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Inventia se referd la medicind §i anume la
ginecologie.

Esenta inventiei constd in aceea cd in admi-
nistrarea analogului hormonului, ce elibereaza
gonadotropina, timp de cel putin 30 de zile, in
cantitate suficientd pentru reducerea nivelului de
estrogene circulante in singe pana la circa 20
pg/ml, suplimentar se administreazi antiprogestind

2
intr-o cantitate suficientd pentru mentinerea
actiunii antiproliferative si pastrarea tesutului osos.
Rezultatul este reducerea osteoporozei.
Revendicari: 16

5 Figuri: 3
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Descriere:

Prezenta inventie se referd la domeniul medicinei, in special la ginecologie si anume la o
metodd de tratament al stirii dependente de estrogenele ovariene.

Endometrioza constituie  prezenta ectopicd extrauterind a glandelor si stromei de tip
endometrial. Aceastd prezentd ectopicd a tesutului endometrial deseori duce la formarea chisturilor,
ce contin sdnge modificat. Aceastd stare provoacd dureri extenuante la milioane de femei in inreaga
lume, care apar, in special, in legdturd cu proliferarea lunard a tesutului endometrului.
Endometrioza deseori devine o stare pe viatd.

Endometrioza poate fi tratatd cu substante medicamentoase, insd nici una din ele nu este
suficient de eficientd pentru un tratament de lungd duratd, timp de 6 luni $i mai mult. Posibil,
tratamentul cu cea mai lungd istorie, care demonstreazi un efect evident, este administrarea
progesteronului in injectii, per os sau in combinare cu anticonceptionalele orale. Insd administrarea
indelungatd a progestinelor, in special, a celor androgene, este insotitd de un sir de efecte secundare
indezirabile si nu este admisa oficial in Statele Unite ale Americii.

Este cunoscut steroidul sintetic pe bazd de etisteron, si anume 17-a-pregna-2,4-dien-20-ino[2,3-
dJizoxazol-17-ol, cunoscut, de asemenea, ca danazol si comercializat ca Danocrind (Danocrine), care
se manifestd ca o substantd medicamentoasd eficientd pentru tratamentul endometriozei, prin
crearea unui mediu hipoestrogenic [1,2]. Spre regret, aceastd substantd medicamentoasd, de
asemenea, prezinti multiple efecte androgene secundare. In afari de deregliri vasomotore, cauzate
de agravarea fondului estrogenic, ea provoacd cresterea greutitii corporale, crampe de lungd duratd,
atrofia glandelor mamare, bufeuri de cildurd, labilitate emotionald psihicd, piele grasd, depresie,
edeme, acnee, fatigabilitate; hirsutism; deregliri ale instinctului sexual (libido), cefalee, eruptii si
afonie.

Este cunoscutd, de asemenea, una din cele mai eficiente metode de tratament al endometriozei
prin administrarea antagonistului hormonului ce elibereazi gonadotropind, care inhibd secretia
gonadotropinei din hipofiza si astfel induce starea de pseudomenopauzi cu caracter reversibil.
[3.4,5]. Cu toate ca reactiile individuale variazi, endometrioza, de obicei, regreseaza rapid numai in
primele trei luni de la administrarea tratamentului. Dupa sistarea tratamentului, durerile, deseori,
revin si endometrioza se manifestd deja peste citeva luni dupd restabilirea ciclului menstrual
normal.

Acest remediu poate fi utilizat, de asemenea, pentru tratamentul tumorilor fibroase uterine
(leiomiomatoase). Dezavantajul principal al unui astfel de tratament il constituie prezenta unui sir
de efecte secundare, cauzate de un hipoestrogenism grav de lungd durati sau de starea de
pseudomenopauzd, instalatd printr-o insuficientd estrogend gravd, si anume, bufeuri de cdldura,
defecte osoase si diminuarea efectului protector cardiovascular al estrogenelor. Intr-adevir, scopul
terapiei hormonale substituente este asigurarea organismului cu estrogene si/sau progestind si,
astfel, prevenirea pierderilor de tesut osos. Desi reactiile individuale variazi, pierderile de tesut
0s0s, de reguld, pot fi estimate dupd cca 3 luni de tratament i devin la persoanele perceptive destul
de semnificative dupd 6 luni de tratament. Inadmisibilitatea acestui efect secundar, din punctul de
vedere al gradului de risc, devine evidentd prin valoarea inaltd a coeficientului letalitatii de cca 3,2
ani dupa fracturile oaselor femurale 1n postmenopauza in urma osteoporozei. Din cauza acestui efect
secundar, comisia pe alimentare si substante medicamentoase a Statelor Unite interzice orice
administrare a analogilor hormonului ce elibereazi gonadotropina dupd ce ei s-au utilizat timp de 6
luni. Astfel, acest medicament nu poate fi din nou administrat dupa o pauzi, conform normelor
stabilite de aceastd comisie.

Leiomioamele si endometrioza sunt stiri dependente de estrogenele ovariene. Mai este
cunoscutd antiprogestina (uneori numitd "antagonistd a progesteronului" sau "antigestagend") ca
substanta medicamentoasi eficientd in tratamentul endometriozei si leiomiomului uterului.

Sindromul premenstrual (SPM) si hemoragiile uterine disfunctionale (HUD), de asemenea,
reprezintd stiri, pentru care este comund o activitate hormonala ciclicd, care rezulta din producerea
estrogenelor de cétre ovare.

Mai este cunoscutd o metodd, cea mai apropiati de prezenta inventie, de administrare a
agonistului hormonului ce elibereazi gonadotropind (leiprolidd) si a progestinei (acetatul de
medoxiprogesteron) pentru tratamentul leiomiomului uterului [6]. In cadrul tratamentului asociat se
remarcd cd progestina reverseazda eficienta hipoestrogenismului agonist-indus, de reducere a
volumului nemiomatos, adicd acest tratament impiedicd efectele benefice ale tratamentului cu
agonist. La utilizarea conform schemei add-back, progestina diminueazi bufeurile de caldura si
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pierderea calciului cu urina, insd se atestd o mirire moderatd a volumului total al uterului, insd nu
pand la valorile initiale.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in necesitatea unor metode eficiente de
tratament al stdrilor dependente de estrogenele ovariene.

In prezent s-a stabilit cd schema utilizirii analogului hormonului ce elibereazi gonadotropind, in
combinare cu antiprogestina atenueazd starile, dependente de estrogenele ovariene, cum ar fi
endometrioza, leiomiomul uterului, SPM si HUD, si, de asemenea, diminueaza efectele ce tin de
pierderea tesutului osos ca rezultat al reducerii estrogenelor prin administrarea GnRG (hormonul ce
elibereazi gonadotropind). Respectiv, scopul prezentei inventii il constituie crearea unei asemenea
scheme. Acest si alte scopuri ale prezentei inventii vor fi clare unui specialist din urmatoarea
descriere detaliata.

Metoda, conform inventiei, inldturd dezavantajele mentionate anterior prin aceea ci in stirile
dependente de estrogenele ovariene, cum sunt endometrioza, leiomiomul uterin, SPM si/sau HUD,
se administreaza analogul hormonului ce elibereazi gonadotropina, timp de cel putin 30 de zile,
suficiente pentru reducerea nivelului de estrogen, care circuld in ser, pand la cca 20 pg/m sau sub
acest nivel §i apoi a unei cantititi antiproliferative, in raport cu endometrul, de antiprogestind, care
mentine substanta osoasa.

Surprinzitor se relevd cd se atenueazi nu numai simptomele endometriozei, SPM, HUD sau
miomului, insd se reduc si pierderile de tesut osos, cauzate de insuficienta estrogenicd, se
neutralizeaza si, in unele cazuri, in genere, se reverseaza. Toleranta schemei de tratament si durata
tratamentului pot fi majorate si astfel se impune utilitatea administrarii antiprogestinei mai mult de
sase luni. Cu toate ci nivelul bazal al estrogenului circulant este mai inalt, in perioada administrarii
antiprogestinei, comparativ cu nivelul in cadrul terapiei cu agonistul GnRH, nu se relevd o
ameliorare evidentd a stirii de boald, in timp ce densitatea tesutului osos se mentine sau creste.

Neridicand aceasta la rangul de teorie, se presupune cd existd diverse praguri ale efectului
estrogenelor, astfel cd dupd prima reducere a nivelului estrogenelor apare "o fereastra" cu o
concentratie mai naltd, in timpul cireia nivelul estrogenului circulant exercitd un efect terapeutic
benefic §i starea generald se amelioreazd, insd aceeasi concentratie nu induce pierderea rapidd a
substantei osoase, astfel masa osoasd se mentine la nivelul precedent sau chiar creste.

Hormonul ce elibereazi gonadotropind reprezintd o micropolipeptidd, produsid de hipotalamus
si uneori se numeste hormon ce elibereazd gonadotropind, hormonul ce elibereazd hormonul
luteinizant, GnRH sau LHRH. Orice analog, fie antagonist sau agonist al acestei polipeptide, poate
fi utilizat in prezenta inventie.

Exemplele de antagonisti includ Antid (Antide, decapeptidd reprezentatd prin formula D-Ac-D-
2-Nal'-Dp Cl Phe®-D-3-Pal’-Sar*-NiLis®>-D-NicLis®-Leu’-ILis®-Pro’-D Ala'®); [Ac-Ds C1 Phe', Dy C1
D Phe?, D Trp® DArg®; DAla**] GnRH; [Ac-4CIDPhe’; DsPal’; Arg’ D, Nal® DAla'®] GnRH; [Ac-
Dy-Nal', 4CIDPhe?, DTrp’, DArg®, DAla'®] GnRH; [Ac-D;Nal'; 4FDPhe?, DTrp®; DArg®] GnRH;
[Ac-D;Hal'; 4CIDPhe?; DTrp’, DhArg(Et)®; DAla'®] GnRH si [Ac [-Nal'; DME‘CIPhe?, DPal®;
Ser*, Tir’; DArg®; Leu’; ILis®; Pro’-DAla'®] GnRH. [US 4409208; US 4547370; US 4565804; US
4569927; US 4619914; US 5198533; WO 89/01944].

Exemplele de agonisti ai hormonolui ce elibereazd gonadotropind includ leiprolida, nafareling,
buzerilind, [DAla®, des Gli-NH,'°] GnRH; [DLis®] GnRH; [DAla®] GnRH; [2-Me-Ala®] GnRH; [D-d-
aminobitiroil®, des—Gli—NHzlo] Gn RH; triporelina; lutrelind; gozerelina, histrelina etc.

Analogii hormonolui ce elibereazd gonadotropind, utilizati in prezenta inventie, se pot
administra sub formi de sdruri netoxice farmaceutic acceptabile sau compusi complecsi. Sarurile
includ sdruri de aditie cu acizi cum ar fi, de exemplu, hidroclorurd, hidrobromura, sulfat, fosfat,
nitrat, oxalat, fumarat, gluconat, tanat, maleat, acetat, benzoat, succinat, alginat, malat, ascorbat,
tartrat, etc. Compusii complecsi se pot forma cu metale, de exemplu, cu zinc, bariu, calciu,
magneziu, aluminiu, etc.

Modul de utilizare a releasing-hormonului gonadotrop sau analogului acestuia conform
inventiei, este similar celui cunoscut anterior in tratamentul endometriozei si/sau leiomiomului
uterin. Astfel, poate fi administrat nu numai orice analog al GnRH cunoscut, dar pot fi utilizate in
practica prezentei inventii si dozele acestora si modalititile de administrare a lor. Astfel, calea de
administrare poate fi orice cale uzuald, in care acest analog este activ, de exemplu, perorala,
intravenoasd, subcutanatd, intramusculard, sublingvald, transdermald, rectald, intranazald sau
intravaginald.

In functie de aceasta, formularea medicamentoasd poate fi reprezentatd in tabletd, drajeu,
capsuld, piluld, aerosol intranazal, acrosol; granuld; implant (sau alt gen de depo) etc.
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Cantitatea de analog al hormonolui ce elibereazi gonadotropind, care se administreaza trebuie sd
fie suficientd pentru reducerea nivelului estrogenelor circulante pand la cca 20 pg/ml sau sub acest
nivel spre sfarsitul perioadei de cca 1-6 luni si este similard celei, ce se practicd in prezent. In linii
generale, cantitatea poate varia aproximativ de la 0,05 la 50 mg, de preferintd, de la cca 0,5 la 10
mg zilnic. Determinarea dozei eficiente este o procedurd obignuitd in domeniul farmacologiei, care
ia in consideratie diversi parametri fizici, cum ar fi greutatea corporald, varsta, etc., si In mod
excelent se stabileste de catre medicul curant. Administrarea poate fi periodica, de exemplu, o data
pe lund sau indelungatd, de exemplu, zilnic. De preferintd este administrarea zilnicd, deoarece
pacientele vor respecta cu o mai mare probabilitate schema de administrare i nu vor uita sau nu vor
evita schema de administrare periodica.

De asemenea, ¢ comodd administrarea depo-formelor, cum ar fi acetat de leiprolida, comercial
accesibila ca marcd comerciald Lupron Depot.

Antiprogestina pentru combinarea cu agonistul sau antagonistul GnRH poate fi antagonistul
receptorilor progesteronului sau un agent farmaceutic potrivit, care se opune activitatii biologice
normale a progesteronului. Antiprogestina preferatd este antagonistul receptorilor progesteronului,
atat steroid, cit si nesteroid, care demonstreazi o anumiti capacitate de reducere a secretiei
estrogenelor, insd mai important, blocheazd stimularea estrogend a tropismului tisular, cum ar fi
endometrioza, atat ectopic, cit si uterin sau a tesutului leiomiomului. De exemplu, RU 486 este
deosebit de potrivit in practica prezentei inventii.

Exemplele de antiprogestine, care se pot utiliza in prezenta inventie includ RU 486
("mefipristone") si "onapristond" si steroizii, in special, lilopristona (11,3-(4-dimetilaminofenil)-17-
B-hidroxi-17-a-(3-hidroxiprop-1(z)-enzil-4,9-(10)-estadien-3ona); in special, compusii 11-p-(4-
acetilfenil)-17-p-hidroxi-17-a-(1-propinil)-4,9-estradien-3-ona si 11-B-(4-acetilfenil)-17-p-hidroxi-
17-a-(3-hidroxi-1-(2)-propenil)-4,9-estradien-3-ona; si alte antiprogestine [US 4386085 (Roussel
Uclaf, Paris); US 4780461 (Schering Ag, Berlin); US 4609651; US 06/827050; US 07/283632; EP-
A 04042831; PCT WO 91/14704; US 4891368].

Antiprogestina poate fi administratd prin orice mod, care se practici in farmacologie. De
exemplu, antiprogestina poate fi formulatd pentru administrare orald, subcutanatd, intramusculara,
transbucald, sub forma de emplastru dermal pentru absorbtie transdermald, si, de asemenea, in
matrice inertd, care se implanteazd in organism sau in depo-forme sau intravaginal in matrice, care
lent elibereazd antiprogestina [US 4957119; US 5088505].

Compozitiile farmaceutice ce contin antiprogestind si un purtator potrivit, pot fi in forme dozate
solide, care includ tablete, capsule, capsule de amidon, granule, pilule, prafuri sau globuli; forme
dozate pentru aplicare topica (locald) ce includ solutii, prafuri, emulsii lichide, suspensii lichide,
forme semisolide, unguente, paste, creme, geluri sau jeleuri si spume; forme dozate pentru
administrare parenterald ce includ solutii, suspensii, emulsii sau praf uscat, o cantitate eficienta de
antiprogestina conform prezentei inventii. Este cunoscut ca ingredientul activ, antiprogestina, poate
fi inclus in asa compozitii impreund cu diluanti, agenti de umpluturd, dezintegranti, lianti,
lubrifianti, surfactanti, purtdtori hidrofobi, purtatori hidrosolubili, emulgatori, tampoane, umectanti,
emolienti, solubilizanti, conservanti si alti agenti farmaceutic acceptabili, care amelioreaza
proprietatile formei medicamentoase.

Dispozitivele si metodele de administrare sunt bine cunoscute si un specialist poate consulta,
pentru informare, ghiduri farmacologice ["Modern Pharmaceutics”, Banker and Rhodes Marcel
Dekker; Inc. 1979; "Goodman and Gilman's The Pharmaceutical Basis of Therapeutics", ed. 6, Mac
Millan Publishing Co., New York, 1980].

In unele cazuri administrarea analogului hormonului ce elibereazi gonadotropind si a
antiprogestinei poate coincide. in acest caz aceste doud componente se pot introduce concomitent,
utilizdnd una si aceeasi sau diferite forme dozate sau dispozitive, de exemplu, o singurd tableta.
Utilizarea componentelor, compozitiilor sau metodelor prezentei inventii pentru uz medical si/sau
farmaceutic, care este descris in acest text, se poate realiza prin orice metoda sau modalitate clinica,
medicald sau farmaceuticd, care sunt cunoscute in prezent, sau vor fi cunoscute in viitor.

Analogul hormonului ce elibereazi gonadotropind se poate administra timp de, cel putin, 30 de
zile, ceea ce este suficient pentru reducerea nivelului estrogenului circulant in sdnge pand la cca 20
picograme la ml sau sub acest nivel si, de preferintd, pentru reducerea nivelului estrogenului, ce
circuld in sdnge pand la cel putin cca 10 picograme/ml §i sub acest nivel, imitand astfel nivelurile
estrogenului in postmenopauzi. in prezent, administrarea analogului se sisteazi dupi cca 6 luni, cu
toate cd se poate prelungi, daci se incepe la timp administrarea cantititii de antiprogestind, care
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mentine substanta osoasd. Durata preferatd de administrare a agonistului GnRH, in prezent,
constituie cca 3 luni.

Administrarea antiprogestinei se incepe, cand nivelul estrogenelor circulante scade pana la 20
pg/ml si sub acest nivel, si, de preferintd, pand la cca 10 pg/ml si mai jos. Perioada administrarii
antiprogestinei se poate suprapune cu perioada de administrare a analogului hormonului ce
elibereaza gonadotropind sau se poate incepe dupad sistarea administrarii analogului GnRH sau poate
fi o pauza intre intervalele de administrare, pana cand nivelul estrogenului circulant se mentine nu
mai sus de cca 20 pg/ml. Cantitatea de antiprogestind este aceea, care inhiba proliferarea estrogend
a endometrului, adicd o cantitate antiproliferativd eficientd, insd mai este, de asemenea, §i o
cantitate eficientd ce mentine tesutul osos. In acest context, mentinerea tesutului osos inseamni ci
masa osului (densitatea) se mentine sau se majoreazi. In cazul in care se administreazi
antiprogestina RU 486, aceastd cantitate, de obicei, constituie de la cca 0,05 la 10,0 pg/ml si, de
preferintd, de la 0,5 la 5,0 pg/ml zilnic. In cazul unor alte antiprogestine, pot fi potrivite alte
cantititi in miligrame. Schemele in care doza de antiprogestind (si de analog al GnRH) periodic se
modificd, de asemenea, se includ in limitele volumului prezentei inventii. De asemenea, in timp ce
se administreaza o cantitate antiproliferativd eficientd de antiprogestind, se pot observa hemoragii
periodice usoare sau cateva picaturi de sdnge lunar sau anual. Asadar, starea de amenoree (absenta
menstruatiilor), care se instaleazi la aplicarea tratamentului conform prezentei inventii, este
esentiald, Insd nu neapdrat totald, completd. Cantitatea de antiprogestind, ca si in cazul analogului
hormonolui ce elibereazd gonadotropind, care trebuie s fie administrata, se determind prin metode
standard, cum ar fi, de exemplu, determinarea curbelor dozi - rdspuns la primate, la care ciclul
menstrual ovarian congenital este similar ciclului la femei; extrapolarea rezultatelor sistemelor
potrivite in vifro si determinarea eficientei in testdrile clinice. La determinarea dozelor potrivite
medicul va avea in vedere greutatea corporald, varsta si alti parametri fizici si medicali.

Rezultatul este reducerea osteoporozei.

Prezenta inventie se explica prin desenele din figurile ce urmeaza:

Fig. 1, graficul nivelurilor diurne medii ale estradiolului;

Fig. 2, graficul endometriozei peritoneale in diverse scheme de tratament;

Fig. 3, graficul densitatii substantelor minerale in oase ca rezultat al aplicdrii diverselor scheme
de tratament.

in scopul ilustririi prezentei inventii in continuare sunt prezentate exemple specifice. Evident ci
aceste exemple sunt numai ca material ilustrativ si nu preconizeazd limitarea volumului prezentei
inventii.

Exemplul 1. Pentru acest studiu s-a selectat ca agonist al GnRH acetat de leiprolida, ca
antiprogestind - RU 486, care se administra femelelor maimutelor Cynomolgus, care, dupd cum se
stie, sunt modele potrivite pentru studiile privind fiinta umana.

36 de maimute femele Cynomolgus (Macaca facularis) cu cicluri menstruale regulate au fost
plasate in custi separate cu hrana si apd din belsug.

Utilizand anestezia (cetamind 20 mg/kg, i/m, xilazind 1 mg/kg ) in ziua a 3-a a ciclului
menstrual s-a efectuat laparoscopia diagnosticd pentru excluderea bolii aderentiale a bazinului sau
prezentei endometriozei. Maimutele cu aderente pronuntate ale cavitdtii bazinului au fost excluse
din studiu. In zilele 8-14 ale ciclului menstrual s-a colectat sange prin venepunctie (cetamind 10
mg/kg, i/m) si s-a examinat in ser, prin analiza radioimund, continutul de estradiol - 17 B. In ziva a
3-5-a dupd instalarea vérfului preovulator al estradiolului s-a efectuat laparotomia (cetaminid 20
mg/kg, xilazind 1 mg/kg ). S-a efectuat histerotomia fundald - 2 cm si cca 100 mg de endometru s-a
inlaturat prin chiuretaj si s-a triturat in solutie fiziologica sterild. Incizia uterului s-a suturat cu
suturi de vicril 4-0. Tesutul endometrial triturat s-a injectat subperitoneal in 5 sectoare, si anume, in
plica vezicouterind stangi si dreaptd, in ligamentul larg drept si stang si in fundul sacului.

Pe parcursul urmatorului ciclu menstrual s-a efectuat laparotomia in ziuva a 3-5-a dupa propulsia
estradiolului in mijlocul ciclului. S-a constatat prezenta tesutului endometrial ectopic si aderente
vaste, implanturile peritoneale s-au masurat minutios. Toate leziunile s-au fotografiat si prin metoda
oarbd s-a colectat 0 anumitd cantitate pentru determinarea histologica a stadiului endometriozei de
ctre un specialist independent. Din leziunile tipice (specifice) s-a prelevat un bioptat si tesutul s-a
fixat in formalind 10% pentru examenul histologic prin colorare cu hematoxilind si eozina.

Primatele au fost distribuite egal in patru loturi experimentale (nr.8). Animalelor din primul lot
li s-a administrat lunar in injectii agonistul hormonului ce elibereaza gonadotropind, in doza de 80
ug/kg, i/m, in ziuva a 21-a a ciclului menstrual in ciclul de laparotomie secund.
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La intervale de 28 de zile au fost efectuate 3 astfel de injectii, apoi s-a administrat, o dati pe
sdptdmand, in injectii, antiprogestina RU 486 (5 mg/kg, i/m, in ulei, initial, apoi cte 2 mg/kg o datd
pe saptdméand). RU 486 s-a administrat timp de 24 saptdmani.

Animalelor din lotul II li s-a administrat in injectii numai RU 486 (initial 5 mg/kg, apoi 2 mg/kg
o datd pe sdaptiménd), incepand cu prima zi a ciclului menstrual dupd confirmarea diagnozei de
endometriozd. Administrarea s-a continuat timp de 36 de sdptdmani. Animalelor din lotul IIT 1i s-a
administrat numai analogul Gn RH timp de 36 de sdptdmani. Animalelor din lotul IV, el servind
drept martor, li s-a administrat un purtdtor - 0,5 ml de solutie fiziologica i/m o datd pe sdptimand
timp de 36 de sdptamani.

Dupd inceputul injectiilor zilnice s-a efectuat laparotomia pentru determinarea stadiului
procesului, fiecare 12 sdptdmani, pand la sfarsitul seriei de tratament pentru evaluarea progresiunii
sau regresiunii bolii.

in fiecare lot sub anestezie cu cetamini, peste o zi, s-a colectat sange timp de 28 de zile dupi
initierea seriei de tratament, ce urma dupd confirmarea diagnozei de endometrioza activa. Serul s-a
congelat pentru analizi ulterioari. In continuare singele s-a colectat o dati pe siptiméni.
Colectarea sangelui s-a continuat pana la restabilirea menstruatiilor spontane sau pana la doud luni
dupd finalizarea seriei de injectii, in functie de ce avea loc in primul rand. Serul s-a congelat, s-a
marcat §i s-a depozitat pentru analiza radioimund ulterioard. Estradiolul si progesteronul s-au
determinat prin analiza radioimund (ICN Biomedical, Los-Angels, USA).

Epiteliul vaginal s-a prelevat in timpul fiecdrei interventii chirurgicale cu pensa pentru bioptate
Kevorchian de pe peretele lateral din doud treimi superioare ale vaginului.

Maimutele s-au examinat zilnic in timpul vizitei matinale. Se remarcau modificarile
comportamentale. Se examina pielea pentru a determina prezenta eruptiilor sau modificarilor
inflamatorii in locul injectiei. Prezenta menstruatiei se determina prin examenul perineului.
Greutatea corporald se determina lunar si se relevau modificarile apetitului.

Simultan cu fiecare colectare a sangelui se colecta si urina pentru analizd. Prima mostrd se
colecta in timpul primei laparotomii, mostra secundd - in timpul primei injectii, iar urmatoarele se
colectau peste fiecare patru sdptdmani, incepand cu colectarea mostrei secunde. Pentru determinarea
densitatii minerale a substantei osoase in regiunea lombard a coloanei vertebrale s-a utilizat
absorbtiometria radiologica dubla (DXA, Norland).

Animalele s-au anesteziat cu cetamind si s-au fixat pentru a minimaliza artefactele, care pot
apdrea la miscare. DXA s-a efectut pana la inceputul seriei de injectii si apoi la intervale de trei luni
dupad finalizarea investigatiei.

In timpul fiecirei laparotomii se efectua histerotomia mici repetati pentru prelevarea
endometrului pentru examenul histologic.

S-a relevat cd atat antiprogestina, cat si analogul GnRH, separat, inhibau ovularea. Timp de 24
de luni, documental, a fost fixata cate o singurd ovulare (progesteron > 3 ng/ml) in primele 3 loturi,
comparativ cu cele 18 ovuldri evidente timp de 24 de luni in lotul martor (numai purtdtor).
Nivelurile tonice medii de estradiol in ser erau diferite in loturi, asa cum este prezentat in fig. 1.
Lotul in care s-a administrat analogul GnRH era suprimat mai omogen (24,2 = 17 ng/ml),
comparativ cu lotul martor, in care nivelurile estrogenelor variau in limite destul de vaste (40,6 +
43 pg/ml), asa cum se astepta. Interesant cd in lotul in care s-a administrat RU 486 se releva un
nivel mediu de estradiol in sange mai inalt, comparativ cu celelalte loturi (57,8 * 34,6, Kruskall -
Wallis, p< 0,05).

Aria endometrului ectopic, care se remarca pe suprafetele peritoneale, este prezentatd in fig. 2.
Ariile leziunilor pand la inceputul tratamentului in toate loturile erau identice (ANOVA, p>0,1).

Aria leziunii dupd tratament se deosebea semnificativ de aria pand la inceputul tratamentului in
primele trei loturi §i de aria dupd tratament in lotul IV - lotul martor (Wilcoxon, p< 0,05). Aceasta
atestd cd atat analogul GnRH, cét si antiprogestina exercitd o influentd de limitare a dimensiunilor
implantelor endometriale. In lotul I, in care animalelor li se administra RU 486 peste 3 luni dupa
sistarea seriei de tratament cu analogul GnRH, aria medie a leziunilor peritoneale riamanea
neschimbata.

Tabelul 1
Rezultatele determindrii densititii osului prin absorbtiometria radiologicd dubla
Pana la tratament . . . .
Lotul (media + CO) Dupa 3 luni Dupa 6 luni
Analog/antiprogestind 0.481£0.046 0.481+0.056 0.049+0.046
Antiprogestind 0.501+0.029 0.541+0.033* abs.
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[ Martor | 0.441+0.028 | 0.446:0.047 | abs.

*t — criteriu par, p = 0,08, comparativ cu densitatea pana la tratament.
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Dupa trei luni de administrare numai a GnRH sau a purtdtorului, drept martor, densitatea
substantei osoase nu s-a modificat. Aceasta se si astepta, deoarece statistic pierderea tesutului osos
in populatie nu devine evidentd pand la 3-6 luni. La trei animale din primul lot se releva pierderea
tesutului osos dupd 3 luni de tratament cu analogul GnRH, in timp ce la celelalte animale el
rdméinea neschimbat sau se majora. Exemplu de animal, care a avut pierderi rapide de tesut osos
este maimuta 2190, datele referitoare la acest caz sunt prezentate in fig.3. E evident gradul
semnificativ al pierderii tesutului osos dupd 3 luni de tratament cu analogul GnRH. Tratamentul cu
antiprogestind previne aceastd pierdere, relevandu-se majorarea densititii substantei osoase in
limitele semnificatiei (t - criteriul par, p = 0,08) dupd 3 luni de tratament cu antiprogestind.
Evaluarea zilnicd a stdrii subiective a prezentat modificdri nesemnificative comportamentale la
animale, leziuni inflamatorii ale pielii si modificarea deprinderilor alimentare. Determinarea
greutdtii corporale la intervale de o lund nici intr-un lot nu a relevat modificérii semnificative.

Estimarea histologicd a epiteliului endometrului si vaginal prin colorare cu hematoxilind si
eozind se prezintd in modul ce urmeaza:

Tabelul 2
Lotul Endometrul Epiteliu vaginal si
Faza menstruald Grosimea cheratina
Numai cu analog proliferativd neactiva subtire subtire
precoce
Cu analog/antiprogestind | faza intervalului, statici | subtire moderat gros moderat
Martor ciclica gros moderat, ciclic
variabil

Sub influenta analogului GnRH, endometrul era uniform subtire s§i cu proliferatie
nesemnificativd. Endometrul, sub influenta antiprogestinei se prezenta mai subtire, comparativ cu
endometrul la maimutele din lotul martor, insa se afla permanent in faza intervalului, similara cu
ziua a 17-a a ciclului menstrual normal tipic. La primatele din lotul martor se releva endometru
ciclic, mai gros in toate zilele, in care se efectua biopsia, comparativ cu animalele din orice lot.
Grosimea epiteliului vaginal, a stratului de cheratind si a stratului reticular pand la baza
excrescentelor era mai pronuntatd in lotul, in care animalele erau tratate cu antiprogestind,
comparativ cu animalele din lotul tratat cu analogul GnRH. In lotul martor rezultatele se deosebeau,
insd stratul de cheratind era mai gros decit dupd tratamentul cu analogul GnRH.

Leziunile ectopice ale endometrului, cum ar fi endometru in situ, regresau treptat timp de 3 luni
de tratament, si modificdrile endometrului se incepeau mai precoce la tratamentul cu analogul
GnRH, comparativ cu tratamentul exclusiv cu antiprogestind. Rezultatele mentionate atestd cd
antiprogestina este capabild si mentind suprafata redusd de endometrioza peritoneald dupi
intreruperea tratamentului cu analog. Endometrioza la animalele din lotul martor nu se ameliora si,
intr-adevdr, leziunile endometriale se agravau progresiv timp de 3 luni.

La 3 primate incluse in studiu avea loc o pierdere rapidd de substantd minerald osoasd dupd
initierea hipoestrogenismului indus cu medicamente prin tratament cu analogul GnRH. Densitatea
osului revine la starea initiald dupi 3 luni de tratament cu antiprogestini. In general, la primatele
tratate cu antiprogestind se relevd o majorare a densitatii osului la limitele semnificatiei statistice,
comparativ cu cea initiald. Atrofia vaginald, problemd in cadrul tratamentului cu analogii
hormonului ce elimind gonadotropind, nu se releva. Grosimea epiteliului vaginal si stratului de
cheratind era mai semnificativa in lotul de animale tratate cu antiprogestind, stare care, de obicei,
asigurd o facilitare a realizarii actului sexual, reduce incontinenta de urind si disuria. In plus la
avantajele care influenteazd oasele si epiteliul vaginal, endometrul persistd moderat subtire,
comparativ cu maimutele netratate din lotul martor, si cu un ciclu menstrual mentinut, si aceasta se
ldmureste prin actiunea antiproliferativa a antiprogestinei.
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Tabelul 3
Exemplele 2-10. Schema descrisd in exemplul 1 s-a repetat cu urmitoarea combinare a
agentilor:

Exemplul Analogul Antiprogestina

2 nafarefind Onapriston

3 buzerelind Lilopriston

4 antid 11PB-(4-acetil-fenil)-17p-hidroxi-17 a-(1-propinil)-
4,9-estradien-3-ond

5 gozerelind 11B-(4-acetil-fenil)-17B-hidroxi-17 o-(3-hidroxi-
1(2)-propenil)-4,9-estradien-3-ond

6 istrelind mifepriston

7 lutrelind onapriston

8 tristorelind lilopriston

9 Nal-Glu mefepriston

10 azalind B mefepriston

In prezenta inventie pot fi incluse diverse schimbiri si modificiri fird derogare de la ideea si
volumul ei. Diversele variante de realizare a prezentei inventii, descrise si ilustrate in acest
document, prezintd un model §i nu limiteazi prezenta inventie.

(57) Revendiciairi:

1. Metoda de tratament al stérii dependente de estrogenii ovarieni, care prevede administrarea
analogului hormonului, ce eclibereazi gonadotropina, caracterizati prin aceea ca analogul
hormonului, ce elibereazi gonadotropina se administreaza timp de cel putin 30 de zile in cantitate
suficientd pentru reducerea nivelului de estrogene circulante in sdnge pana la circa 20 pg/ml sau sub
acest nivel, suplimentar administrandu-se antiprogestind fintr-o cantitate suficientd pentru
mentinerea actiunii antiproliferative §i pastrarea tesutului osos.

2. Metoda, conform revendicirii 1, caracterizati prin aceea cii administrarea analogului si
progestinei este periodica.

3. Metodd, conform revendicdrii 2, caracterizati prin aceea ca administrarea este zilnica.

4. Metoda, conform revendicdrii 1, caracterizatd prin aceea cid administrdrile analogului si
antiprogestinei coincid.

5. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizatd prin aceea ci administrarile analogului si
antiprogestinei nu coincid.

6. Metodd, conform revendicdrii 1, caracterizatd prin aceea c¢d analogul se administreaza
timp de maxim sase luni.

7. Metodd, conform revendicdrii 1, caracterizati prin aceea ca analogul reprezintd un agonist
al hormonului ce elibereazi gonadotropina.

8. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizatd prin aceea cd analogul reprezintd un
antagonist al hormonului ce elibereaza gonadotropina.

9. Metodd, conform revendicérii 1, caracterizata prin aceea ci analogul hormonului ce
elibereaza gonadotropina se administreazi timp de o perioadd suficientd pentru reducerea nivelului
estrogenelor circulante pana la circa 10 pg/ml sau sub acest nivel.

10. Metoda, conform revendicdrii 1, earacterizati prin aceea cd antiprogestina reprezintd un
antagonist al receptorilor progestinei.

11. Metoda, conform revendicdrii 10, caracterizati prin aceea ci antiprogestina reprezintd
mifepriston.

12. Metoda, conform revendicdrii 1, caracterizati prin aceea ca cantitatea de antiprogestind
este suficientd pentru stabilizarea starii de amenoree.

13. Metodd, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea cd starea dependentd de
estrogenele ovariene reprezintd endometrioza.

14. Metodd, conform revendicdrii 1, caracterizatd prin aceea ci starea dependenti de
estrogenele ovariene reprezintd leiomiom uterin.
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15. Metodd, conform revendicdrii 1, caracterizatd prin aceea cii starea dependenti de
estrogenele ovariene reprezintd sindrom premenstrual.

16. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea cad starea dependentd de
estrogenele ovariene reprezintd disfunctie hemoragicd uterind.

(56) Referinte bibliografice:
1.Chwalisz et al, Endocrinology, 1991, vol. 129, nr. 1, p. 312
2. Kettel et al., Fertil. Steril., 1991, vol. 56, nr. 3, p. 402
3. Murphy et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 1993, vol. 76, nr. 2, p. 513
4.Gravanis et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 1986, vol. 60, p. 156
5. Wolf et al., Fertil. Steril., 1989, vol. 52, p.1055
6. Case et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 1993, vol. 76, p. 1217
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Grupa 1- terapia consecventd - maimuta 2190
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