las designaciones de la

I
demencia AD probable, demencia AD posibie, y demencia AD

I
probable o posible con la evidencia del proceso patofisioldgico

!
de AD. Las primeras dos designaciones fueron proyectadas para

I
utilizarse en todas las instalaciones clinicas, mientras que la

I
Gltima designacion fue determinada como adecuada para

!
propésitos de investigaciéon. El grupo de trabajo reconocié que

I
el progreso de la enfermedad de Alzheimer es continuo, y que

la distincién entre MCI y la demencia es una evalq{acién clinica
de que si existe interferencia significativa con Iajls actividades
diarias. ;I

“AD preclinica” se refiere a |la etapa a la cual[l los sintomas
son suficientes para cumplir con los criterios[l actualmente
aceptados de AD Preclinica (ver la Publicacion de[lDubois et al.,
supra). Hablando de manera general, AD preclinic_‘la es una fase
presintomatica, larga, tiempo durante el cual estéjln comenzando
los procesos patofisiolégicos de AD. Puede ha,‘iber sintomas
cognitivos muy sutiles afios antes de que los suiljetos cumplan
con los criterios clinicos de MCI (SperlingllI et al. 2011
Alzheimers Dement 7: 280-292). [

!
|
1
1
1
!
1

o
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“AD Prodromal” se

refiere a una etapa en :la cual

_ los
|

|
sintomas cumplen con los criterios actualmente aceptados de

|

AD Prodromal (ver la Publicacién de Dubois et al.lﬁsupra). De
|

acuerdo con la presente invencién, AD prodromal esl‘;l una etapa

de predemencia sintomatica que generalmente inlélzlulye MClI,
{

pero no demencia, y esta caracterizada por sintoma\s que aun
1

no son lo suficientemente severos para cumplir con Ic;,ls criterios

|
de diagnédstico totales de la enfermedad de Alzheimerll La etapa

|
L4 - 1- L4
AD Prodromal también es referida en la presente linvencion

|
10 como la etapa MCI progresiva. \
{
{
i
|
I11. Pioglitazona ‘11
i
Pioglitazona es un agente de tiazolidinodiona quellltiene la
|
|
siguiente estructura quimica: '
|
o) |
15 ‘a
|
NH
\ S tt
o |
|
.
HCIl de pioglitazona es un agonista potente p‘lara el
|
20 receptor gamma activado por proliferador de pero*\isoma
{
|
(PPARYy). Los receptores PPAR encontraron en tejidos| tales
|
|
como tejido adiposo, musculo esquelético e higado. |
1
' {
Sin pretenderse limitarse a alguna teoria, se cons‘lidera
|
que la pioglitazona del agonista PPARy protege contﬁa, o]
|
25

{
30 manifestacién clinica de AD pueden comenzar afios, o incluso
- |

. . L
disminuye al menos algunos de los mecanismos patolégicos
|
|
implicados en la enfermedad de Alzheimer (AD), tal como la
i

|
disminucién en la actividad metabdlica observada en la etlapa

1
preclinica.

|

|

‘a

Los cambios patofisiolégicos que !

corresponden a! la

|
. - z {
décadas, antes de que aparezcan Ilos primeros smtorqas
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cognitivos, desarrollandose lentamente durante una fase

preclinica. En algunas modalidades, la administracion de
pioglitazona de dosis baja tal como se ensefia en la presente
invencion, puede proteger contra, o disminuir estos icambios,
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 funcién
mitocondrial neuronal, o para expandir el depésito mitclcondrial,
para tratamiento, tal como retardar o prevenir, el daﬁo’cognitivo
(por ejemplo, dafo cognitiVo del tipo de Alzheimer). En algunas
modalidades, se inicia el tratamiento antes de q|ue haya
ocurrido el dafo patolégico significativo y/o se dfetecte o]
|

La disfunciéon mitocondrial se considera que desempefia un

diagnostique dafo cognitivo.

papel importante en el hipometabolismo cerebral obs?rvado en
AD. La actividad metabdlica del cerebro, debido principalmente
a la actividad mitocondrial, disminuye u ocurre una eimtrofia de
cerebro no patolégica durante edades saludables (Curiati et al.
2011 Am J Neuroradiol 32: 560-565), aunque ocurre una
disminucién o atrofia metabdlica en un rango significativamente
mayor en AD de desarrollo temprano prodromal o sintomatico
(Familiar), en dafo cognitivo leve (MCIl), y en el chesarrollo
tardio de la enfermedad de Alzheimer (Reiman et aI‘. 1996 N
Engl J Med 334: 752-758; Mosconi et al. 2004 Fisychiatry
Research: Neuroimaging 130: 141 -151; Mosconi et al. 2005 J
Neurol Neurosurg Psychiatry 76:15-23; Mosconi et al. 2006 J
Nuc! Med 47: 1778-1786; Chetelat et al. 2008 Brain 131:60-71;
Mosconi et al. 2008 Annals of the New York Acaidemy de

Sciences 1147: 180-195; Mosconi et al. 2009 Neurology 72:

513-520; Mosconi et al. 2009 Eur J Nucl Med Mol Im‘aging 36:
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l
811-822; Villain et al. 2010 Brain 133: 3301-3314). Tambien se

ha descubierto que la actividad de enzima mitocond‘\rial sera

reducida en el hipocampo de pacientes AD a los que se les
' 1

practicé autopsia, y en plaquetas y fibroblastos en forma

l

relativa a sujetos cognitivamente normales (Mancuso etlal. 2010

Adv Exp Med Biol 685: 34-44). 1‘

La hipdtesis de que la perturbacién de Ila 1_funcién
mitocondrial es un evento muy temprano en la etiololgia AD,
ocurriendo posiblemente décadas antes de los sllintomas
clinicos, esta bien soportada (Castellani et al. 2002 Journal de
Neuroscience Research 70: 357-360; Bubber et al. 20051\ Annals
de Neurology 57: 695-703; Beal 2007 Mitochondrial l%iology:
New Perspectives 287: 183-192; discussion 192-1886; L’liang et
al. 2008 Physiological Genomics 33: 240-256; Liang et al. 2008
PNAS 105: 4441-4446; Jack et al. 2009 Brain 132: 13525-1365;
masira et al. 2010 Biochimica et Biofysica Acta (I!lBBA) -
Molecular Basis de Disease 1802: 2-10; Swerdlow et al. 2010 J

|
Alzheimers Dis 20 Suppl 2: S265-279; Cunnane et aI]. 2011

|
l

multiples regiones del cerebro, de genes implicados’en la

Nutrition 27: 3-20). Existen cambios en la expresién en

funcidn mitocondrial en individuos jévenes quienes estan en
riesgo incrementado de desarrollar AD debido al transpo\rte de
APOEe4 (Conejero-Goldberg et al. 2011 Molecular Psyc%hiatry

16: 836-847), y se ha medido Ila actividad metabdlica
1

relativamente disminuida, bioquimicamente, después <|:Ie la

muerte y con técnicas de generacién de imagen durante la vida,

en cerebros de personas cognitivamente normales quienes se

l

ha determinado que estan en riesgo incrementado de

|

desarrollar en forma tardia AD debido a historial familiar tde la
enfermedad o el transporte de al menos un alelo APOE&¢4 (Small

|
et al. 1995 JAMA 273: 942-947; Reiman et al. 2005 PNAS|{102:

|
U
|

\
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8299-8302; Mosconi et al. 2008 Annals of the Niew York

|
Academy de Sciences 1147: 180-195; Langbaum et tal. 2010
\

Arch Neurol 67: 462-468: Mosconi et al. 2011 Jo‘,yrnal de

l

Alzheimer’s Disease). |

|
El cerebro humano consume mas energia por gramo de
|

tejido en cualquier otro o6rgano, abarcando aproximadamente

. . |
una quinta parte de los consumos de energia total del cuerpo.
|
La glucosa es el principal combustible para el metabolismo del
\

C o
cerebro, con la mayor parte de la produccion de energia celular

|
ocurriendo en las mitocondrias. Las mitocondrias neuronales
|

generan trifosfato de adenosina (ATP) para poten\tciar la

liberaciéon de neurotransmisores y la captacién en las sinapsas,

l
para mantener gradientes de ién, para potenciar el transporte
l

de mitocondrias y axonal. Las mitocondrias también reg‘tulan la

. . . . |
homeostasis de calcio y la apoptosis, mientras que las

l

mitocondrias disfuncionales producen niveles incrementados de
- |

especies de oxigeno reactivos téxicos (Mattson et al.\ 2008

Neuron 60: 748-766). Algunos estudios sugieren qu‘le las

o
neuronas también utilizan lactato producido por la oxidac‘lién de

glucosa en astrocitos adyacentes (Pancani et al. 2011‘1 Cell

. N
Calcio 50: 548-558). Lactato se reduce finalmente a piruvato en
l
las neuronas, y posteriormente, igual que la glucosa, aliflnenta

la trayectoria de fosforilacién oxidativa en las mitocondrias‘i para
|
1
l
En algunas modalidades, los cambios en la acti‘\l/idad

metabédlica cerebral al momento de la administraciéon, ‘pu\eden

1
ser medidos para determinar la dosificacion y/o formas de
1

administracién 6ptimas de pioglitazona. La actividad metab‘?lica

producir ATP.

cerebral puede ser medida utilizando técnicas especializadas

|

conocidas en el arte incluyendo Generacién de Imagen de
{

Resonancia @ Magnética funcional (fMRI1), siendo la

|
1
l
l
l
1
t
I
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implementacién mas comun en la fMRI] Dependiente de Nivel de
|
Oxigeno en la Sangre (BOLD), y la Tomografia de Emisién de

|
['®F]-fluorodesoxiglucosa-Positron (FDG-PET) (Jack et al. 2000

Neurology 55: 484-490; Whitwell et al. 2007 Brain 1%0: 1777-

1786). Las fMRI BOLD mide la proporcién de desoxihemoglobina

|

a oxihemoglobina; pequefios incrementos en |la iactividad

l
l
incrementada para el suministro de oxigeno durante la

1
vasculatura cerebral, dando como resultado una sefial fMRI

neuronal regional dan como resultado una demanda regional

incrementada en el area. Por lo tanto, BOLD proporcillona una
medida indirecta, aunque sensitiva de actividad neuroﬁal. Una
medida cuantitativa de captacion de glucosa, el rango
metaboélico cerebral de la glucosa (CMRglu), puel‘lde ser

calculado con FDG-PET. |

|

Cunnane et al., al revisar un cuerpo de literatura
|
sustancial en los estudios FDG-PET de MCIl y AD, concluyé que

' |
el rango metabodlico cerebral global de glucosa (CM}Rg) se
reduce en aproximadamente 20 a 25 % en pacien'ltes AD
después de la correccidén de la atrofia cerebral. (Cunnane et al.,

supra). Los descubrimientos FDG-PET mas consistentes en AD,

son CMRglu reducido en la corteza entorhinal y el hipocllampo -

dos regiones que son afectadas en forma mas temprana por AD
|

- que progresa a la corteza de Cingulato posterior,| areas

l

temporoparietales, precunos y corteza prefrontal como los

avances de la enfermedad (During et al. 2011 Neurollogical

|
Sciences 32: 559-569; Filippi y Agosta 2011 Journal de

Alzheimers Disease 24: 455-474). El metabolismo de gl!ucosa
cerebral reducido _también puede ser apreciado antes llde un
diagnéstico de AD, en etapas muy tempranas de disminucién
cognitiva, asi como en regiones del cerebro sensibles a I\/l!CI en

AD, empeorando la magnitud y el grado de hipometabc[l)lismo

1
l
1
l
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|

conforme disminuye la cognicién (Caselli et al. 2008]' Arch

Neurol 65: 1231-1236; Nishi et al. 2010 J Neuroimaging 2;01 29-

|

36; Chetelat et al. 2008, supra).
Un estudio longitudinal demostré que, para personas que
|

l

progresan de cognicién normal a diagnéstico clinico de MCI
amnésico, tuvo una correlacién entre la disminucién en
cognicién y la reduccién en el metabolismo en re!giones
cerebrales conocidas por Ser afectadas preferentemen{te por
AD. Esta disminucién en las regiones sensitivas AD del ce"-rebro,
no fue evidenciada en un grupo de personas similar quienes

mantuvieron una cognicién 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 Ab (por
ejemplo, con historial familiar de AD, un transportac‘!ior de
APOEe4, o individuos <con AD familiar, de des;arrollo
presintomatico temprano), tienen metabolismo a la g"lucosa
reducido en regiones del cerebro sensibles a la patologia AD
relativa a los que estan sin estos factores de riesgo (Sqnall, et

al. 1995, supra; Reiman et al. 1996, supra;, Reimah 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 redu:cido en
regiones del cerebro afectadas por AD, pueden ser uno de los
cambios patofisiolégicos mas tempranos y/o indicadore‘s de la

futura enfermedad en los que estan en riesgo de desarrgollar 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 Ialsangre

(BOLD), se puede utilizar para visualizar y medir la a:ctividad

|
|
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|
neuronal durante las tareas, por ejemplo, tareas cognitjvas, 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 actiQa durante el
estado en reposo en vigilia, pero inactiva durante un% tarea
(Pihlajamaki and Sperling 2008 Future Neurology 3: 499—421;
Huettel y Larry 2009 Encyclopedia de Neuroscience 27;3-281').
La actividad neuronal incrementa el metabolismo y la d[emanda
regional de glucosa y oxigeno, lo cual estimula el ﬁlujo de
sangre a las regiones activas del cerebro. Esta es la regpuesta
hemodinamica (el producto del flujo de sangre cerebral I‘Iocal, el
rango metabdlico cerebral de oxigeno y el volumen del sangre
cerebral) que se visualiza mediante fMRI BOLD, que{l: €s 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—9810; 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 r‘iesgo de
AD, y disminuye en forma adicional conforme prog’resa AD
(Filippi y Agosta 2011, supra). Algunas de las tareas u]tilizadas
pueden desafiar las funciones cognitivas de orden superior que
se ven comprometidas en forma temprana en el proce;so de la
enfermedad, incluyendo memoria de episodios y de tr‘abajo. La
sefial fMRI BOLD cambia en forma mas temprana en ]el I6bulo
mediotemporal (MTL), incluyendo el hipocampo, vy Ijas redes
heuronales conectadas que son requeridas para chificar o]
recuperar la memoria (Pihlajamaki y Sperling 2008, s'upra). La
actividad neuronal reducida también es evidente j!en MTL,
particularmente en regiones del hipocampo, de ifndividuos

jovenes y mayores cognitivamente normales quienes ' estan en

|
|
|
!
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riesgo incrementado en desarrollar AD (Pihlajamaki y S’perling
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I
2008, supra; Filippi y Agosta 2011, supra; Wu et al. 2009[3 J Cell
Physiol 220: 58-71; Jones et al. 2011 Neurology 77:] 1524-

1531), y la magnitud de la sefial fMRI BOLD en lal regién
l

cortical posteromedial, esta asociada con el desempefio de
I

memoria de episodios verbal en sujetos mas grandes
|

cognitivamente normales, y se disminuye conforme los |sujetos
progresan de dafio cognitivo a demencia AD (Pihlajamal’(i 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 éstudios
fMRI v FDG-PET del cerebro en su estado en reposo, indican
que la conectividad funcional entre las regiones especif‘icas del
cerebro son cada vez méé alteradas conforme progres[a MCIl vy
AD (Reiman et al. 1996, supra; Filippi y Agosta 2011, SL,.Jpra; Jin
et al. 2012 Magnetic Resonance Imaging 30: 48-61). BVO‘LD-fMRI
ha probado ser un método particularmente util para h\edir la
conectividad funcional en el cerebro humano y en cere‘ebros de
otras especies, por ejemplo, ratas. Biswal et al., reconocié en

[

el afio de 1995, que habia una correlacion temﬁ)oral de

fluctuaciones de baja frecuencia del flujo de s.angre y

oxigenacion, medida mediante fMRI, en regiones delj 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 ceerro esta

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; Yama‘Saki et al.
2012 Neurology Research International 2012). En A.D, se ha

observado la conectividad funcional alterada entre! regiones

|
|
|
|



10

15

20

25

30

53

|

cerebrales o sistemas requeridos para procesos cognitivos de

!
{
orden superior, incluyendo en DMN y los sistemas implicaélos en
!
la atencion. (Yamasaki et al. 2012, supra). La actividad en
!
reposo disminuida en DMN en regiones del cerebro equ’cificas

. . .I'
- por ejemplo, entre la corteza de singulato posterior y la
{

. .’ I.
. corteza temporal o hipocampo, y entre la regién subcortical, el

{

talamo, y un numero de regiones corticales - ha sido re{lportada
!
' !
para pacientes AD y MCI| (Wang et al. 2011 European Joﬁurnal de

!
Radiology). En contraste, existe una conectividad func;'ional en

1

el estado de reposo incrementada en las regiones I{frontales
entre las regiones frontales de DMN y las partes fronl,'ltales del
cerebro en AD y MCI (Wang et al. 2006 Neurolmage;31: 496-
504; Zhang et al. 2009 Behav Brain Res 197: 103-108).;;

l

Hasta ahora, no ha sido factible predecir que,’lpersonas
{

!

tienen méas probabilidad de desarrollar estos| cambios
!
|

l

patofisioléogicos, los cuales pueden conducir a dafo c{ognitivo, y

!

finalmente a demencia de Alzheimer. EI genotipc{b’ 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 cognitivq’ del tipo de-

I

. . . . ]
Alzheimer y proporcionar la oportunidad de intervenir en la fase

{

|
temprana de esta enfermedad progresiva y devastadora.

!

{

PPARy es un factor de transcripcién nuclear, I;’activado por
{

ligando que afecta muchas trayectorias impliqfadas en la
|

etiologia de AD (Landret et al. 2008 Neuroterape;’utics 5: 481-
I

|
489). Sus acciones biolégicas incluyen la modulacién de la
i
[
expresiéon de gen inflamatorio y la regulacién del metabolismo
!
|

de glucosa y lipidos, ambos de los cuales son no,'rmales de AD.
!

PPARy también tiene efectos directos en la funcién mitocondrial

[

y produccién ATP. Muchos lideres en la investibacién de AD,

creen que la disfuncién mitocondrial desemplefia un papel
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1

significativo en el hipometabolismo cerebral observado,’en AD.
I
El receptor PPARY se activa mediante ligandos egndégenos

1
y a través de un nimero de agentes farmacolégicos incluyendo
!

farmacos de la clase de tiazolidinodiona (TZD). :

t
La Pioglitazona es comercializada para el tratamiento de
I

diabetes tipo 2 (Actos™), y trata la resistencia a insul(ina qué es
l

el sello caracteristico de la diabetes tipo 2 incremfantando la
sensibilidad de los tejidos, particularmente el higadof, musculos
y tejido adiposo, a los efectos de la insulina (Olefsk)l/ 2000 The
Journal de Clinical Investigation 106: 467-472). 'I"ZDM y la

. . . . . !
intensidad a insulina son factores de riesgo para desarrollar
r

AD, y los pacientes diabéticos que llevan APOEsI]4 estan en
|
riesgo particular (lrie et al. 2008 Arch Neurol!!65: 89-93;

Ronnemaa et al. 2008 Neurology 71: 1065-1071; B"ruehl et al.
|
2009 Journal of Clinical y Experimental Neuropsy{’chology 32:

. |
487-493). Los cerebros de pacientes AD que se |les practicé
!

autopsia, tienen niveles de insulina, y receptor d,’e insulina y

|

IRS-1 mARN marcadamente inferiores que los I[cerebros de
1

. . . [ .
control, en forma consistente con una intensidad a insulina o
|
fenotipo diabético que conduce algunos a caracteri’fzar AD como

I
diabetes tipo 3 (Steen et al. 2005 J Alzheimers Dis 7: 63-80).
1

Los receptores de insulina se encuentran a lo largo del cerebro

I
humano, y estan en concentraciones particularmente altas en el
| .

hipotalamo, cerebelo, y corteza, y PPARy vy su} coactivador,
receptor de retinoide X (RXR), también se exl’lpresan en el
cerebro, incluyendo en el hipocampo y corteza (Irf;estrosa et al.
2005 Experimental Cell Research 304: 91 —104;;Gofflot et al.
2007 Cell 131: 405-418; Morales-Garcia et al. 2161 1 GLIA 59:
293-307). El receptor PPARY expresa en asctrocit;‘os y neuronas,
y el nivel de proteina es reducido en un ~40%[’!en lisados de

cerebro postmortem de pacientes AD.

I
I
!
!
|
|

|
[
I
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|
|
!
!
|
!
!
!
!
!

Pioglitazona mejora la intensidad a insulina neuronal (Liu
f
et al. 2010 European Journal de Pharmacology 629: 153-158), y
las concentraciones tan bajas como de 1 nM, reducen
. !

-« .I » »
significativamente la muerte celular debido a la privacion de
1

glucosa, posiblemente debido a que la pioglitazona produce
|

C . . . ! .
proteccion contra hipoglucemia, incrementando ellf contenido
|

mitocondrial y/o modulando la estructura mitocondrial. EI
!

farmaco también incrementa la expresion de NRFA1, TFAM 1
!

|
(factores de transcripcién requeridos para ' biogénesis

mitocondrial), y ucp-2 (requerido para remodelado

i

i

i

!

mitocondrial) (Miglio et al. 2009 Neurochemistry IIrnternationaI
{

55: 496-504). }

] I
Se han reportado efectos benéficos de piolblitazona en

i
modelos de AD de ratén transgénico, y en modelo /de ratones y

ratas de neurodegeneracion y lesién cerebral. |Los efectos

pioglitazona,

!
{
!
!
|
benéficos reportados en el tratamiento con |
|
|

incluyen la reduccién de la carga de la placa amiloide en el
|

cerebro en modelos de ratén transgénicos de AD,Ifutlllzacmn de
i

glucosa de cerebro y funcion cerebrovascular incrementadas,

I
!

inflamaciéon cerebral reducida, tensién oxidativa disminuida,
|

1
mejoria de los deficits de aprendizaje y memorias relacionados
|

con la patologia y neurogénesis incrementadd en animales
:
i

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. 20(j)8 Journal de
|

Neuroscience 28: 9287-9296; Kaur et al. 20091’Fundamenta| &
|

Clinical Pharmacology 23: 557-566; Robertfs et al. 2009

|

Experimental Neurology 216: 459-470; Glatz et.,al. 2010 Journal
|

de Hypertension 28: 1488-1497; Nicolakakis )Il Hamel 2011 J

{

!
Cereb Blood Flow Metab 31: 1354-1370; Morales-Garcia et al.

4
i
!
|
i
|
|
!
!
i
I

b\
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2011, supra; Zhang, Xu et al. 2011, supra). Pioglftazona
i

i

también mejoré la cognicion e hiperinsulinemia, y m(-;-‘joré el

1

!
flujo de sangre cerebral regional en pequefas pruebas clinicas
!

controladas con placebo de pacientes diabéticos con Alj o dafo

{

{
cognitivo leve (Hanyu et al. 2009 Journal de te A’merican
Geriatrics Society 57: 177-179; Hanyu et. al. 2010 J An‘H Geriatr

Soc 58: 1000-1001; Sato et al. 2010 Neurobiology de /,\ging 32:

1626-1633). ;
La dosis de pioglitazona de 15 mg, 30 mg ,’Iy 45 mg

comercializada, es adecuada para dosificar diabetes ti;’po 2,y es

1

segura y eficaz para el tratamiento de esta enferm{?edad. Las

dosis de pioglitazona de nivel de diabetes, han sidol(l utilizadas

en pequenos estudios clinicos de enfermedad def Alzheimer
i

(Hanyu et al. 2009 Journal de te American Geriatr;’ics Society

|

57: 177-179; Hanyu et al. 2010 J Am Geriatr Soc 58:f1000-1001;
|
/

Sato et al. 2010 Neurobiology de Aging 32: [(1626-1633).

|
|
|
Ademas, en una prueba clinica reciente para el trg’tamiento de
!
Alzheimer utilizando una diferente tiazolid;’inediona -
[
l
rosiglitazona - se utilizé la dosificaciéon del férmacg‘) de diabetes
!
l
tipo 2 (Risner et al. 2006 Pharmacogenomics Joyrnal 6: 246-

{
254; Gold et al. 2010 Demencia y Geriatric Cognifive Disorders

!

30: 131 -1486).

!

Sin embargo, puede ser preferido limitar la] exposicion al
{
!
. . .. { . .
farmaco, si se puede lograr lo suficiente el efecto y la eficacia
!
{

farmacodinamica requerida en una dosis inff'arior, para la

!

poblacion de pacientes proyectados. En e,’éta forma, Ila
!

1

N !
frecuencia de eventos adversos raros o no comunes, puede
{
1
reducirse en forma adicional, mejorando delfesta forma la
|
. |
seguridad. !
{
{
{

Tal como aqui se ensefia y tal como se demuestra a traves

i

de los resultados del estudio BOLD pres‘éntados en los

!

i

!
!
|
i
i

{

{
{
!
!
!
i
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|

r
Ejemplos que se encuentran a continuacién, se ha descubierto
{

!
sorprendentemente que las dosificaciones significativamente
!

inferiores a las utilizadas en el tratamiento de diabete# tipo Il

{

(es decir, pioglitazona de dosis baja) dan como resultado un

I

i
cambio en el metabolismo del cerebro y por lo tanto pueden ser

l

efectivas en el tratamiento de enfermedad de AI;theimer,

{

incluyendo el retraso del desarrollo de la disminucién icognitiva
[
!

(por ejemplo, dafio cognitivo del tipo de Alzheimer).

|

|

|
V. Formulaciones y Modos de Administracioén 11
{

3

. .. . i
La presente invencién proporciona un nUumero de
!

{

formulaciones de producto de farmaco de pioglitazona de dosis

!
!

baja utiles de acuerdo con los métodos de la' presente

{

invencién, incluyendo pero sin limitarse a una formulacién de
i

i
baja intensidad (LS), una formulacién de tableta de
|

desintegracion oral (ODT), una formulacién liquida, una

|
|
formulacion de suspensiéon, una formulacién l?asal, una
!

formulacion de liberacion oral inmediata, modificadd controlada
i

1
o extendida, una formulacién transdérmica, una ;formulacic’m
!

.z . . . . . |

rectal, una formulacién tépica o una formulacién |ny§ctable.
{

(a) Formulacion de Baja Resistencia (LS)

|
|
|
. .« - .I
La presente invencién proporciona formulaciones LS de
[

pioglitazona de dosis baja, por ejemplo tal como sc—lzl 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 invencion como

{

referencia. La preparaciéon recubierta de la presente invencién,
. |

|
comprende un centro que comprende un acido organico
!

. . L. . |
farmacéuticamente aceptable con solubilidad erp agua a una
|

temperatura de 20°C no mayor a 10 mg/mL y pK,s (un logaritmo
i
!

comun negativo de la primera constante de disociacién de acido

Kas1) @ una temperatura de 25°C no mayor a 5,;’y una capa de
!

i
|
{
!
|
i
i
!

{

o
%
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!
!
i
!
!
!
!
!
!
[
!
!
!
1
!

recubrimiento que comprende pioglitazona o una sal de la

{
{
{
!
I

misma.

La preparacion recubierta de la presente invencion, puede

[
{
ser una preparacion simple que tiene un centro y una [capa de
!
!
recubrimiento, o una recoleccion de preparaciones que tienen
{

!

cada una un centro y una capa de recubrimiento. Ad#emés, la

{

., !
preparaciéon recubierta de la presente invencion puede ser una
{
. !
capsula producida mezclando una recoleccién de preparaciones,
i

1
que tienen cada una un centro y una capa de recubrimiento con
!

{

aditivos, segun sea necesario, y el llenado de la capsiula con la

mezcla.

!

i

!

!

|

Ademéds, la preparacion recubierta de la] presente
!

|

invencion puede ser una tableta o pastilla producida mezclando

{

|
. g . . |

una recoleccién de preparaciones que tienen cada una un
{

. . i !
centro y una capa de recubrimiento, con aditivos y;moldeando
1

|
por compresion la mezcla. ]

|
|
|
El centro de la preparacién recubierta de "la presente

i
invencion, puede consistir unicamente en un a’ci!fdo organico
|

. . - | .
farmacéuticamente aceptable, con solubilidad en agua a una
|

temperatura de 20°C no mayor a 10 mg/mL y uné pKzi a una

{

. |
temperatura de 25°C no mayor a 5. Alternativamente, puede
!

[
. s . ey .l P
consistir en una composicion de un aculrdo organico
!
|

farmacéuticamente aceptable con solubilidad en agua a una
|

temperatura de 20°C no mayor a 10 mg/mL vy urﬁa pKszs a una

{

temperatura de 25°C, no mayor a 5 y, por ejem"lplo, el aditivo
{

{
gue se menciona mas adelante, y similares. ,,‘
{

El acido organico contenido en el centro de la preparacion

recubierta de la presente invencién, es un /@Acido organico
!

!
farmacéuticamente aceptable con solubilidad en agua a una

{

temperatura de 20°C no mayor a 10 mg/mL/ y pKs; a una

temperatura de 25°C no mayor a 5. La solubi!idad en agua a

A
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una temperatura de 20°C es preferentemente no menor 50
mg/mL, mé&s preferentemente no menor a 100 mg/mlL. La
solubilidad en agua a wuna temperatura de 20°C|, es

preferentemente no mayor a 2000 mg/mL. La pKsy a una

temperatura de.25°C, es preferentemente no mayor a 5. mas
preferentemente no mayor a 4. La pK,qs es preferentemente no
menor a 1. Se prefiere un acido organico con solubilidad en
agua a una temperatura de 20°C no menor a 300 mg/mL y una
pKs; una temperatura 25°C no mayor a 4.

Los ejemplos especificos del acido organico incluyeh uno
o mas de acido citrico, acido tartarico, acido malico y acido
ascérbico, y similares. El acido organico puede ser cualq}uiera
de hidrato y sal de acido. Ademas, el acido 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 paéo de
produccion de la preparacion de la presente invencién, |y en
virtud de la acidez. |

En la presente especificacion, el acido citrico ingcluye
monohidrato de acido citrico y acido citrico anhidrido.

En la forma del acido organico, son preferibles el écido
citrico, acido tartarico y acido malico, y el acido clitrico
(particularmente acido citrico anhidrido) es mas preferible como

un aditivo farmacéutico.

El tamafo de particula promedio del &cido organico

generalmente es de 100 a 1500 uym, preferentemente 300 a 800
|
um. El tamafio de particula promedio se mide, por ejemplo,

utilizando un aparato de medida de distribucién de particulas de

difraccion laser (por ejemplo, aparato de medida de distrib| cion

de particulas SYNPATEC HELOS-RODOS). |

Aunque el tamafo de particula promedio del centro varia

4
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|
dependiendo del tipo de preparacién recubierta de la garesente
invenciéon, generalmente es de 100 a 1500 pm, preferer}'temente
300 a 800 uym. |

El centro de la preparacién recubierta de Ia Fresente
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
preparacién recubierta de la presente invencié!n varia
dependiendo. del tipo de acido organico 'y s_.imilares,
generalmente es de 20 a 95 partes en peso, preferente'mente 40
a 80 partes en peso, por 100 partes en peso de la pre’paracién
recubierta. ' .

Con respecto a una pioglitazona o una sal de!l mismo,
utilizada para la preparacién recubierta de la jpresente
invencioén, los ejemplos de la sal de pioglitazona inclu3;/en sales
farmacéuticamente aceptables, tales como sales an acido
inorganico, sales con acido organico, sales con aminoacido
acidico y similares.

Los ejemplos preferidos de sales con acido inorganico

incluyen sales con acido hidroclérico, acido hidrobrémico, acido

citrico, acido sulfurico, acido fosférico y similares.

Los ejemplos preferidos de las sales con acidol organico
incluyen sal con acido foérmico, acido acétic!o, 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 y
similares.

Ademas, la pioglitazona puede ser cualquiera de

!
|
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anhidridos o hidratos, y la pioglitazona puede ser etiquetada en
forma adicional con un isotopo (por ejemplo,®H, '*C, 353, '25)) y
similares. .

La pioglitazona o una sal farmacéuticamente aJ:eptabIe del
mismo, es preferentemente clorhidrato de pioglitazona.

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

En la preparacion recubierta de la presente invencién, el
tamafo de particula promedio de la pioglitazona y una sal del
mismo, que sera utilizada como material de partida, es
preferentemente de 0.5 a 50 ym.

Al adoptar dicho tamafio promedio, se puede bbtener una
preparacién recubierta de pioglitazona o | una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene disolucién

superior.
El tamafo promedio preferido antes mencionado se aplica
a pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo como el material de partida. El material de partida puede

comprender un producto pulverizado obtenido mediante
pulverizacién durante el proceso para producir la ipreparacic’m
recubierta, o un producto pulverizado mezclado obtenido
mediante pulverizacién junto con un excipiente (por ejemplo,
celulosa cristalina) o similares. EI tamafio promedio de
pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptabl'e del mismo
puede cambiar mas alla del rango anterior durante| un proceso
de produccién de la preparacién recubierta de la presente
invencién, o un proceso de conservacién de [a ipreparacion

recubierta después de la producciéon, mediante la lcoagulaciéon

de pioglitazona o una sal del mismo. La pulverizacion se lleva a

- cabo utilizando una maquina para elaborar una formulacién tal
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|

como un mortero, un molino de chorro, un molino de martillo, un

r

molino de colador (P-3; Showa Kagaku Kikai Kosakusho Co.,
!

Ltd.) o similares. |

Tal como aqui se utiliza, el tamafo promedio significa, un

|

tamafo de particula que se divide en particulas crudas vy
|

particulas finas en un 50% con base en la distribucijén de peso

o distribucién de numero. El tamafo promedio ]puede ser

|

medido, por ejemplo, mediante un aparato de medida de

distribucién de tamafo de particula de difracciénl laser (por
ejemplo aparato de medida de distribucidn d(ia particula
SYNPATEC HELOS-RODOS). | ]1
La capacidad de dispersién de pioglitazona]‘ o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, que.tiené el tamaino
promedio deseado antes mencionado, se define prechrentemente
a través de particulas no mayor a 0.1 uym que estér!i contenidas
en no mas del 10% de la cantidad total, y particulas{no menores
a 1000 um que estan contenidas en no mas dell) 10% de la
cantidad total. El limite inferior del mismo, genejralmente es
definido por particulas con un tamafio no mayor a~0.1 Mm que
estan contenidas en no menos del 0.1% de la cantidad total, vy
particulas con un tamafAo no menor a 1000 prrlﬁ que estan
contenidas en no menos del 0.1% de la cantidad tot’al.
o una sal

|

farmacéuticamente aceptable del mismo en Ia]preparacién

Aunque el contenido de pioglitazona

recubierta de la presente invencidén, varia depen’diendo de la
forma de dosificacion, la dosis y similares de Ial- preparacion
recubierta, generalmente es de 0.01 a 30 partes en peso,
preferentemente 0.5 a 25 partes en peso, preferéntemente en
forma adicional 0.5 a 20 partes en peso, por 100 plartes en peso
de la preparacidén recubierta. .

. . ] .
En la preparacién recubierta de la presente invencién, una

|

l
|
|

3
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|

|

|
proporciéon en peso de pioglitazona y el a’cid‘]o organico
farmacéuticamente aceptable antes mencionado es
preferentemente de 1:4 a 1:100, mas preferenter’nente 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 preparacidén recubierta de la presente iinvencién, la
cantidad de la ~capa de recubrimiento quel comprende
pioglitazona o una sal del mismo que sejra' utilizada

generalmente es de 5 a 205 partes en peso, prefere:ntemente 10

a 100 partes en peso, mas preferentemente 20 a 90 partes en

|
|

La preparacién recubierta de |la presen‘te invencion

peso, por 100 partes en peso del centro.

contiene preferentemente celulosa o un derivado d;e celulosa en

una capa de recubrimiento. De éstos, es preferiblé un derivado

|
i

El derivado de celulosa es una celulosa ern donde una

de celulosa.

parte de la molécula de celulosa es sustituida por’otro’s atomos
o grupos funcionales. Los ejemplos del derivadq') de celulosa
incluyen hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo r;LiveI (L-HPC),

hid'roxipropilmvetiIc_:elulosa, metilcelulosa, ftalato de

|

hidroxipropilmetilcelulosa, succinato de ]acetato de
hidroxipropilmetilcelulosa y similares. De estos, lfse prefiere la
hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo nivel. Mélls preferida es

la hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo nivelique tiene un

contenido del grupo hidroxipropilo de 5 a 16%len peso (por
ejemplo, LH-11, LH-21, LH-31, LH-22, LH-32, LH-,;'?O, LH-30, LH-

r
33 (nombres comerciales, fabricados por Shin-Etsu Chemical

|
|

l‘osa en la capa

de recubrimiento de la preparacion recubierta de la presente
|
|
|

Co., Ltd.) etc.) y similares.

El contenido de celulosa o derivado de celul
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invencién, generalmente es de 0.5 a 70 partes en peso,

preferentemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 50

partes en peso, mas preferentemente de aproximédamente 2 a
aproximadamente 30 partes en peso, por 100 partés en peso de
la capa de recubrimiento. | ]

Ya que la celulosa o un derivado 'de <celulosa
(preferentemente un derivado de celulosa) es;té contenido
preferentemente en la capa de recubrimiento, Ia preparacién
recubierta de la presente invencidn tiene una construccidon que
constituye una capa de recubrimiento, que comprende celulosa
o0 un derivado de celulosa como un esqueleto, y se méntiene en
un solvente acuoso, en donde la pioglitazon:a 0 una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se disuelve en un acido
organico (solucién) en la construccién para |[producir una
solucién acuosa. Como resultado, la preparacién|recubierta de

la presente invencién, en comparacién con las 'preparaciones

convencionales, puede incrementar en forma remarcada Ila

concentracién en sangre maxima y la AUC de pioglitazona

después de la administracién, y disminuir en forma marcada la

desviacién estandar relativa interindividual (RSD).en AUC.
Ademas, ya que la preparacidén recubierta <I:ie la presente

invencion tiene una construccidon que constituye una capa de

recubrimiento, que comprende celulosa o0 un| derivado de
celulosa, como un esqueletd, y se mantiene en un solvente
acuoso, en donde l|la pioglitazona o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo se disuelve en un 4acido organico
(solucion) en la construccién para producir |una solucién

acuosa, puede incrementar la biodisponibilidad en comparacion

con preparaciones convencionales. Especificamente, la
biodisponibilidad de la preparacién recubierta c;ie la presente

invencion excede el 75% cuando la preparacién se administra a

|

B X
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|

|
perros. i
!

En la presente especificacién, la biodisponfibilidad puede

ser determinada, por ejemplo, dividiendo la AU¢ en el tiempo

!

. . . . . | .
de administracion no intravenosa de una cantldgd determinada
!

!
de pioglitazona, entre la AUC en el momento de Ia
. !

- - - » . . ! .
administracion intravenosa de la misma/ cantidad de
!

pioglitazoné. Por ejemplo, cuando la biodispo(‘nibilidad de un
| .

producto de farmaco de liberacién inmediata de,fl pioglitazona de

{

!
dosis baja de la presente invencién, se administra en forma oral

!

[
para ser calculada, la formula puede ser como la siguiente:
’ |

Biodisponibilidad (%)=(AUC de administra,’lci()n oral/AUC de

administracién intravenosa)x100.

i
!
|
i
{
Cuando pioglitazona se disuelve en la ¢onstruccién para
!
i

producir una solucién acuosa, se puede proporcionar un efecto
I

similar al logrado por la administraciéon de Ia,,', solucién, lo cual
se espera que incremente la concentracion e;’ln sangre maxima,
la AUC y la biodisponibilidad. l,’l

Aqui, el solvente acuoso en Ia prese{’lnte especificacién

l
incluye agua, amortiguador KCI--HCI (por eje{’mplo, amortiguador
{

KCI--HC!| en pH 2.0), amortiguador de Mcll}’/aine (por ejemplo,
{

amortiguador de Mcllvaine en pH 2.2, pl-lfl 2.5 o pH 3.0) y
!

similares. La construccién que constitL;’lye una capa de

{
N . - |
recubrimiento, que comprende un derivado Fle celulosa como un
{

esqueleto y se mantiene en un solven;’te acuoso significa
!

especificamente, por ejemplo, que la construccion esta presente
{
i

durante no menos de 10 minutos, prelt'ferentemente en un

|
amortiguador KCI--HCI (pH 2.0, 900 mL)‘fbajo condiciones del

|

Método de Paddle (50 rpm), mas prq’ferentemente en un
' |

amortiguador de Mclivaine (pH 2.2, 900 ml/) bajo condiciones del
|

Método Paddle (50 rpm), aun m:;'tslxr preferenfemente en

!

amortiguador de Mcllvaine (pH 2.5, 900 ml) bajo condiciones del

|
-
!
i
|
!
!
!
!
!
{
i
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!
|
!
!
!
II
I
I
!
!
I

Método Paddlie (50 rpm), particularmente, prefeqentemente en
|

amortiguador de Mcllvaine (pH 3.0, 900 mL) bajo condiciones
|

i
del Método Paddle (50 rpm). !
i
i

El Método de Paddle - en la presente 'especificacion
{
|
significa la medicion de acuerdo con la Farmacdpea Japonesa,

14° Edicidn, General Tests, Dissolution Test Metfhod 2, a menos
|
que se indique de manera particular. ’

|
!
La preparacién recubierta de la presente invencién puede
!

ey . aqe |
contener aditivos convencionalmente utnhzadolrs en el campo
[
técnico de la formulacién de preparaciones. Los ejemplos del
i
. {
aditivo incluyen excipiente, desintegrante, enlazador,
i
lubricante, colorante, regulador de pH, tensoactivo,
!
!
estabilizador, corrector, edulcorante, saborizante, deslizante,
|
. e o
agente antiestatica, agente de proteccmnfl contra la luz,
{
|

antioxidante, agente de reduccion, agente; de quelacién vy
!

-« . - - . -« I -
similares. Estos aditivos se utilizan en una c;antndad empleada
|

. . . | .y
convencionalmente en el campo técnico de |la formulacién de
|

|
preparaciones. Ademas, estos aditivos pueden ser utilizados en
|

C s . ! .
una mezcla de dos o mas tipos de los mismosien una proporcion

|
1
adecuada. |
i

Los ejemplos del excipiente incluyen “Isaca'ridos; celuiosa
|
cristalina; almidones tales como almidén d:é maiz, almiddén de
papa, almidén de trigo, almidén de arroz, a[!mid'én parcialmente
[
pregelatinizado, almidoén pregelatinizado,f almidén poroso,
dextrina, almidén de carboximetilo y similari—:‘s; 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,

!
|

6xido de magnesio, fosfato de calcio, ?arbonato de calcio,
|

sulfato de calcio. !

|

!
Los ejemplos de sacaridos incluyen azucar, azucar de

!
i
]
!
i
!
!
I
!
{
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almidén, lactosa, miel y alcohol de azucar. Se pueden utilizar
dos o0 mas tipos de estos sacaridos en una mei&cla en una
proporcién adecuada. 1

Los ejemplos de sacaridos incluyen azuUcar, azucar de
almidén, lactosa, miel y alcohol de azlcar. Se pueden utilizar
dos o0 mas de estos tipos de sacaridos en una me!zc!a en una
proporcién adecuada.

Los ejempios de azucar incluyen sacarosa, azucar blanca

blanda, sacarosa de glucosilo [azucar de acoplamiento (nombre

comercial)], fructooligosacarido y palatinosa.

Los ejemplos de azucar de almidén incluyien glucosa,
maltosa, jarabe de almiddén pulverizado, jarabe ?e almidén,
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 azucar incluyen sorbitol,
manitol (especificamente, D-manitol), maltitol, |jarabe de

glucosa hidrogenado, xilitol, paratinosa reducida y eritritol.

Los sacaridos son preferentemente alcohol [de azducar,

azucar de almidén y sacarosa, mas preferentemente manitol,
trehalosa y sacarosa. De estos, son preferibles el manitol y la
trehalosa. Desde el aspecto del cambio de color so:Lpresivo de
la preparaciéon (especificamente el cambio de 1color bajo
condiciones de conservacién)., en la preparacién reéubiérta de
la presente invencién, la capa de recubrimiento contiene
preferentemente manitol o trehalosa. ]

Cuando se utilizan sacaridos para la qreparacién

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
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partes en peso de la preparacién recubierta.
Particularmente, cuando la preparacién recuLierta de Ia

presente invencion contiene manitol o trehalosa, f—:‘l contenido

peso, mas preferentemente 5 a 30 partes en peso, por 100

de manitol o trehalosa es preferentemente 5 a 40 partes en
partes en peso de la preparacién recubierta. ]

Los ejemplos de celulosa cfistalina incluyeien CEOLUS
KG801, KG802, PH101, PH102, PH301, PH302, P]H-FZO, RC-
A591NF (nombres comerciales, fabricados por Asahi Kasei
Chemicals Corporation), inciuyendo 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-S:F (nombre
comercial, BASF JAPAN LTD.); Poliplasdona XL, XLl-10, INF-10
(nombre comercial, ISP JAPAN LTD.)], hidroxipropilcelulosa
sustituida de bajo nivel [preferentemente hidroxipropilcelulosa
sustituida de bajo nivel que tiene un contenidoi del grupo
hidroxipropilo del 5 al 16% en peso, tal como LH-11,1LH-21,. LH-
31, LH-22, LH-32, LH-20, LH-30, LH-33 (nombre comercial,
fabricado por Shin-Etsu Chemical Co., Ltd.) etc.], lalmidén de
hidroxipropilo, almidén de maiz y almidén plqrcialmente
pregelatinizado. ' 1

Cuando se utiliza un desintegrante para la ﬁreparacién
recubierta de la presente invencién, el cont?‘enido del
desintegrante es por ejemplo, de 0.5 a 50 partes‘_ en peso,
preferentemente 1 a 25 partes en peso, por 100 parttes en peso
de la preparacién recubierta. 1

Los ejemplos de "~ enlazadores - incluyen

|

A
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hidroxipropilcelulosa [preferentemente HPC-SSL, SL, L (nombre
comercial, NIPPON SODA CO.,} LTD.)],
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 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- ;tsvu Chemical
Co., Ltd.) etc.], macrogol, dextrano, alcohol poliviﬁilico y pasta
de almidén. De éstos, es preferible la hidroxipropilct:elulosa.
Cuando se utiliza un enlazador para Ia5 preparacién
recubierta de la presente invencién, el contenido del enlazador
es por ejemplo de 0.01 a 50 partes en peso, pre!ferentemente
0.1 a 10 partes en peso, por 100 partes en peso de la

preparacidon recubierta.

Los ejemplos de lubricantes incluyen 4acido esteéarico,
estearato de magnesio, estearato de calcio, talc&, 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 amariII!o (6xido de
hierro amarillo), triéxido de dihierro (6xido de hierro rojo),
riboflavina, éster 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

2%
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|

mismo, fenolftaleina, 6xido de titanio, licopeno, beta-caroteno.
l

Los ejemplos de regulador de pH incluyen sal ide citrato,
I

fosfato, carbonato, tartrato, fumarato, acetato y aminé()écido.
Los ejemplos del tensoactivo incluyen sulfatof laurilo de

' [
sodio, polisorbato 80, polioxietilen (160) polioxipropilen (30)
1

glicol, polioxietilen (196) polioxipropilen (67) glicol Iy aceite de

castor hidrogenado de polioxietileno 60. I’
-
Los ejemplos del estabilizador incluyen ascorbato de

I

sodio, tocoferol, edetato tetrasodico, nicotinamida,
|

ciclodextrinas; sales de metal de tierra alcalina (;?'or ejemplo,
, o : !
carbonato de calcio, hidroxido de calcio, carbonato de

1
magnesio, hidroxido de magnesio, silicato de magnesio,
l

aluminato de magnesio) y butilhidroxianisole. II

Los ejemplos del corrector incluyen acido ascPrblco, acido

I
citrico (anhidro), acido tartarico y acido malico. |
I

Los ejemplos de edulcorante incluyen aspartl'ame, potasio

de acesulfame, taumatina, sodio de sacarina y glil’cirricinato de

dipotasio. De éstos, aspartame es el preferido. ll

|
Los ejemplos de saborizantes incluyen mentol, aceite de

- I
hierbabuena, aceite de limén y vainilla. II

Los ejemplos de deslizantes incluyen é;cido silicico,
anhidro ligero y dioxido de silicon hidratado. A!qui, el acido

silicico anhidro ligero puede ser cualquiera ique contenga
didéxido de silicéon hidratado (SiO, nH,0) (n es unl’l entero) como
un componente principal, y Sylysia 320, cémo ejemplos
concreto del mismo, (nombre comercial, l,i'UJI SILYSIA
CHEMICAL LTD.), AEROSIL 200 (nombre come!_'lrcial, NIPPON
AEROSIL CO., LTD.) y similares pueden ser utilizl’ados.
Los ejemplos de agentes antiestéticos inf!cluyen taico vy
acido silicico anhidro ligero. 11
|

Los ejemplos del agente de proteccion! contra la luz

|
I
|
!
I
|
|
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1

incluyen 6xido de titanio.

|
!
|
|
|
i
|
i
|
‘I
{
|
,1 incluyen

Los ejemplos del antioxidante
{

dibutilhidroxitolueno (BHT), tocoferol, éster de tocoferol (por
!

!
ejemplo, acetato de tocoferol), acido ascérbico o sal de metal
!

. . : . L] .
alcali del mismo, o sal de metal de tierra alcallnall del mismo,
!
. |
licopeno, beta-caroteno. |
!
|
Los ejemplos del agente de reduccién incluyen cistina y
|
|
|
|
|
Los ejemplos del agente de quelacidn incluy%n EDTA o la
|

sal de metal alcali del mismo, o la sal de metal de tierra
i

cisteina.

|

alcalina del mismo. _ f
|

|

La preparacion recubierta de la presente invencién, 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 evli'tar un efecto

|
adverso (por ejemplo, descomposicion de la pioglitazona) del
|
|

acido organico en el centro en la pioglitazona] o una sal del
|

. . x
mismo en la capa de recubrimiento, y se puede prolongar la
|

durabilidad de la preparacion recubierta. ;’
!
!

La forma de dosificacion de la preparaciéon recubierta de Ia
!

presente invencién generalmente es una preparacion sélida. Los

{

. « s ;o . [

ejemplos de la preparacién soélida incluyen tabletas, grageas,
[
|

capsulas, polvos, granulos y trociscos. De éstos, se prefieren

!
i i | e .,
granulos, céapsulas y tabletas. Las formaslfde dosificacion
{
|

semisoélida, tal como un gel que contiene la preparacién
. i
i

recubierta, y preparaciones liquidas que contienen una solucién
i

de pioglitazona de la dosificacién adecuada, se pueden utilizar
|

también de acuerdo con la presente invencién.{f
|

La forma de la preparacion solida no esita particularmente
1

limitada, y puede ser cualquiera de redonda,icapsula, en forma

de rosca, oblonga y similares.
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|

La preparacién solida puede ser recubierta con un agente
!
|
de recubrimiento, y puede tener una marca y !etras para

{
identificaciéon, y ademas una linea marcada para dividirse.
{

Los ejemplos de la base de recubrimiento incluyen base de

i

. . , . . | ,
recubrimiento de azucar, base de recubrimiento de pelicula
!

i
acuosa, base de recubrimiento de pelicula entéri['ca, base de
|

recubrimiento de pelicula de liberacion sostenida y similares.
|

Como la base de recubrimiento de azlcar, se utiliza
|
. . !
sacarosa y uno o mas tipos seleccionados de taI?o, carbonato

|
de calcio precipitado, gelatina, goma arabiga, pulplan, cera de
1

carnauba y similares se pueden utilizar en combinq’cién.
!

. . . | 7
Los ejemplos de la base de recubrimiento de la pelicula
|

; , . |
acuosa incluyen, polimeros de celulosa ! tales como
|
!
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropi!metilcelulosa,
|
hidroxietilcelulosa, metilhidroxietilcelulosa y similares;
r

polimeros sintéticos tales como dietilaminoacetato de
|

polivinilacetal, copolimero de metacrilato de ?‘Iminoalquilo E
!
[Eudragit E (nombre comercial)], polivinilpirrolidq'na y similares;

[
polisacaridos tales como pululan y similares; y si,’milares.

|
. . . | ,
Los ejemplos de la base de recubrimiento de pelicula
1
. . . !
entérica incluyen polimeros de celulosa tales ?omo ftalato de

hidroxipropilmetilcelulosa, succinato de acetato de

{
!
I
’r
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetiletilcelulosa, ftalato de
|
. . , | .. .
acetato de celulosa y similares; polimeros de acido acrilico
|
r re . rpe I .
tales como copolimero de acido metacrlllcq‘ L [Eudragit L

metacrilico LD

(nombre comercial)], copolimero de acido

[Eudragit L-30D55 (nombre comercial)], copolimero de acido
i

metacrilico S [Eudragit S (nombre comercial)];l y similares; que
1

- -« . I
tienen sustancias de origen natural talesllcomo shellac vy

!
similares; y similares. ;

!

Los ejemplos de la base de recubrimiento de pelicula de
!

!
!
!
!
!

!
[
!
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liberacion sostenida incluyen polimeros de celulosa tales como

etilcelulosa, acetato de celulosa y similares; polimeros de acido
acrilico tales como copolimero metacrilato de aminoaillquilo RS
[Eudragit RS (nombre comercial)], suspensién de copdlimero de
acrilato de etilo-metacrilato de metilo [Eudragit NE (nombre
comercial)] y similares; y similares.

Dos o mas tipos de las bases de recubrimiein-to antes
mencionadas pueden ser utilizadas en una 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 proteccion contra la luz y/o colorantes tales como| 6xido de
titanio, talco, 6xido férrico y similares; plastificantes tales como
polietilenglicol, citrato de trietilo, aceite de castor, polisorbatos
y similares; y similares.

La preparacidén recubierta de la presente invencibén puede
ser producida utilizando los diversos aditivos antes
mencionados de acuerdo con un método convencional en el

campo técnico de la formulaciéon de preparaciones.

Por ejemplo, la preparacién recubierta de la presente

invencion puede ser producida mediante:
(1) mezclar un acido organico con aditivos cu§ndo sea

necesario, para proporcionar un centro que contiene jun acido

organico;

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

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

sea necesario.

gh\
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Ademas, la preparacién recubierta de la presente
invenciéon, también puede ser producida mezclando el producto
recubierto después de secarse, y cernirlo con un aditi\l,o segﬁn
sea necesario, y mediante moldeo de compresiéon o Ilelnado de
la 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 tip‘?o V, un
mezclador por rebote, un granulador de agitacién ’de alta
velocidad (FM-VG-10; POWREX CORPORATION), un alfnasador
en circunferencia (Hata Tekkosho, Co., Ltd!. , un
secador/granulador de lecho fluidizado (LAB-1, FD-3S, I%’D-3SN;
POWREX CORPORATION), un secador de caja dé| 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;1Freund
Corporation), un granulador seco, un granulador de sec%\do con
rocio, granulador de cama fluidizada por rotacidon I‘(MP1O;
POWREX CORPORATION) y similares. ]

Para el recubrimiento, por ejemplo, se utiliza una maquina
para elaborar preparaciones, tal como un granulador d:e cama
fluidizada centrifuga (CF-mini, CF-260, CF-360; |Freund
Corporation), un granulador por rodillo (MP10; PLWREX
CORPORATION), un aparato de recubrimiento del cama

fluidizada general, un aparato de recubrimiento tipo WJlrster y

similares, y se utiliza preferentemente un granulador de cama

Se lleva a cabo moldeo por compresiéon, por ejemplo,

4
golpeando generalmente en una presién de 0.3 a 35 }(N/cmz

fluidizada centrifuga.

utilizando una maquina de generaciéon de tabletas de‘bunzén

simple (KIKUSUI SEISAKUSHO LTD.), wuna méquiﬁa de
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!

l
generacion de tabletas rotatoria (KIKUSUI SElSAKUSHO LTD.),

Auto-graph (Shimadzu Corporation) y similares.:I
Los ejemplos de capsulas que se puedejn utilizar para el
relleno de capsulas incluyen capsulas de gela:tina, capsulas de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), cépsulas_[ de pulullan y
similares (preferentemente, céjpsulas de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)) Licaps®,. Vcaps®, Coni-

Snap® caps, Press-fit® caps y Xpress-fit™ cap;s.

El centro antes mencionado que contien’

|

se recubre a través del siguiente método o un método analogo

e acido organico,

al mismo. : ].

1) un método que incluye rociar pioglita;zona o una sal del
mismo junto con aditivos segun sea necesario) (preferentemente,
un excipiente [preferentemente celulosa cris;talina (la cual se
puede omitir), sacaridos (preferentemente r’nanitol, trehalosa,
sacarosa)], un detergente (preferentementejL-HPC)) sobre el
nucleo que contiene un acido organico, mie}]tras gque se rocia
una solucién de un enlazador I‘ (preferentemente,

. . . i .
hidroxipropilcelulosa) en un solvente [por ejemplo, uno o mas

tipos seleccionados de agua, alcohol (por| ejemplo, metanol,

~etanol, propanol, isopropanol), acetonefl y acetonitrilo;

preferentemente agua o isopropanol] (la solucién puede ser una
dispersién); ]j
2) un método que incluye rociar ur]’wa soluciéon de un

enlazador (preferentemente, hidroxipropilcelfdlosa) que contiene

pioglitazona o una sal del mismo, vy un]aditivo segun sea

necesario (preferentemente, excipiente! [preferentemente
|

celulosa cristalina (que se puede .omitir), sacaridos

(preferentemente, manitol, trehalosa. sacarosa)l], un

desintegrante (preferentemente, L-HPC)) en un solvente [por

. . . . |
ejemplo, uno o mas tipos seleccionados de agua, alcohol (por

|

|
|
l
r

X
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ejemplo, metanol, etanol, propanol, isopropanol), acetona,
acetonitrilo; preferentemente agua o isopropajnol] (la solucion
puede ser una dispersion) en el acido orgénic{’o <jue contiene el
centro. l

|

3) un método que incluye rociar pioglitazona o una sal del
mismo junto con un aditivo segun I[ sea necesario
(preferentemente, excipiente [preferenteﬂnente, ~celulosa
cristalina (que pueda omitirse), sacaridos ;(preferentemente,
manitol, trehalosa, sacarosa)], un; desintegrante
(preferentemente, L-HPC), y un enlazador:(preferentemente,
hidroxipropbilcelulosa)) en el centro que contiene acido organico,
por ejemplo, metanol, etanol, propanol, isop[ropanol), acetona,
acetonitrilo; preferentemente agua o isopropa:nol]; o]

4) un método que incluye rociar pioglitazona o una sal del
mismo junto con celulosa o un deriv,lado de celulosa
[prefere»ntemente, derivado de celulosa (mas fpreferéntemente L-
HPC)], v un aditivo segln sea necesario (pi'referentemente, un
excipiente [preferentemente celulosa cristalina (que se puede
omitir), sacaridos (preferentemente, m{anitol, trehalosa,
sacarosa)] en el centro que contiene écido}orgénico, mientras
se rocia wuna solucién de un enlazador{ (preferentemente,
hidroxipropilcelulosa) en un solvente [por qjemplo, uno o mas
tipos seleccionados de agua, alcohol (porjl ejemplo, metanol,

etanol, propanol, isopropanol), acetonla y acetonitriio;

preferentemente agua o isopropanol] (la solucién puede ser una

|
|

El centro de la preparacién recubierta de la presente

dispersién).

invencion consiste preferentemente en all menos un tipo de
acido organico seleccionado de acido citr.ico, acido tartarico,

acido malico y acido ascérbico [preferentemente acido citrico
{ .

(particularmente acido citrico anhidro)]. !
I
!
I

r
|
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Ademas, la capa de recubrimiento que comprende
pioglitazona o una sal del mismo en la prepallf'acic’)n recubierta
de la presente invencidén, consiste prefferentemente en
pioglitazona o una sal del mismo (preferenter%"lente clorhidrato
de pioglitazona), un excipiente [preferent‘émente celulosa
cristalina (que se puede omitir), sacaridos !Vx(preferentemente
manitol, trehalosa, sacarosa; mas preferentem’pnte manitol)], un
desintegrante (preferentemente L-HPC) un enlazador

(preferentemente hidroxipropilcelulosa), o $ una capa de

— - <

recubrimiento que consiste en pioglitazona o una sal del mismo
!

(preferentemente clorhidrato de pioglitazon#a), un excipiente
!

[preferentemente celulosa cristalina (que puede ser omitida),
1

. . ] .
sacaridos (preferentemente manitol, trehalosa, sacarosa; mas.

|
preferentemente manitol)], celulosa o un derivado de celulosa
|

. I
(preferentemente un derivado de celulosa, mas preferentemente

!
L-HPC) y un enlazador (preferentemente hidroxipropilcelulosa).
I

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

. ., . I
La presente invencion proporcional una tableta de
I

desintegracién oral, en donde el ingr;ediente activo es

o . | .
pioglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
1

(por ejemplo tal como se describe en la Pul;olicaci()n de Patente

|
USSN 12/810,779, que corresponde a la Publicacion de Patente
l

US 2010-0278390, incorporada en su tota}ilidad a la presente
invencion como referencia). Ir

Utilizando el método de producci%’;n de [a presente
invencion, una tableta de desintegracié}n oral, la cual se
desintegra rapidamente en una cavidad onlial, tiene una dureza
adecuada deseada, y es superior Ilen estabilidad de

!
almacenamiento, ya que muestra UGnicamente una pequefa
1

e . o
disminucién en la dureza, y un pequefio incremento en el grosor

[
de la tableta incluso bajo condiciones del‘ alta temperatura y/o

l
l
!
!
!

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

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

La tableta de desintegracién oral de la presente invencién,

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
l
|

puede comprender (a) uno o mas sacaridos o alcoholes de

azucar seleccionados del grupo que consiste en manitolj

(particularmente, D-manitol), lactosa (particularmente hidrato!l
de lactosa), xilitol, sacarosa, eritritol y glucosa (que tambiénf
sera referida como un componente (a) en la presentel
especificaciéon) y (b) hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo'

|

nivel (también referida como el componente (b) en la presentg
especificacion). ]]

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

El contenido del componente (a) es preferentemente de 5C:I)
a 95% en peso, mas pre_ferentemente de 70 a 90% en peso del[l
peso de la preparacién. El componente (a) también puede sefr
disuelto opcionaimente en agua y similares, tal como s‘ie
menciona mas adelante, y utilizarse como una solucidn de

enlace para granulado mediante agitacién. El contenido del,l
componente (a) antes mencionado, también incluye la cantida{jd
utilizada como la soluciéon de enlace. Cuando se utiliza como la
solucidén de enlace, la cantidad de la misma es preferentement‘je
menor al 10% en peso, mas preferentemente aproximadamen[{e

2 a 5% en peso del! contenido del componente (a) antes

mencionado.

%“\)é
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|

El tamafo de particula promedio de los sacaridos 3{/
alcoholes de azlUcar del componente (a), es preferentemente nc};

mayor a 50 ym, mas preferentemente 10 a 20 uym. Cuando eI[I

tamaino de particula promedio excede 50 um, tiende %\
extenderse el tiempo de desintegracién. I[

4
El tamarfo de particula promedio de los sacaridos

I
alcoholes de azlUcar del componente (a) antes mencionado,
I

significa el tamafno de particula promedio inicial de los
I

materiales de partida antes de someterse a granulado p?r
agitacién, y significa que tienen un tamafo de particula dentlfo
del rango antes mencionado, y el tamafio de particula promedI’io

. L

puede cambiar durante los procesos de produccn?n
. ., I
subsecuentes y el almacenamiento de la preparacion. |

- ) |
Los sacaridos y alcoholes de azucar del componente (a)

. ) I

que tienen un tamafo de particula promedio dentro del rango
I

antes mencionado, estan comercialmente disponibles.
I

Alternativamente, los productos comercialmente disponibles
I

pueden ser pulverizados con un método convencional para
I

ajustar el tamafo de particula y posteriormente utilizarse. II

En una modalidad, el tamafo de particula promedio erI{ la
presente especificacion muestra un tamano de pa'rtic%ula
acumulado del 50% en la distribucion de tamafio de parti%ula

. . - . L.
medida con base en un método seco utilizando un dispersor tipo

I
flujo de aire. : I

!
En la presente invencion, la hidroxipropilcelulosa

I
sustituida de bajo nivel no requiere una limitacion particular en
I

el grado y similares, y se puede utilizar un prodlucto
|

comercialmente disponible. Por ejemplo, se puede utilflizar
hidroxipropilcelulosa sustituida de bajo nivel que tieneT' un
contenido del grupo hidroxipropilo de aproximadamente 7!‘.0 a
12.9% en peso. ;
!
|
|

|
[

!



10

15

20

25

30

|
|
80 [
l

I

El contenido de la hidroxipropilcelulosa sustituida de|bajo

|

nivel, es preferentemente de 3 a 20% en peso, ;mas

I

preferentemente 5 a 15% en peso, del peso de la preparacic”)n.
l

La tableta de desintegracién oral de la presente invepcién

. . - i
contiene preferentemente (¢) uno o mas sacaridos o alcoholes

de azlcar seleccionados del grupo que consiste en jarabe de
almidon de maltosa hidrogenado en polvo, maltosa, ma{ltitol,
sorbitol y trehalosa (que también sera referido como el

componente (c) en la presente especificacién). La presenciia del

componente (c), incrementa ademas la dureza de la tableta.

|

Como el componente (c), se prefiere el jarabe de aljmidén

|
|

El contenido del componente (c) es preferentemente de

de maltosa hidrogenado en polvo y maltosa.

0.1 a 5% en peso, mas preferentemente de 0.1 a 1% erll peso

del peso de la preparacién. ]

|

La tableta de desintegracion oral de la presente inv"encién

|

no contiene sustancialmente un desintegrante de almidédn (por

ejemplo, almidén de maiz, almidén de carboximetilo de|sodio,
. . . : |

almidén de arroz, almidén de trigo, almidédn pregelatir{ﬂzado,

almidén parcialmente pregelatinizado, etc.). ]

|

Aqui, el término sustancialmente libre de, en la pqesente

!

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 p:resente
especificacién significa la ausencia de una cantidad que tiene
influencia adversa en la estabilidad de almacenamiento de las

l
preparaciones. Especificamente el contenido del desint[egrante

|

de almiddén es preferentemente no mayor al 5% en peso, mas
preferentemente no mayor al 3% en peso, au,’n mas
I

preferentemente, no mayor al 1% en peso del peso de la

preparacién.

5

ap
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|
La tableta de desintegracién oral de la presente invenéién,
contiene preferentemente taumatina. El contenido de tauma[!tina
es preferentemente 0.1 a 5% en peso, mas preferentemente 0.1
a 1% en peso, del peso de la preparacién. La taumatina el:s un
edulcorante agregado generalmente para cubrir el sabor amiargo
de un ingrediente activo. En la presente invencién, la preséncia
de taumatina proporciona efectos de capacidad de mqfldeo

|

Ademas de los componentes antes mencionados, la tableta

mejorada durante la produccidon y dureza incrementada.

de desintegracién oral de la presente invenciéon puede con‘tener
aditivos generalmente utilizados para preparaciones sélida:s. El
aditivo es por ejemplo, un excipiente, desintegrante ademés de
desintegrante de almiddén, enlazador, lubricante, fluidiz!ador,
corrector, agente edulcorante, agente de recubrimi.ento,
colorante, sabor y similares. El contenido de estos aditivos no
esta limitado particularmente y puede ser seleccionad"o en
forma adecuada de una cantidad convencionalmente util]'izada
en el campo farmacéutico. La cantidad total de los adi_]tivos,
excepto para los componentes (a) y (b) cuando estad contenido
el componente (c¢), 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 preparacion. j

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 apli"cacién
clinica, y preferentemente no es mayor al 50% en pesc;), mas
preferentemente no mayor al 25% en peso, del pesofde la
preparacion. '

La tableta de desintegracién oral de la presente inv.encién
|

|
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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) y (¢c) antes mencionados) mediante un método de granulado
de agitacion, y moldeo por compresion del ] producto de
granulacion obtenido. Se considera que ya que ell producto de

granulacién se vuelve esférico mediante granulaciéon 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 po!r compresion

subsecuente.

El método de produccion de la tableta de d;esintegracién
oral de la presente invenciéon, se explica c?n detalle a
continuacion. 1

1. Paso de Granulado '

Los componentes (a) vy (b) antes ’mencionados
(preferentemente los componentes (a), (b) 3‘/ (c) antes
mencionados), un ingrediente activo opcional y)|o un aditivo
opcional, son mezclados. El aditivo, es por ejempl]o excipientes
(por ejemplo, talco), desintegrantes ademas de desintegrantes
de almidén (por ejemplo, crospovidona), agentes eduicorantes,

colorantes, saborizantes y similares. EIl ingrediente activo

puede ser mezclado con un excipiente (por ejemplo, talco),

primero y posteriormente recubrirse con un| agente de

recubrimiento (por ejemplo, dispersién de etilcelu'ilosa acuosa,

triacetina) para el propésito de cubrir el sabo‘lr amargo vy
similares. i

La mezcla antes mencionada se granula a tiravés de un

método de granulacién de agitacion. EI método de granulacion
|

i
de agitacion también es referido generalmente como un método

|

|
|

de granulacién de agitacién de alta velocidad. Aqui, el método
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(

de granulacién de agitacion (alta velocidad) es un método que
1

incluye agregar en forma de gotas o mediante roci{c') una
solucién enlazadora en un polvo mezclado, rotando el co{’njunto
de alas principales en la parte inferior de una méqui['na de
granulado para formar particulas grandes, y moler las parfticulas
con un picador en la pared lateral para proporcionar gr{énulos
con el tamano de particula deseado (Yoshihisa SA:GAWA,

I
Pharmaceutical Product Preparation Technique, CMC Publishing
' I

CO., LTD., publicado en el 2002, pagina 108). [
1

La granulacion mediante el método de granulado de
|

agitaciéon puede llevarse a cabo utilizando lo que se Illama un
l

granulador de agitacién (también referido como un gra:nulador

de agitacién de alta velocidad) (por ejemplo, mezclador![ de alta

velocidad, LFS-GS-2J (fabricado por Fukae Powtec); VE;RTICAL
GRANULATOR (fabricado por POWREX CORPORATIOI\‘IJ); NEW

I
SPEED KNEADER (fabricado por OKADA SEIKO CO;, LTD.)

I
etc.). La velocidad de rotacién de las alas principales y el
!

picador no esta particularmente limitada, y pueéede ser
l

seleccionada en forma adecuada del rango generalmente
I

|

utilizado en el granulado de agitacién. Especificam!ente, se

agrega una solucién de enlace (por ejemplo agua, o cPando es
necesario, se pueden combinar otros aditivos) a la mez;cla antes
mencionada en el granulador de agitacién, y la mfezcla se
granula. Cuando se agrega taumatina en la presente i;nvencién,

I
aunque no se limita particularmente, se puede agregar a la

|
solucion de enlace.

I
|
2. Paso de Moldeo por Compresién I

!
Al producto de granulacién obtenido en el! paso de
l
granulacién, se le agrega un ingrediente activo opcional y/o
|
aditivo opcional (por ejemplo, fluidizadores (por ejemfplo, acido
|

silicico anhidro ligero), lubricantes (por ejemplo, es;tearato de

l
I
I
|
V
!
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de calcio)

(
I
l
I
|
magnesio, fumarato estearilo de sodio, estearatoll

sabores), y la mezcla se combina y se moldea por cf‘ompresién a

través de una maquina de elaboracién de tabletas 'y similares.
r

La presién de moldeo por compresioén (presion delelaboracién

[
de tableta) se puede seleccionar en forma adecuada del rango

l
generalmente utilizado en la producciéon de tabletas. Aunque la

., C e . I
presién no esta limitada particularmente, preferente“mente no es

I
l

La tableta de desintegracién oral de la presente invencion
' |

producida como se mencioné anteriormente, tiené una dureza

l
adecuada deseada, se desintegra rapidamente en| una cavidad

I
oral, y muestra estabilidad de almacenamiento superior, incluso

menor a 200 kg.

aunque pueda ser producida facilmente sinf pasos de
humidificacién y secado incémodos después de |IL=\ elaboracién
de las tabletas, y una instalaciéon especial para un sistema de
lubricaciéon externo. |

La dureza de la tableta de desintegracié;!n oral de la
presente invenciéon generalmente es de aproximac}lamente 3 a6
kg cuando la tableta tiene un diametro de 6 a 7 m!m y un grosor
de aproximadamente 3 mm. Aqui, la dureza de Iaf{ tableta en la
presente especificacién es un valor medido altravés de un
probador de dureza de tabletas Schleuniger (Djr. Schleuniger
Pharmatron AG). ]I

Aunque el tiempo de desintegracién de{lla tableta de
desintegracién oral de la presente invencién e(n una cavidad
oral, varia dependiendo de la forma de preparacl,iién, la dosis vy
similares, generalmente es en 60 segundos, preferentemente en
30 segundos. ' [I

La tableta de desintegracién oral de la pres"ente invencién,

S . 1
no se limita particularmente con respecto ai tanpaﬁo y forma, y

. . Ly,
puede ser una tableta marcada que tiene una linea de divisién.

I
|
|
|
|

‘\O%
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La tableta de desintegracion oral de la presente inver,wién
puede ser ingerida sin agua. .
VI. Usos j

Los métodos de la presente invencién se utilizan]para

retardar el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer o una! fase

o etapa indicativa de, o asociada con el desarrollc!) de

enfermedad de Alzheimer en un paciente en riesgc!a de

desarrollar enfermedad de Alzheimer. La presente inveincién

también proporciona farmacéuticos que - pueden ser utili:ﬁados

para retardar el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer,l o un

sintoma de la misma, o una fase o etapa indicativa o qué, esta

asociada con el desarrollo de enfermedad de Alzheimer :en un

paciente en riesgo de desarrollar enfermedad de AIzheimen%.

A menos que se defina de otra manera, todos los tér‘

minos
técnicos y cientificos aqui utilizados tienen el mismo signi:ficado
al comunmente comprendido por un experto en la técnic% a la
cual pertenece la invenciéon. Aunque se pueden utilizar métodos
y materiales similares o equivalentes a los aqui descritosi en la
practica o prueba de la presente invencién, a continuac?lc’)n se
describen métodos vy materiales adecuados. Toda:s las
publicaciones, solicitudes de patente, patentes y ] otras
referencias aqui mencionadas, estan incorporadas {en su
totalidad como referencia. En caso de conflicto, la pr:esente
especificacion, incluyendo las definiciones, tomaran el cjontrol.
Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son L’mica:lmente
ilustrativos y no estan proyectados para ser limitantes. ‘
EJEMPLOS |
Habiendo descrito ahora de manera general la inv<:encién,
la misma sera comprendida mas facilmente a través!de la

referencia a los siguientes ejemplos, los cuales se propoq‘cionan

a manera de ilustracién, y no estan proyectados pafra ser

j .
|

T
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limitantes de la presente invencidén, a menos que se indi:que de
manera especifica. |
Los ejemplos que se encuentran a continuacié.n son
establecidos con propoésitos ilustrativos unicamente,| y no
pretenden limitar el alcance de lo que los inventores conéideran
como su invencién. jj
EJEMPLO 1 j
Granulos de Pioglitazona de Dosis Baja 1 |
Se mezclan HCI de pioglitazona (228.1 g), j-.manitol
(ROQUETTE, 335.8 g) y L-HPC (LH-32 Shin-Etsu Chemical Co.,
Ltd., 115.0 g) para proporcionar un polvo pulveriza.do. Se
disuelve hidroxipropilcelulosa (HPC-SSL, NIPPON SOD‘.A co.,
LTD., 9.2 g) en agua purificada (194.6 g) para proporcibnar un
liquido de enlace. Se alimenta cristal de acido citrico janhidro
(Jungbunzlauer, 1380 g) en un granulador de cama fll‘Jidizada
centrifuga (CF-360, Freund Corporation) y se recubre} con el
polvo pulverizado, mientras se rocia el liquido de enl’ace. Se
secan los granulos resultantes bajo presién reducida‘ a una

temperatura de 40°C durante 18 horas, y se utilizan celrnidores

de malla 16 y malla 42 para proporcionar granuladojs en un

rango de malla de 16 a 42 (apertura 0.355 a 1.00 rri1m). Los

granulos (7193.6 g) se mezclan con talco (Matsumuﬂasangyo
Co., Ltd., 3.2 g) y acido silicico anhidrido ligero (A:EROSIL,
NIPPON AEROSIL, 3.2 g) en un mezclador de rebotp (60 L,
Showa Kagaku Kikai Kosakusho Co., Ltd.) para proborcionar
granulos de clorhidrato de pioglitazona que tienen la siguiente

composiciéon por 450 mg.

talco ‘ 0.2 mg

|
cristal de acido citrico anhidro 300 mg ]]
HCI de pioglitazona 49.59 mg |
manitol 73.01 mg ]
L-HPC 25 mg ]j
hidroxipropilcelulosa 2 mg ]

|

|
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{
La composicién resultante puede ser diluida en un
!

excipiente adecuado para proporcionar la dosmcacnonlrdeseada,

!
las dosis aqui mencionadas, por

incluyendo cualquiera de
{

ejemplo, 0.5 mg, 1.5 mg, 4.5 mg y 9.0 mg. Las dosificaciones

10

15

20

25

30

!

deseadas posteriormente pueden formularse en formas de
i

. - .y 7 4 I
dosificacion oral, tal como capsulas, tabletas y plldora}s.
: I

EJEMPLO 2 |
!

Granulos de Pioglitazona de Dosis Baja 2;
1

Se mezclaron HCI de pioglitazona (9.90 ¢), manitol
i

(ROQUETTE, 186.2g) y L-HPC (LH-32 Shin-Etsu Ch:emical Co.,
[

Ltd., 39.96 g) para proporcionar un polvo pulverizado. Se
I

disolvié hidroxipropilcelulosa (HPC-SSL, NIPPON IIISODA CO.,
!

LTD., 12.00 g) en agua purificada (340.2 g) para proporcionar
!

un liquido de enlace. Se alimentd cristal de a{‘c1do citrico
!

anhidro (Jungbunzlauer, 400.0 g) en un granuladfor de cama
|

fluidizada centrifugo (CF-260, Freund Corporation) ﬂl se recubrid
|
!

con el polvo pulverizado, rociando al mismo tiempo el liquido de
|
’ - . 7

enlace. Los granulos resultantes se secaron ibajo presién
|

reducida a una temperatura de 40°C durante 18] horas, y se

|

- - . I -
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)lf que tiene la

siguiente composicién.

hidroxipropilcelulosa

|

:’

cristal de acido citrico anhidro 53.33 mg I'l
HCI de pioglitazona 1.102 mg 1’1
manitol 20.69 mg fl
L-HPC 4.44 mg ;
0.36 mg ,‘I
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EJEMPLO 3
i
Capsulas de Pioglitazona de Dosis Baja |

Los granulos de pioglitazona de dosis baja 2 fo;'rmulados
en el Ejemplo 2 (39.96 g), se mezclaron c{Bn talco
(Matsumurasangyo Co., Ltd., 0.02 g) y acido sill’cicfo anhidro
ligero (AEROSIL, NIPPON AEROSIL, 0.02 g) en una ;;botella de

10 vidrio para proporcionar granulos de clorhidrato de pi/;oglitazona
que tienen la siguiente composicién por 80 mg. Los g;rénulos de
clorhidrato de pioglitazona (80 mg) se rellenan en cjé\psulas de
hipermelosa No. 4 (Qualicaps Co., Ltd.) para pl'rroporcionar
cadpsulas que tienen la siguiente composicion. !;’I

I
15 Componente cantidad agregada I,’[
granulo obtenido en el Ejemplo 2 79.92 mg le
talco 0,04 mg r’l

acido silicico anhidro ligero 0,04 mg lll

capsula de hipromelosa No. 4 1 capsula 1’;

|

20 ,!
|

!

!

I

!

:

EJEMPLO 3
Formulacidon Liguida de Pioglitazona'1

|
. ’ « | . .

una formulacién liquida delx pioglitazona

|

Se preparb

utilizando los materiales que se encuentran a continuacion.
|
1

25 Materiales:
Acido Citrico, Sigma, C1857, lote 089K0057

i

{

|

!

|

|
Agua Destilada, Ice Mountain !
!

i

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

HCI de pioglitazona, Takeda, lote 345 i
|

i

30 Polietilénglicol 200, Sigma, P3015, lote 098K00§'6
Polisorbato 80, NF, Spectrum, P0138, lote XV0879

!
i
!
!
!
|
|
!
i
!
i
i

: o A/}/
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Propilénglicol, USP/FCC, Fisher, P355, lote 080676

Sacarosa, USP, Sigma, S3929, lote 086K0022

[
|
|
|
|
|
!
1’
|
|
|
|
l
!
!
|
i
|

Syrup NF, Spectrum, SY105, lote XP0703

Se transfirieron aproximadamente 0.01496 g de HCI de
{

!
pioglitazona en un cilindro graduado de 50 mL. Se agregaron
I

0.69 g de polietilénglicol 200 y se mezclaron para humedecer
|

los sélidos. Se agregaron 1.51 g de propilen glicol y la mezcla
|

« r . I
resultante se revolvio y se sometidé a ultrasonido para [rmezclar y

I

disolver los sé6lidos. Se agregaron 1.48 g de polisorbato 80 y se
i

revolvieron para mezcla. Se agregaron 0.50373 gfde acido
!

1
citrico y se revolvieron para mezcla. Algunos sélidoTe‘, de acido
{
|
jagregaron

citrico permanecieron no disueltos. Se
|

aproximadamente 10 mL de agua destilada y se revol\j'/ieron para
!

|
mezclar/disolver los so6lidos. La muestra se diluye arJ5O mL con
[

agua destilada, y se mezcla bien, de modo que todos!/los sdlidos
1

z . g ’ . [ .
estén en la soluciéon para formular un liquido que tiene la
!

| .
siguiente concentracién de pioglitazona de aproximq’damente 15
]
mg/50 mL o 0.3 mg/mL. |

|

f s . | .,
En la practica de los métodos de la presente invencidn, se
1

i
puede administrar una pioglitazona de dosis baja §e|eccionada
!

a un sujeto utilizando el liquido de pioglitazona de este Ejemplo
1

. . | .
4. Por ejemplo, 5 mL o una cucharadita proporcionaran una
|

!
dosis de aproximadamente 1.5 mg de HCI de pio[glitazona, en
!

tanto que 15 mL o una cucharada proporcionarén,’una dosis de
1

aproximadamente 4.5 mg de HCI de piogli’tazona. Dos
i

1
cucharadas o aproximadamente 30 mL del liquido de

l
pioglitazona de este Ejemplo 4, p'roporcionarén

aproximadamente 9 mg de HCI de pioglitazona por dosis.

EJEMPLO 5

|

:

|
Formulacién Liquida de Pioglitazona 2

i
Se preparé una formulacién Iliquida de pioglitazona

!

!

!
|
!
!

|
!
!
!

o 4
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|
|
|
|
|
,1
utilizando los materiales que se encuentran a continuac;ién.

Materiales:
Acido Citrico, Sigma, C1857, lote 089K0057 ' |

Agua Destilada, lce Mountain

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

i
1
:
5 |
HCI de pioglitazona, Takeda, lote 345 [’1
Polietilénglicol 200, Sigma, P3015, [ote 098K0056 ,’I
Polisorbato 80, NF, Spectrum, P0138, lote XV0879 ,II
Propiléglicol, USP/FCC, Fisher, P355, lote 080676 ,’l
10 Sacarosa, USP, Sigma, S3929, lote 086K0022 f!
Syrup NF, Spectrum, SY105, lote XP0703 !f[

Se agregaron aproximadamente 0.01613g clie HCI de
pioglitazona a un frasco volumétrico de 50 mL. S% agregaron
1.0043 g de acido citrico. Se agregaron aproxima/ldamente 25

15 mL de agua destilada, y la mezcla resultante se rl"evolvié y se
sometié a ultrasonido para humedecer los solidos. Ilila mezcla se
diluye hasta un volumen, por ejemplo de aproxim%adamente 50
mL, con agua destilada, y se mezclan bien y posteﬁriormente se
someten a ultrasonido durante 1 a 2 minutos, q'!e modo que

20 todos los sélidos estén en la solucién. I,’I

La solucidén de pioglitazona de este Ejemplo,’ 5, tendra la
!

siguiente concentracién de pioglitazona de apréximadamente
|
16.13 mg/50 mL o 0.326 mg/mL. 1‘
|

. . f . .
la practica de los métodos de la presente invencidn
1

En
25 utilizando la solucién de pioglitazona liquida de e'rlste Ejemplo 5,
se puede administrar wuna pioglitazona del! dosis baja
seleccionada a un sujeto. Por ejemplo, 5 mL o ulflna cucharadita
proporcionara una dosis de aproximadamente 1£63 mg de HCI
de pioglitazona, en tanto que 15 mL o lilna cucharada
30 proporcionara una dosis de aproximadamente 4‘7’!.89 mg de HCI

de pioglitazona. Dos cucharadas, o aproximadan;’mente 30 mL del
!

!

|
|
!
!
I
|
]
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|
i

|
liquido de pioglitazona de este Ejemplo 5, propofcionaran
!

aproximadamente 9.78 mg de HCI| de pioglitazona por c{iosis.
i

EJEMPLO 6 !

!

Formulacién de Suspensién de Pioglitazona/ 1
{

.. . S
Se prepara una formulacién de suspension de pllroglltazona
|

. . . .’ !
como se indica a continuacién. |
|
i

Preparacién de Suspensién A de HCI de Pioglitazona: Un
|

vehiculo de Suspensién es Jarabe NF (densidad de;rJarabe NF

|
es 1.30 g/mL). ;’
!
!
Se transfirieron 0.025 g de la Substancia de Farmaco HCI

i
de Pioglitazona a un mortero de vidrio. Se humedecfié la HCI de
!
Pioglitazona con aproximadamente 4 gotas de Vehiculo de
!

!
Suspension y se mezclo/molié durante aproximadamente 1
|

. . | .
minuto para formar una pasta uniforme blanda. El:’ vehiculo de
i

suspension se agreg6 hasta que el peso total en el mortero es
|

1
de aproximadamente 1 g. La mezcla resultante sejmezclé/mollé
1

. . . | ..
durante un minuto. Se agregdé mas agente de suspensién hasta
{
[

un peso total de aproximadamente 8 g. La mezcla/ resultante se
:

- -y ra I s
mezclé durante 1 minuto. Se agregd mas | vehiculo de
|

suspensiéon hasta que el peso total es de aproxihadamente 48
!

!
g, Yy posteriormente se mezclé durante 1 minuto. Se agregd
i

! .
vehiculo de suspensiéon hasta que el peso total deT la suspensién
!

es de 130.04 g y se mezclé durante 1 minuto.|La mezcla del
|
|

mortero se vertiéo en una botella de reactivo de }4 onzas (113.3

|

- . . s L)
g). La botella se nivelé y la suspensién se agltlo manualmente
|

durante aproximadamente 1 minuto.

|
{
II

Se determind la concentracion tedrica de HCI de

[

{

. R |
pioglitazona; :
!

|

25.60 mg/130.04 g = 0.1969 mg/g (como la sal HC! - no la
!

{

base libre) !

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

1
!
1
!
I
|
!
!
i
i
!
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{
i
[
!
|
1
1
!
I
1
. 1
base libre) |
|
[ . g
Para practicar los métodos de la presente linvencidn
!
utilizando la suspension 1 de pioglitazona liquidar de este
!
. . J
Ejemplo 6, se puede administrar a un sujeto una plogl?‘tazona de

!
dosis baja seleccionada. Por ejemplo, 5 mL o una c’iucharadita

I
proporcionaran una dosis de aproximadamente 1.28 I‘mg de HCI

|
de pioglitazona, en tanto que 15 mL o wuna /cucharada

{

proporcionaran una dosis de aproximadamente 3.84 jmg de HCI
!

de pioglitazona. Dos cucharadas o aproximadamente 30 mL de
f

la suspension 1 de pioglitazona liquida de este [Ejemplo 6,
|

proporcionara aproximadamente 7.68 mg de HCI de bioglitazona
!

por dosis.

1
:’
EJEMPLO 7 11

- - I
Formulacién 2 de Suspension de Pioglitazona
!

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

|

|

Sacarosa !
5

|

|

Solucién HPMC al 0.6%:

!

Se transfirieron 1000 mL de agua destilada I’en un frasco
:

Erlenmeyer de 2 L. El agua se calenté a una teimperatura de
l

60°C con agitacién constante. Se pesaron 6 ¢ dé HPMC y se
|

dispersaron de manera uniforme en el agua }calentada. El
|

. S | .
calentamiento de l|la mezcla continué hasta que alcanzé la
|
ebullicién. La mezcla se eliminé del calor y seicolocé en un
1
N . , 2 ! e
bafio de hielo con agitacién constante. La mezclalise agito hasta

. . . !
que se aclaro y se enfrié a temperatura amblente.l!

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

I
Se agregaron 80 g de sacarosa a una botellla de vidrio de
1

1000 mL. Se agregaron 50 mL de agua destilada{.y la mezcla se

!
mezclé agitando de modo que todos Ilos }sélidos fueran
r

disueltos. Se agreg6 la solucién de HPMC al 0.6% hasta que el
!

peso total fue de 800 g. La mezcla se agité p,’ara disolver los
_ _ |

!
|
I
I
!

!
!
|

o A
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sdélidos.
La densidad de la soluciéon es de 103.86 g/100 mL.
Preparacién de Suspension B de 0.025 g de Pioglitazona:
El vehiculo de Suspension es 0.6 HPMC + 10% Sacarosa
Se transfirieron 0.025 g de la Sustancia de FHarmaco de
HCl de Pioglitazona en un mortero de vidrio. Se hulmedecié el

HCI| de Pioglitazona con aproximadamente 4 gotas del Vehiculo

de Suspension y se mezclaron/molieron: durante
aproximadamente 1 minuto para formar una past:a uniforme
blanda. El vehiculo de suspensién se agregdé hasta que el peso
total en el mortero es de aproximadamente 1 g. La mezcla se

. . . . L, .
mezclé/molié durante 1 minuto. Se agregbd velehlculo de

suspension adicional hasta que el peso total fue de

- aproximadamente 8 g, y posteriormente se mezclé durante 1

minuto. Se agreg6 vehiculo de suspensién adicional hasta que
el peso total es de aproximadamente 20 g vy poster':ormente se

mezcldé durante 1 minuto.

Se agregd vehiculo de suspensidén adicional hasta que el
peso total fue de aproximadamente 40 g a 50 g vy pos’teriormente
se mezclé durante 1 minuto. Se agregd vehiculo de;suspensién
hasta que el peso total de la suspensién fue de 10[3.31 gy se
mezcldé durante 1 minuto. La mezcla se vertio delimortero en
una botella de reactivo de 4 onzas (113.3 g). La botella se
nivelé y la suspensién se agité en forma manual durante
aproximadamente 1 minuto.

Se determindé la concentracién tedérica del HCI de
pioglitazona;

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

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

base libre)

f 4
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En la practica de los métodos de la presentel invencidon
utilizando la suspension 2 de pioglitazona quuidla de este
Ejemplo 7, se puede administrar a un sujeto una piog"litazona 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 Icucharada
proporcionara una dosis de aproximadamente 3.966[mg de HCI
de pioglitazona. Dos cucharadas o aproximadamenté 30 mL de
la suspensiéon 2 de pioglitazona liquida de este iEjempIo 7,
proporcionaran aproximadamente 7.932 mg dei HCI de
pioglitazona por dosis.

EJEMPLO 8 .

Hasta ahora no se ha tenido la capacidad de p.redecir que
personas es mas probable que desarroller? cambios
patofisiolégicos del tipo aqui descrito, que conduTen a dafo

cognitivo y finalmente demencia de Alzheimer. EIl genotipo

TOMMA40 rs10524523 junto con la edad, y posiblemente otros

factores, constituyen un biomarcador de prondstico para

determinar que sujetos estan en riesgo de desar'irollar dafo
cognitivo del tipo de Alzheimer en los siguientes 5/a 7 afios, y
de esta forma proporciona la oportunidad de intervencién
médica en la fase temprana de esta enfermedad progresiva y
devastadora. El beneficio clinico de esta intervencidon 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 introduccién del biomarc%ador en la

practica clinica.

Estudio OPAL
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rs10524523 (523) es un polimorfismo de longitud poli-T
que ocurre en el desequilibrio de |ligadura (LD]’) con los
genotipos APOE, y eé heredado junto con el genotip:o APOE en
cada hebra en la region LD. Esencialmente, unf variante
intréonica simple de TOMM40 varia en la longitud poli-T, con las
formas mas largas de la variante asociada con
aproximadamente una diferencia de 7 afios en IL edad de
desarrollo, en comparacién con fas formas mas cjortas. Con
base en la edad en que se presenta el sujeto jhormal, se

determina el “alto riesgo” de desarrollo de dafio 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, quijenes 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 desarrolio de la
enfermedad de Alzheimer y expresidn 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 dafo cognitivo y enfermedad de Alzheimer.

Especificamente, para determinar si una prueba de|diagndstico
de la enfermedad de Alzheimer independiente, pued"e 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 co;rlqo lo define

su genotipo TOMM40 - APOE de la enfermedad de Alzheimer,
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1
I

I
para retardar el desarrollo de los sintomas de de{imencia

I

relacionados con enfermedad de Alzheimer. |
|

Los sujetos cognitivamente normales entre las edédes de
|

62 a 87, son evaluados con respecto a susceptibilidad a AD en
r
los siguientes 5 a 7 afos, y son probados para los ef?ctos de

pioglitazona en el desarrollo de AD. La définicién,
I

cognitivamente normal, se calcula como dentro I’de 1.5
i
desviaciones estandar (SD) de la poblacidon promedio,lltomando

. . Lo
en cuenta la edad del sujeto y el nivel de educacién,para las
!

evaluaciones que se describen a continuacion. Las
|

calificaciones debajo de este corte se c’bnsideran

I

cognitivamente dafadas. Se utilizaron las siguientes
|

evaluaciones cognitivas para evaluar la funciéon cognil'tiva en el

|
i
I

enrolamiento, y a lo largo del curso del estudio.

Se eligen las escalas de -evaluacién cognitlliva como
sensibles a déficits tempranos en la enfermedad de }Alzheimer.
Estas escalas de evaluacion se utilizan en el estuc;liio ADAPT
(1), lo cual es un estudio de prevencidon para la enfelllrmedad de
Alzheimer utilizando terapia NSAID llevada a cabo e‘In el 2004.
Se utiliza la Mini Revisiéon Mental (Mini Mental e>{’1<amination)
(2MS-E) en el Women's Health Initiative Study paralfI terapia de

|
reemplazo hormonal (2) para la prevencion de AD. Por lo tanto
I

las evaluaciones coghnitivas incluyen: ,’

. Mini Revisién de Estado Mental Modificadj'{a (Modified
Mini Mental State Examination) (3SMS-E) ;[

« Prueba de Memoria Visuoespacial Brevef[ (Revisada)
(Brief Visuospatial Memory Test (Revised)) (BVMT-F\%)

* Prueba de Aprendizaje Verbal de Hopkins,l (Revisada)
!

1
* Prueba de Memoria de Comportamiento de Rivermead

(Rivermead Behavioural Memory Test) (RBMT)

i
|
!
!
|
f

I
!
I
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» Prueba de Fluidez Verbal Generativa (Generative Verbal
!

!

!

Fluency Test) (GVFT)
* Prueba de Duracién de Digito (DST)

!

1

:

[

El enrolamiento en este estudio esta basado unﬁcamente

!
{
5 en las calificaciones de estas evaluaciones. I,’Para la

{

aleatorizaciéon en el estudio, a los individuos se les proporciona
!
{

.
que consiste en

i
{

adicionalmente una prueba de ADN
genotipificar APOE y medir las Io.ngitudes de repelticic’)n 523

!
poli-T para evaluar su estado de riesgo como “Alto/ riesgo” o
!

{

10 “Bajo riesgo” de desarrollar dafio cognitivo o A{D en los

!
1
siguientes 5 a 7 afos. Los siguientes disefios describen el

procedimiento de estudio.

i

l

l

i

{

:’
Suposiciones del Diseifio de Estudio !
!
!
[

Los puntos extremos son 1) cambio en una medida de
f

15 cognicion a partir de la linea de base, con I?'ase en las
{

calificaciones de las evaluaciones neurofisiolébicas, y 2)
!
!
diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer de acuﬁerdo con los
criterios NINCDS-ADRDA (National Institute of NelerologicaI and

Communicative Disorders and Stroke (NINCDS), y Alzheimer's

[

20 Disease and Related Disorders Association (ADRfDA). Estos se
f

toman ya sea como dos puntos extremo principahes 0 como un

!
I
{
punto extremo de evento combinado. 111
!
|
!
i
!

Calculos de Tamano de Muestra
{

< ~ ! .
El calculo del tamafio de muestra se determina para una
f
!

25 prueba de tiempo de clasificacién logaritmica para los datos del
{
evento, con base en los puntos extremos anterjores. Se asume
que el rango de conversion para el grupo de “;f&lto riesgo” sera
!
del 20% al final del seguimiento de 5 afos, ,'Icon base en los
datos de los estudios de prevencion previos (,;3,4). Se requiere
30 un tamafo de muestra de 374/grupo para detéctar una mejoria

del 50% en este rango de conversién (es dec;’ir de 20% a 10%)
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1
!
!
!
!
|
|
!
!

!

en el nivel de importancia del 5% y con una potencia dlrel 90%.
.!

En este calculo se acumula un rango de disminucion del 20%
!

{
tanto para los grupos de placebo como de tratamiento en el

l

!
periodo de cinco afios. Este tamafio de muestra no se ajusta

{

, . . !

para multiples comparaciones. !
!

i

Se realiza una suposicién adicional de que el Igrup'o de

!

“Bajo riesgo” tiene un rango de conversion del 10% con base en
!

!
los rangos de incidencia de la enfermedad de Alzheimer en la

!
poblacién general (4). El tamafo de la muestra requerido para
!

comparar este grupo con el grupo de placebo de “Alto;riesgo” es
i

nuevamente de 374/grupo con el 90% de potencia y t{’n nivel de

[
importancia del 5%. |
1
|
Disefios del estudio |

{

|
La prueba de diagnostico define que pacientess estan en
i

3 H ”» A ’ H
Alto riesgo” de conversidon a la enfermedad de e\lzhelmer o]
!

dafio cognitivo leve (Alto riesgo) y que pacientes Ir'estén en el
[

“Bajo riesgo” de conversion (Bajo riesgo). Los investigadores
{
|

son ciegos para los resultados de la prueba de diagnéstico y se
i

!
¢ceguera. Los

utiliza aleatorizacion central para mantener esta
' 1

. . . . . . .. |
objetivos principales de cualquier disefio son: 1'
|

Determinar si la prueba de diagndstico pued{c’e diferenciar

entre sujetos de “Alto” y “Bajo riesgo”, y

|
!
l
Evaluar el efecto del tratamiento en el rango de
!
. . i“ H ” ’
conversion de pacientes de “Alto riesgo”. !
!
|

Todos los sujetos reclutados para estos e;studios seran

!
cognitivamente normales, tal como se definié anteriormente.

!
|
Disefio de estudio preferido !

: !

:

Tratamiento(n=374)

Y . P o ” : I
_Alto riesgo———p  Aleatorizar / |
> , |
T~ Placebo (=374}
!

Diagndstico |

i

. !

L I
,Bajo riesgo. . . —p Pﬂacebor(ﬁ':;s?ét__)f

{

|
|
{
|

|
!
!
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|
:
|
1
I
|
l
|
!
!
En este disefio, se aleatorizd Unicamente el grupo de “Alto
{

riesgo” para recibir placebo o tratamiento. Este, es un disefio

!

simple, que por ejemplo, utiliza un tamafo de m}IJestra total de

10

15

20

25

30

!

1122 sujetos. Este disefio permite que se injvestigueln dos

!

hipotesis: la primera se refiere a la capacidad 8e| diagnéstico
1

|
para definir los grupos de “Alto” y “Bajo riesgc?”, comparando

!

los datos de los sujetos tratados con placebo; la segunda se

[

. . . . {
refiere a si el tratamiento puede mejorari el rango de
|

{
conversién, comparando los datos de los grupos de tratamiento
|

y placebo de la ramificacién de “Alto riesgo”.

1
1
|
|
|
|
|

[
!
1

Diseno alternativo 1

o
Tratamignto (n=374)
|
!

Alto riesgo —p Aleatorizar / |
W ' o {
/ T~ Placebo (n=374)
|

e [ _
Tratamiento(n=374)
!

Diagnéstico
|
!

\B'ajo Tiesgo ————p» Aleatorizar /
\ Plackho (n=374)
:
En este disefio, se agrega un cuarto gfupo para permitir
|

1
que el efecto de tratamiento sea evaluado enl el grupo de “Bajo

!
!
riesgo”. Este disefio puede incrementar el tamafio de muestra
!
!
!
1

total a 1496 pacientes.

1
Este disefio puede proporcionar info['rmacién atil si el

!
grupo de “Bajo riesgo” tiene un rango de c,bnversic’)n mayor al
1

. . | .
esperado. Sin embargo, existen aspectos thenC|aIes con este

|
disefio en términos de riesgo/beneficio para el grupo de “Bajo
!

riesgo”. Los sujetos en el grupo de “Bajo ria’sgo” deben estar en
:

. . . .
riesgo de experimentar efectos secundar|o§ con el tratamiento
I

sin el beneficio esperado para su rango de ¢conversion.
|
i

Diseifio alternativo 2

Tratamiento (n=374)

i
!
7
Alto riesgo ____y Aleatorizar 4
.
! ‘Placebo (h=374);
|
|
|

Diagnéstico _

s ¥
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!

. . ~ I .
Este disefio es el mismo que el disefio preferldo, excepto
!

que el grupo de “Bajo riesgo” permanece sin trat?r y sirve como

!

un grupo de observacién. Este disefio tendra la capacidad de
!

. e . | .
cumplir con los objetivos del estudio, aunql{e existen una

|
cantidad de deficiencias potenciales: !
:

« no se tiene la capacidad de cegar la jramificacién no
!

: . e

tratada, de modo que los resultados de la pruebla de diagndstico
!

no seran ciegos. |

1

. . . | .
* posiblemente un mayor rango de disminucién en el grupo
1

de “Bajo riesgo”, si los sujetos sienten ql!ue estan siendo

1

observados pero no “tratados” no se tiene benq’ficio.
1

* no se puede comparar similar con similf

!

ser un aspecto si existe un efecto de “placebc%” (probablemente

ar, lo cual puede

i
no para el momento del ejemplo pero si posib{‘le para la prueba

1

Hr S ” |
cognitiva’). |
1

Los calculos del tamafio de muestra éstén basados en
|
|

detectar una diferencia de 10 puntos de pqrcentaje entre los
1

rangos de conversién y el final de 5 anos. Un’ incremento en los
I

. . ~ 1 .
numeros permite que una sefal sea detectada en forma mas
!
1

temprana con una menor diferencia. Se asunTne que el rango de

" es de 5%/afio,
|

posteriormente después de tres afnos aproxi,‘madamente, el 15%
[

1
de los sujetos puede haberse convertido 13 la enfermedad de
!
Alzheimer o mostrar dafio cognitivo. $uponiendo que el
!

tratamiento puede mejorar este rango en ljn 50%, entonces el
|

.. | .
30 rango de conversidon esperado en el grupo tratado sera del
[

i
7.5%. Con el objeto de detectar la difere;ncia con el 90% de
|

!
!
!
1
|
:
1
I
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potencia en la significancia del 5%, se requeriran 559 sujetos

por grupo, para obtener como resulitado un tamano de muestra

1

total del disefio preferido de 1677. Este incq’emento en el

!

. . . . .y ,’ ape
niumero de sujetos permite la investigacién de dna familia con

i
1

edades de curvaa de desarrollo asociadas con;’cada haplotipo
{

TOMM40 — APOE. Se utiliza un analisis de eﬁ(ploracién para
!

{
investigar los efectos de la edad, incluyendo Ia(’edad como una

!

!
covariable del tiempo de los riesgos proporcionales de Cox para
{

!

£y . . L. ..
el analisis del caso, lo cual permite la investigacién de las
!

covarianzas. Un cierto porcentaje de los sujet;’os son definidos

!

!
como teniendo dafo cognitivo leve (MCl) con base en las
!

1
evaluaciones neuropsicolégicas en la clasificjacién. El estudio

i

!
reclutara Gnicamente a los sujetos que sean definidos como

cognitivamente normales con base en [las evaluaciones

I
|
{
f
|
neuropsicolégicas. /
{
. |
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I

EJEMPLO 9 ;
!

Estudio BOLD ;

1

La presente invencién proporciona los siguientes|analisis
!

de descubrimiento de dosis de ejemplo. |

|

. ., . . ! .
La presente invencién proporciona medidas dt? cambios

farmacodinamicos en respuesta a diferentes dosisfbajas de

. I
pioglitazona. La medida farmacodinamica que es relevante, es

I
un cambio en la oxigenacién de sangre regional acoplada a la
I

- . . | ..
actividad neuronal como medida, mediante la gen?raC|on de

imagenes de resonancia magnética funcionali depencli.lientes del
nivel de oxigeno en la sangre (BOLD fMRI). f

I
La neuroprotecciéon y la biogénesis mitocondrial estan
l
entre los efectos fisioldégicos de la tiazolidinodion?s. En una

modalidad, el tratamiento con pioglitazona de sujl'etos puede
incrementar la capacidad metabélica de las regionesf activas del

I
cerebro. Este cambio en la capacidad metabdlica; puede ser

|
observable utilizando BOLD fMRI. i
|

BOLD fMRI es una tecnologia ampliamente utj’ilizada para

generacion de imagen de cerebro completa no in\:/asiva. Esta

1
1
1
1
!

I

A 2
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I
l

técnica mide un cambio en la oxigenaciéon de sangre r;egional

acoplada a la actividad neuronal. ,I
i

BOLD fMRI mide el cambio relativo en la proporciéon de oxi
|

. , !
a desoxihemoglobina en el cerebro, que ocurre como resultado
[
de la actividad neuronal. Conforme las neuronas se 'vuelven
1

. . . . | .
activas, existe un incremento concomitante en el metqbollsmo

’ |
celular, y el flujo de sangre incrementa a regiones de actividad
1

. . |
neuronal incrementada para cumplir con estas demandas
!

metabdlicas. El resultado de esta respuesta hemodinamica es
|

. . .z | H
un cambio medible en la proporciéon local de, oxi a

{
desoxihemoglobina. La oxihemoglobina es diamagnética y la
!

desoxihemoglobina es paramagnética y esta dlfer§n0|a en

I
magnetismo es detectada mediante BOLD fMRI. I
I

Las sefiales BOLD reflejan cambios complej:os y no

|
completamente comprendidos en el flujo de sangrel cerebral
I

(CBF), volumen de sangre cerebral (CBV), y rango nﬁetab()lico
1

cerebral del consumo de oxigeno (CMRO;) después de Ia
I

actividad neuronal. Los elementos de circuito candid{atos para

' l
activar diversos tipos de sefiales BOLD incluyen neuronas de
|

excitacién, poblaciones neuronales mezcladas, astrc{iglia y los

l
tractos axonales o fibras del pasaje (descritos con |detalle en
1

las Publicaciones de Lee et al., 2010 Nature 465;: 788-792;

!
Logothetis 2008 Nature 453: 869-878; Logothetis et al. 2001
r

Nature 412: 150-1571; Raichle 2010 Cell 14: 180-19(?, cada una

!
de las cuales esta incorporada en su totalidad a la presente
!

invenciéon como referencia. II
El estudio utilizara sujetos saludables, cog‘lnitivamente

1
normales de mayor edad de interés, por ejemplo I’con edades

entre 62 y 87. El escaneo de BOLD fMRI se llevara a cabo
|

utilizando un escaner optimizado para generacién de imagenes
[

de cerebro funcionales y estructurales de alta res,lolucién (por

|
1
I
I
!
|

|
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I
!
1
I
|
[
|

ejemplo un escaner GE 3 Tesla de estado del arte.
|
En una modalidad, el estudio es un estudio dob{'le ciego

!

que utiliza multiples cohortes, con cada cohorte recibiéndo una
|

diferente dosis de pioglitazona. En otra modalidad, el estudio
!

. ! .
mismo cohorte recibe

es un disefio en serie en donde el
i

multiples y diferentes dosis de farmaco. EI ;marcador

{
farmacodinamico utilizado para indicar los cambi?s en la
I v
de la expodsicion a
!
pioglitazona, es un cambio en la sefial BOLD, especidlmente en

!

actividad neuronal como resultado

la corteza prefrontal dorsolateral y el hipocampo, que estan
I

. . . . ! .
asociados con las funciones cognitivas superiores ique estan

{

|
darfiadas en la enfermedad de Alzheimer. f '
!

Cada participante pasara por escaneo MRI en al menos

tres ocasiones:

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

2. inmediatamente después de que se halx!recibido la

. . . Lo
primera dosis (ya sea a las 2 horas o el tiempo ap['rOXImado de

:

la Cmax), medir el resultado de la exposicién aguda{' al farmaco;
1
y 1
|
1

3. después de 7 dias de exposiciéon al férmaq’o (cuando la
i

. . . !
concentracién en suero de pioglitazona debe cada;una estar en
r

|
estado constante, y debe haber ocurrido un efecto fisioldégico
|

[

del farmaco en la funcidén mitocondrial). ’!

|
La pioglitazona se administrara diariamengte durante 7

!
dias. !
_ 1
45 mg de pioglitazona (la formulacidén comeq’cializada para
x

el tratamiento de diabetes tipo 2) da como result,’ado una Cmax
1

. ’ . . 7
de aproximadamente 3 mM en suero (ver la Publicacion de:
!

Ghosh et al. 2007 Mol. Pharmacol 71: 1695-1702);.

Las dosis de prueba incluyen:

I
I
!
!
|
!
i
I
[
I
[
i
!

| |\ Ké
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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 len suero y

!
!
. !
aproximadamente 120 nM en cerebro. f
i
Sintesis del Protocolo de Generacién de Imagen de
’ !
I
Resonancia Magnética :
{

!
Procedimiento de Clasificacion de Participantes Generales

!

. . ra . J
Los participantes seran clasificados para ,mplantes de

|

metal ferroso lo cual podria excluir el escaneo| antes de la
!
l

seleccion. A los participantes se les daran instrucciones de

{

|
ayuno y abstinencia de cafeina, productos de taba}co y ejercicio
|

durante dos horas antes de la sesién de e#caneo, y se

abstendran de beber alcohol y tomar medl,!icamentos no

esenciales durante 12 horas antes del iascaneo. Los
|

toman medicamento estimul{flantes, se les
!

. i . , .
pediran no tomarlos al menos 24 horas con aprqbacuon médica.
i

participantes que

Se obtendran dos muestras de respiracion para medir los
i
!

niveles de alcohol. Se obtendran muestras de orina para probar
!

5 metabolitos de farmaco (psicoestimulantes, cgnnabls, opiatos
i

.. . | - .
y sedantes). A las participantes mujeres se les Iadmlnlstrara una
‘ 1

prueba de embarazo en orina, la cual debe ser negativa para
i

que el participante pase por escaneo.

Protocolo de Escaneo General

!
i
[
!
I
1’
!

A los pacientes se les dara la oportunidad de ingresar a
|
|
de; comodidad para
|

!
participar en la sesion de MRI. Posteriormente se colocaran
I

un simulador MRI para evaluar su nivel

. .. R ! .
instrumentos a los participantes para monlto}rear la frecuencia

{
i
!
!
|
|
!
!
!
|

f s
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|

|

|

cardiaca (fotopletismégrafo) y presién sanguinea, y se
!

colocaran en el escaner. Se minimizara el movumlepto de la

i

cabeza utilizando una combinacién de almohadas |y cintas.
{

I
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. !
i

MRI! estructural. Las medidas de materia gris y blanca total
!

{
y regional, asi como CSF, seran tomadas utilizando MRI| de alta

!
. {
resolucion. |
{
!
Detalles técnicos: Se adquirirdn imagenes con peso T1
!

con voxeles isométricos de 2 mm, utilizando t;ecnlcas de
{

Codificacién de Sensibilidad Espacial de Formacién (Array
:

Spatial Sensitivity Encoding Techniques) (A$SET), con
l

revocacién de gradiente nula rapida (FSPGR). Los parametros
|

1
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). |
i

|
MRI de Perfusién. Se recolectaran medidas del flujo de
’ |
sangre cerebral en reposo total y regional, utilizan;do Etiquetado
1
de Giro Arterial pulsado (Pulsed Arterial Spin Labeling) (PASL).
|

Detalles Técnicos: Se adquiriran imagenes intercaladas
i
con y sin etiquetado, utilizando una secuencia de/ generaciéon de
, .

imagen eco-plana de gradiente (EPI). Los barémetros de
i

adquisicion consisten en lo siguiente: campo de/vision (FOV) =
1

22 cm, matriz = 64 x 64, tiempo de repeticién (TR) = 3 seg,
!

17 mseg, tiempo de etiqueta = 1.6 seg,

tiempo de eco (TE)

|
|

tiempo de retardo = .8 seg, angulo de vuelta = 90°. El protocolo
i

de escaneo de perfusién en reposo toma aprbximadamente 6
: |
{

minutos, tiempo durante el cual a los sujetos se les daran

{

. . . . |

instrucciones de permanecer quietos y dejar, sus mentes en
!

I
!
|
!
i
{
!
!
!

O
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I
|
I
|
|
l
blanco, pero mantener sus ojos abiertos )!/ permanecer
l
despiertos. Los datos que corresponden a c?torce rodajas

(grosor 8 mm con abertura de 2 mm) seran adquiridos en orden
|
secuencial de inferior a superior. [

MRI! Funcional (fMRI!). Se administraran Laradigmas de
estimulacién de memoria de episodios y de trab[lajo de archivo,
para medir los patrones de activacion neuronal,l[ especialmente
en la corteza prefrontal dorsolateral y el hipoc;ampo, asociado

con funciones cognitivas superiores dafiadas en la enfermedad
f

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 Ia cob%rtura total del

;m; 3.75 x 3.75 x

3.8 mm voxeles; salto interrodaja = 0) utilizand:o una secuencia

cerebro (TR/TE/vuelta=2000/31/60; FOV= 240 m

de pulsacién de espiral inverso para reducir la susceptibilidad
1

del artefacto. Se adquiriran imagenes estructurales coplanas de

|

eco de giros tridimensionales de alta resolucién en 68 rodajas
I
axiales (TR/TE/vuelta=12.2/5.3/20, tamafo de Ivoxel= 1T x1 x 1

.9 mm, FOV = 240 mm, salto de interro:daja = 0) para

|

Memoria de Trabajo de Paradigmas de E['stimulacién fMRI;

Ver la Publicacién de'Mattay et al., PNAS 2003 para los
I

detalles. Memoria de Episodios: Ver la| Publicacion de

Bookheimer et al. New England Journal of Medicine 2000 para

detalles. |

|
EJEMPLO 10 ![
|

|

La pioglitazona de dosis baja, penetran en la barrera de

|

sangre cerebro e induce cambios en la fisiologia cerebral.

Estudio BOLD en ratas

Se determindé si las dosis bajas de HCI de pioglitazona
!

|
|
I
l

\'?
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!
!
!
l
i
1
|
1
én suficientes

penetran la barrera de sangre cerebro
!

concentraciones para provocar cambios ]'funcionales o}
|

moleculares en el cerebro. Se utilizé BOLD fMRI para medir los
!

. . . | o
cambios relacionados con el farmaco en Ila conectividad
:

funcional en el estado en reposo en todo el cereﬁoro.
i
Se alojaron por separado ratas adultas mallcho Wistar (275

|
+ 25 g) y se mantuvieron en un programa de 12 horas de luz y

B 1

. . , | .
12 horas de oscuridad. Se proporcion6 agua y alimento ad
!
libitum. Los animales se cuidaron de a?‘uerdo con los

|
lineamientos publicados en la Guide for the Care and Use of
|

Laboratory Animals (National Institutes of He,"a/th Publications
|

No. 85-23, Revised 1985). Se midieron los pes{'os corporales de
los animales aproximadamente 24 horas antes{‘l del Dia 3, y los
Dias 3 y 6 del Estudio. ,’

Se disolviéo HCI de pioglitazona (PIO)I’Ien 0.5 mol/L de
acido citrico (CA) para producir una solucién{ll de existencia en
una concentracién de 0.32 mg/10 mL/kg. SellI prepararon otras

dosificaciones mediante diluciéon adecuada de la solucién de
j
existencia con 0.5 mol/L de CA para prodtI’Jcir voliumenes de

|
dosis de 10 mL/kg. Las ratas de control reclibieron el vehiculo

en 10 mlL/kg. Las concentraciones de Ia,l dosis estuvieron
1

basadas en el peso del articulo de prufeba tal como se

r
suministré (es decir, como la sal HCI) con Ii'a dosis ajustada al

peso corporal mas reciente del animal. La; dosificacién diaria
1

con PIO en la solucién, fue mediajnte gavage oral
|

aproximadamente a la misma hora cada I’dia. Los animales
. . . I . .
fueron anestesiados ligeramente con isofturano inmediatamente

|
antes de facilitar la dosificacién. f
|
!

- Todos Ios animales utilizados en los estudios de

!
!

generacion de imagen fueron aclimatados al dispositivo de
!

retencion MRI, siendo colocados en el migimo durante 15 a 90
1

i
|
|
l
!
!
!



10

15

20

25

30

;

I

l
110 I
:
!
I
l
:

minutos diariamente durante al menos 7 dias!, tal como se

describié previamente (Zhang et al. 2010 J Nehrosci Methods
[

189: 186-196; Liang et al. 2011 J Neurosci 31: 37{576-3783).

. ] . L Lo
Después del periodo de aclimatacién, los animales fueron
I

asignados a 1 de 7 ramificaciones del tnl‘atamiento que

L | :
coincidieron con los pesos corporales promedio| (ver cuadro 1).
!

La dosificaciéon ocurrié una vez al dia, aproxirf'nadamente a la

1
misma hora cada dia. Se generaron imagenes de todos los
h

animales en la linea de base (Dia 3 dgll Estudio), de

i
aproximadamente 2.5 a 3 horas después de la:dosificacién con
1
el vehiculo. La dosificacion comenzd 3 dias defspués (Dia 2 del

: I
Estudio 1). En este dia, a todos los animales se les administro
I

ya sea vehiculo (CA) o PIO dependiendo de "su asignacién de

1
grupo. El Dia 2 del estudio, se generaron imagenes de un grupo
I

de vehiculo y un grupo tratado con PIO eg’1'0.08 mg/kg/dia
(Ramificacion Aguda), de aproximadamentelil 2.5 a 3 horas
después de Ia dosificacién. Para todosf los grupos, la
dosificacién continudé durante siete dias en tl'lotal. El Dia 7 del

Estudio, se generaron imagenes de tjodas las ratas
aproximadamente de 2.5 a 3 horas después d% la administraciéon
de la dosis final. ,1

Tabla 1. Ramificaciones de Tratamiento, DI'Iosis PIO Diaria y

|
Puntos de Tiempo de Generacién de Imagen

!
I

Dosificacion Puntos de tiempo de Generacion de Imagen
|
Ramificacion Diaria 1'
Dia 3 de Estudio , Dia 7 de
de tratamiento (mg/kg) Dia 2 de Estudio
(Linea de Base) | Estudio
(N=5/grupo) |
|
Agudo 0, 0.08 N [‘ N N
!
0, 0.04, 0.08, Sin generacion de
Subcrénico v l v
0.16,0.32 imagen

I

4‘
!
|
1
1
1

1
I
!

\\b K
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La extrapolacién a la dosificacién correspondiente en
:

!
humanos, se logré6 mientras se ajusté la AUC relativa de cada

10

15

20

25

30

!

una. En humanos, una dosis de 7.5 mg esta asocia{‘da con una
{

AUC de 2.8 pgeh/mL. En ratas, una dosis de 0.50 mg/kg/dia de
!
!

HCI PIO esta asociada con una AUC de 7.11 pgeh/mL. Los
!

[
resultados de estos calculos se presentan en la Tabla 2.
i

Tabla 2 Dosis Equivalentes en Ratas y Humanos: Basadas en

|

!

Exposiciones Extrapoladas |
!

|

Dosis en Humanos (mg total/dia)
. !

Parametro
1.5 3 6 ’r‘ 12

I
|

Dosis de Rata
0.04 0.08 0.16 0.32
(mg/kg/dia)
!
AUC Dirigida f
0.57 1.14 2.28 | 4.55
{
|
i

(ug.h/mL)

T

Se iniciaron actividades de preparacidon dIe los animales
|

relacionadas con la generacién de imagenes, para asegurar que
!

ocurriera la generacién de imagenes de aproxnm?damente 2.5 a
!

y ‘g .y . |
3 h después de la dosificacion. Los animales se prepararon
|

!
para colocarse en el control bajo anestesia con isoflurano tal
!

como se describiéo previamente (Zhang et al. 20!110, supra). Este
|

procedimiento tomé aproximadamente de 10, a 15 minutos,
i

{
tiempo a través del cual los animales estuviefon normalmente
|

. .. | . .

completamente conscientes. La generacion de imagenes se
|
r

llevé a cabo en animales despiertos. |
:

. | -
Se llevaron a cabo todos los experlment[os MR utilizando
1

4.7T/40 cm de un iman horizontal (Oxford, RLl’J) en interfaz con

!
una consola BiospecBruker (Bruker, Alemanid) y equipada con
|

un gradiente de campo magnético 20G/crq'. Se utilizé una
{

configuracién de bobina de radiofrecuencia (RF) 'H dual
|

(Insight Neurolmaging Systems, Worcester, M(;A) que consiste en

{

una bobina de volumen para excitar los giros de protones de
!
[

i
|
[
!
!
|
f
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|
!

|

agua y una bobina de superficie para recibir la sefal MRI; las
{
{

bobinas de volumen y de la superficie fueron sintonizadas vy
1

!

desintonizadas en forma activa para evitar un acopflamiento de

i

bobina mutuo. Esta configuracién de bobina dthaI permitio

i

1
suficiente homogeneidad de campo RF en el cerebro de ratas
[
!
para la transmisién RF, conservando al mismo tiempo la ventaja
1

de la proporcion mayor de sefial a ruido (SNR) g’roporcionada

!
!

por la bobina de recepcion mas pequena. ;
|

Se adquirieron imagenes anatdmicas utiliz;ando primero
una secuencia de eco-giro rapido dé rodajas mug‘ltiples (RARE)
con los parametros: tiempo de repeticion (TR) = 2;’!125 ms; factor
RARE = 8; tiempo de eco efectivo (TE) = 50 I’II;"IS; tamano de

matriz = 256x256; campo de vision (FOV) = 3.2x3f.2 cm?; numero
{

|
de rodajas = 18; grosor de rodaja =1 mm; n = 8./Con base en la
|
|
geometria de las imagenes anatémicas, !ée adquirieron
{

imagenes de eco-gradiente de rodajas multiplles que cubren

|

- . o
todo el cerebro, utilizando generaciéon de imagenes eco-planas
!

(EPI) con los parametros: TR = 1 s; Angulo de I,\’/uelta = 60o0; TE
= 30 ms; tamafio de matriz = 64x64; FOV = 3.2%3.2 cm?; nimero
de rodaje = 18; grosor de rodaja = 1 mm. Lasl,’l ratas estuvieron
en descanso durante la adquisicion delx" imagenes. Se
adquirieron 200 volimenes por cada corrida.;’l Se obtuvieron 9

|
!
corridas por cada rata. i
!
[
/

Los analisis de todos los datos fMRI se llevaron a cabo
i
{

utilizando el software de Analisis y Visualizacién de Imagenes
i

Médicas (MIVA), Mapeo Paramétrico Eflfstadistico (SPMB8)

!
(Wellcome Department of Cognitive Neuroloéy, Londres, RU) vy

|
Matlab (The Mathworks Inc., Natick, MA, ilE.U.A.). Los datos
|

|
fueron corregidos inicialmente para movimiento (valor de umbral
1

{
de 0.25 mm). El procesamiento previo adicional de los datos

incluyé (a) correccion de tiempo de explori’acién de rodaja, (b)

l
[
i
!
i
i
[
!
!
|
I
{

Wb &
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!
!
{
I
|
|
!
l
!
!
|

alisamiento espacial utilizando filtro 3D (1-mm FWHM) para

!
abarcar pequerfas variaciones en sefial debido al mpwmlento y

!

efectos vasculares, y (c) eliminando la tendencia, lineal tipo
I

{
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 transformar?n los datos

estructurales y funcionales de cada animal, ; al espacio

i
|
|
|
estereotaxico estandar incrustado en MIVA para facilitar el
i
i
i
i

analisis del grupo de los datos funcionales.
{

Se utilizé el analisis de conectividad funcional
|

|
correlacional para analizar la conectividad funcional en el
i
. . ! .
estado de reposo. Primero, cada animal fuc? alineado y
{
registrado en conjunto, con base en las imagenes anatémicas, a
{

. i
un atlas del cerebro de rata completamente segmentado. ElI
!

. . . Lo .

procedimiento de registro conjunto proporcionara las
!

coordenadas de cada regién de interés de la semilla (ROI) en el
|
!

espacio de la imagen. Después del registro y la alineacién
|

. . b
conjunta, los cursos de tiempo fMRI de voxeles;lndlwduales en
|

. . 1

un ROI de semilla fueron obtenidos de aclfuerdo con sus
i

coordenadas correspondientes. Un curso de tiempo de cada
|

!
regién de semilla se cred mediante cursos de tiempo de
|

promedio regional procedente de todos los pi’fxeles dentro del
|

ROI de semilla. Todos los cursos de tiempo ROJI fueron filtrados
|

!
con paso de banda 0.002 a 0.08 Hz. Despues de la filtracion, se
!
calculé el coeficiente de relacion cruzada (CC) de Pearson
r
entre los cursos de tiempo ROI, y se utilizé para cuantificar la
|

- . - . . I
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
1
|

rata total en 57 ROls. La intensidad de la con{ectividad funcional

[
entre cada par de ROls, fue evaluada utilizéndo el coeficiente

|
i
I
!
!
!
!
II
i
!



10

15

20

25

30

I

!

!

[
!r
114 |
|
|
!
|
|

L. .
de correlacién cruzada entre los dos cursos de tiempo ROI. En
[

total, se evaluaron 57x56/2= 596 conexiones funcionales por
i

cada una de las corridas rsfMRI. Este procedimiento se repitid
{

las 9 corridas de cada sesién fMRI, y la intensidad de
[

. I .
conectividad de la conexion correspondiente fue' promediada
!

. , . |
posteriormente a través de 9 corridas. Como Iresultado, la
!

intensidad de conectividad de las 1596 conexiones/ fue obtenida
|

|
para cada sesion de escaneo 1596. !
|

. . L. !
Para cada conexién (es decir, una conexion entre cada par
!

de ROIls), la medida repetida de ANOVA con facto;res del dia de

Il

generacion de imagen, dosificacién e interaccion fueron
!

{
calculadas posteriormente. El nivel significativamente
!

estadistico se ajustdé en P<0.005, no corregido.

fos circuitos

|
!
i
|
i
Para evaluar los efectos de PIO enlx
{

neuronales individuales, se utilizé un analisis correlacional
|
|

basado en semilla (Zhang et al. 2010, supra). El CA1 del

|
. . r .
hipocampo fue seleccionado como el ROI de la semilla. El

:
rs - - ' re
patrén espacial de las regiones del cerel'bro que estan
i
conectadas funcionalmente con el ROl de semilla, se calculd en
[

i
una forma de voxel por voxel. Primero, se obtuvo como una
!

. . . ! ' .
referencia el curso de tiempo promediado en fcprma regional del
!

. . .y |
ROI de semilla. El coeficiente de correlamonlxcruzada entre el
|
curso de tiempo de tiempo de cada voxel y el curso de tiempo
|
!
de referencia, fue calculado posteriormente. [El coeficiente de
|

correlacion representd la intensidad de conq‘ctnvndad funcional

/ . .
. , | P

entre este voxel y la semilla. Se cred 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 para cada sesién de
|

. - | .
escaneo. Por Uultimo, se genera un mapa de conectividad
l

!
compuesto, promediando los mapas de conectividad en las ratas
g

|
!
[
I
!
II
|
!
!
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|

del mismo grupo de las que se generd una imagen elfl mismo dia
{

en el protocolo (Zhang et al. 2010, supra). !

‘ |

La figura 1 proporciona un ejemplo de los datos fMRI y
i

. . . . T
demuestra que incluso las dosis mas bajas de pioglitazona de
|
[
liberacién inmediata, administrada en forma oral;produce un

i
cambio en el metabolismo en la regién 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 la
1

!
evidencia de que el tratamiento PIO en dosis ta{n bajas como

!

0.04 mg/kg/dia, induce cambios en multiples regiones del

!

cerebro en la rata. Este resultado indica que P10 de dosis baja,
!

- r
administrada en forma oral, penetra la barrelrra de sangre
1

cerebro. f

1
2. P10, en dosis tan bajas como 0.08 md/kg/dia, indujo
1

. . |
cambios funcionales en forma tan temprana como 24 horas, lo
!
. . .‘ .
cual fue el punto de tiempo mas temprano enslayado después

del inicio del tratamiento.

_ e ——

Tal como se puede apreciar en la figura {1, parece haber

una sefial disminuida en la dosis 0.32 mg/kg/di? con base en la
1

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 dosificacién en forma relativa a las
|

!
dosis inferiores, y no reflejar simplemente,’ la variabilidad
|
il
1
1
i
1

biolégica intrinseca entre los sujetos animales
EJEMPLO 11

1
Determinacién de Riesgo de Eje‘rnplo
!

Con el objeto de identificar a sujetos con cognicién normal
|

. , . | ~ <y
quienes estan en alto riesgo de desarrollar dano cognitivo del
[

tipo Alzheimer (también Ilamado tipo hibocampo) en los
. |
!

!
|
|
!
{
i
I
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!
l
!
!
!
i
!
I
!
!

siguientes 5 afios con base en el genotipo TOMM4Q' rs1054523

i

(523), la edad y posiblemente el genotipo APOE, sé estudiaron

los datos de edad de desarrollo a partir de un coﬁorte de 438

|

! )
individuos con seguimiento en prospecto del | estudio de
!

5 Envejecimiento y Salud de Memoria de Duke Bryan I-'ADRC.

!

La tabla 3 resume una categorizacién de riesdo de ejemplo
i

con base en los genotipos 523 y APOE y la eciad. Se debe
!

observar que parece haber un subconjunto de l,’sujetos €3/e3
VL/VL, APOE quienes sucumbieron al desajrrollo de la

10 enfermedad de Alzheimer en las edades entre 51 y 59. Estos

!

!
sujetos no son considerados en la tabla 3, que presenta
!

[
Gnicamente el subgrupo de bajo riesgo de transportadores

!

VL/VL, quienes estan cognitivamente normales;’después de la
l

edad de 62. También se contempld una categoriz‘gacién de riesgo
{

|
15 expandida que incluye los sujetos €3/¢e3 VL/VL APOE de alto
|
|
{

riesgo. l
l

Tabla 3. Valores de Umbral de Edad de Ejemélo que Definen
!

Alto Riesgo para los Genotipos 523 en las Ed‘!ades de 62 a 83
!

|

’ 0

Genotipo 523 o APOE Edad que défine alto riesgo
20 523 L,L Todas’lalto riesgo
523 L,VL Todaé alto riesgo
523 S,L i 74
523 5,8 77
523 S,VL | 76
523 VL, VL Toda{"s bajo riesgo
APOE €2/e2 Todeﬁs bajo riesgo
95 APOE £2/¢3 Tod?s bajo riesgo
APOE €2/e4 TodI'aS bajo riesgo

]
|
!
[

Es sencillo un uso de ejemplio de estds asignaciones. La
{
i
tabla 3 se utiliza para realizar asignaciones r’de individuos en los
i
. . | .
grupos de alto o bajo riesgo (que puedep ser sin tomar en
{
{

30 cuenta la etnia) tal como se indica a continuacién:

1) los individuos con un genotipo 52f3 de (L,L) o (L,VL),
!

!

i
!
[
[
I
t
!
{
i
i
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l
1
|
|
son asignados al grupo de alto riesgo, If

2) los individuos con un genotipo 523 de (V;L,VL) (>62

afnos) o genotipo APOE de (€2/e2) o (€2/e3) son as;ignados al
|

grupo de bajo riesgo, |
I

3) para individuos con el genotipo 523 de (S,SI'), (S,VL) o

(S,L), se compara una edad actual del individuo coni' la edad en

. . . . I
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
1

en donde la pendiente de l|a curva indica altc% riesgo de
. J
desarrollo de dafio cognitivo en una ventana de 5 afios. La parte

I
pronunciada de la curva, sigue una asintota relativamente
|

plana, y tiene un punto de tiempo caracteristic? (edad), en
donde se observa un rapido incremento en la p;roporcién de
individuos con dafio cognitivo (ver figura 2 y figura IIS).

!
La figura 3, ilustra la determinacién de edad utilizada para
I
distinguir la clasificacién de alto y bajo riesgo deIIIgenotipo 523

(S,L). La parte pronuhciada de la curva puede sel’r identificada

. I
como comenzando aproximadamente a la edad dle 74, lo cual

!
corresponde a la edad asociada con el nivel del 90% de los
I
individuos con este genotipo que no presentan dl'aﬁo coghnitivo.

Por consiguiente, los individuos con edad de 7:4 0 mayor se

pueden asignar al grupo de alto riesgo del est*’Jdio, mientras

o L
que los individuos mas jovenes de 74 afios, son asignados al

I
grupo de bajo riesgo. Las curvas de edad del 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.

I
Debera quedar entendido que, aunque las graficas aqui
!

presentadas son interpretadas para proporcicfnar una edad

especifica en donde ocurre el cambio en la pléndiente, estas

I
I
|
|
1
!

1’L’> /’%
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graficas pueden ser actualizadas conforme se recoléctan datos
adicionales, para modificar y/o optimizar las design!aciones de

!
edad sin apartarse de las ensefanzas generaIeIs de est

*

método. l

|

Las descripciones de las patentes, documentos de
patentes, articulos, resimenes y otras publicac.iones aqui
mencionadas, estan incorporadas en sus totalidades a |la
presente invencién como referencia, como si cada u!r1a estuviera
incorporada individualmente. En caso de conflicto,.la presente
especificacion, incluyendo las definiciones, tomara el control.
Los expertos en la técnica podran apreciér diversas
modificaciones y alteraciones a la presente in\l.rencién, sin
apartarse del alcance y espiritu de la misma. Se ;;)roporcionan
modalidades y ejemplos ilustrativos unicamente con’no ejemplos,
y no estan proyectados para limitar el alcance dej Ila presente

invencién. El alcance de la presente invencién e;zsté limitado

Unicamente por las reivindicaciones adjuntas.

|
|
|
|
|
|
|
\l
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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1

REIVINDICACIONES
|

1. Una composicién que comprende pioglitazona de
!

dosis baja para utilizarse en el tratamiento de daﬁ[o cognitivo

1
del tipo Alzheimer. |
I

2. La composicién tal como se describe en |la
!

reivindicacion 1, caracterizada porque el tratamiento{f comprende
~ - . i .
retardar el desarrollo de dafo cognitivo del tipo Alzheimer.

{
3. La composicién tal como se describe en |la
|

reivindicacién 1, caracterizada porque el tratamiento comprende
|
- - - ! .
retardar el desarrollo de dafo cognitivo de tipo Alzpelmer en un

. . . | ~
sujeto humano con riesgo incrementado de desarrollar dafo

[

cognitivo del tipo de Alzheimer en los siguientes 5/a 7 afios, en
|

donde el riesgo esta basado en la edad del sujeto;y el genotipo

rs10524523. ;

|

4. La composicién tal como se describe en la
{

reivindicacién 1, reivindicacién 2 o] reivindicacion 3,
|

caracterizada porque la pioglitazona de dosis baja[‘se administra
en forma de dosificacién unitaria. 1!

5. La composicién tal como se desl'lcribe en la
reivindicacion 4, caracterizada porque la forma d;e dosificacion

unitaria comprende de 0.5 a 12 miligramos de piog’;litazona.

:
6. La composicién tal como se describe en |la

l

reivindicacion 4, caracterizada porque la forma de dosificaciéon
{

unitaria comprende de 0.5 a 10 miligramos de pio:glitazona.

7. La composicion tal como se de}scribe en la
reivindicacion 4, caracterizada porque la forma ;Ide dosificacion
unitaria comprende de 1.5 a 12 miligramos de pi?'lglitazona.

| .
8. La composicién tal como se dgscnbe en la

reivindicacion 4, caracterizada porque la forma;de dosificacién

I

unitaria comprende de 1.5 a 10 miligramos de pioglitazona.
!

9. La composicién tal como se describe en la

|
!
|
I
I
|
[

1S o
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I
I
I
!
!
II
I
!
I
I

|
reivindicaciéon 4, caracterizada porque la forma de dosificacidn
! .
[

unitaria comprende de 0.5 a 8 miligramos de pioglitazona.

. 1
tal como se descrlbe; en
!

10. La composicién la

reivindicacion 4, caracterizada porque la forma de dosificacion
!

5 unitaria comprende de 1.5 a 6 miligramos de pioglitazorﬁa.

!

. . . N « ! . .«
11. EIl uso de pioglitazona de dosis baja en la falzbrlcacmn
de una formulacién farmacéutica para el tratamientolfI de dano

cognitivo del tipo de Alzheimer.

|
|
|
i
|
como se describe en la reivindicacién 11,
|

12. EI uso tal
. {
10 caracterizado porque la formulacién farmacéutica es una
ﬁ
!
|
{

tableta.
!
13. EIl uso tal como se describe en la reivindicacién 11,
!
!
caracterizado porque la formulacion farmaceutica es wuna
!
1

!

capsula.

14. EI uso tal como se describe en la relvmg:ilcacmn 11,
[

15
caracterizado porque la formulacién farmacéutil;lca es una
|
pastilla. f
|
15. EI uso tal como se describe en la reiviq'dicacién 11,
) |
caracterizado porque la formulaciéon farmacéutica el’s un liquido.
20 16. EIl uso tal como se describe en la reivilflmdicacién 11,
caracterizado porque la formulacién farmacéutical," es un semi-
sdélido. l,’!
17. EI! uso tal como se describe en Ia reivi%ndicacién 11,
caracterizado porque la formulacién farmacéutica ;‘es un soélido.
!
25 18. EI uso tal como se describe en cua‘iquiera de las
|

C . |
reivindicaciones de la 11 a la 17, caracterizado porque la
|

. . .. . | .
pioglitazona se administra en una dosis que proporciona una
|

AUC de aproximadamente 0.15 pgeh/mL hasta aglroximadamente
|

3.6 pugeh/mL. ;’
{
30 19. Una composicién que comprende pioglitazona de

dosis baja para utilizarse en el de disminucién

tratamiento

I
|
{
!
|
!
|
|
i
i
|
|
|
!
[
!
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cognitiva. !
. {
|

20. Un método para tratar dafo cognitivo del tipo

I’

Alzheimer en un sujeto humano que necesita del mismo, en

1
'
i

donde el método comprende administrar al sujeto una
|
1

5 pioglitazona de dosis baja.
21. EIl método tal como se describe en la rei\('vindicacién

20, caracterizado porque el tratamiento comprendel,"retardar el

!
{
!
!
{
!
!
!

desarrollo de dafio cognitivo del tipo de Alzheimer.
El método tal como se describe en la reivindicacidn
!
i

22.
10 20 o en la reivindicacion 21, caracterizado porque el sujeto esta

1

!
en riesgo incrementado de desarrollar daio cognitivo del tipo de
i

!

Alzheimer en los proximos 5 a 7 afios, en donde €l riesgo esta

basado en la edad del sujeto y el genotipo rs10524/523.

-« I - - - - 5
El método tal como se describe en Ia,,‘relvmdlcacmn
sujeto esta en

23.
15 20 o reivindicacion 21, caracterizado porque el |
riesgo incrementado de desarrollar dafo cogrf';itivo del tipo
Alzheimer dentro de los siguientes 5 a 7 aﬁois", en donde el
riesgo esta basado en la edad del sujeto. ’;’I
24. EI método tal como se describe en cl,'llljalquiera de las
. 20 reivindicaciones de [a 20 a la 23, caracterizado!ipordue el sujeto
tiene al menos 50 anos. 11
El método tal- como se describe en f/cualquiera de las

25. ]
!
. {

reivindicaciones de la 20 a la 23, caracterizado porque el sujeto
i
|
!
!
!
1
{

tiene al menos 55 anos.
El método tal como se describe en cualquiera de las
!

!

25 26.
reivindicaciones de la 20 a la 23, caracteriza‘é'io porque el sujeto

!
!
!
Il
!
!
!
!

tiene al menos 60 afos.
El método tal como se describe €n cualquiera de las
!

I

27.
reivindicaciones de la 20 a la 23, caracterizlédo porque el sujeto

30 tiene al menos 62 afnos.
El método tal como se describe

28.
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{
I
:’
!
/

el sujeto

{
!
{
i
{
!
{
{
{
I
I
!
i

reivindicaciones de la 20 a la 23, caracterizado porque

tiene al menos 68 afos.
El método tal como se describe en cualquiera de las

29.
reivindicaciones de la 20 a la 23, caracterizado porqué el sujeto

f
!

5 tiene al menos 70 anos.
!
30. EI método tal como se describe en cualqujera de las

!

reivindicaciones de la 20 a la 29, caracterizado porqtﬁe el sujeto
{

{

es un sujeto caucasico.
, . [,
31. EIl método tal como se describe en cualquiera de las

10 reivindicaciones de la 20 a la 29, caracterizado porq"ue el sujeto

no es un sujeto caucasico. i
/
!
El método tal como se describe en cualquiera de las

32.

!
!
reivindicaciones de la 20 a la 29, caracterizado por’que el sujeto
!
i
[
{
{
i
i

no tiene uno o dos alelos APOE2.
33 El método tal como se describe en cua“’llquiera de las

15 .
reivindicaciones de la 20 a la 32, caracteriza‘i'do porque la

alquiera de las

!

administracion es una vez al dia.
El método tal como se describe en cu
|
!

34.
reivindicaciones de la 21 a la 33, caracterizado porque el
|
|

!

. 20 retraso comprende retrasar el desarrollo de daﬁp en la memoria

) ]
de episodios. /
{
|

Un método para tratar una disminuq’ién cognitiva en
!

35.
i
un sujeto humano que necesita del mismo, en /donde el método
!

|
comprende administrar al sujeto pioglitazona dé dosis baja.
!
!

36. Un método para determinar el riesgc}ﬁ incrementado de
en un sujeto

25
f
tipo Alzheimer

desarrollar dafio cognitivo del
i
humano en una edad o rango de edad predete;’[rminado, en donde
|
el método comprende: ’,4'1
detectar a partir de una muestra biollci)gica del sujeto el

{

genotipo rs10524523 del sujeto, en doné!e cada alelo del

30
genotipo rs10524523 es asignado como:
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1

|

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

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

(¢) muy largo (VL, 30 o mas residuos); y II’[
determinar a partir del genotipo rs10524523 si el s;ujeto

|
5 esta en riesgo incrementado de desarrollar dafio cogniti\'(!o del
tipo de Alzheimer en la edad o rango de edad predeterminada,

|
en donde: III
o L,VL

(1) una edad mayor a aproximadamente 62 y L,L |
f
indica un riesgo incrementado; ;”
{

(2) una edad mayor a aproximadamente 62 y VLf,VL no
!

10
{
indica un riesgo incrementado; i
|
|
(3) una edad mayor a aproximadamente 74 y S,L indica un
:‘
riesgo incrementado; |
|
(4) una edad mayor a aproximadamente 77y S,S i,”ndica un
/
15

riesgo incrementado; y Ill
(5) una edad mayor a aproximadamente 76 y S,}’I/L indica

|

un riesgo incrementado. l,'l
37. EI método tal como se describe en la reivf’lndicacic’)n
36, caracterizado porque la determinacidn comprendlr'!e ademas
20 detectar a partir de una muestra biolbdgica del ;sujeto, el
genotipo APOE del sujeto, en donde l|la presencia dl,’le un alelo

:

APOE2 en el genotipo indica que el sujeto no estd en riego

administra

!

!

. ]
incrementado. |
i

!

|

|

!

38. Un método para determinar si se
!

pioglitazona de dosis baja a un sujeto humarlho para el

25
tratamiento de dano cognitivo del tipo Alzheimer, c,éracterizado

l
{
porque comprende: i
|
{

detectar a partir de una muestra biolégica del sujeto el

| !
{
{

rs10524523 del sujeto, en donde cada alelo es

genotipo

i

l

. !

30 asignado como: |
!

. {

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

!

|

!

!

!

{

{

!

!

[
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—_—

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

(¢) muy largo (VL, 30 o mas residuos); y
determinar a partir del genotipo rs10524523 si de Ia;‘edad
!

del sujeto humano si se administra pioglitazona de dosis b’aja al

sujeto para el tratamiento de dafio cognitivo del tipo de

5
!
i
!
1
!
!
!
!

Alzheimer, en donde:
(1) una edad mayor a aproximadamente 62 y L,L jo L,VL

!

indica tratamiento;
(2) una edad mayor a aproximadamente 62 vy VL,VL no

I
[
!
1
I

10 indica tratamiento;
(3) una edad mayor a aproximadamente 74 y S,fL indica

{
!
!
!
!
1
!

tratamiento;
(4) una edad mayor a aproximadamente 77 y S’,",S indica

|
{
|
{
|
!

tratamiento; y
15 (5) una edad mayor a aproximadamente 76 y Sr”VL indica
tratamiento. ,’;
39. EI método tal como se describe en la rei\}mdicacién
38, caracteriz-ado porque la determinacidn comprenliie ademas
detectar a partir de una muestra biolégica del,’!sujeto, el
. 20 genotipo APOE del sujeto, en donde l|la presencia }’lde un alelo
APOE2 en el genotipo no indica tratamiento. I:”
;
40. EI método tal como se describe en la réivindicacién
j
38 o reivindicacién 39, caracterizado porque el '«“sujeto tiene
cognicién normal. f
,
25 41. Un método para retardar el desa,r'lrollo de la
:’
j

enfermedad de Alzheimer en un sujeto que estéfen riesgo de

o '
desarrollar enfermedad de Alzheimer en donqe el método

comprende:
una variante

a. determinar

la presencia de al
30 geneéetica del gen TOMM40, en donde la variante;‘genética es un

!

alelo rs10524523, en donde la presencia de;"al menos una

t
/
t
[
!
{
{
!
!
I
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!
!
i
{
{
{
!
|
|

variante genética indica un riesgo de desarrollar la enfermpdad
|

1

|

{

|
{
]

de Alzheimer; y
b. administrar una cantidad efectiva de pioglitazona de

!
dosis baja o una sal del mismo al sujeto, para retardar de esta
1

5 forma el desarrollo de enfermedad de Alzheimer en el sujeto.

42. Un método para retardar el desarrollo de, dafo
{
1
Ly . . . !
cognitivo leve en un sujeto que esta en riesgo de desarrollar
1
1

enfermedad de Alzheimer en donde el método comprende:[v‘

. . | .
a. determinar la presencia de al menos una Vvariante
!

genética del gen TOMMA40, en donde |la variante genéticp €s un

10

alelo rs10524523, en donde la présencia de al merﬁos una
variante genética indica un riesgo de desarrollar la enf?armedad

:

de Alzheimer; y I,’I
b. administrar una cantidad efectiva de pioglitafzona de
15 dosis baja o una sal del mismo al sujeto, para retardafr de esta

:

|

forma el desarrollo de dafio cognitivo leve en el sujeto.

Un método para retardar el desarrollo;’de dano

43.
riesgo de

sujeto que esta en

cognitivo leve amnésico en el

desarrollar enfermedad de Alzheimer comprende:

- - I -
determinar l|la presencia de al menos una variante
1

!
I
!
{
|
!
!
i
I
|

20 a.
!
genética del gen TOMM40, en donde la variante genl’ética es un

alelo rs10524523, en donde la presencia de al ,"menos una

!
variante genética indica un riesgo de desarrollar la fenfermedad

de Alzheimer; y
[

25 b. administrar una cantidad efectiva de pioélitazona de
{

i

{
dosis baja o una sal del mismo al sujeto, para rete}’rdar de esta

=~ .y R

forma el desarrollo de dafio cognitivo leve amnésico en el
!
!
!
!
/
{

sujeto.
Un método para retardar la enfermedad;’de Alzheimer
i

44.
i
30 preclinica en un sujeto que esta en riesgo de desarrollar
i

enfermedad de Alzheimer caracterizado porque comprende:

)
{
{
!
!
{
{
{
{
i
!
1

!
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a. determinar la presencia de al menos una variante

l

genética del gen TOMM40, en donde la variante genética es un

|
alelo rs10524523, en donde la presencia de al menos una
|

variante genética indica un riesgo de desarrollar la enfermedad
|

de Alzheimer; y 11

b. administrar una cantidad efectiva de pioglitazona .de
|
dosis baja o una sal del mismo al sujeto, para retard‘lar de esta

forma el desarrolio de enfermedad de Alzheimer precli'lnica en el

l
l

45. Un método para retardar el desarrollo de enlfermedad

sujeto.

de Alzheimer prodromal en un sujeto que esta en riesgo de

|
|
|

desarrollar enfermedad de Alzheimer caracterizadcl? porque
l
l

comprende:

!
a. determinar la presencia de al menos una|variante

l
genética del gen TOMMA40, en donde la variante genética es un

|
alelo rs10524523, en donde la presencia de al menos una

l

variante genética indica un riesgo de desarrollar la enfermedad

de Alzheimer; y ll

b. administrar una cantidad efectiva de pioglita'-lzona de
dosis baja o una sal del mismo al sujeto, para retardarllde esta
forma el desarrollo de enfermedad de Alzheimer prodrom‘lal en el

sujeto. |

l
46. Un método para retardar el desarrollo de c%ambios

C . . |
fisiolégicos asociados con la enfermedad de Alzhelmerl en un

sujeto que esta en riesgo de desarrollar enfermecLIad de

l

Alzheimer caracterizado porque comprende: \

l

a. determinar la presencia de al menos una variante

|
genética del gen TOMM40, en donde la variante genética es un

|
alelo rs10524523, en donde la presencia de al menods una

l
variante genética indica un riesgo de desarroliar la enfermedad

de Alzheimer; y l
l

1
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b. administrar una cantidad efectiva de piog\llitazona,de
_ t
dosis baja o una sal del mismo al sujeto, para retar{jar de esta

. l
forma el desarrollo de cambios fisiolégicos asociados con la
1 .

. s . |
enfermedad de Alzheimer preclinica en el sujeto. |
1

47. EI| método tal como se describe en cualquiera de las

l
reivindicaciones de la 41 a la 46, caracterizado 11porque la

l

pioglitazona se administra en una dosis de 0.5 mg a 9 mg al
l
|
|

dia.

|
48. EI método tal como se describe en cualquiera de las
l

L . . |

reivindicaciones de la 41 a la 46, caracterizado porque la
|

pioglitazona se administra en una dosis que propornl“.iona una

|
AUC de aproximadamente 0.15 pgeh/mL hasta aproximadamente

|
3.6 pygeh/mL. 11
1
49. EI| método tal como se describe en cualquieltra de las

reivindicaciones de la 41 a la 46, caracterizado porqué el paso
1

.. .z . . ey |

de administracién comprende administrar la pioglitazona o una
v l

sal del mismo al sujeto de acuerdo con un régi\lmen de

tratamiento diario. ll

|
50. EJl método tal como se describe en la reivin‘idicacién

|
49, caracterizado porque el paso de administracién comprende
|

la administracion de pioglitazona o una sal del mismo al sujeto
|

como una composicion farmacéutica. ‘1

. l
51. EI método tal como se describe en la reivindicacion
1
50, caracterizado porque la formulacién farmaceéutica .kes una

|
tableta. ‘l

|
52. EIl método tal como se describe en la reivindicacion
|

. - N 1
50, caracterizado porque la formulacién farmacéutica es una

1
capsula. l\

53. EI método tal como se describe en la reivindicacién
!

50, caracterizado porque la formulacién farmacéutica eEs una

l
pastilla. 11

1
l
\
l
|
1
|
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54. E| método tal como se describe en la reivindicacién
. . c e
50, caracterizado porque la formulaciéon farmaceultlca es un

liquido. |
l

55. EI método tal como se describe en la reivindicacidon
1

50, caracterizado porque la formulacién farmacéutica es un

l
semi-soélido. 1
|

56. EIl método tal como se describe en la reiyindicacién

. . o
50, caracterizado porque la formulacién farmaceutilca es un

l
|

57. EI método tal como se describe en la reivindicacién
|

solido.

51, caracterizado porque la tableta es una tableta que se
l

desintegra en forma oral. _ l

|

58. EI método tal como se describe en la reivindicacién

1
55, caracterizado porque la formulacién farmacéutica semi-

: l :
solida se selecciona de un grupo de formiulacmnes

L A . |
farmacéuticas semi-sélidas que consiste en un gell, crema,

locién, ungliento, balsamo y salve. |

l

59. EIl método tal como se describe en la reivillndicacién

54, caracterizado porque el paso de administracién comprende

|

la administracion oral de la formulaciéon farmacélutica de

|
pioglitazona liquida en el sujeto. 1

l

60. EI método tal como se describe en la reivindicacidn
54, caracterizado porque el paso de administracion co\mprende

inyectar la formulacién farmacéutica de pioglitazona Iilquida en

h
el sujeto. |

1

61. EIl método tal como se describe en la reivindicacion
l

54, caracterizado porque el paso de administracién comprende
, ] |
la administracion intranasal de la formulaciéon farmacéutica de

|

pioglitazona liquida en el sujeto. l
62. El método tal como se describe en la reivinc\;iicacién

l

55, caracterizado porque el paso de administracién comlprende:

l

l
l
|
l

\
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la administracién intranasal de la formulacién farﬁnacéutica de

|

l
63. EIl método tal como se describe en la rFivindicacién

pioglitazona semi-sdélida en el sujeto.

55, caracterizado porque el paso de administraciéh comprende

la administracién en forma tépica de Ia ]formulacién

|

farmacéutica de pioglitazona semi-sélida en el sujeto.
64. El método tal como se describe en la re.ieivindicacién
56, caracterizado porque la formulacién farmacé{utica es un

polvo. |

65. EI método tal como se describe en la reivindicacidn
56, caracterizado porque el paso de administracic')ni comprende
la administracion en forma tépica de |la ]forhulacién
farmacéutica de pioglitazona sélida en el sujeto. ’

66. EI método tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 41 a la 46, caracterizado porqiue el sujeto
tiene cognicién normal. ]

67. EI método tal como se describe en cualqm’uiera de las
reivindicaciones de la 41 a la 46, caracterizado'i porque la
administracién ocurre cuando el sujeto es mas joven de 60

l
afos. ]

68. EI método tal como se describe en cualqu‘iera de las
reivindicaciones de la 41 a la 46, caracterizado% porque la
administracién ocurre cuando el sujeto tiene edades c‘iie entre 60
y 70 afos. ’

69. EI meéetodo tal como se describe en cuaiquiera de las
reivindicaciones de la 41 a la 46, caracterizado porqule el sujeto
tiene una copia del alelo rs10524523 TOMM40 largo. ]

70. EI metodo tal como se describe en cualquilera de las
reivindicaciones de la 41 a la 46, caracterizado porqu]e el sujeto

tiene dos copias deil alelo rs10524523 TOMM40 largo.’

71. EIl método tal como se describe en cualqui'lera de las

|

|
|

'\3{ %
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|
reivindicaciones de la 41 a la 46, caracterizado porqdlle el sujeto
tiene un riesgo incrementado de desarrollar enfermedad de
Alzheimer en comparaciéon a un sujeto control. \l

72. EIl método tal como se describe en la rei\lilindicaci()n
71, caracterizado porque el sujeto control lleva al }lnenos una
copia del alelo rs10524523 TOMM40 que comprende una poli
repeticién T que tiene menos de 19 nucleétidos de Ionllgitud.

73. EIl método tal como se describe en la reivl[indicacién
71, caracterizado porque el sujeto control no tiene 1luna copia
del alelo rs10524523 TOMM40 que comprende |[una poli
repeticién T que tiene mas de 19 nucledtidos de Iongit‘pd.

74. EI meétodo tal como se describe ], en las
reivindicaciones de Ila 50 a la 65, caracterizado borque la
formulacion farmacéutica es una formulacién bioequivalente.

75. EI método tal como se describe ’1en las
reivindicaciones de la 50 a la 65, caracterizado ;liorque la
formulacién farmacéutica es una formulacién farmacéuticamente
equivalente. ]
\
l

reivindicaciones de la 50 a la 65, caracterizado pPrque la

formulaciéon farmacéutica es una formulacién terapéuticamente

76. EI método tal como se describe en las

equivalente. , l
77. EI método tal como se describe &en las
reivindicaciones 25, 35 y 38, caracterizado poquue la
dosificacion unitaria comprende de 0.5 a 12 mg de pioglii]tazona.
78. ElI método tal como se describe en las
reivindicaciones 25, 35 y 38, caracterizado por\que la
dosificacién unitaria comprende de 0.5 a 10 mg de pioglilltazona.
79. EI método tal como se describe éln las

reivindicaciones 25, 35 y 38, caracterizado porque Ila

dosificacion unitaria comprende de 0.5 a 8 mg de pioglitazona.

1
!
|
1
1

(
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80. EI método tal como se describe ]

en las

reivindicaciones 25, 35 y 38, -caracterizado p‘,orque la

dosificacion unitaria comprende de 1.5 a 6 mg de piogl]itazona.

81. La pioglitazona de dosis baja para utiliza

tratamiento de dafio cognitivo del tipo de Alzheimer.

rse en el
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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 d

e Alzheimer.

También se proporcionan métodos para la fabriclacion de los

mismos. Se proporcionan ademas métodos para €

| tratamiento

de enfermedad de Alzheimer, incluyendo administrar un

producto de farmaco con pioglitazona de baja
métodos pueden incluir determinar si el sujeto esta
desarrollar enfermedad de Alzheimer con base en

sujeto y el genotipo 523 TOMMA40.

dosis. Los
en riesgo de

la edad del

\3b 7



Linea de Base

Post-
dosificacion

Control

D = 0.04 mg/kg

D = 0.08 mg/kg

FIG. 1

D =0.16 mglkg

D =0.32 mg/kg
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7700105 " 652489 Ty
| 'ESCRITURA PUBLICA NUMERO - - .
- = = MIL CUATROCIENTOS. OCHENTA ¥ Uy
DE FECHA: MARZO VEINTIMTEVE (29) Ammeaa o

- DEL ANO DOS MIL ONCE (2011)

OTORGADA EN""LA NOTARIA SEXTA (6‘) DEL

cmcux.o NOTARIAL DE BOGOTA, DCv SEI
. 1“ACTO: PODER- S

e APODERADOS e
LUz CLEMENCIA DE PAEZ

NIDIA OSORIO? P

: EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY

: Vpubhca.que S

51 680 061 de Bogota, y dijo:

| CAVELIER ABOGADOS como su representante para la Propzfedad lndustnal en' f'

?:

]

PODERDANTE: CAVELIERABOGADOS NIT. No. 86004136?3 ,

 CORREA BARBOSA

',.En:a._,la :,cxudad de Bogota DistritoCapital ‘Departamento de"1 _Cundi

 : Republica de. Colombia, en la Notana Sexta (6a) del circiilo de Bogota Dastnta o

: Capltal cuyo Notarl tor(a) ————
e AMPARO QUINTERO ARTURO o bttt IR IR a los: VEINTI EVEI_
| dias del'mes MARZO v/ -;— - delafio dos mil once (201 1) se

I gna ‘en Ios siguientes: términos:-

Compa

edad, vecma de esta cnudad casada ndentlf cada con la cedula

EST!PULACION‘ES'

Colomb:a con facultades de riombrar apoderados tal ‘como consta en: la copx




auténtica del documento de representacién que se protocoliza.

TERCERA.- Que en su caracter de representante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad otorgada por Z!NFAﬁDEL
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 Usaquen, NIDIA OSORIO LOPEZ, T.P.A. No.73.366,
identificada con cédula de ciudadania nimero 39.787.682 de Bogota,
OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA, T.P.A. No. 71.027 identificado
con cédula de ciudadania niamero 79.524.634 de Bogota, EDNA DARMELY
SARMIENTO CHARRY, T.P.A. 65.794 identificada con cédula de ciudadania
nimero 52.006.265 de Bogota y JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL, T.P.A. No.
40.119, identificado con cédula de ciudadania numero 16.209.380 de
Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de Bogot4, para que representen a
la sociedad a cuyo nombre actia, ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan
o no jurisdiccidn, incluyendo las del orden administrativo, contencioso administrativo
y judicial, asi como los tribunales de arbitramento. en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencion de patentes de invencion, modelos de utilidad,
disefios industriales, trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el
registo de marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, 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, accién por infraccién, concesion de licencias, la proteccion de secretos
industriales y de nombres de dominio junto con su administracién y pago; acciones
populares, de tutela y de cumplimiento; y en general los procesos civiles, penales,
administrativos o contencioso-administrativos, de conciliacion, arbitramento, tutela

relacionados con estos derechos; acciones y procesos que promovameos o0 s€ Nos

promuevan.

CUARTO - Que los apoderados designados estan facultados en todos los asuntos
arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar, arbitrar, admitir

los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los actos de
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.:CAMARA DE COMERCIO DE ‘BOGOTA

HORA 11:48:29 '

PAGINA: 1 de|3

R IR

DOCUMENTOS-

NOMBRE : CAVELIER ABOG OS
N.I.T. @ 860041367
DOMICILIO : ‘BOGOTA

CERTIFICA:
NO: 00820237 aan
S ';CERTIFICA o ;
CONSTITUCION . : .. QUE OR ‘ESCRITURA PUBLICA NO. 0005233 DE/ NOTARTA
SEXTA DE BOGOTA:D:.C: DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1974 ,:"INSCRITA EL
E

¥

26 DE SEPTIEMBRE DE 1974 BAJO ‘EL. NUMERO 00021234 DEL LIBRO IX, S

CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL DENOMINADA CAVELIER PERDOMO,
CAVELIER. . B

CERTIFICA o o T

, _PUBLICA NO-. 0001000 DE NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
i 10+ DE MARZO DE 1983 INSCRITA EL ‘5. 'DE ABRIL DE 1983
BAJO ELV-NUMERO 00130769.*. DEL LIBRO IX LA SOCIEDAD CAMBIO- Sb
"NOMBERE DE ;. CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER L L DE H CAVELIER
ABOGADOS ' -

i CERTIFICA it
‘QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1000 OTORGADA 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 BAJO EL NUMERO™ 130769, DEL LIBRO
IX, LA SOCIEDAD CAMBTO SU NOMBRE DE:CAVELIER PERDOMO"Y CAVELIER]
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS B INTRODUJO OTRAS REFORMAS . :

E ..,CERTIFICA '
" CERTIFICA

QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 1&.-

‘DE ABRIL.DE 1. 995" INSCRITA EL-27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO. EL. NGd
5:937 DEL LIBRO-.XII¥,LA SOCIEDAD TRASLADO. SU DOMICILIO ‘DE LA CIUx -

DAD DE -SANTAFE DE BOGOTA MUNICIPIO DE TABIO { CUNDINAMAR

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE ‘BOGOTA
DEL- 10 DE. OCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE. DE 1982
BAJO EL NO. 1559 DEL LIBRO. XIII, LA SOCIEDAD CAMBIG SU. .
NATURALEZA. JURIDICA DE. ‘SOCIEDAD :COMERCIAL A SOCIEDAD: crsz

' 'CERTIFICA:
REFORMAS:: . R Lo : e
ESCRITURAS NO: '~ FECHA ‘NOTARIA T INSCRIPCION H
842 10-V1.9979  18. BTA. ©275Ve1.977-NO. 46.204f
31430+ ¢ TYVII-1.980- 6A. BTA. +3-IX-1.980-NO. 89.582
4. 844 10-IX-1.980 6A. BTA.- 91.261]

: Ao 8-X-1.980-NO.
4327 10-IT-1.983  6A. BTA. . 1{T0&




7.7210 10-X-1.984 GA. _BTA 15-XT-1,984-NO, 1.559 .
i 7.305 21-¥-1.985  6A. BTA. 18-XI-1.985-NO. 1.906
2.567 29-IV-1.987 6A. BTA. 7-V- 1.987-NO. 2.386
4.278 3-VII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652
2.657 25- IV-1.988  6A. BTA. 19- V -1988-NO. 2,740
9.033 21-XII-1.990 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.786
25 3- T -1.991  6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.787
1.608 8-III-1.991  6A. BTA. 14-TIT- 1991-NO. 3.841
2.155 2-ITV- 1.991  6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862
797 7-IT -1.891 6A. BTA. 7- VvV  -1991-NO. 3.882
1.739 14-IIJ-1.991  6A. BTA. 7- V  -1991-NO. 3.881
5.886 21-vIII-1.991 6A. BTA 27-VITI-1991 NO. 4.01%
8.596 4-XII -1.991 6A. BTA 16-III -1992 NO. 4.430
1.494 10-III -1.992  6A. BTA. 19-III -1992 NO. 4.436
4.205 8 -VII -1.992 6A. BTA. 15-VIT -1992 NO. 4.554
8.829 16-XIT -1.992 6A. BTA.  24-XITI -19%2 NO. 4.819
12 5-I -1.993 6 STAFE BTA 13-I  -1993 NO. 4.850
4.877 29-VI -1.993 6 STAFE BTA 7-VII -1%93 NO. 5.065
5.216 12-VII -1.993 6 STAFE BTA 16-VII -1993 NO. 5.077
ACTA NO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174
2.034 18-IV- 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. 5.937
2.227  25-IV-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. 6.0892
7.594  12-XII-1.995 6 STAFE BTA 19- XII-1.995 NO. 6.294
676 11~ II-1.997 6 STAFE BTA 14- II -1.997 NO. 6.873
- 'CERTIFICA o
REFORMAS :
E.P. NO. FECHA [ . NOTARIA CIUDAD FECHA. NO.INSC.
0004506 1997/07/28 ‘0006 BOGOTA D.C:i1997/09/02 00007115
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA D.C:1998/04/21:00007426
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA D.C.:1998/08/13 00007544
: 0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA D.c;;1998/03/27f00007564
i 0007760 1998/11/10 0006 BOGOTA D.C..1998/11/12 00007644
; 0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA D.C.. 2000/12/04 00008481
0003034 2003/05/30 0006 .BOGOTA D.C.2003/06/04..00882729
0003786 2004/07/16 0006 BOGOTA D.C..2004/07/28 00009703
0001422 2005/03/18 0006 BOGOTA D.C. 2005/04/07 00009917
0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA D.C. 2005/08/26 00010008
0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA D.C. 2007/07/24 00010841
5453 2009/10/19 0006 BOGOTA D.C. 2009/10/21 00012243
1336 2010/03/16 0006 BOGOTA D.C. 2010/03/24 00012506
915 2011/02/28 0006 BOGOTA D.C. 2011/03/03 00013022
CERTIFICA:
VIGENCIA: QUE LA SOCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL
10 DE SEPTIEMERE DE 2024
CERTIFICA:
OBJETO SOCIAL: LA SOCIEDAD TENDRA POR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA
ACTIVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO
1A SOCIEDAD PODRA ADQUIRIR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEBRAR TODA
CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL
MISMO, INCLUSIVE LOS DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
INTERES, _MANDATO,:CIVIL Y COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI  COMO
- PARTIGCTPAREN. ABOCIACIONES . CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESIONALES
CERTIFICA:
$10,000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR
DA UNA, DISTRIBUIDO ASI
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EREARL IR S ST TR R L A S P

{-SOCIO CAPITALISTA ()

NO. CUOTAS: 8&,800:00
GAUDEBERT DE CAVEL
NO. -CUOTAS: 1,200

- SOCIO INDUSTRIAL (S) , .
CHAVARRO JORGE. ~ i+ . ; C.C: 0000000

NO. CUOTAS: 0:00. ~ . VALOR: $0.00 SR

SUAREZ DE PAEZ ‘LUZ:CLEMENCIA C.C. 000000035456344:
JOTAS: 02000 1 i VALOR: $0.00 '

.. ni . VALOR: $8,800.00 N D
GNES'JEANNE ' C.E. 000000000133100
Sl UALOR: $1,200.00 &

VALOR: ©$10,000.00 . = B
R ‘ CERTIFICA: K
QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 4
DE 2005.DE LA NOTARiAPDG"DE'BOGDTAﬁD}Ci[”INSCRIIA-EL 07 DE ABRIL.
DE 2005 BAJO-EL NO. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIII, ;DE.LAS MIL DOSCIENTAS { 1200%)  PARTES DEﬁﬂINTERES;ySOCIALf
RADICADAS EN CABEZA DE:AGNES GAUDEBERT: DE  CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS: AFECTADAS EN' PROPIEDAD FIDUCIARIA A
FAVOR DE TAS SIGUIENTES £

1432 DBEL 18 DE MARZO

; ERSONAS : . GERMAN . CAVELIER . FRANCO,
ERNESTO CAVELIER FRANCO; 'JORGE ™ CAVELIER FRANCO; " INES ‘CAVELIER
'FRANCO, " ‘GUILLERMO IER FRANCO, ELENA CAVELIER = PRANG
ALEJANDRO :CAVELIER *FRANCO, BEATRIZ CAVELIER = FRANCO

CAVELIER FRANCO. i y -
SR ‘CERTIFICA: = o
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
‘ ~EN EL CONSEJO DIRECTIVO-Y LLEVARA L& REPRESENTACION. LEGAL '
DE LA. SOCIEDAD CUANDO LO ESTIME-PERTINENTE SIN LIMITK#ION ALGUNA.
IGUAL. PARTICIPACION Y ATRIBUCIGNES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEEERT
DE CAVELIER CUANDO ‘OCUPE' EL CARGO, EN’CASO‘DE‘FALTAmABSOLUiﬁfDEJGERMAN
CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCTOS COLECTIVOS ESTAN ‘AUTORIZADOS -‘FARA ‘EQE
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, -SIN BERJULC DE.
-LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS CREADOS POR LOS 'PRESENTES
ESTATUTOS : _ g, S R ,

CERTIFICA:

B “ooek NOMBRAMIENTOS *#
QUE POR ESCRITURA’ PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 TA DICHDEL |
22 DE ‘AGOSTO:DE“2005, INSCRITA EL 26 DE' AGOSTODE 2005 BAJO KL NUMERO..
00010008:DEL* LIBRO' XIII, FUE (RON) . NOMBRADO' S} : Y
i NOMBRE | ettt
“PRESIDENTE: DIRECTOR ‘VITALICIO

UE' “POR ACTA NO. 26 /DE- -~ ASAMBLEA GENERA




INSCRITA EL 24 DE MAYO DE 2010 BAJO EL NUMERO 00012618 DEL LIBRO XTIIT, ~

[ FUE (RON) NOMBRADO (S):
; NOMBRE IDENTIFICACION
| DIRECTORA _
ZAPATA GIRALDO ADRIAN C.C. 000000051680061
REPRESENTANTE LEGAL
ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
REPRESENTANTE LEGAL
| GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000019066425
| REPRESENTANTE LEGAL
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
SOCIO COLECTIVO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
SOCIO COLECTIVO
ASOCTIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIAR 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTC DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE . C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

QUE EL NOMBRAMIENTO DE GALLON GIRALDO CARLOS INSCRITO BAJO EL REGISTRO
00012618 DEL LIBRO XIII, SE DA EN _SU CONDICION DE REPRESENTANTE LEGAL
DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO. .-
o CERTIFICA:
FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: -APARTE DE LAS: FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO-EN TIEMPO SE. LE ASIGNEN “POR EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTORTENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA _SOCIEDAD ANTE ~LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE: QTRAS PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR;: | COMPROMETER Y
DESISTIR Y DARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE  EN: AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y RECLAMENTOS ‘DE! LA SOCIEDAD; Y C )
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL CONSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI ~ COMO  RETIRARLOS Y
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA { 180 )
SALARIOS MINIMOS MENSUALES, SU  CELEBRACION  REQUERIRA LA
APROBACION PREVIA DEL CONSEJC SUPERIOR.
CERTIFICA:

*+ REVISOR FISCAL ** i

QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29
DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
{RON) NOMBRADO (8):

NOMBRE IDENTIFICACION

REVISOR FISCAL

—RINCON FANDLE) MIGUEL, ALFONSO C.C. 000000002877024
NGIARIASEXTA OEL ey

"HAB SONSTAR OUE L FOT O CERTIFICA:

0., ESTABLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
"?IG&DOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5) DIAS HABILES

pIsTRD BT
ESPUES MARE 2030

:ﬂﬁg INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE




g

“SEDE CHAPINERO

3 DE MARZO DE 2011 HORA 1

- “VALOR"

‘CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS Log” EFECTOS.

e e
¥

| B :
SENCR EMPRESARIO ; EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERIORES A 30 OOO
SMLMV" ¥ " UNA' PLANTA:'DEvPERSONAL DE MENCS DE 200: TRABAJADOR%S USTED?
TIENE DERECHO A RECIBIR UN DESCUENTO EN EL- PAGO. DE® LOS PARAFISCALES DE
75% EN EL PRIMER ANO DE CONSTITUCION :DE SU BMPRESA -DE 509 EN ELs

SEGUNDO -ANO “¥ DE 259 EN EL TERCER 2aNo. LEY 590: DE 2000 Y. DECRETO 525
DE 2009, - v , “ l

RECUERDE INGRESAR A wwwr supersociedades. ‘gov..co.. PARA VERIFICAR ST sU
EMPRESA ESTA OBLIGADA A REMI ’R ESTADOS FINANCIEROS EVITE SANéIONES

$ 3,700 '_-
DE CONFORMIDAD CON EL DECRET

POR LA SUPERINTENDENCIA
DEL. 18 DE NOVIEMBRE . DI

e

e n 1\.4

S N

R OIS V3R IV i




Tlus Apostﬂle 18 ot valid foruse anywhere within the Umted States of AmencL ts

This Apostille only: certifies the ad 'he .f.l
has signed thepublic. document;

~ wN o

e m oA e o

' ThlS public; document Bhas been 51gned by JONATHAN 1 'V.[ATHEWS ‘
v acting in the capacxty of Notary Pubhc injand. for the Districtiof- Columbla ,
bears-the: seal/stamp of:J ONATHAN MAT HEWS Distriet of Columbia: Notaljy Pubhc 1

temtones or possesemns.

ty of thé signature and the capacity of the.person 1Who
and- where -appropriate; the identity.of the sealor stamp whlch
the pubhc document bears:

chtentiof the document\fo’r_;whic'h'i’t;w'as issued.

@Apostille

(Convem‘zon de La Haye.du 5 octobre:l%» )i

This Apostille does not certr

District of Columl:na United States of Amerxca

"CERTIFIED

at Washmgton
the 9th day of March 2011

10. Signaturé:

cow NOTARY ssm DEK'C
oc ) Tk hcum DECBcGJ




Date: Nereh 9 2011

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

—_—

( signature )
Date: 3-<¢-//

District of Columbia, ss:

Subscribed and sworn to before me en this the qh of Morch =2

N
DC [Notary e

JONATHAN MATH
Notary Public, District of Cmbla
Commission Expirss Aprl 14, 2015

VISAS & PASSPORTS 2 Go, INC.

2300 Wisconsin Ave, NW Ste. 200A
Washington, DC 20007

‘COMQ-NOTARIA SEXTA-DEL CIRGULOTOE 60G0" +
HAGO CONSTAR QUE LA FOTOCORIA GOINCIDE
TADCE REPUBLICA DE e

29 WAR, 2011

Phone: 1-800-598-7240
Fax: 202-986-4130
Questions: Info@vp2go.com



" (AVELIER:.
ABOGADOS - . .
-EDIFICIO SISK}

CARRERA 43 N* 72-35
BOGOTA. B - COLOMBIA:

REPRESENTATION
I

:.:yo__(novsc_)t'r'os')' abajo firmado: (s;/l \wc) thc unduugncd

e

.ZINFAN'DEL PH’ARMACEUTICRLS INC.

domiciliado (s).

One Science Drive, Su.zte 342 iBox:90344; Durham,
. Carolina 27708, Durliam: (.oun:}

N'o’r_rh

enfof-

Por ¢l presente  nombramos  a  CAVELIER
ABOGADOQOS; socicdad  colectiva ‘tonsttuida
conforthiddd . con las: leyes - de. Ja 'lcpubhcq e

~ Colombis;.mediante Escritura Puiblica No. 6233 del 10y
~ de, scpuembu de 1974, otorgada .¢n-Ja- Notaria- Sexta
- del Circulo de Bogord, domitiliada en Bogoh DiC,
~con m'ltrlcu]a mctcanul No 02 :

Bogota, Co]ombn como- ‘nuestr: rcprcsenmntc en’
todoslos asuntos de I)LOPILd’ld Indmtrml con facultad
pata - recibir nouficaciones i nombrar apoderados

judiciales o extrajudicialés. 1

CAVELIER ABO(‘ ADOS ‘tambien podri

tepresentainos, éon niismasfactltades arriba
indicadas; - ante: cualesqmem efitidades o personas,
gjerzan o o jutisdiccion, autoridades administrativas o |

jurisdiccionales, tribunales: . de as.blt.rnmcnto en
asuntos. - de’natirileza il icomerdial, penal,
constitucionil, compumcm competencia  deslésl, |

adminiistrativa, contenciosg: adininisteativa, - ‘proteccion |
- del comurmdor. vagedades: vegetales,. nothbres: ‘de
~ dominio, oposiciones u ‘obscrvaciones, . cancelacidn
adshinistrativa v judicial, nulidad, idas. cautelareg '
concesidn de licenéias, acciones det
de. Secretos industriales, -derechs fepiilatoric. ¥ en|
gcncxal -para que-.nos:-represente:-en  coalesquicra |
~4CCiONEs |y Procesos fque. promovamos o se. nos:
promuevan. : .

La représefitante podra;-en nuestro nombre deSng:
apoderados para‘: “actuar T ante autoridades

© CAVELIE : ABOGADOS

Do _hcrcby .xppomt CI\V]..L“‘ CA

"cofistitu Uoml
Aadmiristrative, administeative co

cancellation; nullity, precautionagy

regulatory’ law and in general Lepusent USE I 'my_

-The rcpx_csenmuvc may;

nifed States of Americal

€r: :
,Repubhc of” Colombn by migans |of Public Deed
G233 of Scptcmbcr 10,1974, -granted at Notary
of the Bogota Cireuit,: dosiciled in Bogota' D:C., 0
Mercantile Registration No. 008é0237 and
Identification - Naniber 86004136"-3 -donciled:
Carrera 42 'N° 72-35, Bogot,] Colombia; :
reprcsunmuvc for all Industzial PLopcrq AmattersAvitE -
Faculty to receive notifications and: (xppomt attGrheesn
and sut 6fColure.

CAVELIER z\BOGADOS may
with the .same faculties stated |
éntities -Of :petsons; with. or
Ve or Jurisdictional a

i el commeraal(
competition, - unfair " %

protection, plant-viarictes, domai g 7

of “obscrvation - maticrs,  admini m,mve' dnds o
HiEAEULES; - hccnsmg,
action: fét writ mandamus, protection of rade scerets;

actions and suits instituted by us or 1gamsv

0. euf amé; d”esigﬁ:x’l«c;j
attome)s to- act before nd*mmétﬂ[we and: judicial




adininistrativas y judiciales, por via extrajudicial y
®mbién procesalmente en nuestro nombre, como
demandantes, como demandados, como litisconsortes,
como agentes oficiosos, como terceros, por
lamamiento en garanta o como intervinientes ad
excludendumn. Dentro  de  csta
representante podrd facultar a los apoderados que clla
designe para transigir, conciliar, admitir los hechos del
proceso, desistit, cancelar, recibir, renunciat ¥
sustituir ¢l poder que se h. otoggue. Asi mismo, la
representante tendri la facultad para revocar el poder
asi otorgado en el momento que considere pertnente.
La representante en todo caso podra ratificar los actos
de agentes oficiosos.

autorizacién, h

authomities, through out-of-court channels, and also
procedurally in our name as planifl, defendant, joint
liggant, representative without power of attorney, third
party, when summoned to appear in cowrt or as
intervener ad excludendum. Under this authorization,
the represcatative may empower the attorneys
appointed thercby to compromise, conciliate, admit
the facts of the case, desist, cancel, receive, resign und
substitute the power of attorney granted thereto.
Likewise, the representative shall have the faculty of
revoking the power of attorney thus granted at any
time it may deem convenient. ‘The represeatative may
i any case ratfy the acts of epresentauves withour 2
power ofattc)rnc'\u

Dado y firmado hoy/Given and signed this 25 %y”% 2ol
o/

Bnfin . Dot NE L5
Por/by Hirery floses
Firma/Signatuze

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

El infrascrito Notario Certifica: Que la firma que antecede de

es auténtica; que cl signatario desempedia actualmente el cargo
de

de la compaiia

sociedad que actualmente existe y estd organizada de acuerde a
las leyes de

que fa direccién de dicha compariia €5

]

Yy que el signatario tiene facultad para otorgar este documenic.

© CAVELIER ABOGADOS

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Notary certifies:

7/,

That the preceding signature

PAs 4"

Is authentic, that the' signatory currently acts in the position

2D

of the company
ZINFANDEL PHARMACEUTICALS, INC.

a company currently existing and orpanized under the laws of
State of North Carolina, United States of America

that the address is
One Science Drive, Suitc 342, Box 90344, Durham, North
Carolina 27708, Durham County, United States of America

and that the signatory has the power to grant this document.

PO

f COROEITATI SEXTADEL CIRCULC 0%

ORIGINAG CUE HE. TENIDD A" LB
GO TAD.C REPUBLICA OF =




1§ B

. I‘oﬁO\ Jos; hcuhos anterivices. le; eons@ai pe e
“los dowmcnlos TeSPECives de todo ¢lio da f
‘Dado'y firmado en.

Nomry Publc is award and atiesty o the ahove fac s pon
: ;

1 of!he con’cspondmg documz,ntsz,
Given and'signed i ; Z

El

APOSTILLP,
(Conventlon de La Hasc du 5 octobrc 1961)

"-'I"'ﬁi‘s”put:'ﬂi'c 'dOcumciit

OCAVELIER ABOGADOS







 Oficial on se.sella con

el-gello. del. tradtictor al fempo. con 1a presente.. Estd traduccion ha sido preparada por Hilda Aguilera de
Piedrahita, traductora oficial debidamente reconocidapor el Ministerio dé Relaciones Exteriores'y. autotizada
por el Ministerio de Justicia y del Derecho.por Resolucion No. 323 de 1980;

No. 2011/459'de un documento escrito en inglés ol cual para su idenficaci

(Se traduce del idioma Inglés las Certificaciones Notariales, y la Apostilia ‘anexas a un ‘documento:de ¢ .
representacion otorgada por ZINFANDEL PHARMACEUTICALS, INC el cual se- éncuentra kscrito 2 ‘doble-. S
columna en Ingiés y: Espaiiol, firmado el 25 de Febrero de 2011 en Durham, NC; Estados Unidos de Améfica’

por AllerrRosss). S : : R G

ARIAL (SOCIEDAD)

El infrascrito- Notario, Publico' cerlifica: que la ' firma-que: anfecede  de: ‘Allen Roses es auténlica;’ -
signatario desempeéna-actualment EO.de Ia compafiia ZINFANDEL PHARMACEUTICALS; INC,
- sociedad que actualmsnte existey. eSta:érganizada de-acuerdo con las leyes del:Estado de=_Caroiirj‘a: deli
- Norte, Estados Unidos de América;-que.la direccion. de dicha compaiia es One S_cie’nceaDri@e; ‘Suite. 342,
- Box.0344, Durham, Carolina del Norte. 27708, Condado de Durharn, Estados Unidos ide:América’
- que l signatario tiene facultad par ctorgar este documento. T ER

sy de todo ello da f

Todos los hechos:anteriores le constan por haber examinado 16§ documentos res
Dado y firmado en‘Durtiam, Carlina:del Norte:

El 21252011

Octubre 5 de1961)

 pais i
* Este'documento pliblics ha sido firma
Actuando en calidad de. ... .
Lleva el sello/estampilla de:- =

db_ por:

BWRS o

~ CERTIFICADO

En

El

Por

Nimero

Selio (Sellé-Notarial)

10. Firma '(Firfnado)

woNo;

- (Firmado)

e et

' ‘Fecha: Marzo S:de_{?ZO.H

" Yo, Antonio Ant:ezanéjcerﬁﬁco‘queiesté’es un-Poder original para'Zinfandéllpéhréfﬁacéuwals\

- (Firmay E :
Fecha: 3911~ =

Distrito de-Coxumbié,f_;ss :

<1 HitDA  AGUIERA VR
Ll HOERPRETE OFiGEAL - - -
5 RESNG. .J20,081; Wil DE. slisTice: ST




v;v* “

Suscrito y juramentado ante mi este dia 9 de Marzo de 2011.
(Firmado)
Notario DC

Sello a tinta: Jonathan Mathews, Notario Pblico, 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 Apostilla no es vélida para uso en cualquier parte de los Estados Unidos de América, sus
ferritorios 0 posesiones.

Esta Apostilla Gnicamente certifica la autenticidad de Ja firma y la calidad de la persona que ha
firmado e} documento pubtice, y, cuando sea apropiado, la identidad del seflo o estampilla que el
documento pubiico fleva.

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

APOSTILLA
(Convencion de la Haya de Octubre 5 de 1961)
Pais: Estados Unidos de América
Este documento pUblico ha sido firmado por JONATHAN MATHEWS
Actuando en calidad de Notario Piblico en y para el Distrito de Columbia
Lieva el sello/estampilia de JONATHAN MATHEWS, Notario Piblico del Distrito de Columbia
CERTIFICADO

P Wpo =

En Washington DC
El 9 de Marzo de 2011.
Por el Secretario Encargade del Distrito de Columbia

Numero 247671

Sello/Estampilla : Selio del Distrite de Calumbia
0. Firma (Firmado)

Cynthia Brock-Smith

@ N ;m

- O

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA de la cual se deja copia en los archivos
confrontacion y a la cual me remito, habiendo tenido a ta vista el documento org

Bogota, Marzo 23 de 2011.

o

Sy OVIIONI SINDIINAASY) . ..
N3dN3S30 DLGHIIOD &+ _ _
: 'ﬂ‘_’g}a%’gﬂg/de{ﬁiﬂ yind LU OISV PARCEES
N b 4
v yss"at{ﬂo @E%ﬂ' (o
01X31 130
YOI TIBVSHDES3Y
FRNSY 3 06 Jleap

~

TRADUCCIGA OFICIAL No, 200\ JA2A -

AGUILERA DE PIEDRAHITA
INTERPRETE GFICIAL
RES. No. 323 DEL MIN 2 .JuUSTic
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[#3)

700105 652472

__ a"g'ent'e‘s oficiosos. -

Bogota; que acredxta la constitucién y‘personena de: la

sociedad CAVELIER ABOGADOS, 'igua'limente“‘protdbol’ﬁé

'v:’ila veracudad de las declaracnones del (Ios) otorgante (s). Ni de la autentac;ldad de¢

{ (los) documento s

copla autentlcada del documento de representacnon otorgado el kcha 25 de febrero;

de 2011 por ZINFANDEL. PHARMACEUTICALS INC docu?nent’ que. esta

co _ nci ’asume (n)la responsabihdad de Io mamfestado en caso. de utmzarse- g
; "esta escntura ‘con: ﬁnes llegales 3 -Conoce (n) la Ley y sabe (n) que- e! notano;fﬁ :

“responde de la regularidad formal de (ios) instrumento(s) que autoriza, pero no de 1

MMM LI DI W8 LU FUR FUL RIS U URIAL LLUA. - N1 810 YL9.8u4S

{ la regulandad formal de (Ios) mstrumento (s) que autonza pero nc1 de Ia verac&dad» o e



IVA. $

16.54h.00 = = = =

E BOGOTA, D.C.
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. CAVEIAER

179
ABOGADOS

g
4gN° 7235

BOGOTA, 3- COLOMBIA

. Z &
I
Representacién y Poder con autenticacsn not.+ial y Apostille
para pateates, modelos de utilidad, disefios industriales,
marcas de Fibrica, nombres comercia!es,‘ ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, Hcencias. |

Representation and FPower-of- Attorney with notarial
authentication and Apostille for patentsL utility  niodels,
industrial designs, trademarks, commen:;ial names, irade
emblems, domain names, slogans, licenses,

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

: 14686
c Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 {we}, the undersigned 0 B0]<

TAKEDA PHARMACFUTICAL COMPANY LIMITED

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

Chuo~ku, Osaka—-shi, Osaka Japan

por el presente mombramos a EMILIO FERREROQ, tpa. 31920;
GONZALO PERDOMO, tpa, 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, fpa.
23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en Ja Casrera 4°
N° 7235, Bogots, Colombiz, en obedecimiento x lo dispuesto en el
parigrafo 1o del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, &f printero como
principal v los demds come suplentes, en su orden, como mis (ninestros)
representantes en todos los asuntos de propicdad industrial con facultad
para recibir notificaciones y nombrar apoderados judicizles o
extrajudieiales. El primer representante suplente reemplazard al principal
en caso Jde ansencia o impedimento temporal ¢ definitivo de aquél. La
mistox regla se aplicari cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar &l pritmero, o ¢l tercero al segundo. En tales casos, &f
representante principal, o ¢l privero, o segundo suplente, en su caso, ©
ambos, declararin su intencién de no gjevcer la representacidn mediante
declaracién autenticada por Notario Pliblico en Colombia, 6 por Motario
u otro Funcionario Piblico, o Cénsul de Colombia, en ¢! exranjers; y si
se tratare de impedimento, con ¢l certificado respectivo. Si algmo de los
nombrados faltare definitivamente, ¢l signiente tormnard su fugar. Ceando
cesare la susencia o impedimento del representante principal, o d= s
primero o scgunde suplentes, en su caso, podrin giercer la
representaciSn, €n su orden, uno b otros segim el caso, asumifndolz por
¢l solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento e gercicio de fa

representacion por & primero, segundo o tercer supleste en su caso,

Ademés, confiero (conferimos) poder a Tos abogados arriba nombrados,
parz obtener {a proteccién de mi {auestra) propiedad industria] y contra
ia competencia desleal, 2 cuyo efecto amtorizo (amos) a fos diches
apoderados para que me (nos) representen ante cnalesquicra entidades o
personas, ¢jerzan o no jurisdiceion, especilmente ante 1as del orden
administrativo, contencioso_sdministrative y judicial, 25! come log
tribunales de arbitramento, en todo lo concernients = los siguientes
ssontos: 1) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, y

* diselios industriales; el registto de murens de fibrica, colectivas,

defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacién, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacién voluntaris: y &l registro de licencias de uso de esos derechos;’
b) Las acciones de competencia desieal, . proteccion del consumider,
oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medides cautelares, concesion de liesmcins, la tutela, la
_ proteccifn de secretos industriales, y en general fos juicios civiles,
peasles, administrativos o contencloso_sdministrativos refacionados con
estos derechos; acciones y procesos due promovamos 0 S& nos

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEQ1-179 (MINUTA §2.1.1.2.5)

it due compliance with the terms of paragraph‘ Ist. of adticke 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 32, domicited 3t Carrera 4° N°
72.35, Bogots, Colombiz, the first as principal and the others as
altérnates, in the order of their appointment, 25 lour representatives for all
industrial property metiers with faculty to redeive notifications and to
appoint attorneys in and out of Court. The first|alternate shall replace the
principal in case of his absence or of tempotal lor definitive impediment.
The same ruk will apply when the second alternate representative is to
replace the fisst one, or when the third is to replace the first or second
slternates in their @m, or both of them, smrccmct In such cases, the
principal representative, or the first or second alternates in their tum, or
both of them, shall state their intention not|to act as representatives
through a declaration given before 2 Notary Public in Colombia, or before
2 Notary or another Public Offtcial or 2 Colombian Consu! sbroad; and in
case of impediment, the appropriate certificate !sha]! suffice. If any of the
appointtees were ta be definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or impediment of the prncipal
representative, or of the first or second alternate in their turm ceases, the
representation can be taken again in their sequ,‘cnoc, by the principal, the
first or second altemmate depending on case, and the mere fact or is

second or third altemates in their turn shall end|at such time.

In addition, we grant a Power of Attomney in favor of the above..narmed
attomeys.at. law so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which perpose t
{we) authorize the said sttorneys to reprc‘scnt me {us) before any
authorities or persons, with or withowt jufisdiction, spectally those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters conceming thé following: a} Obtairment
of patents, utility models and industrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and servies marks, slogans, commercial
names, kade emblems, domain names,l‘ vegetal  varieties and
denominations of origin; its renewal, assignfment, change of name or
domicile, voluntary canceilation; and the mgis%mﬁon of ilicenses of use of
the gbove rights: b} Actions of unfair competition, protection to the
consumer, oppositions or observations, administrative or Court
canceltation, mullity, infringement, granting of Ticenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and|in general the civil, penal,
ad administrative suits relating to those Tights; actions amd suits
instituted by me (us) or egainst me (us). And that in all the above muatters

they may substitute this Power of Attomey, compromise, conciliate, admit

exercise will suffice. The exercise of the representation by the fitst, .

Nl 8
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en todos los asuntos arriba determinados, puedan the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done by
, transigir, conciliar, admitir los hechos del representatives without a power of attomey;
dbelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de

" Dado y firmado hoy/Given and signed this_14th day of December, 2004

en/in Osaka, Japan

por/by - . N
e 2 XN ,W
Fima Biroshl Akimoto Ph. D. - S'Egnature
Executive Director
- Menber of the Board, General Manager,
Intellectual Property Dept.
Authorized Signing Officer

© CAVELIER ABOGADOS
‘WPPODEQL-179 (MINUTA 121.1.2.5)




APOSTILLE

{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: JAPAN
This public document

2. has been signed by
3. acting in the capacity of

4. bears the seal/stamp of

5. at Osaka

Kiyoomi FUJITA

Notary Public of the Osaka
Legal Affairs Bureau

Kiyoomi FUJITA, Notary Public

Certified

6. DEC.17.2004

7. by the Ministry of Foreign Affairs

8. NWo. 04149

10. Signature:

|
|
|
!
|
I
!
|
|
!
|
|
|
|
!
[
|
|

Tsutomu HIGUCHE |

For the Minister for Foreign Alefairs
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EEGISTER-NUMBER 334 /2004

I

1 hereby certify that this décunient was signed ’b"éfore me and that

!

the signature appearing on the same is the frue .sio%na'ture of Hiroshi

Akimoto, Ph. D.. Executive Dlrector Member of the Board, General

Managsr, Intellectual Property Department of. Takedé Pharmaceuucel

l

Company Limited.
Dated this 14th.day of December, 2004

10-8, Edobori 1-chome,

|

l

|

|

1

I

|

1

l

1

1

Nishi-ku, Osaka, Japan. ,[
|

I
l
I
|

i -‘5‘4

K Vom ‘. 64 it
574

A

Kiyo‘gm: FuJbl fa
Notary attached

to The Osaka Legal
Affairs Bureau




This 1§ to-ceFtify that the annexed:-Notarial ¢
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THE OSAKA CHAMBER OF COMMERCE &: INDUSTRY

2-8 HOMMACHloASr-H CHUO KU OSAKA 540-0029 JAP.L.N
: iOAYE944:6248. TEL: Ioaxrou mm\, i
{URL : hittpe/ fwwwiosake, ech: orgp/

|
November 17, 2004

et e S - S |
To. Whom it may concern: : L

|

|

CERTIFICATE OF MEMBERSEIP |
l

This is to certify that the: undermentlonea\company is.
reglstered as a member of this Chamber.

‘Company name: Takeda Pharmaceutical compankg Limited

‘(The: former-”qmpany name in Engllsh was:
Takeda Chemical Industrles, Ltd.
untll June 29, 20049

Address: I1-1, Dosﬁomach1.4—chome, Chuo=ku, 0s:

Mémbéi"s"iu_p« Numberz . KT-01-00080

l
l
E
| =B

The Osaka Chamber: of Commerce & Industiy

‘Yoshinobu Kobayas
Authorized Signato
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WDICAUAS

“Derechos USS2i00

INBUMFETD NE
125 FURCIORES,

‘EMBAJADA DE COLOMBIA - SECCION CONSULAR

‘Fokio, Japon,, DICIEMBRE 20, 2004
El encargada de lasfuncienes consuleres de.Colombig
’ CERTIFICA::

Que &l (2} Sefo(e) YOSHINOBU KOBAYASHI, quien auioriza ef

presente dacumento . €s:la.pessona legalmente facultada para
fopresentar .en -la fecha sefialada. af & la) CAMARA .DE;
COMERCIO EINDUSTRIA, OSAKA 'y quelaimayselle'que enel

gocuments-aparecen Comio. suyos soa las ‘que Usa Y eeosmbra’
pera sus actos. oficiales,

B Encargado.de-Funciones Coasulpfesme

B ‘Encargedo.de 12 SIne Tesponsabiidad
alguna, por el'contentde:del dacum

£ %o Konciones Corsallesd
FAEL RICARDO CROZCG-
Ssgundo Secretario-




|
|
|

TRADUCCION OFICIAL No. 02.04/05b realizada por Diego Vargas, Tﬂaductor
Oficial, Resolucidén No. 0001 de 1999 del Ministerio de Jus?icia y
registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

|

& continuacién se traducen los sellos y legalizacione? de un

documento por medio del cual TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY ﬁIHIMIED
domiciliado en el 1-1, Doshomachi 4-chome, Chuo-ku, Oséka—shi,
Osaka, Japén, otorga derechos de Representacidn v PoderJ a los
Doctores EMILIO FERRERO, tpa. 319295; GONZALC PERDOMQr tpra. ?31; LUz
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; y GERMAN CAVELIER, tpg. 832,
domiciliados en la Carrera 4 No. 72-35, Bogotd, Colombia.

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

Firma Ilegible

Firma Hiroshi Akimocto Ph. D.

Director Ejecutivo

Departamento de Propiedad Intelectual

Signatario Autorizado

|
|
Miembro de la Junta, Gerente General, }
|
|
|
|

REGISTRO NUMERO 334 / 2004

Por el presente certificoe que este docum%nto fue
firmado ante mi y que la firma que aparece en el mismo es]la firma
auténtica de Hiroshi akimoto, Ph. D., Dixector EjecutivoJ Miembro

de la Junta, Gerente General, Departamento de Propiedad Intelectual

de Takeda Pharmaceutical Company Limited.

Expedido hoy 14 de diciembre de 2004

10-8, Edobori l-~chome

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

1



- Nighi~ku, Osaka, Japén

FPirma ilegible !

Kiyoomi Fujita 1
Notario adjunto a la

Oficina de Asuntos Legaleé de Osaka

|

DOCUMENTO ANTERIOR EN JAPONES

|

(Anexo)

|
|

Texto en Japonés ’

|

CERTIFICADO

|

El presente es para certificar que el Certificado Notarial

anexo ha sido suscrito por un notario debidamenteiautorizado Yy en

ejercicio en Osaka, Japbn, y que el sello oficial que aparece en el
_ i

mismo es auténtico.

Fecha: 04.12.17

Director de la Oficina de Asuntos Legales de Tokio

APOSTILLA

|
{Convention de La Haye du 5 octubre 19%1)

Pais: JAPON
Este documento piblica

ha sido firmado por

actuando en calidad de

lleva el sello/estampilla de

Kiyocomi FUJITA

Director de la Oficina de Asuntos
Legales de Tokio

Kiyoomi FUJITA, Notario Pdblico

|
|
|



Certificade

5. en Osgaka 6. DIC 17 DE 2004

por el Ministerio de Relacicnes Exteriores

K

. —
8. No. 04149 SOy
IEGO F. VARGA . .
TRADUCTOR £ INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPAROL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999

9. Sello/estampilla 10. Firma: " NSTERIC DEJUSTICIA
eLACIO

QO- "I,ee
o %
P~ ) Firma Ilegible
w =
- I
2 2 Tsutomu HIGUCHI
% »

% . % R

JAPON : Por el Ministro de Relaciocnes Exteriores

L& CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA DE OSAKA

2-8 HOMMACEIBASHI, CHUO-KU, OSAKA 540-0029, JARON
FAX: {C6) £944-6248 TBL: £944-84wa 6411 -
URL: http://www.osaka.cci.or.jp/ S

Noviembre .17 de 2004

A quién pueda interesar:
CERTIFICADO DE MEMBRESIA

Bl presente es para certificar que la siguiente compafiia estd

registrada como miembro de esta Camara.
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 de|2004.)

Direccidn: 1-1, Doshomachi 4-chome, Chuo-ku, Osaka, |Japdn

Ndimero de Membresia: KT-01-00080
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La Camara de Comercio e Industria de Osaka
Firma Ilegible

Yoshinobu Kobayashi

Signataric Autorizado !
ey -

a ' ar

L g Tt N e : Te

V’.".y‘. N i
(Respaldo) :: C ot RN [

Certificado No. 239 del 20 de diciembre de 200{ expedido por la
.
EMBAJADA DE COLOMBIA en Tokio, Japdn, en donde 78 certifica que

YOSHINOBU. KOBAYASHI estd legalmente facultado para.firmar a ncmbre

de la Camara de Comercic e Industria de Osaka y qué su firma en el

e :: . .' \ ' e I
anterior documentd es auténtica.

' ot |tJ oy

. s S mat et LA S hoad =

e e, .-.,.. va !"l"".f'. - tooe e ‘ o =

coe ‘ iz .
Firmado por RAFAEL RICARDO ORCZCO, Segundo Secret¥rio.

LI
‘ “E

Pagados los derechos consulares. .

|

Legalizacidn de la firma anterior con el No.08574?/€;£edida por el

Jefe de Legalizaciones del Ministerio de Relaciones Exteriores en

Santafe de Bogotd el 4 de febrero de 2005. EEN

-

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

oficina para su confrontacidén.

DVZ/1D-6472/WPCLO02G/COLO 14656-845-001-0

ed 2 L .
IEGO F. VARGAS Z.
TRADUC@R E INTERPRETE QFICIAL
ESPARIOL - INGLES ~ INGLES - ESPARIO!
RES. 0001 DF ENERO 4 DE 1999

MINISTERIO DE JUSTICIA
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|
l
|
l
1

-7 o - CAVELIER |
. R ' ABOGADOS 1
. EDIFICIO 515K |
WEB SITE: wwwicavelier.com CARRERA 4 No. 72-35
EMAIL:  cavelier@cavelier.com -

TELEFONO: (57) (1) 347+3611
BOGOTA 8, COLOMBIA

(873 (1) 217-9211 {57) (1) 3104495

|
1

TELEFAX:
Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

|

|

|

|

E. S. D. |
|

l

: ' l
Poderdante . : TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY LIMITED

|
.
Poder conferido el : 14/12/2004 : |

|
l

|
Yo, EMILIO FERRERO, obrandce como apoderado principal del

poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito

sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ C‘l&,EMENCIA DE

PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 y

Tarjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades qﬁg me
fueron conferidas. . . |

\
l
Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del
Cédigo de Procedimiente Civil.

Sefiora Jefe,

-

|

1

|

l

1
_ |
EMILIO FERRERC \
‘T.P.A. N° 31.929

|
C.C. N° 438.019 de Usaquén

1
Acepto:

Lon (Umenaa Sebles

LUZ CLEMENCIA DE RAEZ
T.P.A. N° 23.555

C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

N 17T 860.041.367-3

l
l
l
l
l
l
l
|
l
l
l
t
|
l
l
1
‘1
1
l
l
l
l
|
l
|
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7 NOTARIA SEXTA BEBOG -
RECONOGM!ENTOYPRESENT&C‘ON PERSONAL 75 -

Bogotd, 0.C, ’ pith
mmmaqmm%.'\iov‘”“g' (it .
HCTARIA SEXTA DEL CIRCULD DE R

.

2%
v

s
WEZRR

IR, (ko e s i oy
o |
mﬁ'm%: e S W DK ARG %3 §
¥ daciaré(aron) que ta(a) firmals) que £harecs n) & |
on ‘el pressnte documento es(son) tale) suya(s)y 1% !
Que ol contanida del mismo es clarto. o '

3 En coastancls ae firma eatz diligancia.
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070805-0152
5/9

J
PCT/US2012/020606
PCT REQUEST [[

Original (for SUBMISSION )

Vill-2-1 {Declaration: Entitlement to apply for .

and be granted a patent

Declaration as to the applicant’s In relation to this international
|

entittement, as at the international filing . s
date, to apply for and be granted a application

patent (Rules 4.17(ii) and 51bis.1(a)(i}), I
in a case where the declaration under i
Rule 4.17(iv) is not appropriate:

Name (LAST, First) Zinfandel Pharmaceuticals,.lnc. is
entitled to apply for and be granted a

patent by virtue of the foﬂlowing:

ﬂ“z“‘ _ an assignment from ROSES, Allen D. to
Zinfandel Pharmaceuticals, Inc., dated
21 December 2011 (21.12.2011)

|
|
|




070805-0152
PCT REQUEST

| ' N4

PCT/US2012/020606

6/9

Original (for SUBMISSION )

!

Declaration: Entitlement to apply for
and be granted a patent

Declaration as to the applicant’s
entitiement, as at the international filing
date, to apply for and be granted a
patent (Rules 4.17(ii) and 51bis.1(a)(ii}),
in a case where the declaration under
Rule 4.17(iv) is not appropriate:

Name (LAST, First)

VHI-2-2

In relation to this intern@tional
application |

!

r
g

[

Takeda Pharmaceutical Company Limited is
entitled to apply for and be granted a
patent by virtue of the following:

VHI-2-2(i
v)

an assignment from TANEJA, Rajneesh to
Takeda Pharmaceutical Company Limited,

dated 21 December 2011 (21.12.2011)

/
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

RECIBO DE CAJA No. 13 - 0078097

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA | Bogota D.C., Agosto 06 de 2013 - 11:14:23
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago *** |
TIPO PAGO BANCQO CUENTA No PAGO FECHA PAGQ VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 599250304 06/08/2013 14.769.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO VEUNDITARIO  VI.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00

$500.000.00

SON: **QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Besponsablﬂ ‘\

Recibo de Caja Aplicaéo al Expediente No.

e < o e

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

T

Act. 411 PRESENTACI ‘ N Folios: 175

1

!

\ —— &
—
QNN — 34 - COl
b g « ~
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
13 -11:14:30
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERC}lO

NIT : 800.176.089-2
.-

ﬁi RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0078101

Industria y Comercio

SUPERINTENDENC!A Bog‘iota D.C., Agosto 06 de 2013 - 11:14:23

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS |
]

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGQO BANCO CUENTA No. PAGO FECH):\ PAGO VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 599250304 06/08/2013 14.769.000.00

*** Conceptos Pagados e

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve, UNDITARIO  Vr CONCFPTO
71 50005-01-01 SOLICITUDES 155\%5%’\\‘/}\%0)\0{/\%931' /I-\(‘:FENTE UNITARIA 30_0@0_00 2.130.000.00

$2.130.000.00

SON: **DOS MILLONES CIENTO TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE*** \

Res*gonsa le: ’

*****

Recibo de Caj icado al Expediente No. ’

INDUSTRIAY COMERCIO

\\\\\\\\\\T\\\\\\\\T&\i\\\\\s\\\\\m\\\\wam\mmmm\\\\mm\\m\\m\\u\\\\\\u\m\\m\\\\

00000-0

Fecha: 2
NTEIYH
Xrg l}M W’AFQTEESENTACION Fohos 175
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C@l@ O ¥-F (—Odl

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 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 Cehter

0 DIR.NUEVASCR
13-08 06 16:3413 D¢ Dep, 72801;  SENACIONAL
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|
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

SOLICITUD FASE NACIONAL PCT

|
EXTRACTO PARA PUBLICACION ;
i

(21) N° de solicitud: (61) Int Cl: A61K 031/4436
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) ~ ZINFANDEL PHARMACEUTICALS, INC. y
TAKEDA PHARMACEUTICAL COMPANY
(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais LIMITED .
61/431,370 2011/01/10 us : !
(72) Inventor(es) ~ ALLEN D. ROSES |
RAJNEESH TANEJA
|
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA PE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 2013/08/10 (87)  Publicacion internacional l
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 2012/07/119|
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2012/01/09 N° publicacion: wo 2012/096873 A1
No. de solicitud PCT/US2012/020606 ,
|

(54) Titulo: ~ METODOS Y.PRODUCTOS DE FARMACO PARA TRATAR ENFERMEDAD DE ALZHEIMER |

Resumen:

Se proporcionan productos de farmaco con pioglitazona de
baja dosis para utilizarse en el tratamiento (por ejemplo,
retraso de desarrollo) de dafio 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 TOMMA40.

FIG. 1
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