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@ Resumen:

Nuevo agente terapéutico para el tratamiento de la inferti-
lidad y/o subfertilidad masculina en mamiferos.

El trans-resveratrol induce un aumento de la concentra-
cion de espermatozoides debido a un Incremento en su
conjunto del tejido espermatogénico. También induce un
incremento de la concentracion sérica de la hormona es-
timulante del foliculo (FSH), de la hormona luteinizante
(LH) y de la testosterona lo que implica una estimulacién
hiposfisaria en el eje hipotalamico-hipofisario-testicular. A
diferencia de otros medicamentos propuestos para el tra-
tamiento de la infertilidad masculina, el trans-resveratrol
es (til para el tratamiento de la infertilidad masculina y/o
subfertilidad producida por diferentes causas como la in-
fertilidad idiopatica, niveles elevados de especies reacti-
vas del oxigeno o alteraciones inflamatorias. Es ventajo-
so que el frans-resveratrol tenga varios mecanismos de
accioén, ya que la infertilidad masculina y/o subfertilidad
generalmente tiene mdltiples causas convergentes.
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DESCRIPCION

Nuevo agente terapéutico para el tratamiento de la infertilidad y/o la subfertilidad masculina en mamiferos.
Esta invencion se refiere a una segunda indicacién médica de un agente terapéutico conocido.
Estado de la técnica anterior

La infertilidad se ha incrementado en recientes décadas y actualmente afecta al 15% de las parejas de la so-
ciedad occidental. El problema se atribuye a factores tinicamente masculinos en un 30% de los casos. La inferti-
lidad debida a factores masculinos implica una combinacién de funciones espermadticas deficientes que finalmen-
te, conducen a una capacidad reducida de fertilizar o a una completa incapacidad para fertilizar. La fertilidad nor-
mal o alterada se define principalmente en base a los pardmetros convencionales de semen. Sin embargo, es difi-
cil determinar valores umbral que diferencien entre hombres fértiles o subfértiles. Los valores umbral para para-
metros como concentracion espermdtica, motilidad y morfologia pueden ser utilizados para clasificar a los hom-
bres como subfértiles, fértiles o de fertilidad indeterminada. De todos modos, las medidas de estos pardmetros no
constituyen un diagndstico de infertilidad. Se ha descrito que un contaje de espermatozoides menor a 20 millo-
nes por mililitro o inferior a 125 millones por eyaculado estd asociado con la subfertilidad (cfr. J. MacLeod and
R.Z. Gold, “The mate factor in fertility and infertility: II. Spermatozoon counts in 1000 men of known fertility
and in 1000 cases of infertile marriage”, J. Urol. 1951, vol. 66, pp. 436-449). De manera similar, se ha descrito
que la mayoria de hombres con mas de 20 millones de espermatozoides por mililitro son fértiles (cfr. R.J. She-
rins et al., “Longitudinal analysis of semen of fertile and infertile men”, in P.Troen, H. Nankin (eds), “New con-
cepts of the testis in normal and infertile men. Morphology, physiology and pathology”, New York, Raven Press,
1977).

A pesar de que las técnicas modernas de reproduccién asistida contribuyen ampliamente a superar los factores de
infertilidad masculina severos, la aplicacién de estos métodos en todas las parejas infértiles representaria un exceso
de tratamiento. Por ello, las terapias convencionales, como los procedimientos quirtrgicos y la administracion de far-
macos constituyen todavia la primera aproximacién a los desérdenes de fertilidad masculina. Los tratamientos con
efectividad probada estdn sélo disponibles para pacientes con infertilidad resultante de un hipogonadismo hipogona-
dotréfico. Con los tratamientos que utilizan antiestrégenos, andrégenos, inhibidores de aromatasa, bloqueadores de
células mastocito, zinc y otros farmacos se han obtenido resultados inconsistentes.

Se han descrito varias causas para la infertilidad masculina. Estas se clasifican en hipogonadismo hipogonadotré-
fico, alteraciones inflamatorias, infertilidad inmunoldgica, niveles elevados de especies reactivas del oxigeno, emisién
y eyaculados malogrados e infertilidad masculina idiopatica. Aproximadamente un 25% de los pacientes masculinos
infértiles se han clasificado por tener infertilidad idiopatica; en estos pacientes no se pueden identificar anormalida-
des fisicas o bioquimicas. Los pacientes que padecen infertilidad idiopdtica tienen una anormalidad en el nimero de
espermatozoides, en la motilidad o en la morfologfa. El término de oligospermia idiopdtica se utiliza para describir
el subconjunto de pacientes con infertilidad idiopética que tienen un niimero de espermatozoides bajo, independien-
temente de su asociacion con la existencia de anormalidades en otros pardmetros seminales. Se ha encontrado que
un 43% de hombres con infertilidad idiopética tienen anormalidades en todos los pardmetros espermaticos: el 39%
tenfa anormalidades en la motilidad/viabilidad con densidad espermética normal, el 10% tenia oligospermia aislada
y un 8% tenia anormalidades morfolégicas aisladas (cfr. M. Sigman and M.L. Vance, “Medical treatment of idio-
pathic infertility”, Urol. Clin. North Am. 1987, vol. 14, pp. 459-469). Frecuentemente, diversas causas contribuyen
simultdneamente a las alteraciones de la fertilidad masculina.

Actualmente, los farmacos son todavia una de las modalidades de tratamiento de la infertilidad masculina. Entre
los farmacos utilizados estdn el tamoxifeno, el clomifeno y la pentoxifilina. El tamoxifeno y el clomifeno estimulan
la secrecion de la hormona estimulante del foliculo (“follicle- stimulating hormone”, FSH) y la hormona luteinizante
(“luteinizing hormone”, LH) por bloqueo de varios receptores esteroideos en el cerebro, resultando en un incremento
de la hormona liberadora de gonadotropina (“gonadotrophin releasing hormone”, GnRH). El tratamiento con tamoxi-
feno se ha sugerido para pacientes con oligospermia idiopética; sin embargo, los resultados obtenidos con este fAirmaco
son controvertidos. En la literatura cientifica se han descrito buenos resultados para las terapias que combinan tamoxi-
feno con undecenoato de testosterona. A pesar de que el clomifeno ha sido utilizado para la infertilidad masculina (cfr.
US 2.914.563), se emplea principalmente para inducir la ovulacién en mujeres con amenorrea anovulatoria funcional.
Asi, el clomifeno es menos apropiado que el tamoxifeno para la infertilidad masculina debido a sus efectos antiestro-
génicos y estrogénicos simultineos. El efecto estrogénico del clomifeno aumenta los niveles plasmaticos de estrégenos
en hombres con oligospermia y también aumenta los niveles de FSH. La testosterona, junto con la sintesis de proteinas
de unién a hormonas sexuales puede decrecer, disminuyendo asi la espermatogénesis. La pentoxifilina incrementa la
motilidad y el nimero de espermatozoides; sin embargo, se han descrito algunos posibles efectos mutagénicos de la
pentoxifilina o sus metabolitos.

En resumen, a pesar de que se han propuesto varios firmacos para tratar la infertilidad masculina, todavia tiene que
encontrarse un tratamiento que sea totalmente satisfactorio. Como resultado, ha continuado una activa investigacién
en este campo.
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Trans-resveratrol es el nombre comtinmente usado para el trans-3,4’,5-trihidroxiestilbeno que tiene CAS RN 501-
36-0 y férmula (1). El trans-resveratrol es un antioxidante natural que se encuentra en las plantas, muchas de las
cudles son componentes de la dieta humana, como las uvas, los cacahuetes y las moras. Es conocido que el trans-
resveratrol contribuye a la prevencioén de las enfermedades cardiovasculares y el cancer (M. Jang et al., “Cancer
chemopreventive activity of resveratrol, a natural product derived from grapes”, Science 1997, vol. 275, pp. 218-
220). Esta proteccion puede ser atribuible a sus propiedades como antioxidante, antiinflamatorio e inhibidor de la
agregacion plaquetaria junto con su actividad mixta agonista/antagonista para los receptores de estrogenos (K.P.L.
Bhat et al., “Biological effects of resveratrol” Antioxid. Redox Signal. 2001, vol. 3, pp. 1041-64; K.P.L Bhat et al.,
“Estrogenic and antiestrogenic properties of resveratrol in mammary tumor models”, Cancer Research 2001, vol. 61,
pp- 7456-7463). De todos modos, en el estado de la técnica no se menciona o sugiere nada relacionado con el uso del
trans-resveratrol para el tratamiento de la infertilidad masculina.
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Explicacion de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de tratamiento de un mamifero macho que padece infertilidad y/o
subfertilidad causada por oligospermia. Este método comprende la administracion a dicho paciente, de una cantidad
terapéuticamente efectiva de frans-resveratrol, junto con diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables. Es
preferible que el trans-resveratrol sea administrado por via oral. En una realizacién preferida, el mamifero es un
humano. En otras realizaciones preferidas, el mamifero es un ratén o una rata.

Un aspecto de la presente invencién se refiere al uso del frans-resveratrol y su preparaciéon como farmaco para el
tratamiento de la infertilidad y/o subfertilidad causada por oligospermia en un mamifero macho. Otro aspecto de la
presente invencion se refiere al uso del trans-resveratrol como farmaco para incrementar la cantidad de espermatozoi-
des en un mamifero macho. En una realizacién preferida. el mamifero es un humano. En otras realizaciones preferidas,
el mamifero es un ratén o una rata.

Sorprendentemente, los inventores han encontrado que la administracién oral diaria de 20 mg/kg de trans-resvera-
trol a ratas sanas durante 90 dias induce un aumento del nimero de espermatozoides de 1,43 veces, una disminucién
significativa en el didmetro medio de los tibulos seminiferos y un aumento significativo de la densidad de los tibulos
seminiferos (cfr. Fig. 1). Estos resultados indican que el aumento de la densidad de los tibulos seminiferos y de la
concentracion de espermatozoides en ratas tratadas es debido al crecimiento en conjunto del tejido espermatogénico.

Aparte de los efectos anteriormente mencionados, desconocidos en la técnica, el trans-resveratrol también incre-
menta la concentracién en suero de FSH, LH y testosterona lo que implica una estimulacién hipofisaria en el eje
hipotaldmico hipofisario testicular.

A diferencia de otros farmacos sugeridos para el tratamiento de la infertilidad masculina, el trans-resveratrol es
util para el tratamiento de la infertilidad masculina producida por varias causas. En primer lugar, el trans-resveratrol es
util para el tratamiento de la infertilidad idiopatica. En segundo lugar, debido a sus propiedades antioxidantes, el trans-
resveratrol es Util para el tratamiento de la infertilidad masculina causada por niveles elevados de especies reactivas
del oxigeno. Ademas, debido a sus propiedades anti-inflamatorias, el frans-resveratrol es 1itil para el tratamiento de la
infertilidad masculina causada por alteraciones inflamatorias. Es ventajoso que el trans-resveratrol tenga varios meca-
nismos de accién ya que, la infertilidad masculina y/o subfertilidad generalmente tiene multiples causas convergentes.
Ademéds se sabe que el trans-resveratrol no tiene efectos toxicos a dosis elevadas.

Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderédn en parte de
la descripcion y en parte de la practica de la invencidn. A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra
“comprende” y sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Las
descripciones en el resumen de esta solicitud, se incorporan aqui como referencia. Los siguientes ejemplos y dibujos
se proporcionan a modo de ilustracidn, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.
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Breve descripcion de los dibujos

La fig. 1 muestra una comparacién entre los tibulos seminiferos de ratas control (A) y ratas tratadas con trans-
resveratrol (B). Los aumentos en A y B son los mismos.

Exposicion detallada de modos de realizacion

Los efectos del tratamiento con frans-resveratrol en la fertilidad fueron determinados en ratas adultas sanas. Vein-
tiocho ratas macho Sprague-Dawley fueron divididas al azar en un grupo resveratrol (administradas diariamente con
20 mg/kg de trans-resveratrol suspendido en 1% de carboximetilcelulosa, durante 90 dias) y en un grupo control (s6lo
1% de carboximetilcelulosa, durante 90 dias). El peso corporal fue registrado diariamente.

Los testiculos, epididimos y ducti deferens fueron diseccionados juntos y su peso himedo fue registrado. El conte-
nido espermatico en el conjunto del epididimo y del ductus deferens de cada animal fue extraido en 1 ml de formaldehi-
do tamponado al 10%. El niimero de espermatozoides fue determinado mediante una cdmara de contaje. Una alicuota
de 10 pl de suspension espermatica fue tefiida con la técnica vital eosina-nigrosina. El porcentaje de anormalidades
morfoldgicas de los espermatozoides fue calculado después de contar las muestras tefiidas bajo el microscopio. Para el
estudio morfométrico, el epididimo y el ductus deferens fueron cuidadosamente diseccionados de sus respectivos tes-
ticulos y los testiculos fueron fijados en formaldehido al 10% a pH 7,4 (Sigma Diagnostics, St Louis, MO, USA). Los
testiculos fueron cortados en 1aminas de 5 um, que fueron tefiidas con la técnica de hematoxilina-eosina. Las imadgenes
fueron tomadas en un microscopio 6ptico Nikon Eclipse ES800 (Nikon Europe, Badhoevedorp, The Netherlands), unido
a una camara digital Sony 3CCD (Sony Inc. Europe, Berlin, Germany). Las imdgenes digitalizadas fueron procesadas
usando el programa de imagenes ANALYSIS 2.1. (Soft-Imaging Systems GmbH, Miinster, Germany).

Los niveles de FSH y LH fueron también determinados por un ensayo inmunoenzimadtico (“enzyme linked im-
munosorbent assays”, ELISA) usando kits comerciales especificos para rata (Amersham, Buckinghamshire, United
Kingdom). Los niveles séricos de testosterona fueron también medidos por ELISA (DRG Instruments; Marburg, Ger-
many). Los niveles plasméticos de resveratrol fueron determinados por HPLC acoplado a un diode-array, 24 h después
de la dltima administracién.

Los resultados se expresan como media+SEM para n = 14 ratas. Las diferencias entre grupos fueron comparadas
por el test de Student-Neumman-Keuls. (*) Indica diferencias significativas del control, p<0,05.

La Tabla I muestra una comparacion entre el grupo control y el grupo después del tratamiento con frans-resveratrol
por el tiempo indicado. El grupo trans-resveratrol mostré un incremento del nimero de espermatozoides, una reduc-
cion del didmetro de los tibulos seminiferos y un incremento de la densidad tubular. Ademads, también se observé un
incremento significativo en la concentracién de LH, FSH y testosterona.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Tests comparativos

Magnitud Control Resveratrol
Peso corporal inicial (g) 216 £1 219 £1
Peso corporal final (g) 394 £6 397 +9
Peso testiculo (g) 1,85+ 0,03 1,96 + 0,04
Numero de espermatozoides (x10°) 1,75+ 0,20 2,51+0,37
Anormalidades morfologicas totales de 12,5+£1,2 124+ 11
espermatozoides (%)

Anormalidades de la cabeza de los 0,6 £0,2 0,4+£0,2
espermatozoides (%)

Anormalidades del cuello y parte intermedia 6,4 +1,0 6,2+0,7
de los espermatozoides (%)

Gotas citoplasmaticas distales de los 3,9+0,7 47+1,0
espermatozoides (%)

Anormalidades de la cola de los 1,8+0,2 1,9+04
espermatozoides(%)

Diametro de los tubulos seminiferos (um) 437,5+0,1 310,9+0,1
Densidad tubular (tubulae/mm? del tejido 3,20+0,18 6,58 + 0,18’
testicular

Concentraciéon de LH (ng/ml) 6,3+1,84 11,48 + 1,29
Concentracién de FSH (ng/ml) 102 £ 11 255 + 34
Testosterona (ng/ml) 3,61+0,39 9,6 +2,8
Niveles plasmaticos de trans-resveratrol (nM) No se detecta 67 + 20
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REIVINDICACIONES

1. Uso del trans-resveratrol para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la infertilidad y/o sub-
fertilidad causada por oligospermia en un mamifero macho.

2. Uso segtn la reivindicacion 1, donde el mamifero es un humano.
3. Uso segtn la reivindicacién 1, donde el mamifero es un ratén.
4. Uso segtn la reivindicacion 1, donde el mamifero es una rata.

5. Uso del trans-resveratrol para la preparacion de un medicamento para incrementar la cantidad de espermatozoi-
des en un mamifero macho.

6. Uso segun la reivindicacién 5, donde el mamifero es un humano.
7. Uso segtn la reivindicacién 5, donde el mamifero es un ratén.

8. Uso segtin la reivindicacién 5, donde el mamifero es una rata.
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