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DESCRIPCION

Uso de extractos que contienen fitoestrégenos que modulan de manera selectiva el receptor de estrégenos beta.

La presente invencion se refiere al uso de extractos que contienen fitoestrégenos, que modulan de manera selectiva
el receptor de estrogenos beta [ER-beta] sin presentar un efecto uterotrépico segin el predmbulo de la reivindicacién
1.

Se han empleado extractos de Vitex agnus castus (agnocasto, sauzgatillo) desde hace mucho tiempo para el trata-
miento de anomalias temporales del ciclo menstrual, mastodinia, sindrome premenstrual, alteraciones de la menstrua-
cion (a consecuencia de insuficiencia primaria y secundaria de cuerpo liteo), pero no se han utilizado extractos de este
tipo para el tratamiento sustitutivo de estrégenos.

En la menopausia se produce una reduccion del nivel de estradiol como consecuencia de la desaparicién de la
funcién ovdrica. Esto da como resultado una debilitacién de los procesos proliferativos y conduce en el hipotdlamo a
un refuerzo de la actividad del generador de pulsos de GnRH. (El generador de pulsos de la hormona liberadora de
gonadotropina es una especie de temporizador en el hipotdlamo y temporiza la distribucién pulsatil de LH, influyendo
los esteroides en la amplitud y la frecuencia). La distribucién de LH estimulada resultante conduce en el caso de la
mujer climatérica a oleadas de calor crecientes que se perciben como molestas, los denominados “sofocos”.

En ausencia de un nivel de estradiol suficientemente elevado en la sangre, predomina en el tejido 6seo la actividad
de los osteoclastos y con ello la degradacion de la masa dsea, que va acompafiada de un aumento en el peligro de
fractura del esqueleto. Al mismo tiempo existe a largo plazo el peligro de la formacién de placas en el sistema vascular
y con ello el aumento en el riesgo de infartos.

Serian desventajosos los efectos de tipo estrogénico sobre el ttero, la vagina, el tejido mamario y el higado. Sin
embargo es indeseable a este respecto que hasta el momento no haya estado disponible ningtin fitofdirmaco en el estado
de la técnica, que pueda usarse para una profilaxis o un tratamiento selectivo para un 6rgano en el caso de carencia de
estrégenos.

El documento WO 01/74345 A2 describe una serie de leguminosas como fuente de fitoestrégenos para el trata-
miento de la obesidad.

Partiendo de este estado de la técnica, es por tanto objetivo de la presente invencién poner a disposicion farmacos
vegetales con efecto de tipo estrogénico.

La solucion de este objetivo tiene lugar mediante un uso segun la reivindicacién 1.

Con los extractos que contienen fitoestrogenos, especialmente de Vitex agnus castus, preferiblemente frutos, de
la presente invencion es posible por primera vez conseguir un efecto de ER-beta selectivo (sin efecto uterotrépico).
Mediante los extractos de Vitex agnus castus usados es posible tratar mediante la modulacion del ER-beta los siguientes
cuadros clinicos y estados fisiopatolégicos:

e obesidad y mediante esto la posible influencia del sindrome metabdlico, especialmente hipertension, arte-
riosclerosis, infarto de miocardio, hiperandrogenismo.

Los extractos para el uso segtin la invencion pueden usarse en la forma farmacéuticamente habitual, por ejemplo
en forma de gotas, comprimidos, comprimidos recubiertos, capsulas, productos granulados, grageas, supositorios,
pomadas, cremas o similares.

Los extractos de Vitex agnus castus, especialmente de sus frutos y/u hojas pueden obtenerse segin la invencién
mediante extraccién etandlica de la planta o de las partes de la planta.

Para demostrar la presencia de fitoestrégenos en extractos de Vitex agnus castus (VAC), los inventores han usado
un ensayo de receptor de estrogenos competitivo en el que el estradiol marcado radiactivamente se ve desplazado de
los receptores por ligandos, que igualmente se unen al receptor, denominados en lo sucesivo moduladores del receptor.
Como moduladores del receptor se utilizaron por un lado estradiol no radiactivo y por otro lado el extracto que habia
que estudiar. La preparacion de receptor consistia en una fraccién citosélica de tteros de cerdo hembra, que contiene
ambos subtipos del receptor de estrégenos, concretamente ER-alfa y ER-beta. Los resultados de un experimento tipico
se muestran en la figura 1.

La figura 1 muestra las curvas de desplazamiento del estradiol (E,, simbolos huecos) y de extractos de VAC
(simbolos opacos). El eje de ordenadas indica la proporcién porcentual de la unién (atin restante) de estradiol marcado
radiactivamente al receptor de estrégenos. El eje de abscisas superior designa la concentracion de E,, mientras que
el eje de abscisas inferior reproduce la concentracién de VAC. Aquel desplazamiento que se obtuvo con la menor
concentracion de las sustancias de prueba se define como el 100%. Los valores medios = EEM se obtuvieron a partir
de una determinacién por triplicado. La CEs, de VAC asciende a 7,8 ug/ml.
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Tal como resulta evidente a partir de la figura 1, los compuestos en los extractos de VAC compiten en funcién de
la dosis con el estradiol marcado radiactivamente por los sitios de unién de los receptores de estrogenos. Los datos
obtenidos demuestran de manera impresionante que los extractos estudiados contienen fitoestrogenos.

Para fundamentar este hallazgo atin mds, se realiz6 el mismo ensayo con una preparacion de receptor de endometrio
humano. De nuevo estdn presentes ambos subtipos de ER en la disolucidn. Los resultados de estos estudios se muestran
en la figura 2.

La figura 2 muestra las curvas de desplazamiento del estradiol marcado radiactivamente de ER de endometrio
humano por estradiol (E,, simbolos huecos) y extractos de VAC (simbolos opacos). El eje de ordenadas indica la
proporcién porcentual de la unién (ain restante) de estradiol marcado radiactivamente al receptor de estrégenos. El eje
de abscisas superior designa la concentracién de E,, mientras que el eje de abscisas inferior reproduce la concentracién
de VAC. Aquel desplazamiento que se obtuvo con la menor concentracion de las sustancias de prueba se define como
el 100%. Los valores medios + EEM se obtuvieron a partir de una determinacién por triplicado. La CEs, de VAC
asciende a 12,7 ug/ml.

Los resultados muestran claramente que los fitoestrégenos de extractos de VAC se unen a los receptores de estré-
genos humanos, lo que es el resultado molecular inicial en el caso de un efecto de tipo estrogénico de compuestos de
VAC en el ser humano.

Debido a la disponibilidad de proteinas receptoras recombinantes pueden realizarse ensayos de ER especificos del
subtipo (ER-alfa o ER-beta). El resultado en forma de una curva de desplazamiento de ER-alfa tipica se muestra en la
figura 3.

La figura 3 muestra curvas de dosis/efecto de estradiol (E,, simbolos huecos) y de los extractos de VAC de la
solicitante (simbolos opacos) en un ensayo con ER-alfa humano recombinante. El eje de abscisas superior indica la
concentracion de E,, mientras que el inferior indica la concentracién de VAC. Aquella unién, que se obtuvo con la
menor concentracidn de las sustancias de prueba, se definié con el 100%. Los valores medios + EEM se obtuvieron a
partir de determinaciones por triplicado por valor de concentracién.

Mientras que E, muestra una competencia en funcién de la dosis con respecto al ligando receptor radiactivo, los
fitoestrogenos del extracto de VAC no se unen al ER-alfa. Por consiguiente no pudo calcularse la CEs,.

Con los mismos compuestos de prueba que en el ensayo de ER-alfa, se realizaron ahora los ensayos de ER-beta.
Los datos y el grafico de un experimento representativo se muestran en la figura 4.

La figura 4 muestra curvas de dosis/efecto de estradiol (E,, simbolos huecos) y de los extractos de VAC de la
solicitante (simbolos opacos) en un ensayo con ER-beta humano recombinante. El eje de abscisas superior indica la
concentracion de E2, mientras que el inferior indica la concentracién de VAC. Aquel desplazamiento, que se obtuvo
con la menor concentracién de los compuestos de prueba, se definié como el 100%. Los valores medios + EEM se
obtuvieron a partir de determinaciones por triplicado por valor de concentracion. La CEs, de VAC asciende a 9,9
ug/ml.

A diferencia del ensayo de ER-alfa, los fitoestrégenos de los extractos de VAC de la solicitante se unen en funcién
de la dosis al ER-beta. Estos datos confirman sin ninguna duda la selectividad de ER-beta de los extractos de Vitex
agnus castus de la solicitante.

Para la comprobacién del efecto uterotrépico se realizé el siguiente experimento, cuyos datos se muestran grafica-
mente en la figura 5.

A lo largo de tres meses se mezclaron dos concentraciones diferentes de extractos de VAC (100 mg/kg = VAC100 y
400 mg/kg de peso corporal = VAC400) con el alimento de ratas hembra sometidas a ovariectomia y machos sometidos
a orquiectomia. El VAC, a diferencia del estradiol, no tuvo ninguna influencia uterotrépica y tampoco se vio influido
el epitelio vaginal. Ambos efectos proliferativos del estradiol son indeseados en el marco del tratamiento sustitutivo de
estrégenos peri y posclimatérico o de un tratamiento hormonal sustitutivo en el caso de mujeres tras una ovariectomia,
dado que en el caso de una administracién continua de estrégenos y una contrarregulacion mediante gestigenos no
puede excluirse una hiperplasia del endometrio por el efecto proliferativo persistente del estradiol.

En la figura 5 se indican en el eje de ordenadas los pesos uterinos de las ratas. Las barras individuales se refieren
al grupo control (sometido s6lo a ovariectomia), un control positivo de estradiol, asi como a los efectos con dos
concentraciones de extracto de VAC diferentes.

No pudo detectarse un efecto uterotrépico tal como en el caso del estradiol segtin la figura 5 en el caso de los
animales tratados con VAC, lo que significa que el VAC no tiene un efecto proliferativo sobre el tejido uterino.

Sin embargo se encontré sorprendentemente en otros estudios, que el VAC puede tener efectos estrogénicos sobre
otros sistemas de érganos.
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Con tomografia computerizada se determind el tejido adiposo abdominal y paratibial en ratas macho y hembra.
Con E, y la dosis alta de Vitex agnus castus se observé una reduccién de ambas proporciones de tejido. Al mismo
tiempo disminuyen los niveles de leptina sérica de los animales tratados con VAC. Los resultados de este estudio se
muestran en las figuras 6 y 7.

La figura 6 muestra el efecto del estradiol y dos concentraciones de VAC diferentes sobre el tejido adiposo para-
tibial, representado como la proporcién en drea porcentual del tejido adiposo de una imagen de TC en la zona de la
tibia frente a un control.

La figura 7 muestra el efecto del estradiol y dos concentraciones de VAC diferentes sobre el contenido en leptina
sérica, indicado en el eje de ordenadas en ng/ml.

Tal como resulta evidente a partir de las figuras 6 y 7, se muestra una disminucién del contenido en grasa paratibial
y una disminucién de la concentracién de leptina sérica con la administraciéon de VAC.

Igualmente con tomografia computerizada se observé la modificacién de la densidad ésea (menor desarrollo de
osteoporosis) en la metdfisis de la tibia en el caso de ratas macho y hembra. Se demostré que con VAC se reducia
claramente menos la densidad 6sea que en el caso de los animales control no tratados.

La instilacion de 1 ml de solucién fisioldgica de cloruro de sodio con un catéter en la vejiga de ratas hembra
sometidas a ovariectomia en el transcurso de 1 min. conduce a un aumento de la presion interna de la vejiga. En el
caso de animales a los que se les habia sustituido durante tres meses con E,, el aumento de presion es aproximadamente
tres veces mayor que en el caso de los animales control tratados de manera ficticia y es un poco mds débil pero de
manera significativa que en el caso de los animales tratados con estradiol, cuando se trataron los animales con VAC.
Los resultados de este estudio se muestran en las figuras 8 y 9.

En la figura 8 se indica en el eje de ordenadas la maxima presion interna de la vejiga en mm de Hg que se midi6
para un control, el estradiol como control positivo y dos concentraciones de VAC diferentes.

La figura 9 muestra por el contrario en el eje de ordenadas el drea bajo la curva de medicién de la presién [AUC]
en mm de Hg x s para un control, el estradiol como control positivo y dos concentraciones de VAC diferentes.

Después de todo es por tanto posible utilizar extractos de VAC para la produccion de farmacos para el tratamiento
de:

e obesidad y mediante esto la posible influencia del sindrome metabdlico, especialmente hipertension, arte-
riosclerosis, infarto de miocardio, hiperandrogenismo, sin efecto uterotropico.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de extractos que contienen fitoestrégenos exclusivamente de Vitex agnus castus para la produccién de un
medicamento para la modulacién selectiva del receptor de estrégenos beta sin efecto uterotrépico, caracterizado
porque la modulacién selectiva del receptor de estrogenos beta se utiliza para el tratamiento de cuadros clinicos y
estados fisiopatoldgicos de

- obesidad y mediante esto la posible influencia del sindrome metabdlico, especialmente hipertension, arte-
riosclerosis, infarto de miocardio, hiperandrogenismo,

pudiendo producirse los extractos mediante extraccion etandlica.
2. Uso segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque el extracto se usa en la forma farmacéuticamente habitual.

3. Uso segun la reivindicacién 3, caracterizado porque como formulacién farmacéutica se usan gotas, comprimi-
dos, comprimidos recubiertos, cdpsulas, productos granulados, grageas, supositorios, pomadas, cremas.

4. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque los extractos de Vitex agnus castus pueden
producirse a partir de sus frutos y/u hojas.
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