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DESCRIPCION
Triterpenoides sintéticos y métodos de uso en el tratamiento de la enfermedad
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente a los campos de la biologia y medicina. Mas particularmente, se trata
de un compuesto para usar en métodos para mejorar la funcion renal (rifién) y/o para tratar la enfermedad renal/rifidn
(RKD).

Descripcion de la técnica relacionada

El fallo renal, que da lugar a un aclaramiento inadecuado de los productos metabdlicos de deshecho de la sangre y a
concentraciones anormales de electrolitos en la sangre, es un problema médico importante en todo el mundo,
especialmente en los paises desarrollados. La diabetes y la hipertension se encuentran entre las causas mas
importantes del fallo renal crénico, también conocida como enfermedad renal crénica (ERC), pero también se asocia
con otras afecciones como lupus o enfermedad cardiovascular sistémica. La disfuncién del endotelio vascular
generalmente ocurre en tales afecciones y se cree que es un factor importante que contribuye al desarrollo de la
enfermedad renal crénica. El fallo renal agudo puede surgir de la exposicion a ciertos farmacos (p. gj., acetaminofeno)
o productos quimicos tdxicos o por lesion de isquemia-reperfusion asociada con un shock o procedimientos quirtrgicos
como trasplante, y en ultima instancia puede dar lugar a ERC. En muchos pacientes, la ERC avanza hacia la etapa
final de la enfermedad renal (ESRD) en la que el paciente requiere trasplante renal o didlisis habitual para seguir
viviendo. Ambos procedimientos son sumamente invasivos y asociados con efectos secundarios significativos y
problemas de calidad de vida. Aunque existen tratamientos eficaces para algunas complicaciones del fallo renal, como
el hiperparatiroidismo y la hiperfosfatemia, no se ha demostrado que el tratamiento disponible detenga o revierta la
progresion subyacente de fallo renal.

Los triterpenoides, biosintetizados en plantas por la ciclacion del escualeno, se usan con fines medicinales en muchos
paises asiaticos; y se sabe que algunos, como los acidos ursdlico y oleandlico, son antiinflamatorios y
anticancerigenos (Huang et al., 1994; Nishino et al., 1988). Sin embargo, la actividad biolégica de estas moléculas
naturales es relativamente débil y, por lo tanto, se emprendid la sintesis de nuevos analogos para mejorar su potencia
(Honda et al, 1997; Honda et al, 1998). Un esfuerzo en curso para mejorar la actividad antiinflamatoria y
antiproliferativa de los analogos del acido oleandlico y ursoélico dio lugar al descubrimiento del acido 2-ciano-3,12-
dioxooleano-1,9(11)-dien-28-6ico (CDDO) y compuestos relacionados (Honda et al., 1997, 1998, 1999, 2000a, 2000b,
2002; Suh et al., 1998; 1999; 2003; Place et al., 2003; Liby et al., 2005). Se identificaron varios derivados potentes del
acido oleandlico, que incluyen el acido metil-2-ciano-3,12-dioxooleano-1,9-dien-28-6ico (CDDO-Me; RTA 402). EI RTA
402 suprime la induccion de varios mediadores inflamatorios importantes, como iINOS, COX-2, TNFa e IFNy en
macrofagos inactivados. También se ha informado que el RTA 402 activa la via de sefalizacion Keap1/Nrf2/ARE lo
que da lugar a la produccion de varias proteinas antiinflamatorias y antioxidantes, como hemo oxigenasa-1 (HO-1).
Estas propiedades han convertido al RTA 402 en un candidato para el tratamiento de enfermedades neoplasicas y
proliferativas, como el cancer. La capacidad de este compuesto y moléculas relacionadas para tratar y/o prevenir la
enfermedad renal y la enfermedad cardiovascular ain no se ha probado.

El documento WO 2007/005879 informa que ratones knock-out nrf2 padecen una variedad de sensibilidades
aumentadas, por ejemplo, aumentada susceptibilidad al enfisema inducido por humo de cigarrillo y ofras
enfermedades relacionadas con los pulmones. El documento WO 2007/005879 propone aumentar la actividad
bioldgica o la expresion de Nrf2 para el tratamiento o la prevencion de diversas enfermedades asociadas con el estrés
oxidativo. Los compuestos contemplados para ser usados como agentes activadores de Nrf2 en este contexto son,
entre otros, CDDO-Im y CDDO.

El documento WO 2005/042002 informa, por ejemplo, la inhibicion de la actividad FLIP (proteina inhibidora de FLICE)
usando oligonucledtidos antisentido. Se proponen métodos para tratar la artritis reumatoide y sus sintomas
disminuyendo la actividad de FLIP usando una proteina, acido nucleico o molécula pequefia. Las moléculas pequefias
contempladas para usar por esta publicacion incluyen ciclohexamida, actinomicina D, 5-fluorouracilo, doxorrubicina,
cisplatino, butirato sédico, bisindoliimaleimidas, H7, calfostina C, cloruro de queleritrina, CDDO y PS-341.

Shin et al. (Mol. Cell Biol. 2007 Oct; 27(20): 7188-7197) informa que NRF2 regula la expresion del receptor de aril-
hidrocarburo (AHR), posteriormente modula varios eventos corriente debajo de la cascada de sefializacion de AHR,
que incluyen (i) control trascripcional de los genes del metabolismo xenobidtico Cyp7aty Cyp1b1 y (ii) inhibicion de
la adipogénesis en fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs). Se ha informado que CDDO-Im induce Ahr en
fibroblastos embrionarios de raton Nfr2¥*, pero no en MEFs Nfr27-. Los autores especulan que se pueden usar los
activadores NRF2 para influir en la adipogénesis.

El documento WO 2006/029221 describe compuestos triterpenoides con, entre otras, actividad anticancerigena. Los
compuestos son obtenibles a partir de plantas de la familia sapindaceae, como Xanthoceras sorbifolia, otras fuentes
naturales o sintesis quimica.
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El documento WO 02/03996 propone el uso de una saponina triterpenoide de tipo dammarano o derivados de ésta
para tratar o prevenir afecciones, que estan relacionadas con los niveles reducidos de 6xido nitrico, o que se pueden
mejorar o prevenir por el aumento de los niveles de 6xido nitrico, dentro del cuerpo humano, o para promover
respuestas que requieren niveles de 6xido nitrico aumentados dentro del cuerpo humano.

Resumen de la invencion

La presente invencion proporciona un compuesto para usar en métodos para mejorar la funcion renal (rifién) y/o para
tratar la enfermedad renal/de rifién (RKD).

En un aspecto de la presente invencién, se proporciona un compuesto para usar en un método de tratamiento de la
enfermedad renal/de rifién (RKD) en un sujeto que comprende, el método que comprende administrar a dicho sujeto
una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto que tiene la estructura:

(CDDO-Me, RTA 402).

En algunas realizaciones, se proporciona un compuesto para usar en un método de tratamiento de RKD. En algunas
variaciones, la RKD es nefropatia diabética (DN). En otras variaciones, la RKD da lugar a un agravio téxico, por
ejemplo, en donde el agravio téxico se origina a partir de un agente de imagen o de un farmaco. Por ejemplo, el
farmaco puede ser un agente quimioterapéutico. En una variaciéon adicional, la RKD se da como resultado de una
lesion de isquemia-reperfusion. En una variacion adicional mas, la RKD se da como resultado de diabetes o
hipertensién. En aun otras variaciones adicionales, la RKD se da como resultado de una enfermedad autoinmune. En
otras variaciones, la RKD es RKD croénica. En aun otras variaciones, la RKD es RKD aguda.

En algunas realizaciones, el sujeto se ha sometido o esta sometiéndose a dialisis. En algunas realizaciones, el sujeto
se ha sometido o es un candidato para someterse a trasplante de rifidén. En algunas realizaciones, el sujeto tiene RKD
y resistencia a la insulina. En algunas variaciones de las realizaciones anteriores, el sujeto tiene RKD, resistencia a la
insulina y disfuncion endotelial. En algunas realizaciones, el sujeto tiene RKD y diabetes. En algunas realizaciones, el
sujeto tiene resistencia a la insulina.

En algunas realizaciones, el sujeto tiene RKD vy disfuncién endotelial. En otras realizaciones, el sujeto tiene RKD y
enfermedad cardiovascular. En algunas realizaciones, el sujeto tiene CDV. En algunas variaciones, la CDV se origina
de la disfuncion endotelial.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas identificar un sujeto que necesita tratamiento de
cualquiera de las enfermedades, disfunciones, resistencias o trastornos enumerados en esta memoria. En algunas
realizaciones, el sujeto tiene antecedentes familiares o de paciente de cualquiera de las enfermedades, disfunciones,
resistencias o trastornos enumerados en esta memoria. En algunas realizaciones, el sujeto muestra sintomas de
cualquiera de las enfermedades, disfunciones, resistencias o trastornos enumerados en esta memoria.

En algunas realizaciones, el compuesto se administra localmente. En algunas realizaciones, el compuesto se
administra sistémicamente. En algunas realizaciones, el compuesto se administra por via oral, intraadiposal,
intraarterial, intraarticular, intracraneal, intradérmica, intralesional, intramuscular, intranasal, intraocular,
intrapericardica, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatica, intrarectal, intratecal, intratraqueal, intratumoral,
intraumbilical, intravaginal, intravenosa, intravesicular, intravitrea, liposomal, local, mucosal, oral, parenteral, rectal,
subconjuntival, subcutanea, sublingual, topica, transbucal, transdérmica, vaginal, en cremas, en composiciones
lipidicas, a través de un catéter, a través de una lavado, a través de infusion continua, a través de infusion, a través
de inhalacion, a través de inyeccion, a través de distribucion local, a través de perfusion localizada, directamente bafio
de células diana, o cualquier combinacion de los mismos. Por ejemplo, en algunas variaciones, el compuesto se
administra por via intravenosa, intraarterial u oral. Por ejemplo, en algunas variaciones, el compuesto se administra
por via oral.

En algunas realizaciones, el compuesto se formula como una capsula dura o blanda, un comprimido, un jarabe, una
suspension, una dispersion solida, una oblea o un elixir. En algunas variaciones, la capsula blanda es una capsula de
gelatina. En variaciones, el compuesto se formula como una dispersion soélida. En algunas variaciones, la capsula
dura, la capsula blanda, el comprimido u oblea comprenden ademas un recubrimiento protector. En algunas
variaciones, el compuesto formulado comprende un agente que retrasa la absorcién. En algunas variaciones, el
compuesto formulado comprende ademas un agente que mejora la solubilidad o la dispersabilidad. En algunas
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variaciones, el compuesto se dispersa en un liposoma, una emulsion de aceite en agua o una emulsion de agua en
aceite.

En algunas realizaciones, la cantidad farmacéuticamente eficaz es una dosis diaria de aproximadamente 0,1 mg a
aproximadamente 500 mg del compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 300 mg del compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 10 mg a
aproximadamente 200 mg del compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 25 mg del
compuesto. En otras variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 75 mg del compuesto. En aun otras
variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 150 mg del compuesto. En variaciones adicionales, la dosis diaria
es de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 30 mg del compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es
de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 20 mg del compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 15 mg del compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 mg del compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 5 mg del compuesto.

En algunas realizaciones, la cantidad farmacéuticamente eficaz es una dosis diaria de 0,01 a 25 mg de compuesto
por kg de peso corporal. En algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,05-20 mg de compuesto por kg de peso
corporal. En algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,1-10 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas
variaciones, la dosis diaria es de 0,1-5 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variaciones, la dosis
diaria es de 0,1-2,5 mg de compuesto por kg de peso corporal.

En algunas realizaciones, la cantidad farmacéuticamente eficaz se administra en una uUnica dosis al dia. En algunas
realizaciones, la cantidad farmacéuticamente eficaz se administra en dos o mas dosis al dia.

En algunas realizaciones, el método de tratamiento comprende ademas una segunda terapia. En algunas variaciones,
la segunda terapia comprende administrar a dicho sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de un segundo
farmaco. En algunas realizaciones, el segundo farmaco es un farmaco que baja el colesterol, un anti-hiperlipidémico,
un bloqueante del canal de calcio, un anti-hipertensivo o un inhibidor de la HMG-CoA reductasa. Ejemplos no limitantes
de segundos farmacos son amlodipino, aspirina, ezetimiba, felodipino, lacidipino, lercanidipino, nicardipino, nifedipino,
nimodipino, nisoldipino y nitrendipino. Ejemplos no limitantes adicionales de segundos farmacos son atenolol,
bucindolol, carvedilol, clonidina, doxazosina, indoramina, labetalol, metildopa, metoprolol, nadolol, oxprenolol,
fenoxibenzamina, fentolamina, pindolol, prazosin, propranolol, terazosina, timolol y tolazolina. En algunas variaciones,
el segundo farmaco es una estatina. Ejemplos no limitantes de estatinas son atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina,
lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina y simvastatina. En algunas variaciones, el segundo
farmaco es un inhibidor de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4). Ejemplos no limitantes de inhibidores de DPP-4 son
sitagliptina, vidagliptina, SYR-322, BMS 477118 y GSK 823093. En algunas variaciones, el segundo farmaco es una
biguanida. Por ejemplo, la biguanida puede ser metformina. En algunas variaciones, el segundo farmaco es una
tiazolidinediona (TZD). Ejemplos no limitantes de TZDs son pioglitazona, rosiglitazona y troglitazona. En algunas
variaciones, el segundo farmaco es un derivado de sulfonilurea. Ejemplos no limitantes de derivados de sulfonil urea
son tolbutamida, acetohexamida, tolazamida, cloropropamida, glipizida, gliburida, glimepirida y gliclazida. En algunas
variaciones, el segundo farmaco es una meglitinida. Ejemplos no limitantes de meglitinidas incluyen repaglinida,
mitiglinida y nateglinida. En algunas variaciones, el segundo farmaco es insulina. En algunas variaciones, el segundo
farmaco es un inhibidor de alfa-glucosidasa. Ejemplos no limitantes de inhibidores de alfa-glucosidasa son acarbosa,
miglitol y voglibosa. En algunas variaciones, el segundo farmaco es un analogo del péptido-1 de tipo glucagon.
Ejemplos no limitantes de analogos de péptido-1 de tipo glucagdn son exenatida y liraglutida. En algunas variaciones,
el segundo farmaco es un analogo del péptido inhibidor gastrico. En algunas variaciones, el segundo farmaco es un
agonista de GPR40. En algunas variaciones, el segundo farmaco es un agonista de GPR119. En algunas variaciones,
el segundo farmaco es un agonista de GPR30. En algunas variaciones, el segundo farmaco es un activador de la
glucoquinasa. En algunas variaciones, el segundo farmaco es un antagonista del receptor de glucagén. En algunas
variaciones, el segundo farmaco es un analogo de amilina. Un ejemplo no limitante de un analogo de amilina es
pramlintida. En algunas variaciones, el segundo farmaco es un antagonista del receptor de IL-13. Un ejemplo no
limitante de antagonista del receptor de IL-13 es anakinra. En algunas variaciones, el segundo farmaco es un
antagonista o agonista inverso del receptor de endocanabinoides. Un ejemplo no limitante de antagonista o agonista
inverso del receptor de endocanabinoides es rimonabant. En algunas variaciones, el segundo farmaco es Orlistat. En
algunas variaciones, el segundo farmaco es Sibutramina. En algunas variaciones, el segundo farmaco es un factor de
crecimiento. Ejemplos no limitantes de factores de crecimiento son TGF-g1, TGF-32, TGF-1.2, VEGF, factor de
crecimiento | o Il de tipo insulina, BMP2, BMP4, BMP7, un analogo de GLP-1, un analogo de GIP, un inhibidor de
DPP-IV, un agonista GPR119, un agonista GPR40, gastrina, EGF, betacelulina, KGF, NGF, insulina, hormona del
crecimiento, HGF, un FGF, un homologo de FGF, PDGF, Leptina, prolactina, lactégeno de la placenta, PTHrP, activina,
inhibina e INGAP. Ejemplos no limitantes adicionales de factores de crecimiento son hormona paratiroidea, calcitonina,
interleucina-6 e interleucina-11.

En algunas realizaciones, el sujeto es un primate. En algunas variaciones, el primate es un ser humano. En otras
variaciones, el sujeto es una vaca, caballo, perro, gato, cerdo, raton, rata o cobaya.

En algunas realizaciones, al menos una porciéon del CDDO-Me esta presente como una forma polimérica, en donde la
forma polimérica es una forma cristalina que tiene un patrén de difraccion de rayos-X (CuKa) que comprende picos de
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difraccion significativos a aproximadamente 8,8, 12,9, 13,4, 14,2 y 17,4°26. En ejemplos no limitantes, el patron de
difraccion de rayos-X (CuKa) es sustancialmente como se muestra en la FIG. 12A o la FIG. 12B. En otras variaciones,
al menos una porcién del CDDO-Me esta presente como una forma polimarfica, en donde la forma polimérfica es una
forma amorfa que tiene un patrén de difraccion de rayos-X (CuKa) con un pico en halo a aproximadamente 13,5 20,
sustancialmente como se muestra en la FIG. 12C y una Tg. En algunas variaciones, el compuesto es una forma amorfa.
En algunas variaciones, el compuesto es una forma sdlida cristalina de CDDO-Me, que tiene un patrén de difraccion
de rayos-X en polvo con un pico en halo a aproximadamente 13,5 20, como se muestra en la FIG. 12C y una Tg. En
algunas variaciones, el valor de T4 cae dentro de un intervalo de aproximadamente 120°C a aproximadamente 135°C.
En algunas variaciones, el valor de Ty es de aproximadamente 125°C a aproximadamente 130°C.

En algunas variaciones de los métodos anteriores, el compuesto esta sustancialmente libre de isémeros dpticos del
mismo. En algunas variaciones de los métodos anteriores, el compuesto esta en forma de una sal farmacéuticamente
aceptable. En otras variaciones de los métodos anteriores, el compuesto no es una sal.

En algunas realizaciones, el compuesto se formula como una composicion farmacéutica que comprende (i) una
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto y (ii) un excipiente seleccionado del grupo que consiste en (A) un
carbohidrato, derivado de carbohidrato o polimero de carbohidrato, (B) un polimero organico sintético, (C) una sal de
acido organico, (D) una proteina, polipéptido o péptido, y (E) un polisacarido de alto peso molecular. En algunas
variaciones, el excipiente es un polimero organico sintético. En algunas variaciones, el excipiente se selecciona del
grupo que consiste en una hidroxipropil metil celulosa, un poli[1-(2-oxo-1-pirrolidinil)etileno] o copolimero de éste y un
copolimero de acido metacrilico- metacrilato. En algunas variaciones, el excipiente es éster de hidroxipropil metil
celulosa ftalato. En algunas variaciones, el excipiente es PVP/VA. En algunas variaciones, el excipiente es un
copolimero de acido metacrilico- etil acrilato (1:1). En algunas variaciones, el excipiente es copovidona.

Cualquier realizacion discutida en esta memoria con respecto a un aspecto de la invencion se aplica también a otros
aspectos de la invencién, a menos que se indique especificamente.

Breve descripcion de las figuras

Los siguientes dibujos forman parte de la presente especificacion y se incluyen para demostrar ain mas ciertos
aspectos de la presente invencion. La invencion se puede entender mejor haciendo referencia a uno o mas de estos
dibujos en combinacién con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en esta memoria.

FIGS. 1a-d — RTA 402 reduce el dafio renal después de la isquemia-reperfusion. Se les administré a los ratones RTA
402 a 2 mg/kg o simplemente el vehiculo (aceite de sésamo) diariamente por sonda oral empezando el Dia 2. En el
Dia 0, se colocd una pinza en la arteria renal izquierda durante 17 minutos y luego se retird para inducir isquemia-
reperfusion. (FIG. 1a) En el Dia 1, se recogio sangre de animales que se sometieron al pinzamiento y animales control
“simulados” que se sometieron a cirugia sin pinzamiento de la arteria renal. Se midieron los niveles de nitrégeno ureico
en sangre (BUN) como un sustituto del dafio renal. (FIGS. 1b-d) Se puntuaron las secciones de rifiones de ratones
tratados con RTA 402 o tratados con vehiculo para determinar el dafio histolégico (FIGS. 1b & Id) y la inflamacion
(FIG. 1c). (FIG. 1d) Las flechas negras (grupo del vehiculo) muestran dos de los numerosos tubulos gravemente
dafados en la médula externa. Las flechas rojas (grupo de RTA 402) muestran dos de los numerosos tubulos no
dafiados en la médula externa.

FIGS. 2a-c — RTA 402 reduce la toxicidad renal inducida por cisplatino. Se les administré a las ratas RTA 402 a 10
mg/kg o simplemente el vehiculo (aceite de sésamo) todos los dias por sonda oral empezando en el Dia -1. En el Dia
0, las ratas recibieron una inyeccion intravenosa de cisplatino a 6 mg/kg. Se extrajeron muestras de sangre en los dias
indicados y se midieron los niveles de creatinina (FIG. 2a) y de nitrdgeno ureico en sangre (BUN) (FIG. 2b) como
marcadores del dafio renal. Se observo una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo tratado con
vehiculo y el tratado con RTA 402 en el Dia 3 (creatinina) y en el Dia 5 (creatinina y BUN). (FIG. 2c). Se observa
menos dafio en los tubos proximales en animales tratados con RTA 402 en comparacién con animales tratados con
vehiculo.

FIGS. 3a-d — RTA 402 reduce los niveles de creatinina sérica en monos, perros y ratas. (FIG. 3a) Se les administr6 a
monos Cynomolgus RTA 402 por via oral a las dosis indicadas una vez al dia durante 28 dias. Se muestra el porcentaje
de reduccion de creatinina sérica en el Dia 28 en monos tratados con RTA 402 en relacién con monos control tratados
con vehiculo. (FIG. 3b) Se administré por via oral RTA 402 a perros Beagle a las dosis indicadas diariamente durante
tres meses. Los animales control recibieron vehiculo (aceite de sésamo). Se muestra el porcentaje de cambio en la
creatinina sérica en el punto temporal de tres meses en relaciéon con la linea de base. (FIG. 3c) Se les administro a
ratas Sprague-Dawley RTA 402 por via oral a las dosis indicadas una vez al dia durante un periodo de un mes. Se
muestra el porcentaje de reduccion de la creatinina sérica al finalizar el estudio en ratas tratadas con RTA 402 en
relacion con las ratas de control tratadas con vehiculo. Nota: en las FIGS. 3A, 3C y 3D, el “% de reduccion” en el eje
vertical indica el porcentaje de cambio. Por ejemplo, una lectura de -15 en este eje indica una reduccion del 15% en
la creatinina sérica.

FIGS. 4A-B — RTA 402 reduce los niveles de creatinina sérica y aumenta la tasa de filtracion glomerular estimada
(eGFR) en pacientes humanos con cancer. FIG. 4A: Se midio la creatinina sérica en pacientes tratados con RTA 402
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inscritos en un ensayo clinico de Fase | para el tratamiento del cancer. Se les administré a los pacientes RTA 402
(p.0.) una vez al dia durante 21 dias en dosis que variaron de 5 a 1.300 mg/dia. Se muestra el porcentaje de reduccion
de la creatinina sérica en relacion con los niveles basales para los dias de estudio indicados. Se observaron
disminuciones significativas en los niveles de creatinina sérica en los Dias 15 y 21. FIG. 4B: Se calcul6 la tasa de
filtracion glomerular estimada (eGFR) para los pacientes en la FIG. 4A. Se observaron mejoras significativas en eGFR
en ambos grupos. Todos los pacientes: n=24; pacientes con linea de base > 1,5: n=5. Para las FIGS. 4A y 4B, * indica
p <0,04; tindica p=0,01y findica p < 0,01. Nota: en la FIG. 4A, el “% de reduccion a partir de la Linea de Base” en
el eje vertical indica el porcentaje de cambio. Por ejemplo, una lectura de -15 en este eje indica una reduccion del 15%
en la creatinina sérica.

FIG. 5 — RTA 402 incrementa la GFR en pacientes humanos con cancer. Se midi6 la tasa de filtracion glomerular
estimada (eGFR) en pacientes tratados con RTA 402 inscritos en un ensayo clinico de varios meses para el tratamiento
del cancer. Se incluyeron en el analisis todos los pacientes (n = 11) que recibieron dosis de hasta seis meses. La
informacion de dosificacion para estos pacientes se proporciona en el Ejemplo 5, a continuacion.

FIG. 6 — La actividad de RTA 402 se correlaciona con la gravedad. La reduccién de la hemoglobina A1c se presenta
como una fraccion del valor de linea de base inicial. Los grupos con lineas de base mas altas, p. €j., linea de base
media > 7,0% de A1c o > 7,6% de A1c, mostraron una mayor reduccion. El grupo de intencién-de-tratar (ITT) incluye
todos los pacientes (n = 53), que incluye aquellos que comienzan en un valor de A1c normal.

FIG. 7 — La actividad de RTA 402 es dependiente de la dosis. Se presenta la reduccion de la hemoglobina A1c en
relacion con el valor de linea de base inicial. El grafico de barras muestra los resultados medios para todos los
pacientes, todos los pacientes con valores de A1c de linea de base > 7,0%, cohortes de dosis individuales a partir del
grupo > 7,0% y pacientes con enfermedad renal en la Etapa 4 (GFR de 15-29 ml/min), en donde n es el niumero de
pacientes en cada grupo.

FIG. 8. - RTA 402 reduce las células endoteliales circulantes (CECs) y las CESs positivas para iNOS. Se muestra el
cambio en el numero medio de CEC en células/ml para los grupos de intencién-de-tratar (ITT) y con linea de base
elevada, tanto antes como después del tratamiento de 28 dias con RTA. La reduccioén para el grupo de intencion-de-
tratar fue de aproximadamente 20%, y la reduccion en el grupo de linea de base elevada (>5 CECs/ml) fue de
aproximadamente 33%. La fraccion de CECs positivas para iNOS se redujo aproximadamente el 29%.

FIG. 9 — Aumento de GFR dependiente de la dosis reversible en 28 dias. El tratamiento con RTA 402 aumenta la GFR
de forma dependiente de la dosis. Se incluyeron todos los pacientes evaluables. Se observé una mejoria de > 30% en
pacientes con enfermedad renal en la Etapa 4.

FIGS. 10A-B — Reduccion de marcadores de gravedad y resultado de la nefropatia diabética. Mejoras en la
Adiponectina (FIG. 10A) y Angiotensina Il (FIG. 10B), que estan elevadas en pacientes con nefropatia diabética (DN)
y que se correlacionan con la gravedad de la enfermedad renal. La adiponectina predice la mortalidad por todas las
causas y la enfermedad renal en la etapa final en pacientes con DN. Se incluyen todos los datos disponibles.

FIGS. 11A-C — RTA 402 reduce significativamente los solutos urémicos. Los graficos presentan los cambios medios
en BUN (FIG. 11A), fésforo (FIG. 11B) y acido urico (FIG. 11C) para todos los pacientes y para aquellos pacientes que
muestran valores iniciales elevados de un soluto particular.

FIGS. 12A-C — Espectros de difraccion de rayos X en polvo (XRPD) de las formas Ay B de RTA 402. La FIG. 12A
muestra la Forma A no micronizada; la FIG. 12B muestra la Forma A micronizada; la FIG. 12C muestra la Forma B.

FIG. 13 — Curva de calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC) de la Forma A de RTA 402. La seccion de la
curva que se muestra en la vista ampliada es consistente con una temperatura de transicion vitrea (Tg).

FIG. 14 — Curva de calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC) de la Forma B de RTA 402. La seccion de la
curva que se muestra en la vista ampliada es consistente con una temperatura de transicion vitrea (Tg).

FIG. 15 — Mejorada biodisponibilidad de la Forma B (amorfa) en monos Cynomolgus. La figura muestra un grafico
representativo del area bajo la curva para la Forma A y la Forma B, después de una administracion oral de 4,1 mg/kg
a monos cynomolgus. Cada punto de datos representa la concentracion plasmatica media de éster metilico de CDDO
en 8 animales. Las barras de error representan la desviacion estandar dentro de la poblacion muestreada.

Descripcion de realizaciones ilustrativas
1. La presente invencién

La presente invencion se refiere a un compuesto para usar en métodos para el tratamiento y prevencion de la
enfermedad renal.

. Definiciones

Los atomos que forman los compuestos para usar de acuerdo con la presente invencién pretenden incluir todas las
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formas isotopicas de dichos atomos. Los is6topos, como se usan en esta memoria, incluyen aquellos atomos que
tienen el mismo nimero atémico pero diferentes numeros de masa. A modo de ejemplo general y sin limitacion, los
isotopos de hidrogeno incluyen tritio y deuterio, y los is6topos de carbono incluyen '*C y C. Del mismo modo, se
contempla que puedan ser reemplazados uno o mas atomo(s) de carbono de un compuesto por un atomo(s) de silicio.
Del mismo modo, se contempla que puedan ser reemplazados uno o mas atomo(s) de oxigeno de un compuesto por
un atomo(s) de azufre o selenio.

Cualquier valencia no definida en un atomo de una estructura mostrada en esta solicitud representa implicitamente un
atomo de hidrégeno unido al atomo.

El uso de la palabra “un” o “una”, cuando se usa junto con el término “que comprende” en las reivindicaciones y/o la

especificacion puede significar “uno”, pero también es consistente con el significado de “uno o mas”, “al menos uno” y
“uno o mas de uno”.

A lo largo de esta aplicacion, el término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor incluye la variacion
inherente del error para el dispositivo, siendo el método empleado para determinar el valor, o la variacién que existe
entre los sujetos de estudio.

Los términos “comprender”, “tener” e “incluir’ son verbos de enlace abiertos. Cualquier forma o tiempos verbales de
uno o mas de estos verbos, como “comprende”, “que comprende”, “tiene”, “que tiene”, “incluye” y “que incluye” son

también abiertos. Por ejemplo, cualquier método que “comprende”, “tiene” o “incluye” una o mas etapas no se limita a
poseer solamente aquellas una o mas etapas y también abarca otras etapas no enumeradas.

El término “eficaz”, ya que ese término se usa en la especificacion y/o reivindicaciones, significa que es adecuado
para lograr un resultado deseado, esperado o interesado.

El término “hidrato” cuando se usa como modificador de un compuesto significa que el compuesto tiene menos de una
(p. ej., hemihidrato), una (p. ej., monohidrato) o mas de una (p. ej., dihidrato) moléculas de agua asociadas con cada
molécula componente, como en formas sélidas del compuesto.

Como se usa en esta memoria, el término “ICs,” se refiere a una dosis inhibidora que es el 50% de la respuesta maxima
obtenida.

Un “isdbmero” de un primer compuesto es un compuesto separado en el que cada molécula contiene los mismos
atomos constituyentes que el primer compuesto, pero donde difiere la configuracion de esos atomos en tres
dimensiones.

Como se usa en esta memoria, el término “paciente” o “sujeto” se refiere a un organismo mamifero vivo, como un ser
humano, mono, vaca, oveja, cabra, gato, raton, cobaya o especies transgénicas de los mismos. En ciertas
realizaciones, el paciente o sujeto es un primate. Ejemplos no limitantes de sujetos humanos son adultos, jovenes,
nifios y fetos.

“Farmacéuticamente aceptable” significa aquello que es util en la preparacion de una composicion farmacéutica que
es generalmente segura, no toxica y no deseable ni biolégicamente ni de otra manera e incluye aquella que es
aceptable para uso veterinario asi como para uso farmacéutico en seres humanos.

“Sales farmacéuticamente aceptables” significan sales de compuestos para usar de acuerdo con la presente invencion
que son farmacéuticamente aceptables, como se definié anteriormente, y que posean la actividad farmacoldgica
deseada. Dichas sales incluyen sales de adicién de acido formadas con acidos inorganicos como acido clorhidrico,
acido hidrobrémico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y similares; o con acidos organicos como acido 1,2-
etanodisulfonico, acido 2-hidroxietanosulfonico, acido 2-naftalenosulfonico, acido 3-fenilpropionico, acido
4,4’'metilenobis(3-hidroxi-2-eno-1-carboxilico), acido 4-metilbiciclo[2.2.2]oct-2-eno-1-carboxilico, acido acético, acidos
alifaticos mono- y dicarboxilicos, acidos sulfuricos alifaticos, acidos sulfdricos aromaticos, acido bencenosulfénico,
acido benzoico, acido canforsulfénico, acido carboénico, acido cinamico, acido citrico, acido ciclopentanopropiénico,
acido etanosulfénico, acido fumarico, acido glucoheptoénico, acido glucoénico, acido glutamico, acido glicélico, acido
heptanoico, acido hexanoico, acido hidroxinaftoico, acido lactico, acido laurilsulfurico, acido maleico, acido malico,
acido maldnico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido mucdnico, acido o-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido
oxalico, acido p-clorobencenosulfonico, acidos alcanoico fenil-sustituidos, acido propionico, acido p-toluenosulfénico,
acido piravico, acido salicilico, acido estearico, acido succinico, acido tartarico, acido terciariobutilacético, acido
trimetilacético y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables también incluyen sales de adicién de bases que
pueden formarse cuando los protones acidos presentes son capaces de reaccionar con bases inorganicas u organicas.
Bases inorganicas aceptables incluyen hidréxido sédico, carbonato sédico, hidroxido potasico, hidroxido de aluminio
e hidroéxido calcico. Bases organicas aceptables incluyen etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N-
metilglucamina y similares. Debe reconocerse que el anion o catién particular que forma parte de cualquier sal de esta
invencion no es critico, siempre que la sal, en su totalidad, sea farmacolégicamente aceptable. Ejemplos adicionales
de sales farmacéuticamente aceptables y sus métodos de preparacion y uso se presentan en Handbook of
Pharmaceutical Salts: Properties, and Use (P. H. Stahl & C. G. Wermuth eds., Verlag Helvetica Chimica Acta, 2002).
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“Prevencion” o “que previene” incluye: (1) inhibir la aparicién de una enfermedad en un sujeto o paciente que pueda
estar en riesgo y/o predispuesto a la enfermedad pero aln no experimenta o muestra ninguna o toda la patologia o
sintomatologia de la enfermedad, y/o (2) ralentizar la aparicion de la patologia o sintomatologia de una enfermedad
en un sujeto o paciente que pueda estar en riesgo y/o predispuesto a la enfermedad pero aun no experimenta o
muestra ninguna o toda la patologia o sintomatologia de la enfermedad.

El término “saturado” cuando se refiere a un atomo significa que el atomo esta conectado a otros atomos solo a través
de enlaces simples.

Un “estereoisdmero” o “isémero 6ptico” es un isémero de un compuesto dado en el que los mismos atomos estan
unidos a los otros mismos atomos, pero donde difiere la configuracion de esos atomos en tres dimensiones. Los
“enantidmeros” son estereoisdmeros de un compuesto dado que son imagenes especulares entre si, como las manos
izquierda y derecha. Los “diastereoisémeros” son estereoisémeros de un compuesto dado que no son enantiomeros.

“Cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad farmacéuticamente eficaz” significa aquella cantidad que, cuando se
administra a un sujeto o paciente para tratar una enfermedad, es suficiente para efectuar dicho tratamiento para la
enfermedad.

“Tratamiento” o “que trata” incluye (1) inhibir una enfermedad en un sujeto o paciente que experimenta o muestra la
patologia o sintomatologia de la enfermedad (p. gj., detener el desarrollo adicional de la patologia y/o sintomatologia),
(2) mejorar una enfermedad en un sujeto o paciente que esta experimentando o mostrando la patologia o
sintomatologia de la enfermedad (p. €j., revertir la patologia y/o sintomatologia) y/o (3) efectuar cualquier disminucion
medible en una enfermedad en un sujeto o paciente que esta experimentando o mostrando la patologia o
sintomatologia de la enfermedad.

Como se usa en esta memoria, el término “soluble en agua” significa que el compuesto se disuelve en agua al menos
en la medida de 0,010 moles/litro o se clasifica como soluble de acuerdo con la literatura precedente.

Otra abreviaturas usadas en esta memoria son las siguientes: DMSO, dimetil sulféxido; NO, acido nitrico; iNOS, 6xido
nitrico sintasa inducible; COX-2, cicloxigenasa-2; NGF, factor de crecimiento nervioso; IBMX, isobutilmetilxantina;
FBS, suero bovino fetal; GPDH, glicerol 3-fosfato deshidrogenasa; RXR, receptor retinoide X; TGF-B, factor de
crecimiento transformante B; IFNy o IFN-y, interferén-y; LPS, lipopolisacarido endotoxico bacteriano; TNFa o TNF-q,

factor de necrosis tumoral-a; IL-‘IB, interleucina-1p; GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; MTBE, metil-
terc-butil éter; MTT, bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio; TCA, acido tricloroacético; HO-1, hemo
oxigenasa inducible.

IV. Triterpenoides sintéticos

Los triterpenoides, biosintetizados en plantas por la ciclacién del escualeno, se usan con fines medicinales en muchos
paises asiaticos; y algunos, como los acidos ursélico y oleanico, se sabe que son anti-inflamatorios y anti-cancerigenos
(Huang et al., 1994; Nishino et al., 1988). Sin embargo, la actividad biolégica de estas moléculas de origen natural es
relativamente débil y por lo tanto se emprendié la sintesis de nuevos analogos para mejorar su potencia (Honda et al.,
1997; Honda et al., 1998). La investigacion posterior ha identificado una serie de compuestos sintéticos que tienen
una actividad mejorada en comparacion con los triterpenoides naturales.

Los esfuerzos en curso para la mejora de la actividad antiinflamatoria y antiproliferativa de los analogos de acido
oleandlico y ursoalico llevaron al descubrimiento del acido 2-ciano-3,12-dioxooleano-1,9(11)-dien-28-oico (CDDO, RTA
402) y compuestos relacionados (p. gj., CDDO-Me, TP-225, CDDO-Im) (Honda et al., 1997, 1998, 1999, 2000a, 2000b,
2002; Suh et al., 1998; 1999; 2003; Place et al., 2003; Liby et al., 2005). En el caso de la induccion de genes
citoprotectores a través de la sefializacion del elemento de respuesta (ARE) antioxidante Keap1-Nrf2, una evaluacion
reciente de la actividad de la estructura de 15 triterpenoides sefialé la importancia de grupos aceptores de Michael en
los anillos A 'y C, un grupo nitrilo en el C-2 del anillo A y que los sustituyentes en C-17 afectaron a la accion
farmacodinamica in vivo (Yates et al., 2007).
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En general, CDDO es el prototipo para un gran nimero de compuestos en una familia de agentes que se han mostrado
utiles en una variedad de contextos. Por ejemplo, se informa que CDDO-Me y CDDO-Im poseen la capacidad de
modular la sefializacion del factor de crecimiento transformante-$ (TGF-B)/Smad en varios tipos de células (Suh et al.,
2003; Minns et al., 2004; Mix et al., 2004). Se sabe que ambos son potentes inductores de la sefializacion de
hemoxigenasa-1 y Nrf2/ARE (Liby et al., 2005) y también se ha demostrado que una serie de analogos de
triterpenoides (TP) sintéticos de acido oleandlico son potentes inductores de la respuesta de fase 2, es decir, la
elevacion de la NAD(P)H-quinona oxidorreductasa y de la hemoxigenasa 1 (HO-1), que es el principal protector de las
células frente al estrés oxidativo y electréfilo (Dinkova-Kostova et al., 2005). Al igual que los inductores de fase 2
identificados previamente, se demostré que los analogos de TP usan la via de sefializacion del elemento de respuesta
antioxidante-Nrf2-Keap1.

RTA 402 (metil bardoloxone), el compuesto para usar con los métodos de esta invencion, es un Modulador de
Inflamacién Antioxidante (AIM) en el desarrollo clinico para la inflamacién e indicaciones relacionadas con el cancer
que inhibe la inflamacion inmuno-mediada restaurando la homeostasis redox en tejidos inflamados. Induce el factor
de transcripcion citoprotector Nrf2 y suprime las actividades de los factores de transcripcion pro-oxidantes y pro-
inflamatorios NF-xB y STAT3. In vivo, RTA 402 ha demostrado una actividad antiinflamatoria significativa de un solo
agente en varios modelos animales de inflamacién como del dafio renal en el modelo de cisplatino y de dafio renal
agudo en el modelo de isquemia-reperfusion. Ademas, se han observado reducciones significativas en la creatinina
sérica en pacientes tratados con RTA 402.

En un aspecto de la invencion, el compuesto se puede usar para tratar a un sujeto que tiene una enfermedad o afeccion
renal causada por niveles elevados de estrés oxidativo en uno o mas tejidos. El estrés oxidativo puede ir acompafiado
de inflamacién aguda o cronica. El estrés oxidativo puede ser causado por la exposicién aguda a un agente externo
como la radiacion ionizante o un agente de quimioterapia citotoxico (p. €., doxorrubicina), por traumatismo u otra
lesion tisular aguda, por isquemia-reperfusion, por mala circulacién o anemia, por hipoxia o hiperoxia localizada o
sistémica o por otros estados fisiolégicos anormales como hiperglucemia o hipoglucemia.

Por consiguiente, en patologias que implican estrés oxidativo solo o estrés oxidativo exacerbado por la inflamacion, el
tratamiento puede comprender administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto, como
los descritos anteriormente o a lo largo de esta especificacion. El tratamiento se puede administrar preventivamente
antes de un estado predecible de estrés oxidativo (p. gj., trasplante de 6rganos o la administracion de terapia a un
paciente con cancer) o se puede administrar terapéuticamente en entornos que implican estrés oxidativo establecido
e inflamacion.

La Tabla 1 resume los resultados in vitro para varios de los compuestos en los que los macréfagos RAW264.7 se
trataron previamente con DMSO o farmacos a varias concentraciones (nM) durante 2 horas, luego se trataron con
IFNy a 20 ng/ml durante 24 horas. Se determind la concentracion de NO en los medios usando un sistema de reactivo
de Griess; se determind la viabilidad celular usando el reactivo WST-1. NQO1 CD representa la concentracion
requerida para inducir una aumento de dos veces en la expresion de NQO1, una enzima antioxidante regulada por
Nrf2, en células de hepatoma murino Hepalclc7 (Dinkova-Kostova et al., 2005). Todos estos resultados son 6rdenes
de magnitud mas activas que, por ejemplo, la molécula de acido oleandlico original.
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Tabla 1. Supresion de la produccion de NO inducida por IFNy

RAW264.7 (20 ng/ml de IFNy) Células Hepaicic7
ID de trabajo
NO ICso WST-1 ICso NQO1 CD

RTA 401 (ejemplo comparativo) ~10 nM > 200 nM 2,3nM

RTA 402 22nM 80 nM 1,0 nM
RTA 403 (ejemplo comparativo) ~0,6 nM 100 nM 3,3nM
RTA 404 (ejemplo comparativo) 5,8 nM 100 nM n/a
RTA 405 (ejemplo comparativo) 6 nM ~ 200 nM n/a
TP-225 (ejemplo comparativo) ~0,4 nM 75 nM 0,28 nM

La sintesis de CDDO-MA se discute en Honda et al., (2002). La sintesis de CDDO-EA y CDDO-TFEA se presentan
en Yates et al., (2007), que se muestra en el Esquema 1 a continuacion.

(COClY: NG cocl
CH.CI,
0
Temp. amb.
EtNH.-HCI or CF;CH.NH,-HCI NG

Solucion de NaHCOs3 y reflujo de
PhH

CDDO-EA: R=Et
CDDO-TFEA: R = CF3CH>

Esquema 1

V. Formas polimdérficas de CDDO-Me

Las formas polimorficas del compuesto, p. gj., Formas A y B de CDDO-Me, se pueden usar de acuerdo con las
invenciones. La Forma B muestra una biodisponibilidad que es sorprendentemente mejor que la de la Forma A (FIG.
15). Especificamente la biodisponibilidad de la Forma B fue mayor que la de la Forma A CDDO-Me en monos cuando
los monos recibieron dosis equivalentes de las dos formas por via oral, en capsulas de gelatina (Solicitud de EE.UU.
N° 12/191.176, presentada el 13 de agosto de 2008).

La “Forma A” de CDDO-Me (RTA 402) no esta solvatada (no hidratada) y se puede caracterizar por una estructura
cristalina distintiva con un grupo espacial de P43 212 (n° 96) dimensiones de unidad celular de a= 14,2 A, b=14,2 Ay
c= 81,6 Ay por una estructura de empaquetamiento en donde se empaquetan tres moléculas en forma helicoidal a lo
largo del eje cristalografico b. En algunas realizaciones, la Forma A también se puede caracterizar por un patrén de

difraccion de rayos X (XRPD) (CuKa) que comprende picos de difraccion significativos en aproximadamente 8,8, 12,9,

13,4, 14,2 y 17,4 °26. En algunas variaciones, la difraccion de rayos X en polvo de la Forma A es sustancialmente
como se muestra en la FIG. 12A o en la FIG. 12B.

A diferencia de la Forma A, la “Forma B” de CDDO-Me esta en una sola fase pero carece de una estructura cristalina
definida. Las muestras de la Forma B no muestran una correlaciéon molecular de largo alcance, es decir, por encima
de aproximadamente 20 A. Ademas, el andlisis térmico de las muestras de la Forma B revela una temperatura de
transicion vitrea (Tg) en un intervalo de aproximadamente 120°C a aproximadamente 130°C (FIG. 14). Por el contrario,
un material nanocristalino desordenado no muestra una Ty sino solo una temperatura de fusion (Tn), por encima de la
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cual la estructura cristalina se convierte en un liquido. La Forma B esta tipificada por un espectro de XRPD (FIG. 12C)
que difiere del de la Forma A (FIG. 12A o FIG. 12B). Dado que no tiene una estructura cristalina definida, asi mismo
la Forma B carece de picos XRPD distintos, como los que tipifican la Forma A y en su lugar se caracteriza por un
patron de XRPD de “halo” general. En particular, la Forma B no cristalina cae en la categoria de sélidos “amorfos por
rayos X" porque su patron de XRPD muestra tres o menos halos de difraccion primarios. Dentro de esta categoria, la
Forma B es un material “vitreo”.

La Forma Ay la Forma B de CDDO-Me se preparan facilmente a partir de una variedad de soluciones del compuesto.
Por ejemplo, la Forma B se puede preparar por evaporacion rapida o evaporacion lenta en MTBE, THF, tolueno o
acetato de etilo. La Forma A se puede preparar de varias maneras, incluso a través de evaporacion rapida,
evaporacion lenta o enfriamiento lento de una solucion de CDDO-Me en etanol o metanol. Las preparaciones de
CDDO-Me en acetona pueden producir Forma A usando evaporacion rapida, o Forma B usando evaporacion lenta.

Se pueden usar varios medios de caracterizacion juntos para distinguir la Forma Ay la Forma B de CDDO-Me entre
si y de otras formas de CDDO-Me. llustrativas de las técnicas adecuadas para este propdsito son la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) en estado sélido, la difraccion de rayos X en polvo (comparense las FIGS. 12A & B con la
FIG. 12C), cristalografia por rayos X, Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) (comparese la FIG. 13 con la FIG. 14),
absorcién/desorcion dinamica de vapor (DVS), analisis de Karl Fischer (KF), microscopia de platina caliente,
calorimetria diferencial de barrido modulada, FT-IR y espectroscopia de Raman. En particular, el analisis de los datos
de XRPD y DSC pueden distinguir la Forma A de la Forma B y las formas de hemibencenato de CDDO-Me (Solicitud
de EE.UU. N° 12/191.176, presentada el 13 de agosto de 2008).

Se describen detalles adicionales con respecto a las formas polimdrficas de CDDO-Me en la Solicitud Provisional de
EE.UU. N° 60/955.939 presentada el 15 de agosto de 2007 y la correspondiente Solicitud de EE.UU. no provisional
N° 12/191.176, presentada el 13 de agosto de 2008).

VI. Uso de triterpenoides para el tratamiento de la enfermedad renal crénica, diabetes insulino resistente y disfuncion
endotelial/enfermedad cardiovascular

El compuesto se puede usar para tratar diversos aspectos de la enfermedad renal/de rifidén que incluye tanto
indicaciones agudas como crénicas. En general, el método comprendera administrar a los sujetos cantidades
farmacéuticamente eficaces de un compuesto.

La inflamacion contribuye significativamente a la patologia de la enfermedad renal crénica (ERC). También existe un
fuerte vinculo mecanistico entre el estrés oxidativo y la disfuncién renal. La via de sefializacion de NF-xB juega un
papel importante en la progresion de la ERC ya que NF-kB regula la transcripciéon de MCP-1, una quimioquina que es
responsable del reclutamiento de monocitos/macroéfagos, lo que da como resultado una respuesta inflamatoria que
finalmente lesiona el rifion (Wardle, 2001). La via Keap1/Nrf2/ARE controla la transcripcion de varios genes que
codifican enzimas antioxidantes que incluye la hemo oxigenasa-1 (HO-1). La ablacién del gen Nrf2 en ratones hembras
da como resultado el desarrollo de nefritis glomerular de tipo lupus (Yoh et al., 2001; Ma et al., 2006). Ademas, varios
estudios han demostrado que la expresion de HO-1 se induce en respuesta al dafio renal y a la inflamacion y que esta
enzima y sus productos, la bilirrubina y el mondxido de carbono, desempefian un papel protector en el rifién (Nath et
al., 2006).

El glomérulo y la capsula de Bowman circundante constituyen la unidad basica funcional del rifion. La tasa de filtracion
glomerular (GFR) es la medida estandar de la funcion renal. El aclaramiento de creatinina se usa cominmente para
medir GFR. Sin embargo, el nivel de creatinina sérica se usa comunmente como una medida sustitutiva del
aclaramiento de creatinina. Por ejemplo, generalmente se aceptan niveles excesivos de creatinina sérica para indicar
una funcién renal inadecuada y las reducciones de la creatinina sérica con el tiempo se aceptan como una indicacion
de una funcion renal mejorada. Los niveles normales de creatinina sérica son aproximadamente de 0,6 a 1,2
miligramos (mg) por decilitro (dl) en hombres adultos y de 0,5 a 1,1 miligramos por decilitro en hembras adultas.

La lesion renal aguda (AKI) puede ocurrir después de la isquemia-reperfusion, tratamiento con ciertos agentes
farmacoldgicos como cisplatino y rapamicina e inyeccion intravenosa de medios de radiocontraste usados en las
imagenes médicas. Al igual que en la ERC, la inflamacion y el estrés oxidativo contribuyen a la patologia de la AKI.
No se conocen bien los mecanismos moleculares subyacentes a la nefropatia inducida por radiocontraste (RCN), sin
embargo, es probable que una combinacion de elementos que incluyen vasoconstriccion prolongada, autorregulacion
renal alterada y toxicidad directa de los medios de contraste contribuyan todos al fallo renal (Tumlin et al., 2006). La
vasoconstriccion produce una disminucion del flujo sanguineo renal y causa isquemia-reperfusion y la produccion de
especies reactivas de oxigeno. HO-1 se induce fuertemente bajo estas condiciones y se ha demostrado que previene
el dafo por isquemia-reperfusion en varios o6rganos diferentes que incluyen el rifidn (Nath et al., 2006).
Especificamente, se ha demostrado que la induccion de HO-1 es protectora en un modelo de rata de RCN (Goodman
et al,, 2007). La reperfusién también induce una respuesta inflamatoria, en parte a través de la activacion de la
sefializacion de NF-xB (Nichols, 2004). Se ha propuesto como una estrategia terapéutica NF-kB como objetivo para
prevenir el dafio organico (Zingarelli et al., 2003).

Sin estar limitado por la teoria, la potencia del compuesto RTA 402 se deriva en gran parte de la adicién de grupos
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carbonilo a,B-insaturados. En ensayos in vitro, la mayor parte de actividad de los compuestos se puede anular por la
introduccion de ditiotreitol (DTT), N-acetil cisteina (NAC) o glutation (GSH); restos que contienen tiol que interaccionan
con grupos carbonilo a,B-insaturados (Wang et al., 2000; lkeda et al., 2003; 2004; Shishodia et al., 2006). Los ensayos
bioquimicos han establecido que RTA 402 interacciona directamente con un residuo de cisteina critico (C179) en IKKB
(véase mas abajo) e inhibe su actividad (Shishodia et al., 2006; Ahmad et al., 2006). IKKB controla la activacion de
NF-kB através de la via “clasica” que implica la degradacion inducida por fosforilacion de 1xB lo que da como resultado
la liberacion de dimeros de NF-«B al nucleo. En los macréfagos, esta via es responsable de la produccion de muchas
moléculas proinflamatorias en respuesta al TNFa y otros estimulos proinflamatorios.

RTA 402 también inhibe la via de sefalizacion JAK/STAT a multiples niveles. Las proteinas JAK son reclutadas a los
receptores transmembrana (p. ej., IL-6R) tras la activacion por ligandos como interferones e interleucinas. Después
las JAKs fosforilan la porcién intracelular del receptor causando el reclutamiento de factores de transcripcion STAT.
Los STATSs se fosforilan después por las JAKs, forman dimeros y se translocan al ntcleo donde activan la transcripcion
de varios genes implicados en la inflamacion. RTA 402 inhibe la fosforilacion de STAT3 constitutiva e inducida por IL-
6 y la formacién de dimeros y se une directamente a residuos de cisteina en STAT3 (C259) y en el dominio quinasa
de JAK1 (C1077). Los ensayos bioquimicos también han establecido que los triterpenoides interaccionan directamente
con residuos de cisteina criticos en Keap1 (Dinkova-Kostova et al., 2005). Keap1 es una proteina ligada a la actina
que mantiene el factor de transcripcion Nrf2 secuestrado en el citoplasma en condiciones normales (Kobayashi &
Yamamoto, 2005). El estrés oxidativo da como resultado la oxidacion de residuos de cisteina reguladores en Keap1 y
provoca la liberacion de Nrf2. Nrf2 luego se transloca al ndcleo y se une a elementos de respuesta antioxidantes
(ARESs) lo que da como resultado la activacion transcripcional de muchos genes antioxidantes e antiinflamatorios. Otra
diana de la via Keap1/Nrf2/ARE es hemo oxigenasa 1 (HO-1). HO-1 descompone el hemo en bilirrubina y monoéxido
de carbono y juega muchas funciones antioxidantes e antiinflamatorias (Maines & Gibbs, 2005). Se ha demostrado
recientemente que HO-1 es potentemente inducido por triterpenoides (Liby et al., 2005), que incluyen RTA 402. RTA
402 y muchos analogos estructurales también han demostrado ser potentes inductores de la expresion de otras
proteinas de Fase 2 (Yates et al., 2007).

RTA 402 es un potente inhibidor de la activacion de NF-kB. Ademas, RTA 402 activa la ruta Keap1/Nrf2/ARE e induce
la expresion de HO-1. Como se describe a continuacion, RTA 402 ha demostrado actividad en dos modelos animales
de AKI. Ademas, se han observado niveles reducidos de creatinina sérica y una mejoria en la filtracién glomerular en
la mayoria de los pacientes humanos que han sido tratados con RTA 402 (véanse los Ejemplos a continuacion). Ahora
se han observado mejoras significativas en un estudio de Fase Il de pacientes con nefropatia diabética. Los hallazgos
indican que RTA 402 se puede usar para mejorar la funcion renal en pacientes con nefropatia diabética mediante la
supresion de la inflamacion renal y la mejora de la filtracion glomerular.

Como se sefialdé anteriormente, tanto la diabetes como la hipertension esencial son importantes factores de riesgo
para el desarrollo de enfermedad renal crénica, y finalmente, para el fallo renal. Ambas condiciones, junto con los
indicadores de enfermedad cardiovascular sistémica como hiperlipidemia, se presentan con frecuencia en el mismo
paciente, especialmente si ese paciente es clinicamente obeso. Aunque no se comprenden completamente los
factores unificadores, se ha implicado la disfuncion del endotelio vascular como un factor patoldgico significativo en la
enfermedad cardiovascular sistémica, la enfermedad renal crénica y la diabetes (véase p. gj., Zoccali, 2006). Se ha
implicado el estrés oxidativo agudo o crénico en las células endoteliales vasculares en el desarrollo de la disfuncion
endotelial y esta fuertemente asociado con procesos inflamatorios crénicos. Por lo tanto, un agente capaz de aliviar el
estrés oxidativo y la inflamacion concomitante en el endotelio vascular puede aliviar la disfuncién y restaurar la
homeostasis endotelial. Sin estar limitados por la teoria, los compuestos para usar de acuerdo con la invencién,
estimulando mecanismos antioxidantes enddgenos regulados por Nrf2, han demostrado la capacidad altamente
inusual de mejorar parametros relacionados con la funcion renal (p. gj., creatinina sérica y tasa de filtracion glomerular
estimada), control glucémico y resistencia a la insulina (p. ej., hemoglobina A1c) y enfermedad cardiovascular
sistémica (p. ej., células endoteliales circulantes) en pacientes que tienen valores clinicos anormales para estos
parametros. Actualmente, suele ser necesaria la terapia de combinacion en tales pacientes para lograr mejoras en las
medidas de control glucémico y enfermedad cardiovascular, que incluyen el uso de inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina o bloqueantes del receptor de angiotensina Il para aliviar la hipertension y retardar la
progresion de la enfermedad renal cronica. Al lograr mejoras simultaneas y clinicamente significativas en todos estos
parametros, especialmente en las medidas de la funcién renal, los compuestos para usar de acuerdo con la presente
invencion representan una mejora significativa sobre las terapias actualmente disponibles. En algunos aspectos, los
compuestos para usar de acuerdo con la presente invencién se pueden usar para tratar una combinacién de las
afecciones anteriores como una terapia Unica o en combinacién con menos terapias adicionales que se usarian
actualmente.

Estos hallazgos también indican que la administracion de RTA 402 se puede usar para proteger a los pacientes del
dafo renal, como de la exposicion a agentes de radiocontraste, como en el caso de la nefropatia inducida por
radiocontraste (RCN), asi como en otros contextos. En un aspecto, los compuestos para usar de acuerdo con esta
invencion se pueden usar para tratar el dafio renal agudo inducido por isquemia-reperfusion y/o por quimioterapia. Por
ejemplo, los resultados mostrados en los Ejemplos 2 y 3 a continuacion demuestran que RTA 402 es protector en
modelos animales de dafio renal agudo inducido por isquemia-reperfusion y/o por quimioterapia.
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Se ha medido la creatinina sérica en varios modelos animales tratados con RTA 402. Se han observado reducciones
significativas de los niveles de creatinina sérica en relacion con los niveles de linea de base o los niveles en animales
control en monos cynomolgus, perros Beagle y ratas Sprague-Dawley (FIGs. 3A-D). Este efecto se ha observado en
ratas con ambas formas de RTA 402 (cristalina o amorfa).

RTA 402 reduce la creatinina sérica en pacientes. Por ejemplo, se observaron mejoras en pacientes con cancer que
recibieron RTA 402. En seres humanos, la nefrotoxicidad es un efecto secundario limitante de la dosis del tratamiento
con cisplatino. Se cree que el dafio inducido por cisplatino a los tibulos proximales esta mediado por un aumento de
la inflamacion, el estrés oxidativo y la apoptosis (Yao et al., 2007). La creatinina sérica también se ha medido en
pacientes con enfermedad renal crénica (ERC) inscritos en un ensayo clinico abierto de Fase |l de RTA 402 (Ejemplo
6). Este estudio se disefid con mlltiples puntos finales, en categorias de resistencia a insulina, disfuncion
endotelial/CVD y ERC, que incluyen mediciones de hemoglobina A1c (A1c), un punto final de fase 3 ampliamente
usado para el control glucémico.

A1c es un componente menor de la hemoglobina a la que esta unida la glucosa. A1c también se conoce como
hemoglobina glicosilada o glucosilada. A1c se puede separar por carga y tamafio de los otros componentes de la
hemoglobina A en sangre usando cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Debido a que la A1c no se ve
afectada por fluctuaciones a corto plazo en las concentraciones de glucosa en sangre, por ejemplo, debido a las
comidas, se puede extraer sangre para la prueba de A1c sin tener en cuenta cuando se comié la comida. En pacientes
sanos no diabéticos, el nivel de A1c es inferior al 7% de la hemoglobina total. El intervalo normal es de 4-5,9%. En la
diabetes mal controlada, puede ser del 8,0% o superior. Se ha demostrado que las complicaciones de la diabetes se
pueden retrasar o evitar si el nivel de A1c se puede mantener cerca del 7%.

Los agentes recientemente aprobados tipicamente solo reducen los niveles de A1c en una cantidad de 0,4 a 0,80
durante seis meses de tratamiento, con mejoras de 28 dias normalmente mas pequefias. La siguiente tabla muestra
las reducciones de hemoglobina A1c durante seis meses por dos agentes aprobados, sitagliptina y acetato de
pramlintida (Aschner et al., 2006; Goldstein et al., 2007; Pullman et al., 2006).

Farmaco Duracion de DM Diseno de estudio A1c medio Cambio
(afos)
4.3 +/placebo con A1c 27,0 8,0 -0,8
e 4.4 +/metformina con A1c 27,5 8,9 -0,7
Sitagliptina
6,1 pioglitazona+/sitagliptina; 8,1 -0,7
Alc=27,0
Acetato de 13 +/insulina 9.1 -0,4
pramlintida

En comparacion, RTA 402 reduce A1c en 28 dias en diabéticos refractarios ademas del estandar de atencién. El
tratamiento mostré una reduccion de intencién-de-tratar de 0,34 (n = 21) y una reduccioén de linea de base elevada (=
7,0 en la linea de base) de 0,5 (n = 16). Estos resultados se presentan en mayor detalle en la seccion de Ejemplos a
continuacién. Véanse también las FIGs 6y 7.

Los compuestos para usar de acuerdo con esta invencion se pueden usar para mejorar la funcion renal. Como se
muestra en el Ejemplo 6, se ha demostrado que el tratamiento que usa RTA 402 mejora seis medidas de la funciéon y
del estatus renal, que incluyen la eGFR basada en la creatinina sérica, el aclaramiento de creatinina, BUN, Cistatina
C, Adiponectina y Angiotensina Il. Se demostré que RTA 402 aumenta la GRF de una manera dependiente de la dosis
y con una alta tasa de respuesta (86%; n = 22). Como también se muestra en la FIG. 9, las mejoras en la GFR en 28
dias fueron reversibles después de que se retird el farmaco.

En algunas realizaciones, los métodos de tratamiento dan como resultado niveles mejorados de Adiponectina y/o
Angiotensina Il. La Adiponectina y la Angiotensina Il suelen estar tipicamente elevadas en pacientes con DN y se
correlacionan con la gravedad de la enfermedad renal. La Adiponectina (también conocida como Acrp30, apM1) es
una hormona conocida por modular un nimero de procesos metabdlicos que incluyen la regulacion de la glucosa y el
catabolismo de los acidos grasos. La Adiponectina se secreta a partir del tejido adiposo al torrente sanguineo y es
abundante en plasma en relacidon con otras muchas hormonas. Los niveles de la hormona se correlacionan
inversamente con el porcentaje de grasa corporal en adultos mientras que la asociacion en lactantes y nifios pequefios
es mas incierta. La hormona desempefia un papel en la supresion de los desequilibrios metabdlicos que pueden dar
como resultado la diabetes tipo 2, obesidad, ateroesclerosis y enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD).
La Adiponectina se puede usar para predecir la mortalidad por todas las causas y la enfermedad renal en la etapa
terminal en pacientes con DN.

Se ha encontrado que los métodos de tratamiento reducen la metalopeptidasa 9 de matriz (MMP-9), moléculas de
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adhesion solubles y factor de necrosis tumoral (TNFa) en la mayoria de los pacientes. Los altos niveles de estos
suelen correlacionarse con malos resultados cardiovasculares.

VII. Formulaciones farmacéuticas y rutas de administracion

La administracion del compuesto a un paciente seguira los protocolos generales para la administracion de productos
farmacéuticos, teniendo en cuenta la toxicidad, si la hubiera, del farmaco. Se espera que los ciclos de tratamiento se
repitan segun sea necesario.

El compuesto de la presente invencion se puede administrar mediante una variedad de métodos, p. €j., por via oral o
por inyeccion (p. gj., subcutanea, intravenosa, intraperitoneal, etc.). Dependiendo de la ruta de administracion, el
compuesto activo se puede recubrir con un material para proteger el compuesto de la accién de los acidos y otras
condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto. También se puede administrar por perfusién/infusion
continua de una enfermedad o sitio de herida. Ejemplos especificos de formulaciones, que incluyen una dispersion de
CDDO-Me basada en polimeros que mostraron una mejora de la biodisponibilidad oral, se proporcionan en la solicitud
de EE.UU. N° 12/191.176, presentada el 13 de agosto de 2008. Los expertos en la técnica reconoceran que se pueden
usar otros métodos de fabricacion para producir dispersiones de la presente invencion con propiedades y utilidad
equivalentes (véase Repka et al., 2002 y las referencias citadas en el mismo). Tales métodos alternativos incluyen,
pero no se limitan a, evaporacién de disolvente, extrusion, como extrusion por fusion en caliente y otras técnicas.

Para administrar el compuesto terapéutico por otra administracién que no sea parenteral puede ser necesario recubrir
el compuesto con, o coadministrar el compuesto con, un material para prevenir su inactivacion. Por ejemplo, el
compuesto terapéutico se puede administrar a un paciente en un vehiculo apropiado, por ejemplo, liposomas o un
diluyente. Diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen suero salino y soluciones tampén acuosas. Los
liposomas incluyen emulsiones de CGF de agua-en aceite-en agua, asi como liposomas convencionales (Strejan et
al., 1984).

El compuesto terapéutico también se puede administrar parenteralmente, intraperitonealmente, intraespinalmente o
intracerebralmente. Las dispersiones se pueden preparar en p. €j., glicerol, polietilén glicoles liquidos, mezclas de los
mismos y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden contener un
conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

Composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando son
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. En todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista
una facil aplicacion en jeringa. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe
conservarse contra la accion contaminante de microorganismos como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un
disolvente o medio de dispersidon que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (como glicerol, propilén glicol y
polietilén glicol liquido y similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales. Se puede mantener la
fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento como lecitina, mediante el mantenimiento del
tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de surfactantes. La prevencion de la accion
de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares, cloruro sédico o polialcoholes como manitol y sorbitol, en la composicion. Se puede
lograr la absorcion prolongada de las composiciones inyectables incluyendo en la composicidon un agente que retrasa
la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio o gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto terapéutico en la cantidad
requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun
se requiera, seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto terapéutico en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes
requeridos a partir de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado a vacio y liofilizacién que produce un polvo
del ingrediente activo (es decir, el compuesto terapéutico) mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una
solucioén previamente estéril filtrada del mismo.

El compuesto terapéutico se puede administrar por via oral, por ejemplo, con un diluyente inerte o un vehiculo
comestible asimilable. El compuesto terapéutico y otros ingredientes se pueden meter en una capsula de gelatina de
cascara blanda o dura, comprimidos en tabletas o incorporados directamente en la dieta del sujeto. Para
administracion terapéutica oral, el compuesto terapéutico se puede incorporar con excipientes y usar en forma de
comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, pastillas para la garganta, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes,
obleas y similares. El porcentaje del compuesto terapéutico en las composiciones y preparaciones se pueden, por
supuesto, variar. La cantidad del compuesto terapéutico en dichas composiciones terapéuticas utiles es tal para que
se obtenga una dosis adecuada.

Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en una forma de dosificacion unitaria para la facil
administracion y uniformidad de la dosificacion. La forma de dosificacion unitaria como se usa en esta memoria se
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refiere a unidades fisicamente discretas adecuas como dosificaciones unitarias para los sujetos a tratar; que contiene
cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto terapéutico calculada para producir el efecto terapéutico
deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacién para las formas de dosificacion
unitaria de la invencion se dictan y son directamente dependientes de (a) las caracteristicas Unicas del compuesto
terapéutico y del efecto terapéutico particular a lograr y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de composicién de
tal compuesto terapéutico para el tratamiento de una afeccién seleccionada en un paciente.

El compuesto terapéutico se puede también administrar por via topica a la piel, ojo o mucosa. Alternativamente, si se
desea la distribucion local a los pulmones, el compuesto terapéutico se puede administrar por inhalacién en una
formulacion de polvo seco o aerosol.

Se puede determinar la cantidad de dosificacion real de un compuesto de la presente invencidon o composiciéon que
comprende un compuesto de la presente invencion administrado a un sujeto mediante factores fisicos y fisiologicos
como la edad, sexo, peso corporal, gravedad de la afeccion, el tipo de enfermedad a tratar, intervenciones terapéuticas
previas o concurrentes, idiopatia del sujeto y la ruta de administracion. Estos factores se pueden determinar por un
experto en la técnica. El profesional responsable de la administracién tipicamente determinara la concentracion de
ingrediente(s) activo(s) en una composicion y dosis apropiada(s) para el sujeto individual. La dosificacion se puede
ajustar por el médico individual en caso de cualquier complicacion.

En algunas realizaciones, la cantidad farmacéuticamente eficaz es una dosis diaria de aproximadamente 0,1 mg a
aproximadamente 500 mg de compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 300 mg de compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 10 mg a
aproximadamente 200 mg de compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 25 mg de
compuesto. En otras variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 75 mg de compuesto. En aun otras
variaciones, la dosis diaria es de aproximadamente 150 mg de compuesto. En variaciones adicionales, la dosis diaria
es de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 30 mg de compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es
de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 20 mg de compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 15 mg de compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 mg de compuesto. En algunas variaciones, la dosis diaria es de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 5 mg de compuesto.

En algunas realizaciones, la cantidad farmacéuticamente eficaz es una dosis diaria de 0,01-25 mg de compuesto por
kg de peso corporal. En algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,05-20 mg de compuesto por kg de peso corporal.
En algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,1-10 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variaciones,
la dosis diaria es de 0,1-5 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variaciones, la dosis diaria es de
0,1-2,5 mg de compuesto por kg de peso corporal.

En algunas realizaciones, la cantidad farmacéuticamente eficaz es una dosis diaria de 0,1-1000 mg de compuesto por
kg de peso corporal. En algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,15-20 mg de compuesto por kg de peso corporal.
En algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,20-10 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas
variaciones, la dosis diaria es de 0,40-3 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variaciones, la dosis
diaria es de 0,50-9 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,60-8 mg
de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,70-7 mg de compuesto por kg
de peso corporal. En algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,80-6 mg de compuesto por kg de peso corporal. En
algunas variaciones, la dosis diaria es de 0,90-5 mg de compuesto por kg de peso corporal. En algunas variaciones,
la dosis diaria es de aproximadamente 1 mg a 5 mg de compuesto por kg de peso corporal.

Una cantidad eficaz variara tipicamente de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 1.000 mg/kg, de
aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 750 mg/kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente
500 mg/kg, de aproximadamente 0,2 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg, de aproximadamente 0,3 mg/kg a
aproximadamente 150 mg/kg, de aproximadamente 0,3 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg, de aproximadamente
0,4 mg/kg a aproximadamente 75 mg/kg, de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, de
aproximadamente 0,6 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de aproximadamente 0,7 mg/kg a aproximadamente 25
mg/kg, de aproximadamente 0,8 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg, de aproximadamente 0,9 mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, de aproximadamente 100
mg/kg a aproximadamente 500 mg/kg, de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg o de
aproximadamente 10,0 mg/kg a aproximadamente 150 mg/kg, en una o mas administraciones de dosis diarias, durante
uno o varios dias (dependiendo, por supuesto, del modo de administracion y de los factores discutidos anteriormente).
Otros intervalos de dosis adecuados incluyen 1 mg a 10.000 mg por dia, 100 mg a 10.000 mg por dia, 500 mg a 10.000
mg por dia y 500 mg a 1.000 mg por dia. En algunas realizaciones particulares, la cantidad es menos de 10.000 mg
por dia con un intervalo, por ejemplo, de 750 mg a 9.000 mg por dia.

La cantidad eficaz puede ser menos de 1 mg/kg/dia, menos de 500 mg/kg/dia, menos de 250 mg/kg/dia, menos de
100 mg/kg/dia, menos de 50 mg/kg/dia, menos de 25 mg/kg/dia, menos de 10 mg/kg/dia o menos de 5 mg/kg/dia.
Alternativamente puede estar en el intervalo de 1 mg/kg/dia a 200 mg/kg/dia. Por ejemplo, respecto al tratamiento de
pacientes diabéticos, la dosificacion unitaria puede ser una cantidad que reduce la glucosa en sangre en al menos un
40% en comparacion con un sujeto no tratado. En otra realizacion, la dosificacion unitaria es una cantidad que reduce
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la glucosa en sangre a un nivel que esta dentro de + 10% del nivel de glucosa en sangre de un sujeto no diabético.

En otros ejemplos no limitantes, una dosis también puede comprender de aproximadamente 1 microgramo/kg/peso
corporal, aproximadamente 5 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente 10 microgramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 50 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente 100 microgramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 200 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente 350 microgramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 500 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 5 miligramos/kg/peso  corporal, aproximadamente 10 miligramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 50 miligramos/kg/peso corporal, aproximadamente 100 miligramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 200 miligramos/kg/peso corporal, aproximadamente 350 miligramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 500 miligramos/kg/peso corporal a aproximadamente 1000 mg/kg/peso corporal o mas por
administracion y cualquier intervalo derivable del mismo. En ejemplos no limitantes de un intervalo derivable de los
ndmeros enumerados en esta memoria, se puede administrar un intervalo de aproximadamente 1 mg/kg/peso corporal
a aproximadamente 5 mg/kg/peso corporal, un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg/peso corporal a
aproximadamente 100 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 5 microgramos/kg/peso corporal a aproximadamente
500 miligramos/kg/peso corporal, efc., basado en los nimeros descritos anteriormente.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente invencién comprende, por ejemplo, al menos
aproximadamente el 0,1% de un compuesto de la presente invencion. En otras realizaciones, el compuesto de la
presente invencion puede comprender entre aproximadamente el 2% a aproximadamente el 75% del peso de la unidad
o entre aproximadamente el 25% a aproximadamente el 60%, por ejemplo, y cualquier intervalo derivado del mismo.

Se contemplan dosis Unicas o mltiples de los agentes. Se pueden determinar los intervalos de tiempo deseados para
la distribucion de dosis multiples por un experto en la técnica que no emplea mas que la experimentacion rutinaria.
Como un ejemplo, se les puede administrar a los sujetos dos dosis diarias a intervalos de aproximadamente 12 horas.
En algunas realizaciones, el agente se administra una vez al dia.

El(los) agente(s) se pueden administrar en un horario de rutina. Como se usa en esta memoria, un horario de rutina
se refiere a un periodo de tiempo designado predeterminado. El horario de rutina puede abarcar periodos de tiempo
que son idénticos o que difieren en duracion, siempre que el horario esté predeterminado. Por ejemplo, el horario de
rutina puede implicar la administracién dos veces al dia, cada dia, cada dos dias, cada tres dias, cada cuatro dias,
cada cinco dias, cada seis dias, todas las semanas, todos los meses o cualquier numero establecido de dias o
semanas entre ellos. Alternativamente, el horario de rutina predeterminado puede implicar la administracién con una
frecuencia de dos veces al dia durante la primera semana, seguido por una frecuencia de una vez al dia durante varios
meses, efc. En otras realizaciones, la invencién proporciona que el(los) agente(s) se puedan tomar por via oral y que
el tiempo en que se hace es o no dependiente de la ingesta de alimentos. Asi, por ejemplo, el agente se puede tomar
cada mafiana y/o cada tarde, independientemente de cuando ha comido o comera el sujeto.

Formulaciones especificas no limitantes incluyen dispersiones poliméricas de CDDO-Me (véase la Solicitud de EE.UU.
N° 12/191.176, presentada el 13 de agosto de 2008). Algunas de las formulaciones informadas en ella exhibieron una
mayor biodisponibilidad que las formulaciones de la Forma A micronizada o de la Forma A nanocristalina.
Adicionalmente, las formulaciones basadas en la dispersion polimérica demostraron mejoras adicionales
sorprendentes en la biodisponibilidad oral en relacién con las formulaciones de la Forma B micronizada. Por ejemplo,
las formulaciones de copolimero de acido metacrilico, Tipo C y HPMC-P mostraron la mayor biodisponibilidad en
sujetos monos.

VIII. Terapia de combinacién

Ademas de ser usado como una monoterapia, el compuesto también puede encontrar uso en terapias de combinacion.
La terapia de combinacion eficaz se puede lograr con una composicion o formulacién farmacolégica Unica que incluye
ambos agentes, o con dos composiciones o formulaciones distintas, administradas al mismo tiempo, en donde una
composicion incluye un compuesto para usar de acuerdo con la presente invencion y el otro incluye el(los) segundo(s)
agente(s). Alternativamente, la terapia puede preceder o continuar el tratamiento del otro agente en intervalos que
varian de minutos a meses.

Se pueden emplear varias combinaciones, como cuando un compuesto de la presente invencion es “A” y “B”
representa un agente secundario, ejemplos no limitantes de los cuales se describen a continuacion.

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/BB B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B  A/A/BB  A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/JA/B  A/A/A/B  B/A/JAJA  A/B/A/A A/A/B/A

Se contempla que se pueden usar otros agentes antiinflamatorios en conjunto con los tratamientos de la presente
invencion. Por ejemplo, se pueden usar otros inhibidores COX, que incluyen acidos arilcarboxilicos (acido salicilico,
acido acetil salicilico, diflunisal, trisalicilato de magnesio y colina, salicilato, benorilato, acido flufenamico, acido
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mefenamico, acido meclofenamico y acido triflumico), acidos arilalcanoicos (diclofenaco, fenclofenaco, alclofenaco,
fentiazaco, ibuprofeno, flurbiprofeno, ketoprofeno, naproxeno, fenoprofeno, fenbufeno, suprofeno, indoprofeno, acido
tiaprofénico, benoxaprofeno, pirprofeno, tolmetina, zomepiraco, clopinaco, indometacina y sulindaco) y acidos endlicos
(fenilbutazona, oxifenbutazona, azapropazona, feprazona, piroxicam e isoxicam. Véase también la Patente de EE.UU.
6.025.395.

Se cree que los suplementos dietéticos y nutricionales con beneficios informados para el tratamiento o prevencion del
Parkinson, el Alzheimer, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria
intestinal y todas las demas enfermedades cuya patogenia implica una produccion excesiva de 6xido nitrico (NO) o
prostaglandinas, como acetil-L-carnitina, octacosanol, aceite de onagra, vitamina B6, tirosina, fenilalanina, vitamina C,
L-dopa o una combinacién de varios antioxidantes se pueden usar en conjunto con los compuestos de la presente
invencion.

Otras terapias secundarias particulares incluyen farmacos inmunosupresores (para trasplantes y la RKD relacionada
con autoinmunidad), antihipertensivos (para la RKD relacionada con alta presion sanguinea, p. ej., inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina y bloqueantes del receptor de angiotensina), insulina (para la RKD diabética),
agentes reductores de lipidos/colesterol (p. ej., inhibidores de la reductasa HMG-CoA como atorvastatina o
simvastatina), tratamientos para la hiperfosfatemia o el hiperparatiroidismo asociado con la ERC (p. €j., acetato de
sevelamer, cinacalcet), dialisis y restricciones dietéticas (p. €., proteina, sal, fluidos, potasio, fosforo).

IX. Ejemplos

Los siguientes ejemplos estan incluidos para demostrar realizaciones preferidas de la invencion.
Ejemplo 1- Materiales y métodos

Productos quimicos.

Los triterpenoides se sintetizaron como se describié previamente en Honda et al., (1998), Honda et al., (2000b), Honda
et al.,, (2002) y Yates et al., (2007).

Ejemplo 2: Resultados de isquemia reperfusion en ratén

En un modelo de raton de fallo renal agudo isquémico, la arteria renal se pinza durante aproximadamente veinte
minutos. Después de este tiempo, se elimina la pinza y se reperfusiona el rifidn con sangre. La isquemia-reperfusion
da lugar a dafio renal y funcién renal disminuida que se puede evaluar mediante los niveles del nitrégeno ureico en
sangre (BUN), que se vuelven elevados después del dafio renal. Como se muestra en las FIGs. 1a-d, la isquemia-
reperfusion inducida quirirgicamente aumentoé los niveles BUN por aproximadamente 2 veces. Sin embargo, en
animales tratados con 2 mg/kg de RTA 402 por via oral una vez al dia empezando dos dias antes de la cirugia, los
niveles BUN se redujeron significativamente (p<0,01) en relacién con animales tratados con vehiculo y fueron similares
a los niveles en animales que se sometieron a cirugias simuladas (FIGs. 1a-c). Las medidas histologicas del dafo del
rifién y de inflamacion también se mejoraron significativamente por el tratamiento con RTA 402 (FIG. 1d). Estos datos
indican que el RTA 402 es protector frente al dafio tisular inducido por la isquemia-reperfusion.

Ejemplo 3: Resultados del dafio renal agudo inducido por quimioterapia en rata

En otro modelo de dafio renal agudo, se inyectaron las ratas por via intravenosa con el agente antineoplasico
cisplatino. En seres humanos, la nefrotoxicidad es un efecto secundario limitante de la dosis del tratamiento con
cisplatino. El dafio inducido por cisplatino a los tubulos proximales se cree que estda mediado por la inflamacién
aumentada, el estrés oxidativo y la apoptosis (Yao et al., 2007). Las ratas tratadas con una Unica dosis de cisplatino
de 6 mg/kg desarrollaron insuficiencia renal medida por los niveles de creatinina en sangre y de BUN aumentados. El
tratamiento con 10 mg/kg de RTA 402 mediante sonda oral empezando un dia antes del tratamiento con cisplatino y
continuando cada dia redujo significativamente los niveles de creatinina y BUN en sangre (FIGs 2a-b). La evaluacion
histoldgica de los rifiones demostré una mejora en la extension del dafio del tdbulo proximal en animales tratados con
RTA 402 en comparacion con animales tratados con vehiculo (FIG. 2c).

Ejemplo 4: Reduccion de los niveles de creatinina sérica en diversas especies

Se ha medido la creatinina sérica en varias especies animales tratados con RTA 402 en el transcurso de los estudios
toxicolégicos. Se han observado reducciones significativas de los niveles de creatinina sérica en relacion con los
niveles de linea de base o los niveles en animales control en monos cynomolgus, perros Beagle y ratas Sprague-
Dawley (FIGs. 3a-d). Se ha observado este efecto en ratas con formas de RTA 402 cristalinas y amorfas.

Ejemplo 5: Creatinina sérica reducida y eGFR aumentada en pacientes con cancer

También se ha medido la creatinina sérica en pacientes con cancer inscritos en un ensayo clinico de Fase | de RTA
402. Estos pacientes recibieron RTA 402 una vez al dia a dosis de 5 a 1.300 mg/dia durante un total de veintiun dias
cada 28 dias. Se observo una reduccion de creatinina sérica de mas del 15% tan pronto como a los ocho dias después
del tratamiento de iniciacion y persistio hasta el final del ciclo (FIG. 4A). Esta reduccion se mantuvo en aquellos
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pacientes que recibieron seis o0 mas ciclos de tratamiento con RTA 402. Un subgrupo de pacientes con dafio renal
preexistente (niveles de creatinina sérica basales de al menos 1,5 mg/dl) también tuvieron reducciones significativas
en los niveles de creatinina sérica después del tratamiento con RTA 402. En estos pacientes, los niveles de creatinina
sérica disminuyeron progresivamente a lo largo del ciclo de tal modo que los niveles del Dia 21 eran aproximadamente
un 25% mas bajos que los niveles de linea de base (FIG. 4A). Estos resultados se pueden resumir como se muestra
en la tabla a continuacion.

Subgrupo con niveles de creatinina

Todos los pacientes -
sérica basales elevados

Numero de pacientes que recibieron farmaco 45 8
durante al menos 3 semanas
% de pacientes con disminucion en el Dia 21 87% 100%
% de disminucion de creatinina a partir del o o
basal -18,3% -24,5%
Valor p (Basal frente al Dia 21) 0,001 0,0007

La tasa de filtracion glomerular estimada (eGFR) mejoré significativamente en los pacientes tratados con RTA 402
(FIG. 4b).

La FIG. 5 muestra los resultados después de al menos seis meses de tratamiento con RTA 402 en once pacientes
con cancer, que muestran que la eGFR mejor6 de una forma aproximadamente continua. Algunos de estos pacientes
se inscribieron en un estudio de Fase |, mientras otros se inscribieron en un estudio con RTA 402 (en combinacion
con gemcitabina) en pacientes con cancer pancreatico. Estos resultados se pueden resumir como se muestra en la
Tabla 2 a continuacion.
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: eGFR en pacientes que reciben RTA 402 durante 6 ciclos
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Ejemplo 6: Estudio de Fase 2 en pacientes con nefropatia diabética

También se ha medido la creatinina sérica en pacientes con enfermedad crénica renal (ERC) inscritos en un ensayo
clinico de Fase Il abierto de RTA 402. Estos pacientes recibieron RTA 402 una vez al dia a tres niveles de dosis, 25
mg, 75 mg y 150 mg durante un total de 28 dias.

El estudio se disefid con multiples puntos finales, en categorias de resistencia de insulina, disfuncién endotelial /CVD
y ERC. Estos se resumen como sigue:

Resistenlaci?bztlzsinsulinal Disfuncion endotelial/cardiovascular Enfermedad renal crénica
Hgb Alc CECs GFR
GDR/Pinzamiento euglucémico Proteina C reactiva (PCR) Creatinina sérica
Glucosa E-selectina Aclaramiento de creatinina
VCAM Cistatina C
Citoquinas Adiponectina
Angiotensina Il

Una medida de resultado primaria para este estudio es determinar los efectos del RTA 402 administrado por via oral
a las tres concentraciones de dosis en la tasa de filtracion glomerular (seguin lo estimado por la formula MDRD) en
pacientes con nefropatia diabética.

Una medida de resultado secundaria incluye: (1) una evaluacién de la seguridad y tolerabilidad de la administracion
oral de RTA 402 a las tres dosis diferentes, en esta poblacion de pacientes; (2) una evaluacion de los efectos de la
administracion oral de RTA 402 a las tres concentraciones de dosis en el nivel de creatinina sérica, el aclaramiento de
creatinina y la relacion albumina/creatinina en orina en pacientes con nefropatia diabética; (3) una evaluacion de los
efectos de la administracion oral de RTA 402 a las tres concentraciones de dosis en la hemoglobina A1c en todos los
pacientes inscritos y en la respuesta a insulina mediante la prueba del pinzamiento euglucéimico hiperinsulinémico en
pacientes inscritos en uno solo de los centros de estudio; (4) una evaluacion de los efectos de RTA 402 a las tres
dosis diferentes en un panel de marcadores de inflamacion, dafo renal, estrés oxidativo y disfuncion celular endotelial.

La poblacion de pacientes seleccionada para este estudio tenian todos diabetes tipo 2 con ERC. La mayoria habian
sido diagnosticados con pobre control glucémico durante dos décadas. La ERC se establecié a través de los niveles
elevados de creatinina sérica (SCr). La mayoria de los pacientes habian sido diagnosticados con enfermedad
cardiovascular (CVD) y la mayoria estaban recibiendo tratamiento estandar de cuidado asistencial (SOC) para la
diabetes, ERC y CVD (p. ¢j., insulina, ACEI/ARB, [I-bloqueante, diurético y estatina). La linea de base demografica
se puede resumir como sigue:

Edad 59

Duracion de la diabetes (afios) 15,4

Nefropatia diabética 100%

Complicaciones diabéticas no renales' 100%

Hipertensivos 100%

Hgb A1c (%) 7,9%

Antihiperglucémicos orales fallidos 90%

Uso de ACEI/ARB 80%

Uso de estatina 50%

'Incluye neuropatia y retinopatia

Todos los valores representan la media; n = 10; 1°¢ 10 pacientes para completar el estudio
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Los criterios de inclusidn de los pacientes fueron como sigue: (1) diagndstico de diabetes tipo 2; (2) creatinina sérica
en mujeres de 1,3 — 3,0 mg/dl (115 - 265 [imol/l), inclusive, y en hombres de 1,5 — 3,0 mg/dl (133 - 265 [Imol/l),
inclusive; (3) el paciente debe estar de acuerdo con la practica de contracepcion eficaz; (4) el paciente debe tener una
prueba de embarazo en orina negativa dentro de las 72 horas antes de la primera dosis de la medicacion de estudio;
(5) el paciente esta dispuesto y es capaz de cooperar con todos los aspectos del protocolo y puede comunicarse de
manera eficaz; (6) el paciente esta dispuesto y es capaz de proporcionar consentimiento informado escrito para
participar en este estudio clinico.

Los criterios de exclusion de los pacientes fueron los siguientes: (1) pacientes que tienen diabetes tipo 1 (insulino-
dependiente; inicio juvenil); (2) pacientes con enfermedad renal no diabética conocida (nefroesclerosis superpuesta a
la nefropatia diabética aceptable) o con aloinjerto renal; (3) pacientes que tienen enfermedad cardiovascular como
sigue: angina de pecho inestable dentro de los 3 meses de ingreso al estudio; infarto de miocardio, cirugia de injerto
de bypass de arteria coronaria o angioplastia/stent coronaria transluminal percutanea dentro de los 3 meses de ingreso
al estudio; ataque isquémico transitorio dentro de los 3 meses de ingreso al estudio; accidente cerebrovascular dentro
de los 3 meses de ingreso al estudio; valvulopatia obstructiva o cardiomiopatia hipertrofica; bloqueo atrioventricular
de segundo o de tercer grado no tratado con éxito con un marcapasos; (4) pacientes que necesitan terapia
inmunosupresora crénica (> 2 semanas) que incluye corticoesteroides (excluyendo esteroides inhalados o nasales)
dentro de los 3 meses de ingreso al estudio; (5) pacientes con evidencia de disfuncion hepatica que incluye bilirrubina
total > 1,5 mg/dl (> 26 micromoles/l) o transaminasa hepatica (aspartato aminotransferasa [AST] o alanina transferasa
[ALT]) > 1,5 veces el limite superior de lo normal; (6) si es mujer, la paciente estd embarazada, amamantando o
planeando un embarazo; (7) pacientes con cualquier afeccion clinica concurrente que en el juicio de un investigador
podria potencialmente representar un riesgo para la salud del paciente mientras participa en el estudio o podria influir
en el resultado del estudio; (8) pacientes que tienen hipersensibilidad conocida a cualquier componente del farmaco
de estudio; (9) pacientes que tienen alergia conocida al yodo; (10) pacientes que se hayan sometido a un
procedimiento de diagndstico o intervencion que requiera un agente de contraste dentro de los ultimos 30 dias antes
de ingresar al estudio; (11) pacientes con cambio o ajuste de dosis en alguno de los siguientes medicamentos:
inhibidores de ACE, bloqueantes de angiotensina |l, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) o inhibidores
de COX-2 dentro de los 3 meses; otras medicaciones antihipertensivas y otras antidiabéticas dentro de las 6 semanas
antes de ingresar en el estudio; (12) pacientes que tienen una historia de abuso de drogas o alcohol o que tienen
resultados positivos en las pruebas de abuso de drogas (prueba de drogas positiva en orina y/o prueba de alcoholemia
de alcohol); (13) pacientes que han participado en otro estudio clinico que implica productos de investigacion o
comercializados dentro de los 30 dias antes del ingreso en el estudio o que participarian concomitantemente en dicho
estudio; (14) pacientes incapaces de comunicarse o cooperar con el investigador debido a problemas de lenguaje,
desarrollo mental deficiente o funcién mental alterada.

A finales de septiembre de 2008 habia 32 de 60 pacientes incluidos en este estudio. Todos menos uno de los pacientes
estaban recibiendo insulina y antihiperglucémicos orales estandar como norma de cuidado asistencial.

Se observé que el tratamiento con RTA 402 reducia el % de hemoglobina A1c en 28 dias en diabéticos refractarios
por encima de la norma de cuidado asistencial. El tratamiento mostré una reducciéon de intento-de-tratar de
aproximadamente 0,25 (n = 56) y una reduccioén de la elevada linea de base (> 7,0 en la linea de base) de 0,5 (n =
35). La reduccion del % de hemoglobina A1c como una funcion de la severidad de la linea de base se muestra en la
FIG. 6 y la reduccion como una funcién de la dosificacion se muestra en la FIG. 7. Los pacientes con enfermedad
renal avanzada (Etapa 4) (GFR a partir de 15-29 ml/min) presentaron un % medio de reduccién de Ac1 de
aproximadamente 0,77. Todas las reducciones fueron estadisticamente significativas.

Los resultados de la prueba de pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico mostraron que el tratamiento de 28 dias
también mejord el control glucémico y la sensibilidad a insulina en los pacientes segun lo medido por la tasa de
consumo de glucosa (GDR). Los pacientes mostraron mejoras en la GDR después del tratamiento de 28 dias con
pacientes mas severamente dafiados (GDR < 4) que mostraron mejoras estadisticamente significativas (p < 0,02). La
prueba del pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico se realizé al inicio del estudio (Dia -1) y al final del estudio en
el Dia 28. La prueba mide la tasa de infusién de glucosa (GINF) necesaria para compensar un aumento del nivel de
insulina sin causar hipoglucemia; este valor se usa para derivar la GDR.

En resumen, la prueba del pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico dura aproximadamente 2 horas. La insulina se
infunde a través de una vena periférica a 10 — 120 mU por m? por minuto. Para compensar la infusién de insulina, se
infunde glucosa al 20% para mantener los niveles de azucar en sangre entre 5 y 5,5 mmol/l. La tasa de infusion de
glucosa se determina revisando los niveles de azlcar en sangre cada 5 a 10 minutos. La tasa de infusion de glucosa
durante los 30 ultimos minutos de la prueba se usa para determinar la sensibilidad a insulina determinada por la tasa
de metabolismo de la glucosa (M) en mg/kg/min.

Las siguientes pautas del protocolo estan en el lugar para la prueba del pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico:
1) Sujeto en ayuno 8-10 horas antes del procedimiento del pinzamiento.

2) La mafana del pinzamiento medir signos vitales y peso.
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3) Comenzar una via retrograda en una mano con un catéter de calibre 18-20 de 11/4” para extraer muestras.

4) Preparar el tubo IV con 2 llaves de tope de tres vias y un tubo de extensiéon en J. Pinchar el tubo a una bolsa de
litro de NaCl al 0,9% para correr a KVO (mantener la vena abierta, aproximadamente a 10 cc/h) hasta el inicio del
procedimiento.

5) Aplicar una almohadilla térmica cubierta en una funda de almohada con una almohadilla que separa la almohadilla
térmica de la mano del sujeto. (Permite la recoleccion de sangre arterializada derivada a partir del cateterismo venoso).

6) Monitorizar la temperatura (aproximadamente a 150°F / 65°C) generada por la almohadilla térmica antes y durante
el pinzamiento para mantener la arterializacion.

7) Iniciar otra via opuesta al lado de extraccion en el antebrazo distal con un catéter de calibre 18-20 de 11/4” para la
via de infusién. Preparar el tubo IV con 2 llaves de tope de tres vias.

8) Colgar una bolsa de 500 ml de dextrosa al 20% Yy fijarla al puerto en el lado de la infusién.

9) Preparar la infusién de insulina
a. Quitar 53 cc (50 cc de sobrellenado) de suero salino de una bolsa de 500 cc de NaCl al 0,9% y descartar
b. Extraer 8 cc de sangre del sujeto usando una técnica estéril e inyectar en un tubo con tope tigre
c. Centrifugar el tubo con tope tigre. Retirar 2 cc de suero e inyectar en una bolsa de 500 cc de NaCl al 0,9%

d. Afadir 100 unidades de insulina a la bolsa con el suero y mezclar bien (0,2 U de insulina/ml)e. Conectar el tubo
IV con perforador con doble ventilacién en la bolsa de NaCl al 0,9%

f. Colocar en una bomba Baxter

10) Tomar el tiempo y extraer todas las muestras basales de sangre (Los valores basales de glucosa en sangre en
ayunas se obtendran antes de comenzar la administracién de insulina)

11) Realizar los calculos de la tasa de infusién de insulina para una dosis de cebado y una infusién de insulina de 60
mU/mZ. Esta insulina de fondo es para suprimir la produccion de glucosa hepatica endégena. Los sujetos delgados se
pueden suprimir con 40 mU/m? los sujetos obesos insulino resistentes requieren 80 mU/m2. 60 mU/m? serian
suficientes para suprimir la poblacién de estudio sugerida con un BMI de 27-40 kg/m?. La infusion de insulina de 60
mU/m? sugerida puede necesitar ser ajustada si el BMI se modifica.

12) Se extraeran muestras de 0,5 ml cada cinco minutos y se usaran las lecturas a partir del Analizador de Glucosa
en Sangre YSI para determinar/ajustar la tasa de infusion de glucosa (mg/kg/min). Cualquier prueba de laboratorio
adicional requerida por el protocolo sera adicional al volumen de sangre. El pinzamiento durara 120 minutos que se
cree que es una duracion suficiente para determinar la sensibilidad a la insulina.

13) Etiquetar y guardar todas las impresiones de YSI para documentos de origen.

14) Las tasas de infusion de glucosa a partir de los ultimos 30 minutos del pinzamiento euglucémico se ajustaran
usando correccion espacial. Esto se usara para determinar la tasa de metabolismo de la glucosa (M mg/kg/min) que
representa la sensibilidad de los sujetos a la insulina.

Como se muestra en la FIG. 8, RTA 402 reduce las células endoteliales circulantes (CECs). El nimero de CECs medio
en células/ml se muestra para los grupos de intencion-de-tratar (ITT) y de linea de base elevada, ambos antes y
después del tratamiento con RTA de 28 dias. La reduccidon para el grupo de intencién-de-tratar fue de
aproximadamente el 20% vy la reduccion en el grupo de linea de base elevada (>5 CECs/ml) fue de aproximadamente
el 33%. La fraccion de CECs iNOS-positivas se redujo aproximadamente el 29%. Se observo la normalizacion de los
valores de CECs (<5 células/ml) en 11 de los 19 pacientes con linea de base elevada.

Las CECs se aislaron a partir de sangre total usando CD146 Ab (un anticuerpo frente al antigeno CD146 que se
expresa en células endoteliales y leucocitos). Después del aislamiento de las CECs, se us6 un CD105 Ab conjugado
con FITC (isotiocianato de fluoresceina) para identificar las CECs usando un sistema CellSearch™. Se afiadié un
conjugado fluorescente de CD45 Ab para tefiir los leucocitos y después estos se acotaron en ventanas. Para una
vision general de este método véase Blann et al., (2005). Las muestras de CEC también se evaluaron para la presencia
de iNOS por inmunotincion. El tratamiento con RTA 402 redujo las CECs iNOS-positivas en aproximadamente el 29%
indicando ademas que el RTA 402 reduce la inflamacién en células endoteliales.

Se muestra que RTA 402 mejora significativamente ocho medidas de la funcion y el estatus renal incluyendo la eGFR
basado en la creatinina sérica (FIG. 9), aclaramiento de creatinina, BUN (FIG. 11A), fésforo sérico (FIG. 11B), acido
urico sérico (FIG. 11C), Cistatina C, Adiponectina (FIG. 10A) y Angiotensina Il (FIG. 10B). La Adiponectina predice la
mortalidad por todas las causas y la enfermedad renal en la etapa final en pacientes con DN. La Adiponectina y la
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Angiotensina I, que estan elevadas en pacientes con DN, se correlacionan con la gravedad de la enfermedad renal
(FIGs. 10A-B). Se muestran los efectos sobre el BUN, fosforo y acido urico en las FIGs. 11A-C.

Los pacientes tratados con dosis mas altas (75 o 150 mg) de RTA 402 mostraron modestas elevaciones
(aproximadamente del 20 al 25%) en la proteinuria. Esto es consistente con los estudios que indican que un mejor
rendimiento de GRF se correlaciona con proteinuria aumentada. Por ejemplo, en un estudio clinico a largo plazo de
mas de 25.000 pacientes, el tratamiento con ramipril (un inhibidor de la ACE) ralentizé la tasa de disminucion de eGFR
mas eficazmente que el telmisartan (un bloqueante del receptor de angiotensina) o la combinacion de ramipril y
telmisartan (Mann et al., 2008). A la inversa, la proteinuria se incrementd mas en el grupo del ramipril que en los otros
dos grupos. Los principales resultados renales también fueron mejores con cualquiera de los farmacos solo que en la
terapia de combinacién, aunque la proteinuria aumento menos en el grupo de la terapia de combinacion. Otros estudios
han mostrado que farmacos que reducen la GFR, como los inhibidores de ACE, también reducen la proteinuria (Lozano
et al.,, 2001; Sengul et al., 2006). Otros estudios han mostrado que los farmacos que aumentan intensamente la GFR,
como ciertos bloqueantes del canal de calcio, aumentan la proteinuria hasta un 60% durante la dosificaciéon a corto
plazo (Agodoa et al., 2001; Viberti et al., 2002).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la férmula

para usar en un método de mejora de la funcién renal (rifién) en un sujeto.

2. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene enfermedad renal crénica (ERC) o muestra
sintomas de enfermedad renal/de rifién (RKD).

3. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene una nefropatia diabética (DN) o muestra
sintomas de DN.

4. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en donde la funcion renal mejorada se refleja por una tasa de
filtracion glomerular estimada (eGFR) mejorada.

5. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en donde la funcion renal mejorada se refleja por un nivel mejorado
de creatinina sérica.

6. El compuesto para el uso de la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene resistencia a la insulina o muestra uno o
mas sintomas de resistencia a la insulina.

7. El compuesto para el uso de la reivindicacion 2, en donde el sujeto también tiene enfermedad cardiovascular (CVD)
0 muestra uno o mas sintomas de CVD.

8. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 7, en donde el sujeto es un ser humano.

9. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8, en donde al menos una porcion del
compuesto esta presente como una forma cristalina que tiene un patron de difraccion de rayos X (CuKa) que
comprende picos de difraccion significativos a aproximadamente 8,8, 12,9, 13,4, 14,2 y 17,4°26.

10. El compuesto para el uso de la reivindicacion 9, en donde el patron de difraccion de rayos X (CuKa) es
sustancialmente como se muestra en la FIG. 12A o en la FIG. 12B.

11. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8, en donde al menos una porcién del
compuesto esta presente como una forma amorfa que tiene un patrén de difraccion de rayos X (CuKal) con pico en
halo a aproximadamente 13,5° 260, sustancialmente como se muestra en la FIG. 12C y una T4 de 120°C a 135°C.

12. El compuesto para el uso de la reivindicacion 11, en donde la T4 es de 125°C a 130°C.

13. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 12, en donde el compuesto se formula para
administracion oral, intraarterial o intravenosa.

14. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 13, en donde el compuesto se formula como
una capsula o un comprimido duro o blando.

15. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 13, en donde el compuesto se formula como
una dispersion polimérica.

16. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8, 13 y 14, en donde el compuesto se
formula como un copolimero de acido metacrilico/acrilato de etilo (1:1) como un excipiente.

17. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 16, en donde el compuesto se administra a
una dosis diaria de 10 mg a 200 mg.

18. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 16, donde el compuesto se administra a una
dosis diaria de 0,1 mg a 30 mg.
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19. Un compuesto de la formula

v,
v

>
para usar en un método de tratamiento de la enfermedad renal/de rifién (RKD) en un sujeto.

20. El compuesto para el uso de la reivindicacion 19, en donde la RKD es nefropatia diabética (DN).

21. El compuesto para el uso de la reivindicacion 19, en donde la RKD es RKD crénica.

22. El compuesto para el uso de la reivindicacion 19, en donde el sujeto tiene RKD y diabetes.

23. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 19 a 22, en donde el sujeto es un ser humano.

24. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 19 a 23, en donde al menos una porcion del
compuesto esta presente como una forma cristalina que tiene un patron de difraccion de rayos X (CuKa) que
comprende picos de difraccion significativos a aproximadamente 8,8, 12,9, 13,4, 14,2 y 17,4°26.

25. El compuesto para el uso de la reivindicacion 24, en donde el patrén de difraccion de rayos X (CuKa) es
sustancialmente como se muestra en la FIG. 12A o en la FIG. 12B.

26. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 19 a 23, en donde al menos una porcion del

compuesto esta presente como una forma amorfa que tiene un patrén de difraccion de rayos X (CuKal) con pico en
halo a aproximadamente 13,5° 20, sustancialmente como se muestra en la FIG. 12C y una T4 de 120°C a 135°C.

27. El compuesto para el uso de la reivindicacién 26, en donde la T4 es de 125°C a 130°C.

28. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 19 a 27, en donde el compuesto se formula
para administracion oral, intraarterial o intravenosa.

29. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 19 a 28, en donde el compuesto se formula
como una capsula o un comprimido duro o blando.

30. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 19 a 29, en donde el compuesto se formula
como una dispersién polimérica.

31. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 19 a 23, 28 y 29, en donde el compuesto se
formula como un copolimero de acido metacrilico/acrilato de etilo (1:1) como un excipiente.

32. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 19 a 31, donde el compuesto se administra a
una dosis diaria de 10 mg a 200 mg.

33. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones de 19 a 31, donde el compuesto se administra a
una dosis diaria de 0,1 mg a 30 mg.

34. El compuesto para usar de la reivindicacion 19 o 20, en donde el compuesto mejora la funcién renal.

35. El compuesto para usar de la reivindicacion 34, en donde la funciéon renal mejorada se refleja por una tasa de
filtracion glomerular estimada mejorada.

36. El compuesto para usar de la reivindicacion 34, en donde la funcién renal mejorada se refleja por un nivel mejorado
de creatinina sérica.
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Analisis de Grupo ITT >7,0 >7,6
Linea de base media 7,57 8,40 8,63
n 7 53 33 28

Cambio de A1c (%)

p<0.0001

-0.8

ITT incluye pacientes con A1c normal
Incluidos todos los datos disponibles

FIG. 6
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