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DESCRICAO

UTILIZAGAO DE COMPOSTOS ESTROGENICOS COMBINADOS COM
COMPOSTOS PROGESTAGENICOS NA TERAPIA HORMONAL DE
SUBSTITUIGAO

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se 4 utilizacico de um composto
estrogénico para a fabricacido de uma composicidc farmacéutica para
ser utilizado numa terapia hormonal de substituicdo nos mamiferos.
Mais particularmente & invencdo refere-se 2 uma terapla de
substituicdo hormonal que compreende a administracdc oral a um
mamifero de uma combinacdoc de um composto estrogénico e de um
composto progestagénico numa quantidade eficaz para prevenir ou

tratar os sintomas do hipcestrogenismo.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Numa terapla de substituicdc hormonal ({HRT), &s vezes também
definida como terapia de substituicdo de estrogénios, 0s
estrogénics sao administrades para prevenir ou tratar os sintomas
provocades por uma deficiéncia estrogénica ou hipoestrogenismo. O
hipoestrogenismo pode-se produzir nas fémeas assim como nos machos,
e podem provecar doencas e perturbacdes comc a ostecporose {perda

de massa Osseal, arteriosclerose, sintomas climetéricos como

in

calores, suores, atrofia urogenital, mudancas do humor, insoénia,

)]

alpitacdes. A deficiéncia estrogénica tem sido também associlada
P - J

com doencas cognlitivas e com a doenca de Alzheimer.



0O hipoestrogenismo, e em particular o hipoestrogenismo croénico, €
p

mulitas vezes observado nas nulheres erimenopdusicas e pds-
menopausicas. No entanto este pode ser devido @ ainda @ ao
hipogonadismoc ou a uma castracdo, assim como a uma 1nsuficiéncia
ovariana riméria, a um tratamento contra o cancro de mama por

exemplo com um inibidor de aromatase e um tratamentc hormonal
andlogo de libertacdo da gonadotropinz para doengas ginecolégicas
benignas como a endometricse, adenomiose, fibrdides uterinos

(leiomiomas}, dismenorréia, menorragia e metrorradgia.

A HRT emprega a administracdo continua de um estrogénlio em
quantidades eficazes durante periodos de tempc prclongados. No
entanto, a administracdo de estrogénios tem sidc associado, a uma
proliferacéc endometrial nas mulheres e actualmente ¢ de forma

13

geral aceite ¢ facto de gue um tratamento '"nao oposto" com

estrogénios aumenta substancialmente o risco de sofrer cancro
endometrial (Cushing et al., 1998, Obstet. Gynecol. 891, 35-39;
Tavani et al., 1999. Drugs &2ging, 14, 347-3%7). Ha ainda a
evidéncia de um aumento significative do cancro de mama com a
utilizacdo a longo prazo (10 a 15 anos) de um tratamento

estrogénico (Tavani et al., 1999. Drucgs Aging, 14, 347-357; Pike et

al., 2000. Steroids, 65, 659-6564).

Na actualidade, para contrariar os efeitos negatives de uma terapla

um  tratamento
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estrogénica ndo oposta, habltualmente,
progestagénic adjunto. O tratamento de hipoestrogenismo por

administracdc de uma combinacdo de agentes estrogénicos e
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e EF-A-0 136 011. Acreditamos que & administracdc regular dos
progestagénics inibe & estimulacdo estrogénica continua do
endcmétrio além de um efeito anti-proliferative e produz a reducdo

da  incidéncia do carcinoma endometrial nas  mulheres pds-—

(6N

mencpausicas gue recebem uma terapla de substituicdc estrogénica

~
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(Beral et al., 1999. J. Epidemiol. Biocestat., 4, 191-210). Este

tratamento  adjunto, em  que geralmente séo utilizedos 03
progestagénios sintéticos, tanto ¢ dado em regimes continucs

combinados com o estrogénio, ou adicicnado de fcrma sequencial,
normalmente durante aproximadamente 14 dias pocr més, a um

tratamento estrogénico continuo.

0s estrogénios andbgenos e exdgenos cumprem funcdes rervosas
centrails e metabédlicas importantes no organismo feminino: Os nivels
estrogénicos normais contribuem de forma decisiva para o bem-estar
da mulher. Apesar da difusdc da utilizacdo dos estrogénics nos
métodos da HRT, continua a haver problemas que ainda ndo foram
resclvidos. Os estrogénios conhecidos, em particular cs estrogénios
biogénicos (isto é os estrogénios presentes de forma natural no
corpc humano)}, mostram seérias deficiéncias farmacocinéticas. Os
estrogénios biogénicos como o estradiol, a estrona, o sulfato de
estrona, 0s ésteres de estradiol e do estriol quandoe tomados
oralmente tornam-se bilo-disponiveis apenas num grau muito baixo.
Este grau pode variar muito de pesssoca para pessoca pelo gue ndo pode
ser recomendada nenhuma doss  generalizada. Outro problema
relacicnado é a eliminacédo répida destes estrogénios do sangue. Por
exemplo, a mela-vida do principal estrogénio biogénico humanoc 17B-
estradicl & de aproximadamente 1 hora. O resultado & que, entre
periodes de administracdo separados (didrios), os nivels do soro
sanguineo destes estrogénios bicgénicos tendem a variar
consideravelmente. 2Assim, logo apds a administracdo, a concentracgido
do soro é habitualmente varias vezes superior & concentracao
bptima. Adicionalmente, se o periodo da seguinte administracdoc &
atrasado, as concentracbes de soro diminuirdo rapidamente at

z

nivel em que o estrogénic j& ndo estara fisiocloglcamente activo.
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0 esteroide estrogénico sinteticamente alterado mals import
17a~etinil estradiol (EE). Este estrogénio & poucas vezes utilizado
nos métodes da HRT dade gue a aaministragdc prolengzada do EE tem
sido associade a um aumento do risco de tromboembolla, que se
considera particularmente prejudicial nas mulheres menopausicas e
pés-menopdusicas. Além do EE, nalguns cascs tem sido utillzado o
mestrancl; o mestranol é um "prefarmaco" gqgue é metabolizado no
organisme em EE. Quando é zplicado oralmente nos seres humancs, o
EE tem uma biodisponibilidade muitc melhor que o3 estrcgénios
biogénicos anteriormente mencicnados, mas a sua bilodisponibkbilidade

oral varia muitc de individuo para individuo. Varios autoreses tém

ol

ssinalado este facto assim como o de que as concentragdes 1o
sangue resultavam ser altamente varidveis apds a administracdo oral

desta substincia.

Além dos proplemas farmacocinéticos, os estrogénios cenhecidos
mostram também deficiéncias farmacodindmricas. Apds a reabsorgdoc no
ltmen intestinal, os ingredientes activos administrados oralmente
entram no organismo via figado. Este facto tem uma importéncia
especifica para os agentes estrogéniccs em virtude de que o figado
& o obrgio-alvo para os estrogénios; uma toma oral de estrogénios
resulta em fortes efeitos estrogéniccs no figado. A actividade da
secrecdo gue & controlada pelos estrogénios no figado humano incluil
o aumentc da sintese das proteinas de transporte CBEG, SHBG, TBG,
varios factores que $&0 inmportantes para a fisiclogia da ccagulacdo
do sangue, ¢ das lipoproteinas. Se os estrogénios bicgénic sdo

introduzides no organismo feminino ac mesmo gue se impede a sua

passagem através do figado (por exemplo com a aplicacgdo
transdérmical, as  fungdes do figado mencionadas mantém-se
largamente nao metaboclizadas. AS doses terapeuticamente
equivalentes dos estrogénics blcgénicos, guando s3c oralmente
administradas, resultam em respostas evidentes de pardmetros

hepaticos, ccmo o aumento da SH3G, CBG, zangictensinogénic e HDL



(alta densidade lipoproteica). Estes efeitos  hepédticos dos

O

s sac também observados aguando da uzilizacdo ce

[

es5trogén

formulagdes de estrcgénios equincs (dencominados também estrogénios

conjugacdos). O etinilestradicl e o dietilestilbestrol (DES] tém
ainda uma estrogenicidade hepatica maior. Elger et al., J. Steroid
Biochem. Molec. Biol. (1995), 55(3/4), 295-403, descreveram cue o

EE ou DES tém uma estrogenicidade hepatocelular muito mais elevada
gque a estrogenicidade sistémica: Em relacdo com uma actividade
inibitéria de secregidc da FSH estes estrogénios siac 4 a 18 vezes
malis activos no figado do que o sulfato de estrona.

Os deficits anteriormente mencicnadcs tém uma considerdvel
importdncia clinica quando os habitualmente conhecidos estrogénios
biogénicos e sintéticos sdo aplicados. Consequentemente continua a
existir a necessidade de produzir estrogénios que ndo mestrem estes
deficits e gue possam ser oralmente administrados de forme adequada
nos métodos da HRT para substituir eficazmente a secrecdc cvariana
endégena do estradicl, isto é para tratar ou prevenir os sintomas

do hipoestrogenismo.
RESUMO DA INVENCAO
Os 1inventores surpreendentemente descobriram gue estes objectivos

sdo obtideos com  umas substancias estrogénicas gque  estao

representadas pela sequinte férmula:

($2]



R, R,

em que Ry, Ry, Ri, Rs independentemente sdo um dtomc de hidrogénio,
um grupc hidrdxilo ou um grupo alcoxi com 1 a 5 atomos de carbono;
cada um de Rg, Rg, Ry & um grupo hidrdxilo; e em cgue até 3 de R-,

Ry, Ry, Rq sdo dtomos de hidrogénio.

Cm grupo conhecido e representativo destas substénclas estrogénicas
¢ 1,3,5(10)-estratrieno-3,15w, 16w, 17f-tetrol, também conhecidos
celos nomes de estetrol, oestetrol e lSa-hidroxiestriocl. O estretcl
& um estrogénio gue é prcduzido pelo figado fetal humaro durante
uma gestacdo humana. Os niveis de estetrol nédo conjugado no plasma
maternc no fim da gestacdo sdo cerca de 1.2 ng/ml e s&o
aproximadamente 12 vezes malores no plasma fetal gque no plasma
maternc (Tulchinsky et al., 1875. J. Clin. Endocrincl. Metsb., 40,

560-567; .

ot

Fm 1570, Fishman et al., "Fate of 1Sa-hydroxyestriol -°H in Adul

Clin Endocrinol Metap (1970) 31, 4326-438, descreveram ©

1#2)

Man",

Z

resultados de um estudo orde tinha sido administrado tritio marcado

—t

150-hidroxiestricl (estetrol) or via intravencsa a duas mulheres

e

adultas. Foil descoberto que o estetrol era répico e completamente

excretado na urina como o glucosidurconato e gque praticamente ndo
€



era produzido nenhum metabclisme excepto a coniugacao.

Entre 1975 e 1985, varios investigadores estudaram as propriedades
do estetrol e descreveram a sua pcténcia estrogénica & a sua
actividade uterotréfica. As vpublicaces mals relevantes que
apareceram durante este periodo sdc mencionadas a contlnuagao:

¢+ Levire et al., 1984. Efeitcos vasculares uterinos do estetrol em
ove_.has ndc gestantes. Am. J. Obstet. Gynecol., 148:73, 735-738
"Quando é administrade intravenosamente em ovelhas ndo gestantes, o
estetrol é 15 a 30 vezes menos potente que o estriol e o 17P-

-~

estradiol numa vasodilacdo uterina
+ Jozan et al., 1981. Os diferentes efeitos do estradiol, estriol,
estetrol e estrona nas células do cancro da mama humano (MCF-7) num
cultive de tecido a longo prazo. Acta Endocrinologica, 98, 73-80:
“A poténcia agonistica do estetrol é de 2% da macnitude observada

durante a proliferacdo de uma célula in vitro de 17B-estradiol”.

» Holinka et al., 1980. Comparou os efeitos do estetrol e do
tamoxifenc com o5 do estricl e do estradiol no uterc de rato
imatura. Biol. Reprod. 22, 13-926: MO estetrol administrado
subcutaneamente tem uma actividade uterotrdfica multc fraca e é

considerada menos potente que o 17P-estradiol e o estriol".

stetrol no utero de

0]

* Holinka et al., 1979. Efeitos in vivo dc
ratazana imatura. Blol. Reprod. 20, 242-246: "0 estetrcl
administrado subcutaneamente tem uma actividade uterotréfica muito
fraca e ¢é considerado menos potente que o 17P-estradiol e o

estriol™.

joN

* Tseng et al., 1978, Heterogeneidade de sitios de ligacdo dos

.

estradidis saturadvels nos nlclecs do endométric humano. Estetrol

g
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studies. J. Steroid Biochem. 9, 1145-1148: “A ligacdo relativa dos
receptores de estetrcl com o0s receptcres de estrogénio no

o

endonétrio humano é de 1.5 % de 17f-estradiol

LA

* Martucci et al., 1977. Direccic do metaholismo do estradiol como

9]

controlo da sua actividade hormonal de accio uterctréfica de

metabolitos do estradiol. Endocrin. 101, 1709-1715: "R
administracdo continua do estetrcl desde um depdsito subcutineo
mostra uma actividade uterotréfica muito fraca e é
consideravelmente menos potente do gqgue o 17B-estradiol e o

estriocl".

* Tseng et al., 1976. Competicdo do estetrcl e do etinilestradiol
com o estradiol para uma ligacdo nuclear no endométric humano. J.
Steroid Biochem. 7, 817-82Z: "A constante ligacdo relativa do
estetrol com o receptor do estrogénic ne endométrio humano & de

6.25% comparado com o 17fB-estradicl (100%)”.

* Martucci et al., 1976. Ligacgdo dos receptores dos estrogénios
uterinos dos catecolestrogénios e do estetrol (1,3,5(10)-
estratrieno-3, lbalfa,l6alfa,l7beta-tetrol’. Steroids, 27, 325-333:

"A afinidade de ligacdo relativa do estetrcl com um receptor de

(100%). Além de que, a afinidade da ligacio relativa de estetrol

num receptor estrdgenico nucleazr uterino de ratazana é de 0.3% de

Todas ag publicagdes citadas ém em comum o facto de que os autores

O

investigaram a poténcia estrogénica do estetrol. Todos sem excepca

3]

concluiram gque o estetrol é um estrogénic fraco. Nalguns dos

artigos citados fol descoberto que & poténcia estrogénica do

o
N

etrol era inferior & de outro estrogénio biocgénico, isto &, o
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17B--estradicl, gue & considerade um estrogénio relativamente fraco
{quandc por exemplo comparado com ¢ etinilestradiol). Consicerando
estas descobertas, ndo & surpresndente que o interesse pelo
estetrol tenha diminuldo desde o0s ancs oltenta e que desde entac
ndo tenha sido publicada nenhum estudc scbre as vropriedades do

estetrol.

O Pedido de Patente U.3. 5,468,736 (Hodgen) descreve um métodc de
tratamento de substituicdo hormonal gue implica a administracdoc de
um  estrogénio juntamente com uma gQuantidade de antiprcgestina
(antiprogestagénio), que nas mulheres inibe a proliferacéo
endometrial induzida pelo estrogénio. No exemplo 3 é mencionado a
utilizacdo combinada do estetrol e da lilopristona. Nos exemplcs
ndo foi dado nenhuma indicacdc relativa & forma e a frequéncia da
administracdo ou em relacdc a guantidade de dose empreqgue. Uma
desvantagem assoclada a utilizacgio dos anti-progestagénios, como a
lilopristona, é& o risco de que esta possa induzir a uma morfologia
endometrial anormal, 1isto é a hiperplasia cistica, como a que fol
observada nas mulheres gue estavam a receber um tratamento anti-
progestagénico para tratar a endometriose {(Murphy et al., 1895.

Fertil. Steril., 95, 761-766).

O Pedido de Parte estado-unidense US 5,340,586 (Pike et al.) refere
composicbes e métodos que sidc eficazes para fratar mulheres
coforectomizadas, em gue durante a_gum tempo fol administradza uma
quantidade eficaz de uma composicdc estrogénica e de uma composicdoc
androgénicz. Neste Pedido de Patente estado-unidense fol exposto
gue as composicdes estregénicas naturals e sintéticas gue podem ser
utilizadas incluem hormonas e congéneres estrogénicos naturais,

incluide mas ndo limitados ao estradiol, bLenzcato de estradiol,

cipionate de estradiol, ao valerato de estradiocl, estrona,
dietilestilbestrol, sulfato de estrona de piperazina,

etinilestradiol, mestranol, fosfato de poliestradiocl, estriol,

Ne



hemisuccinato de estriol, guinestrol, estropipato, pinestrol e
sulfato de potéassioc de estrona, além de que pocem também ser
empregues os estrcgénios equinos, como por exemplo a eguilenina,
sulfato de equilenina e estetrol. GExceptuande o© inventério
exaustivo dos estrogénics conhecidos, neste DPedidc e Patente
estado-unidense ndo é feita nenhuma outra referéncia ao estetrol

(que é erradamente indicado como um estrogénio equino).

A mesma lista exaustiva de estrogénics estd indicades nos seguintes

Fedidos de Patentes:

* 0 Pedido de Patente estadc-unidense 4,762,717 (Crowley): Método

contraceptivo compreendendo a administracdo sequencial de:

(1) uma combinacdc de libertacdo hnormonal de lutropina (LHRH) e

estrogénio e

(2) uma combinacdo de LHRH, estrogénio e de progestagénio.

* O Pedido de Patente estadc-unidense 5,130,137 (Crowley): Método
de tratamento da disfuncio secretdria ovariana benigna

compreendendo a administracdo sequencial de:

(1} uma combinacdo da libertacdo hormeonal de lutropina (LHRH) e

estrogénio e

(2) uma ccmbinacdo da LHRH e de estrogénio e progestogénio.

* O Pedido de Patente estadc-unidense 5,211,952 (Spicer et al.):
Meteodo  contraceptivo  compreendendo a  administracdo de  uma
composicdo hormonal de libertacdo de c¢onadotropina (GnRE) numa

guantidacde eficaz para inibir a ovulacdo, e a administracdo de

¢

agénio para manter os nivels do sorc superiores
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a um nivel minimo definido.

* 0 Pedidc de Patente estado-unidense 5,340,584 (Spicer et al. :
Método para prevenir a concepgdc ou tratar doencas ginecoldgicos

penignas compreendendo & administracdc de uma coxposicdo de GnRHE

'

durante um primeirc periodo de tempo numa quantidade eficaz para
suprimir a produci&c ovariana de estrogénic e de progesterona,
administrando =20 mesmo tempo uma composicido estrogénica numa
quantidade eficaz para prevenir sintomas de deficiéncia estrogénica
e simultaneamente a administracdc de um ©progestagénioc numa
quantidade eficaz para manter o nivel de sorc do dito progestagénio

num nivel eficaz para reduzir a proliferacdo celular endometrial.

+ (0 Pedido de Patente estado-unidense 5,340,585 (Pike et al.):
Método para o tratamento das doen¢as ginecoldgicas benignas numa
doente em que ¢ risco da estimulacdc endometrial com composicoes
estrogénicas é minimizada ou  inexistente, compreendendo  a
administracdo de uma composicdo de GnRHE numa quantidade eficaz para
suprimir a produgdo ovariana de estrogénio e progesterona e a
administracdo de uma composicdo estrogénica nume quantidade eficaz

para prevenir sintomas de deficiéncia estrogénica.

» O Pedido de Patente WO £00/7341¢ (Yifang et al.): Mé&todo para
regular a fertilidade de um hospedeiro, compreendendo o contacto
das células ovarianas do hospedeiro com uma quantidade segura ¢

eficaz de uma composig

~

o farmacéutic
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que  compreende  um

bl

cligonucledétide  anti-sentide que €  complementar &  sequéncia

s}
[

(

nucledtida do receptor hormonal da estimulacdo folicu
Neste Pedido de Patente é menciornada a possibi
administracic combinada deste oligonucledtido anti-sentido com um

esterdice estrogénico.

-
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A3 vantagens da presente invencdo podem ser obtidas sem a Co-

K

adninistracio de anti-progestogénios, composicdes de  LHRH,
composigdes de GnRH e/ou oligorucledtidos anti-sentido que séo
complenmentares a sequéncia dos nucledtidos do receptor hormeonzl de
estimu.acdo folicular (FSH) como o que tinha sido proposto nos
Pedidos de Patentes anteriormente mencionadas. A presente invencdo
pode ainda ser aplicada de forma apropriada a individuos que nao
foram ooforectomizados, ocu 108 que ¢ risco da estimulacdo
endométrica por composigdes estrogénicas ndc tenha sido minimizado
ou seja inexistente, outra gue a co-administracdo de um
progestagénic. Além de que, o presente métodc ndo requer a

utilizagdo de uma formulacdo de libertacdo lenta como a gue é

especificada na mzloria das publicacdes anteriormente mencionadas.

Pode ser observade gue em nenhumz das publicacgdes anter.ores &
descrita a administragido oral do estetrol. As Unicas vias de
administracido relas descritas sido a administracd3o intravenosa e a
subcuténea (depésito). Para cada uma destas vias de administracdo
pode ser concluldo que o rendimento do estetrol 2 muito inferior z
por exemplo o do 17f--estradicl. Dado que ndc havia nenhuma razdo
para assumir o facto de que possa ser obtido um resultade diferente
no caso de uma administracldo oral, nd&c & surpreendente que uma
administracdc oral de estetrol ndc tenha sido levado a cabo e que
na técnica anterior nédo possa ser encontrada nenhuma informacéo

scbre este efeitoc.

Devido & baixa poténcie estrogénica das substincizs em forma de
estetrol empregues segundo a invengdo, ¢ surpreendente gue estas
substancias possam ser eficazmente utilizadas em métodes da HRT,

utilizando a administracdo oral

=3

particularmente em métodos da HR

destas substancias. Apesar de gque o©s inventores ndo desejen estar

nesperada eficécia
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]
e8]

(D

&

condiclonados por uma teoria, acreditamos qu
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das substéncias do tipo estetrol oralmente a: tradas provéem da
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imprevista das propriedades favoravels farmacocinéticas

0
[ADME} e farmacodindmicas destas substédncias.

No que se refere as propriedacdes farmacocinéticas das presentes
substéncias estrogérnicas, os inventores desccbriram que a sua
biodisponibilidade oral é surpreendentemente alta e que sua mela-
vida in vive ¢é consideravelmente maiocr dc gue a de outres
estrogénios biocgénicos. Asgsim, ainda que o estetrol e @ as
substidncias do tipe estetrol tenham uma poténciz estrogénica
relativamente baixa, estas podem ser eficazmente empregues num
método oral para HRT j& que a sua baixa poténcia & compensada por
uma biodisponibilidade oral relativamente alta combinada com uma
estabilidade metabdlica alta, como o demonstradoc pela sua longa

meia-vida.

Uma vantagem 1mportante da administracdoc oral do estetrol e das
substéncias dc tipo estetrol consiste em que é considerado que 08
efeltos hepéticcs das substéncias do tipo estetrol sdo minimos dado
que estas raramente sido metabolizadas durant a denominada
"primeira fase". O efeito da primeira fase dos medicamentos
oralmente administrados, refere-se ao processo de degradagdo do
medicamento pelo figado durante a transigdo do medicamento desde a

sua ingestdc inicizl até 24 sua circulacgdo no fluxo sangulnec.

iosa das substanclas estrogénicas da

Outra propriedade vanta

ac

[
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presente invencdo consiste no facto de gque a glopuling de 1

o

stanci

o3
o

hormonal sexual (SHBG) raramente liga estas su
estrogénicas, o qgue significa que contrariamente a maioria dos
estrogénics conhecidos, os nivels de scro sdo representativos dos

niveis da bicactividade e dcs niveis da SHBG independente.
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Também outra vantagem importante das substincias estrogénicas cda
presente invencdo & devido & sua relativa insensibilidade as
interacgdes com outros medicamentos (interaccdes entre medicamento
e medicamento). E bem conhecide o facto de que certos medicamentos
podem reduzir a eficécia dos estrogénios, como ¢ etinilestradiol, e
que outros medicamentos podem aumentar a sua actividade, produzinde
um possivel aumento de efeitos secundarics. Identicamente os

cstrogénios podem interferir no metabolismc de outros medicamentos.

(D~

Geralments, o efeito de outros medicamentos sobre os estrogénios
devido a uma interferéncia com a absorcdo, o metabolismo ou a
excrecdo destss estrogénios, enquanto gue o efeito dos estrogéniocs
sobre outros medicamentos & devido a uma competic¢do das vias

metabdlicas.

0 grupo clinicamente mals significativo das interaccgdes de
medicamentos a base de estrcgénios da-se com medicamentos gue podem
induzir enzimas microssémicas hepaticas, as quails podem recuzir os
niveis em plasma dos estrogénios abaixc de um nivel terapéutico
(por exemplo, agentes anticonvulsivos; fenitoina, primidena,
barbituricos, carbamazepina, etosuximida, e metosuximida;
medicamentcs antituberculcose comc & rifampicina; medicamentos
antifingicos como a grisecfulvina). As substincias estrogénicas da
presente invencdo sac menos dependsntes da regulagao pcr aumento ou

regulagdo por diminuicdo do numerc de enzimas microssdnicas

[U

hepaticas (por exemplo P450's) e tanbém menos sensivels
competicdc com cutros substratcs P450. De forma similar, estes nao
interferem significativamente no metabclismo ae outros

medicamenzos.

Os conjugados da maloria dos estrogénios, por sexemplco formados no
figado, s&o excretados na bilis e podem ser destruidos pelas
bactérias intestinais no célon pars libertar a normena activa que

pode seguidamente ser reabsorbica (recirculacdo enterohepatica).



Existem informacdes clinicas que sustentam a ideia de que uma
recirculacdo enterohepatica de estrogénios é reduzida nas mulheres

»

que tomam antibidtices como a ampicilina, tetraciclina, etc. As

h

ormes conjugadas das substdncias estrogénicas da presente invencado
dificilmente sio excretadas na bilis, o que significa que estas sac
substancialmente insensivels aos medicamentos que influem na

" .

recirculacdo enterchepatica de cutros estrogénios.

As  observagbes anteriores servem para explicar porque as
substancias estrogéricas da invencdc apenas sofrem as interaccdes
entre medicamento e medicamentc e consequentemente produzem um
impacto muito consistente, isto é previsivel. Assim, a eficéacia das

substancias estrogénicas da invencdo sio extremamente fiaveis.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

Consequentemente, um aspecto da presente invencdo refere-se 4
utilizagdo de um composto estrogénicc na producdo de uma composicio
farmacéutica para ser utilizada num método hormonal de substituicao
em mamifercs, este métcdo compreende a administracic oral a um
memifero de um composto estrogénico e de um composto progestagénico
numa quantidade eficaz para prevenir ou tratar os sintomas de
hipoestrogenisme, onde o composto estrogénice é seleccionado do

grupo composto por substdncias representades pela seguinte foérmula:

-
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Ry R,

em que Ry, Ry, Rs, R; independentemente sdc um &tomo de hidrogénio,
um grupo hidroxilo ou um grupo alcbdxi com 1 a 5 &tomcs de carbono;
cada um de Ry, R¢, Ry € um grupo hidréxilo; e até 3 de Ry, Ry, Ry, Ry
sdo &tomos de hidrogénio; precurscres capazes de libertar uma
substancia segqundo a foérmula anteriormente mencionada quando é
utilizada no presente método, cujos precursores sioc derivados das
substancias representadas pela férmula, onde o &tomo de hidrogénio
de pelo menos um dos grupos hidrdxilo na dita férmula tem sido
substituida por um radical acilo de um &cido carboxilico, sulfénico
ou sulfamico hidrocarbonado com 1 a 25 4tomos de carbono:
tetrahidrofuranilo; tetrahidropiranol: ou um residuc de glicose de
cadeia linear ou ramificada contendo 1 a 20 unidades de glicose por
residuc; e misturas de uma ou mais das substéncias e/ou precurscres
anteriormente mencionadas. A designacdo "administracdo oral'" como é
utilizada neste documento inclui também & administracdc oral por

scnda escfagica.

O metodc da HRT de acordo com a invencgdo pode ser vantajosamente
utilizada para tratar todas as formas conhecidas de
hipoestrogenismo, por exemplo o hipoestrcgenismo associado a
mulheres perimencpédusicas e pds-menopausicas, hipoestrogenismo
derivado do hipogonadismo ou castracdo, assim Cono o]

hipoestrogenismo resultante de uma insuficiéncia ovariana priméaria,

93]
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tratamento de por exemplo cancro da mama com inibidor da arcmatase
e ftratamento analcgo hormonal de libertacdo da gonadotropina para

r exemplo ceengas ginecoldgicas benignas. Exemplos  das

ol
O

manifestacbes de hipoestrogenismo que podem ser eficazmente

a3}

tratadas ou evitadas com o presente método tanto em mulheres como
em  homens, incluem a osteoporose, arteriosclerose, doencas
cognitivas e doenga de Alzheimer, 0 método pode também ser
vantajosamente utilizadc no tratamento (profilactico) de sintomas
climatéricos como os calores, suores, atrofia urcgenital, mudancas
de  humor, insénia e palpltacdes. O  presente métodc @ é
particularmente adequado para tratar ou pravenir a osteoporose e 0s

sintomas climatéricos.

A designacdo "composto estrogénico" como é utilizado ac longo deste

documento inclui substincias que sdo capazes de desencadear uma

Qe

respcsta estrogénica in vivo, 2assim como precurscres que sdo

w
an

capazes de libertar este composto estrogénico in vive gquando 0
utilizados de zcordo com a presente invencdo. Para que 0s compostos
estrogénicos possam desencadear esta resposta, estes normalmente
tém que estar ligados a um receptor de estrogénios, os quais se
encontram em varios tecidos no interior do corpo de um mamifero. A
designagdo "composto progestagénico” é definida como uma substidncia
que € capaz de desencadear uma resposta progestogénica in vivo ou
um  precursor que & capaz de libertar esta substadncia in vivo.
Habitualmente, os compostos progestagénicos sdo capazes de se

ligarem a um receptor de progestogénios.

Deve ser sallentado que a presente invencdc nao sé abrangs a

utilizacic dos composto strogénicos g progestagén.cos

S

especiflcamente mencionados neste Pedide de Patente, mas inclu
também os metabolitos destas hormonas que exibem uma funcionalidade
in vivo comparavel. Neste contexto tem sido por exemplo, observado

que o levonorgestrel & um metabolitc de norgestimato e que o



estriol é um metabolito de 17beta-estradiol. Os progestagénios e os
estrogénios podem ser aplicados nas formulagles de contraceptives
e/ou num tratamento hormonal de substituicdo. A designacio
"substancias estrogénicas" comc € utilizzdo neste documento nio

J1yy
7

abrange as substédncias estrogénicas marcadas com tritio (“H) com

(@)

por exenplo o estetrol marcado com tritio.

As substéncias estrogénicas da presente invencidc distinguem-se dos

on

estrogénios biogénicos e sintéticos gue habitualmente sidc aplicado
nas formulacdes farmacéuticas em gue estas contém pelo mencs 4
grupos hidréxilo. As substancias da presente invencdoc sac especiails
porque £ membros no esqgueleto esterdide ceompreendem mais de 3
substituintes de hicréxile em vez de 0 a 2. 0Os estrogénios
conhecidos contém pelo mencs 4 grupos hidroxilc e derivados destes

s30:

1,3, 5(10)-estratrieno-2, 3, 1lba, léa, 17B--pentcl 2-metil éter

1,3,

(@3]

(10)-estratrieno-2, 3, 1503, 16w, 17B-pentol 2-metil éter

1,3, {10)~-estratrienc~2, 3, loa, 17P- tetrol

(@]

1,3, 5(10)~estratrienc-3, 4, lea, 17fB- tetrol 4-metil éter

1,3, 5(10)-estratrienc-3, 15a, 1l6a, 17B-tetrol

1,3, 5(10)~estratrienc~3, 150, 1l6a, 17Pf-tetrol tetra acetato

1,3, 5(10)-estratrieno-3, 15B, 16B3, 17B-tetrol tezra acet

i)
S

fe8)

oiid

rencialmente, a substéncia estrogénica aplicada como ©

ae]
[
@
h
[
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sto activo na pressnte composicdo é um estrogénio natural,
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isto é um estrogénic cue estd presente na natureza e especialmente
nos mamiferos. Ainda msls prefersncialmente, a substéncia
estrogénica é um estrogénio também denominado biocgénicc, isto & um

strogéni

e

L2

ue se produz naturalmente no corpc humane, WL precursor

(]
O

de um estrogénio bilogénico ou misturas deles. Porque 035 estrogénios
biogénicos estdc presentes naturzlmente no corpo fetal e no corpo
feminino, ndo €& esperado gque se dé algum efeito secundério,
particularmente quando ©s niveis produzidos no  sore  pela
administracdo exbgena destes estrogénios substancizlmente ndo
excedam as concentracdes de origem natural. Desde que os niveis de
soro de estetrol no feto sejam varias vezes superiores aos que sdo
encontrados nas fémeas em gestacdo e sabendo que o feto é
particularmente vulneravel, é considerado gue ¢ estetrol & um
estrogénio Lbiogénico particularmente seguro. N&c é esperado gue se
dé algum efeito secundario, particularmente cuando o0s niveis no
soro obtidos pela administracdo exdgena destes estrogénics néo
excedam substancialmente as ccncentracdes (fetals] produzidas
naturalmente. Com os estrogénios sintéticos como por exemplo o©
etinilestradiol, h& um risco (dependendo da dose) de efeitos

uma tromboembolia,

o]

secunddrios indeseidveis, como por exempl
retencido de liquidcs, nauseas, inchaco, colelitiase, dor de cabeca

e dor de peito.

Nume forma preferida de realizar a presente invencdo a substéncia
estrogénica contém £ grupos  hidrdéxilo. Também, na férmula
anteriormente mercionada, Ry preferencialmente representa um &tomo
de hidrogénic., Na dita férmula preferencialmente pelo mencs 2, mais
preferencia_mente pelo menos 3 dos grupcs Ry, Rz, Ry e Ry

representam um atomo de hidrogénio.

(T

3

As  substdncias strogénicas segundo a formula abrangem varics
enantlémeros desde gue ¢S atomos de Carbono que transportam oS

substituintes de hidréxilo Ry, R e Ry sejam quiralmente activos.

Y
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Numa feorma preferida de realizar a invengdo, a presente substancia
estrogénica é 15a-~hidroxi substituido. Noutra forma preferida de
rezlizar & presente invengdo a  substéncia é  lea-hidroxi
substituido. Ainda noutra forme preferida cde realizar a invercdo, a
substéncia é 17f-hidroxi substituido. Mais preferencialmente as

substadncias estrogénicas sdo 15a, 16a, 17B-trihidroxi substituicos.

Noutra forma ©preferida de realizar a ©presente 1invencido Ry
representa um grupo hidréxilo ou um grupo alcdxi. Noutra forma

preferida de realizar a invencdo os grupos Ry, Ry e Ry representam

923

dtomcs de hidrogénio, e no casoc de que Rs;, Rs, R¢ & Ry sejam grupo

6, 17-

Y

hidréxilo, a substancia & 1,3,5(10)~estracrienc-3, 15,
tetrol. Um isdémero preferido deste ultima substéncia é o 1,3,5

(10)-estratrienoc-3, 15¢,16a,17p-tetrcl (estetrol).

A invencdo abrange também a utilizacdo de precurscres das
substlncias estrogénicas que constituem o composto activeo do
presente método. KEstes precursores sdo capazes de libertar as
substédncias estrcgénicas anteriormente mencionadas guande sao
utilizadas no presente métcdo, pvpor exemple como resultado de uma

conversdo metabdlica.

Alguns exemplos tipicos dos precurscores gue podem ser adequadamente
utilizados de acordo com a invencdo sd8c ésteres que podem ser

o dos grupos hidréxilo das substancias

on

chbtidos com uma Treacg
estrogénicas com substdncies gue contém um ou mals grupos carbdxi
(M° "00C-), onde M' representa um hidrogénio ou catidc metalico
{zlcalino). Portanto, numa forma particularmente preferida de

realizar a invencdo, o©S precursores sd30 derivados das substéncias

estrogénicas, onde o 2tomo de hidrogénic de pelc mencs um dos
grupocs hidréxilo na dita férmula tem sido substituldo por -CO-R,
onde R & um radical de hidrocarbonetos composte por 1 a 25 &tomos

20



de carbono. Preferencialmente R é hidrogénio, ou um radical

alguilo, alguenilo ou arilo composto por 1 a 20 &tomos de carbono.

0 métocdo da presente invengdo  habitualmente  emprega uma
administracdo oral ininterrupta do ccmposto estrogénico durante um
periodo de pelo mencs 10 dias, preferencialmente de pelo menos 20

dias. A designacdo "ininterrupta" como é utilizada neste documento,

3

{

significa gue o composto estrogénico é administrado em intervalos

relativamente regulares, sem  interrupcdes (terapeuticamente)
significativas. Naturalmente, pode  haver  interrupcdes  pouco

importantes sem que estas afectem a eficédcia global dc presente
método, e de facto estas aberracdes estdc abrangidas pela presente
invencio. Numa forma preferida de realizar a invencdeo, e de forma
mals aritmética, o regime de administracio é considerado concinuc
quando o intervalo maior entre 2 administrac¢des consecutivas ndoc é
superior a mais de 3.5 vezes a2 médie do intervalo. Ainda mais
preferencialmente, o dito intervalo maior ndo € superior a 2.5

vezes, mals preferencialmente a 1.5 vezes o intervalc médio.

As vantagens da presente invencdo sdo mals pronunciadas guando o
composto de estrogénio ¢ utilizado numa terapla de substituicdo
hormernal durante um periodo de tempo melor para minimizar cs
efeitos negativos de um hipoestrogenismo crénico. Consequentemente,
0 método de terapla de substituicgdo hormonal, preferencialmente,
compreende a administracdo do composto estrogénico durante um

4

pericdo de pelc menocs més, mals preferencialmente de pelo menos 3

meses.

No método da presente invencidc, o composto estrogénico e o composto

progestagénico podem ser administradas em unidades de doses orais
separadas. HNo entantc, € também possivel e de factc nulto

conveniente combinar estes dols compostos numa unidade de dose oral

urica.



Na pratica a invencdo pode ser adequacamente vreduzida a uma
rariedade de métodos da HRT que sdo ccnhecidos pelos técnicos
aspecializades. Entre estes métodos existem também os denominados
métodos "combinados". Os métodos combinados utilizam preparacdes
gue contém uma combinacdo de um estrogénio e de um progestagénio.
Os métodos comblnados Tém em comum o facto de estarem baseados num
regime gue envolve a administracdc da& preparacdc combinada
antericrmente mencicnada, seguida de um intervalo sem administracéo
de zproximadamente 7 dias durante o© qual uma hemorraglia por
supressio é produzida, simulando as menstruac¢des naturals. Desta
maneira, o0$ intervalcocs de 21 dias de administracédo hormoral

alternam com 7 dias durante 0s guais nenhuma hormona é

administrada.

Como alternativa aos métodos combinados anteriormerte mencionados,
Zoi proposto ¢ método denominado "sequencial”. O métcdo seguencial
habitualmente compreende duas fases consecutivas, isto é uma fase
na que ndo é administrado estrogénic nem progestagénic e cutra fase
na que €& adminlistrado uma combinacdo de estrogénio e de
progestacgénio. Cemo nes métodos combinados anteriormente
nencionadcs ©s primeiros métodos sequenciais, tinham também um
intervalo sem administracZc de aproximadamente 7 dias. Mais
recentemente, tém sido propostos métodos seqguencials que ndo
incluem um pericdo sem administracic (cu placebo), o que significa
que © estrogénio é administrade durante o ciclo inteiro e que o
progestagénio & somente co-administrade durante uma parte desse
ciclo. O Pedido de Patente WO 95/17885 (Ehrlich et al.), descreve

este método sequencial ininterrupto.

§3)

Também outro exemplo de um método da HRT abrangida pela present

QF

invencZo é o métcdo denominado "combinade continuo", que é um
versdc particular do métode combinado gque utiliza ura administracio

combinada ininterrupta de um composto progestagénico e de um

22



composto estrogénico durante um longe periodo de tempo, por exemplo
de mais de 30 diss. Inversamente aos métodos combinados ordinidrios

ruagde regulares no método

w

Qi

& sequencials, ndc se d&o mens

P

o
Q.
=
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=

combinado continuc desde que a istragdc continua do

progestagénioc nas quantidades indicadas induza a amenorreia.

Numa forma de realizar a invencdo, que se refere ao método continuo
compinado, © ©presente métcodo compreende a administracdoe oral

ininterrupta da combinacdc do composto estrogénico e do composto

[

progestagénice durante um periodo ce pelo Mmenos 28,

preferencialmsnte de pelo menocs 60 dias.

Noutra forma de realizar a invencdo, que se refere a métodos
sequenciais e combinados nos que se emprega um intervalo
significativo sem administracfo, o métode da invengdo compreende um
intervalo de pelo menos 2 dias, preferencialmente de 3 a 9 dias,
malis preferencialmente de 5 =2 8 dias, durante ¢ qual nenhum
composto progestagénico nem composto estrogénice é administrado e

cnde a diminuicdo resultante na concentracdo do soro do composto

orogestagénico e do compostc estrogénico induz as menstruacgdes.

Ainda outra forma de realizar a 1nvencido, que se refere a um método
sequencial sem uma pausa significativa, & caracterizada por
compreender a administrac&o oral ininterrupta do  composto
estrogénico  durante um  periocdo de pelo mencs 28 dias,
preferencialmente de pelo menos 60 dias, e em que, seguindo a
administracao combinada do composto estrogénico e do  composte
progestagénico, o composto estrogénico e nenhum  compostoe

progestagénico é administrado durante 3 a 18 dilas consecutivos,

fn
O

preferencialmente durante £ a 16 dias consecutives e & diminuic!

(&)

resultante na concentracdoc do soro do composto progestagénice

normalmente deveria ser ¢ bastante para nduzir as nenstruagdes.

[\
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Nos métodos ininterruptos da presente invencdo a administracdo do

ry
L

composte estrogénico pode normalmente dar-se em  intervalos

W
[
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compreendidos entre 6 horas e 7 dias, preferencialmente entr
horas e 3 dias. 2 meia-vida in vive reslativamente elevada dos
compostos estrogénicos presentes em comparacdo com 0S5 e€Strogénlos
mals connhecidos torna mais fidvel o facto de empregar intervalcs de
administrag¢do oral que sio significativamente maiores que 1 dia.
Por questdes praticas, e particularmente dirigido ac utilizador, é
preferivel administrar oralmente o composto estrogérico assim como
o composto progestagénico pelo mencs uma  vez ao dia, mails

preferencialmente uma vez ac dia.

Em todos o0s métodos anteriormente mencionados & preferivel
administrar oralmente ¢ composto estrogénico e o composto
progestagénico pelo mencs uma vez ao dia durante um periodo de pelo
menos 10 dias, preferencialmente de pelo menos 20 dias. No caso do
método sequencial sem pausa ou do método combinade continuo, &
preferivel administrar oralmente o composto estrogénice e/cu o
composto progestagenico pelo menos uma vez ao dia durante um
periodo de pelo menos 30 dias, mais preferencialmente de pelo menos
60 dias, mais preferencialmente de pelo menos 150 dias. Os métcdos
sequenciais ininterruptos nos quais ¢é empregue & administracdo
continua de estrogénio sdc caracterizados por um controlo ciclico

exce.ente.

As preocupacbes gerals scbre a denominada administracdc néo oposta
do estrogénio, 1isto ¢é uma admirnistracdo de estrogénic sem
progestagénic co-administradc gue pode causar uma hiperplasia
endometrial, sdo menos aplicdvels aos compostos cstrogénicos da
presente 1nvencdo. Consequentements, num forma particularmente
preferida de realizacdo, o presente método da HRT é realizadc de

acordo com um métcodo sequencial sem pausa.



Com o presente método pedem ser obtidos bons resultades se

composto estrogénico for administrado oraimente numa guantidade
infericr a 1 mg ao dia por kg de pesc corporal, preferencialmente
inferior a 4C0 pug 2o dia por kg de vpesc corporal, mais
preferencialmente inferior a 200 ug ao dia por kg de pesc corporal,
Para obter um lmpacto significativo com & administragdc do present
composto estrogénico, € aconselhdvel administra-lo coralmente numa
quantidade de pelo mencs 1 ug ao dia por kg de peso corpcral.

lo

(D

Preferencialmente, a quantidade administrada oralmente & de p
menos 2 pug ao dia por kg de peso corporal. Mails preferencialmente,
a quantidade administrada oralmente é de pelo mencs 5 pg ao dia por

kg de peso corporal.

No presente método, particularmente guando é aplicado aos seres
humanos, © composto estrogénico € normalmente administradc numa
dose média de pelo menos 0.05 mg ao dia, preferencialmente de pelo
menos 0.1 mg ac dia. A dosagem maxima é normalmente mantida abaixo
de 40 mg por dia, preferencialmente abaixo de 20 mg por dia. A
dosagem do  composto  progestagénico  normalmente  empregue =
equivalente a uma dosagem oral média de 30 a 750 ug de

levonorgestrel ao dia, preferencialmente uma dosagem oral mécia de

50 z 400 ng de levonorgestrel ao dia.

No presente método, o composto estrogénico é preferencialmente
administrado numa quantidade eficaz para consegulr uma concentracdo
no sorc sanguineco de pelo menos 1 nanogramo por litre, mais
preferencialmente de peloc mencs 10 nanogramos por litro, mwais
preferencialmente de pelo mencs 100 nanogramcs por litro.
Geralmente a concentracdc no soro sanguineo resultante do composto

5

referencialment

estrogénico né&o excederid 100 pg por litro,

h

naoc

D

e}

b

als preferencialmente nido excedera 25 ug

=3

excedera 50 pg por litro,

por litro.



De acordo com a presente invencdoc, o composto progestagénico é
vantajosamente administrado numa quantidade gue é equivalente a uma
dosagem oral diaria de 0.3 a 20 pg de levonorgestrel por kg de peso

corporal, preferencialmente de 0.5 a 5 ug de levonorgestrel por kg

[

de peso corporal.
Alguns exemplos de progestogénios gque podem ser utilizados de
maneira adeguada conforme a presente invencdo incluem: A
Progestercona, o levonorgestrel, o norgestimato, a noretisterona, o
didrogestercna, a drospirenona, o 3-beta-hidroxidesogestrel, o 3-
ceto-desogestrel (=etonogestrel), o 17-deacetil norgestimato, a 19-
norprogesterona, o) acetoxipregnenolona, o alilestrenol, a
anagestona, a clermadinona, a ciproterona, a demegestona, o
desogestrel, o dienogest, a didrogesterona, a dimetisterona, a
etisterona, © diacetato de etinodiol, ¢ acetatc de fluorogestona, o
gastrinon, o gestodeno, a gestrinona, & hidroxi-metil-progesterona,
a hidroxiprogesterona, o linestrenol {(=lincestrencl), a
medrogestona, a medroxiprogesterona, ¢ megestrol, o melengestrol, o
nomegestrol, a nocretindrona (=noretisterona), o noretinodrel, o
norgestrel (incluil d-norgestrel e dl-norgestrel), a norgestrienona,
a normethisterone, & progesterona, o quingestanol, o (17alfa)-17-
hidroxi-ll-metilenc-19-norpregna-4,15-dieno-20-yn-3-ona, a
tibolona, a trimegestona, a algestona acetofenida, © nestorone, a
promegestona, o©s ésteres de 17-hidroxiprogesterona, 19-nor-17-
hidroxiprogesterona, l7alfa-etinil-testosterona, 17-alfa-etinil-19-
ncr-testosterona, d-l7beta-acetoxi-13beta-etil-17alfa~etinil~gon=
4-en-3-ona oxima € precursores destes compostos cue quando sao

capazes de libertar estes

Qs
O

utilizados no presente método s
prcgestagénios in vivo. Preferencialmente o progestagénio utilizado

nc presente método & seleccicnado do  grupc Ccompostoc  por:

progesterona, desogestrel, tonogestrel, gestodeno, dienogest,
levonorgestrel, norgestimato, ncretistercna, drospirenona,

b

urscres destes progestagenios ¢

O

trimegestona, didrogesterona, Dre

C
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misturas dele

n

o de principios

[$3H

O presente método abrange também a co-adninistrac
activos adicionados aos compostos progestagénicos e estrogénicos.
Por exemplo, os andrégenos podem  ser  vantajosamente co-
administrados para prevenir os sintomas da hipoandrcgenicidade.
Assim, uma forma preferida de realizar a invencido compreende a co-
administracdo de um compostc androgénice. C compesto androgénico &
co-administrado de forma adeguada numa quantidade eficaz para
suprimir os sintomas da hipoandrogenicidade. 2 hipcandrogenicidade
tem sido associada com as mudancas de humor, mudancas desfavoraveis

nos pardmetros hemostdticos e perda de massa Ossea.

A designacdo "composto androgénico" é definida como uma substancia
gue & capaz de activar in vivo a resposta androgénica ou um
precursor que e capaz de libertar 2 dita substdncia W.
Habitualmente, os compostos androgénicos sdo capazes de se ligarem

a um receptor andrdgeno.

Os compostos androgénicos que podem ser empregues de maneira
adequada no presente método podem ser seleccionadeos do grupo
compostc por desidroepiandrosterona (DHEA), danazol, gestrinona,
ésteres de testosterona, precursores capazes de libertar estes
andrdégenos gquando sdo utilizades no presente método e misturas
destes. Preferencialmente os ésteres de testosterona utilizados
compreendem um grupo acilc que compreende pelc menos 6, mais
preferencialmente de 8 a 20 e preferencialmente de ¢ a 13 4dtomos de
carbono. Os andrégenos gue podem ser utilizados mais

vantajososamente no presente método sdc DHEA e/ou undecancato de

Foi por exemplo nctado que a DHEA e o undecanoato de testosterona

ecursores da testosterona, e que 0s ditos precursores per se
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praticamente ndo exibem nerhuma afinidade ccm  os  receptores
andrdgenos no corpo feminino. A eficdcia dos andrégenos no método
da 1nvenc¢do ¢ determinada pela sua forma funcionalmente activa, que
pcde ser bastante diferente da forma em gue estes sé&o

administrados.

Numa forma preferida de reallzar a invencdc, ¢ andrdgeno & provido

3

numa quantidade eguivalente a uma dose oral didria de 5

jv5)

250 mg de
DHEA, que & equivalente a uma dose oral didria de 1 a 50 mg de
undecanocato de testosterona. Mails preferencialmente o androgeno é
provido numa quantidade gue é equivalente a uma dose oral didria de
10 a 120 mg de DHEA. Mails preferencialmente o andrbogeno ¢
administrado numa guantidade que é equivalente a uma dose oral

diaria de 20 a 60 mg de DHER.

Para obter o Zmpacto desejado com o presente método € aconselhdvel
administrar as unldades de dose numa quantidade que suponha um
aumento do nivel de andrdgencs no soro sanguinec ndo superior a 3
nmol de testosterona equivalente por litro, preferencialmente mencs
de que 3 nmeol de testosterona equivalente por litro e mais
creferenclalmente menos de gue 1.5 nmol de testosterona equivalente

por litro.

Preferencialmente, no método presente ndo é empregue uma composicdo
hormonal de libertacdc de gonadotropina como por exemplo foi
descritc nos Pedidos de Patentes estado-unidenses anteriormente
mencicnadas Us 5,211,952, Uus 5,340,584 e Us 5,340,585,
Identicamente, no método presente preferencialmente ndc é empresgue
uma compesicdo hormonal de libertacdo da lutrcpina como a que foi
descrita nos Pedidos de Patentes estado-unidenses US 4,762,717 e US
5,130,137, Além de que, o presente método preferencialmente nido
compreende a co-administracdc cde um anti-progestagénio como a gue

foli descrita no Pedido de Patente estado-unidense US 5,468,736. O
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metodo pode  tambem  ser aplicade adeguadamente sem a @ Cco-

administracdo de um oligonucledtido anti-sentido que & complementar

4 sequéncia de nucledtidos do receptor da hormona de estimulacédo
folicular (FSH) (WO 00/73416).
Preferenclalmente ¢ presente método ndo se aplica & fénmess

ooforectomizadas ou fémeas nas que uma estimulacdo encomettrial por
composicdes estrogénicas € minimizeda ou Inexistente, se ndo &
mediante umz administracdo combinada de progestagénic e estrogénio,

como por exemplo resultado de uma histerectomia.

Qutro aspecto da invencidc refere-se a um kit farmacéutico gue
compreende pelo mernos 20 unidades de doses orals que contém o
composto estrogénico como foil antericrmente definide neste Pedido
de Patente e/ou o composto ©progestagénico efou o composto
androgénico como fol anteriormente descrito neste Pedido de
Patente, onde pelo menos 10 unidades contém entre 0.01 e 20 mg,
preferencialmente entre 0.05 e 10 mg do composto estrogénico, pelo
mencs 10 unidades contém o compostc progestagénico numa quantidade
equivalente a 30-750 pg de levonorgestrel e pelo mencs 10 unidades
de dose contém o composto androgénico numa quantidade equivalente a

5 a 250 mg de deshidroepiandrostercna.

No kit da presente invencdc, ¢ compostc estrogénico pode estar
convenientemente combinado com o composte  progestagénico e
andrcgénico numa unidade de dose individual. Consequentemente, ©
kit preferencialmente compreende pelo mencs 10 unidades de dose gue
contém entre 0.01 e 20 mg do composto estrogénico, o composto

progestagénico numa guantidade equivalente a 30-750 pg de
e

-

strel e o composto androgénico numa guantidade equivalente
a 5-250 mg de dehidroepiandrcsterona. Um kit farmacéutico cue &
particularmente adeguado para ser utillizaco com méetcdos combinzdos
e sequencials gue habitualmente compreenderid 20 & 35 unidades de

29



doses orais, onde 10 a 35 unidades contém uma combinacdoc do

9]

compcsto estrogénico e do composto progestagénico nas guantidades
indicadas, 0 & 25 unidades n&oc contém o compcsto progestagénico mas

~

U a

sim contém o composto estrogénico nas cuantidades indicadas, e
§ unidades ndo contém o composto estrogénico nem o compoesto

progestagénico.

Um kit farmacéutico ue é articularmente apropriado ara ser
hnd

utilizado num regime combinado continuo cu um regime combinado,

este kit compreende pelo menos 20 unidades de doses orals que

D

contém a ccmbinacdc do composto progestagénico o composto
estrogénico ou ndo ccntém nenhum destes deols compostos (placebol e
de cujas unidades de dose, pelo menos 15, preferencialmente pelo
menos 20 contém a combinagdo do composto estrogénico e composto
progestagénico e 0 a B ndo contém composto estrogénico nem cemposto
progestagénico. Se este tipe de kit val ser utilizado num método
corbinado continuo, vantajcosamente o kit pocde compreender pelo
renos 28, preferencialmente pelo mencs €0 unidades de dose, cujas
unidades de dose contém <todas as ccmbinacdes do  composto
zstrogénico e do composto  progestagénico  nas quantidades

anteriormente indicadas.

No casc de gue se pense utllizar ¢ presente kit num método de HRT

S

jo3}

gue =empregue um interva.o sem adminlstracdo para induzir
menstruacdes {por exemglo um método combinado ou  um  método
sequencial com pausa) o kit habitualmente compreendera pelo mencs 3
unidades, preferencialmente pelo menos 5 unidades sam  compcsto

estrogénico nem compostc progestagénico.

Numa forma particularmente preferida de realizar a invenclo o
presente kit estd desenhado para ser utilizado num método

sequencial. Habitualmente este kit compreenderd 20 a 35 unidades de

)

doses orais das gquais 10 a 32 unidades contém a combinacio do
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composto estrogénico e do composte progestagénico, e
unidades contém o composto  estrogénico e nenhum  composto
progestagénico. Particularmente preferide € um kit que esté
deserhado para ser utilizado num método seguencial ser pausa
significativa. Este tipo de kit, que habitualmente compreenderd 20
a 35 unidades de doses orais, em que 10 a 20 unidades contém uma
combinacdo do composto estrogénico e do composto progestagénico, 10
a 18 unidades contém o© composto estrogénice e nenhum composto
progestagénico e no méximo 1 unidade sem composto estrogénico nem

composto progestagénico.

0Os  kits farmacéuticos de acordo com a presente invengéo
habitualmente s& contém uma ou mals dos seguintes tipos de unidades

de doses ocrais:

unidades ques contém a combinacdo do composto estrogénico com o©

composto vrogestagénico;

unidades que contém < composto estrogénico e nenhum composto

progestagénico; e

unidades cue funcionam eficazmente como placebo.

Preferencialmente o kit compreende pelo menos 20 unidades que
contém a combinacdo do composto estrogénicc com o composto

progestagénico ou o composto estrogénico sem  nenhum  composto

Se ¢ presente kit val ser utilizado num protocolo combinado cu
seguencilal, as unldades de doses crals preferencialmente serdo
dispostas no kit nume seguéncia fixa correspondente a orden
prevista de adminlstracio. A embalagem pode estar providae com 4s

erbalagen pode ser um tubo ou uma calxa ou uma tira.
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A calxa pode ser redonda, quadrada, ou formada ds outrc modo com Os
comprimidos dispostos separadamente no seu interior para facilitar
a administracdo. As indicacdes da data podem aparecer adjacentes a
cada pastilha correspondendo aos dias em que cada pastilha deve ser
tomada. Preferencialmente a embalagem pode ter algumas indicacdes
scbre & sequéncia em gue os comprimidos devem ser tomados seja qual

fer a sua forma.

Em termos gerals, as unidades de doses orals no kit da presente
invencsdo sé&o preparados de acordoe com Qs procedimentos
farmaecéuticos bem ccnhecidos. O(s) ingrediente(s) activo(s) & (sio)
combinado(s) com um excipiente aceite na Indistria Farmacéutica e
convertidos numa forma aceite por esta Indastriz para uma
administracdo oral, por exemplo uma pastilha, cépsula, tablete,
granulado, pilula, pé cu granulos. O exciplente pode incluir
veiculos farmacéuticos apropriados como diluentes, aglutinantes e
lubrificantes. Por exemplo gomas, amidos e acucares sao
habitualmente utilizados como velculos  farmacéuticos. Os
cemprimidos e outras unidades de doses crais podem conter de forma
adequada materials como por exemplo aglutinantes (gor exemplo
hidroxipropilmetilcelulose, polivinilpirrelidina, outros materiais
celuldsicos e amido}, diluentes (por exemplo lactose e outros
acucares, amido, fosfato dicdlcico e materiais celuldsicos),
agentes de desintegracdc (por exemplo polimercs de amido e
materiais celulédsicos) e agentes lubrificantes (por exemplc,

estearatos e talco}.

Cls) ingrediente(s) activel(s) pede (m) compreender desde
aproximadamente 0.01 % en peso até aproximadamente 50% em peso da
formulzacdo na unidade de dose, sendo a parte restante um

voi(s) s&
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excipiente. O0{s) ingrediente(s] act

-

cule

pin

ve

C

escolhido e por exemplo no caso da pastilha, estes sdo

i

dispostos num aparelho de moldagem de pastilhas para formar as
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pastilhas. De <Zorma alternativa, o material composto pode ser
incorporado nume cépsula em forma de pd ou granulos. O Farmacdutico
especializado conhecera muitas outras opcdes gue podemn

adeguacamente ser utilizadas de acordo com a presente invengdo.

A presente invencdo é ilustrada mals detazlhadamente com 0s exemplos

seguintes, o©s quals, no entanto, ndc devem ser considerados

limitativos, As formas de realizar a  presente invencio
anteriormente descritas, nos exemplos seguintes e nas

reivindicages anexas podem, separadaments assim como em dqualouer
combinagdo entre elas, serem materializadas para realizar =z

invercdo nas suas distintas formas.

EXEMPLOS

Exemplo 1

A cornificacdo vaginal foi escolhida como o critério de valorizacdo
tecidular especifico e sensivel ao estrogénic para determinar a
estrogenicidade do estetrol (E4), apds uma administracidc oral, em

7o~

Q

ratazanas hipoestrogénicas. Nestes enszios biciégicos
etinilestradiol (EE) e o veiculo (10% etanol/6leo de sésamo)
serviram de controlo. O aumento de pesc uterino na ratazana &
habitualmente mais utilizade como medida de estrogenicidade. No

entanto, O peso uterino  também  responde &  progesterona,

C

e

Lestosterona, e & outros agentes que caracteristicamente ndo s
definidos como estrogénios. No inicio do ano 1820, fol descoberto

que o fluido folicular do ovaric de porco continha um{uns;

factor{es) que provocava uma cornificacdo/queratinizacdc do
epitélio vaginal na ratazana (Allen & Doisy, 1923, JaMA, &1, 819-

1; Allen & Doisy, 1924, Am. J. Physicl., 69, 577-588). A resposta
da denominada cornificacdo vaginal nas ratazanas proporcionou
subsequentemente um ensalo bloldgico para testar a estrogenicidade.

3
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4 cornificacdo/queratinizacdo vaginal epitelial nas ratazanas
ovariectomizadas somente pode ser produzida  por COompostos
considerados como verdadeiros estrogénios (Jones et al, 1973, Fert.
Steril. 24, 284-291). R cornificacdo/queratinizacdc vaginal

telial representa, portanto, um critéric de valcrizacio

[N

¢

.

altamente selectivo para determinar a poténcia dos estrogénios

(Reel et al., 1986, Fund. Rppli. Toxicol. 34, 288-305).

As ratazanas CD fémeas acultas intactas foram ovariectomizadas para
induzir uma deficiéncia estrogénica. Durante sete dias foram feitas
lavagens wvaginais para garantir gue as ratazanas demonstravam
esfregages vaginais de animails castrados (predominic de leucédcitos
no esfregag¢o vaginal, e com um aspecto i1déntico a um esfregaco
vaginal do diestro). Os esfregacos vaginais dos animais castrados
sdo indicativos de que uma ovariectomia completa fci obtida. ©
tratamento fol iniclado apds finalizados os 7 dias de persisténcia
(dig 0 = primeiro dia de dose). Os animals tomaram uma dose didria
durante 7 dilas consecutives. As lavagens vaginais didrias foram
feitas durante 7 dias apds ter sido iniciada a dosagem para
detectar uma cornificacac vaginal, como uma indicacdo da resposta
estrogénica. Uma gota do lavado vaginal fol colocada numa lémina de
vidro e examinada num microscopio oOptico para detectar a presenca
ou auséncia de células epiteliais cornificadas. Os lavados vaginais
foram obtidos antes de uma dosagem durante os dias de 0 a 6 e antes

de uma necroscopia no 7° dia.

[}

0 ensaio bioldgico da cornificacdo waginal fol executado par

determinar o perfil estrogénico de E4 quando é oralmente (po)
administrado & ratazanas adultas ovarlectomizadas. O EE foi
utilizado como um controlo positivo. O veiculo (10% de etancl/élec
de sésamo) serviu de controlc negativo. 0Os esteréides foram
dissolvidos em etanol absoluto e seguidamente introduzidos na
concentracdo final com &leo de sésamc (10% de etanol em éleo de



sésamc!. Ao 7° dia todas as ratazanas (8/8) que tomaram G50
ng/kg/dia de EE  tinham desenvelvido uma resposta vaginal
estrogenica f{quadro 1}. Identicamente, ao 7° dia foil cbservado uma
cornificacdo epltelial vaginal em todas as ratazanas (B8/8) tratadas
po com qualgquer de 0.1, 0.3, 1.0, ou 3.0 mg/kg/dia de E4 (guadro
1), enquanto que os &nimais tratados com o wvelculo ndo exibiram
cornificacdo epitelial vaginal (0/8). Até nas ratazanas a que foram
adminlstradas doses relat.vamente Daixas de E4 (por exempic (0.1 e

0.3 mg/kg/dia), a aparicdo da cornificacdo vaginal (definida como a

-

las 1 a 3) foz

[O8
-

quantidade de animais que responderam ac estudo rnos
tdo rapida como a dos animais tratacdos com EE  (guadro 1},
demonstrando caracteristicas da biodisponibilidade do estetrol

insuperavels apds uma admirnistracido oral.

Quadro 1: Resposta vaginal estrcgénica das ratazanas
ovariectomizadas tratadas oralmente ({(po) com 170-etinilestradiol
(EE) ou estetrol (E4). Os dados sd0 expresscs como © nhumero de
ratazanas que apresentaram uma cornificacdo wvaginal em relacdo

(racio) ao numero de ratazanas tratadas.

Namero de ratas que exibem una resposta

estrogénica / nimero de ratas tratadas

Grupo de
Via de Dia do Estudo
tratamento
dosagem | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
4§ 1 2 3 4 5 6 7
0.05

mg/kg/dia po 0/8 1/8|3/8|8/8|8/8 8/8 8/8)3/8
de EE

(@)
S
[e0)
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e
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po 0/8 | 0/8 | 0/8|0/8|0/8 | 0/8

ml/kg/dia}




1
mg/kg/dia po 0/8 | 0/8 | 1/8 | 7/8 | 8/8 8/8|8/8|8/8

~.
<O

mg/kg/dia po 6/¢ ,0/8  1/8 1 7/8 &/8 |8/88/8 |8/

de E4

1 N
LU

mg/kg/dia Co /8 1 0/8 4/8 | B/8 | 8/8 | 8/8 1 8/8 | &/8
de E4

3.0

G/8 | 0/8 | 6/8 | 8/8 8/8 | 8/8

8]
e
(o]
lon]
e
o0

mg/kg/cia

ie}
O

de E4
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Exenmplo 2

A ratazana ovariectomizada envelhecida fol utilizada como modelo
para a doenca de osteoporose humana. Este é um modelo de animal
estabelecido, recomendado vpela Administracio de Alimentos e
Medicamentos dos Estados Unidos da América (FDA), para interpretar
¢ avallazr ©s agentes potencials para a prevencdo e tratamento da
osteopcrose. A eficdcia anti-reabsortivas do estetrol (E4) foi
testada com uma medicdo da densidade total mineral ¢éssea trabecular

e a resisténcia o6ssea ex vivo apés 4 semanas de tratamento com

o

necroscopia. 0O 17a--etinil-estradiol (EE) =2 o weicule (I

etancl/éleo de amendoim) neste ensaic bioldgico serviram de

controlos.

As ratazanas fémezs Sprague-Dawley com trés meses foram falso
operadas {Sham) ou ovariectomizacas (CVX) um dia antes do estudo
da deosagem. 0Og animais foram anestesiados utilizando uma nisturas
anestésica de quetamina/xilazina e foram submetidos a uma

ovarlectomia bllaterzl ou foram falso tratados. Uma seccao de pelo
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na superficie dorsal fol raspada e foi realizada uma incis3c a

loengo da regido lombar da coluna vertebral. A pele fol separada da

fascla subjacente para poder efectuar uma segunda incisao através
da musculatura abdominal prdxima do caudal dos rins. 0s oOvarios

foram seguidamente extirpados e retiradcs e a musculatura foi
fechada com uma sutura Gnica. A incisdo da pele foi fechada com a

utilizacdc de agrafes cirurgicos.

Dez animals por cada grupo de tratamentc tomaram uma dose oral ume
vez a0 dia durante gquatro semanas consecutivas. A dosagem fol
iniciade no 1° dia apds terem sido extraldos cirurgicamente oS
cvarios e fol administrada mediante uma a’imentacdo oral por sonda
utilizandec ume seringa e uma agulha de aco inoxidavel para sondas
com doses de 0.1 mg/kg/dia de EE, ou qualquer de 2.5, 0.5 ou 0.1
mg/kg/dia de E4. O controlo do veiculo foi administrado diariamente
a um grupc de animais OVX e a ratazanas falso operadas. Depeis do
tratamento, as ratazanas anestesiadas foram scbmetidzs a uma puncio
cardiaca e asfixiadas por inalacdo de CO,. A tibia e ¢ fémur foram
removidas, ©s5 seus tecidos brandos foram limpos, fixados e
guardados em 70% de etanol/solucdc salina a 4°C {(tibia) ou solucdo

salina a 4°C (fémur) para analises posteriores.

Uma toemografia computadorizada quantitativa periférica ex vivo
(pQCT) fol realizada a tibla esquerda pcr excisidc utilizando um
Stratec XCT-RM e um software associado (Stratec Medizintechnik
GmbH, Pfcrzheim, Alemanha, software versdo 5.40). As exploracdes
foram realizadas em 12 % do comprimento méximo da extremidade
proximel da tibia. As posicdes foram comprovadas utilizando a visac

de reconhecimento e fol adquirido um corte perpendicular de 0.5 mm

s}

0 eixo ac longo do eixo tibial de cada sitio. Os reconhecimentos

cram analisados utilizando um limilar wara o reconhecimento do

)

limite externo. O conteldo mineral &éssec total e trabecular, a area
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e a censidade em cads sitio foram
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principais sio mostrados no guadro 2. Além de que, na figura
aparecem os dados de pQCT para indicar uma densidade mineral O6ssea

total.

o8
v

Quadro 2: Dados da densitometria pQCT da tibiz proximal a

.

4
I

ratazanas Sham e  OVX tratedas cralmente (po) com 1

etinilestradiol (EE), estetrol (E4) ou unr veiculo. 0Os dados sio

f-—

expressos como 08 valores principals obtidos para cada grupo

(n=10) .
Grupo de . Mineral oOsseo total principal Mineral ¢sseo trabecular principal
tratamento Via de
dosagen Contetdo Area Densidade Conteado Area Densidade
(=) (mg/mm) (mm®) (mg/cm’) (mg/mn) () (mg/cm’)
SHEM +
L jole] 9.38 14.10 664.07 1.49 6.34 235.48
VEeLCuLlo
ovVE + velculo
ro 8.7¢ 14.47 606.61 1.10 6.51 169.63
OVR+0. 1
mg/kg/dia po 3.66 13.87 687.48 1.82 6,24 290.1%
de EE
ovX + 0.1
mo/kg/diz oo 3.46 14.41 588.62 0.96 6.48 145, 4%
de E4
oV + 0.5
mg/ky/dia po 9.74 14.80 660.57 1.60 6.65 Z43.3
OVE + 2.5
mg/kyg/dia poU 9.51 13.59 707.11 1.39 5.12 309.58
de B4

A comparacéc dos dados da densitometria ce pQCT da tibia proximal
das ratazanas falso operadas e OVX demonstrou uma perda consistente
bssea total e trabecular no grupo OVX, como o esperado {guadro 2,
figura 1}. Além de cue, houve um aumento consistente em funcido da
dose para cada um dos parédmetros asscciados com um conteudo mineral
éssec total e trabecular e densidade mineral &zsez nos animais
gquadro 2, figure 1). Em comparacdo com

as ratazanas OVX hipoestrogénicas gue receberam o ftratamento com
38



veiculo sozinho, 0.5 e 2.5 mg/kg/dia de E4 evitaram a reabsorcdo
bssea como o exemplificado para 05 niveis de densidade mineral
6ssea total equivalentes &s ratazanas falso operades (figura 1J.
Rlém ce que, a actividade anti-reabsortivas obtida com a dose mais
alta de =4 (2.5 mg/kg/dia) era equivalente zo efeito visto com o

controlc positivo de EE.
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Figura 1: Densidade mineral dssea total da tibia proximal das ratazanas Sham e
OVX tratadas oralmente {po) durante 4 semanas consecutivas com 170~
etinilestradiol (EE), estretol (E4) ou veiculo. Os dados sdo expressos COmoO OS

valores principais obtidos para cada grupo (n=10).

Uma interpretacdo ex vivo da resisténcia dssea biomecénica foi
executada com um teste de indentacdo do fémur distal. Antes do
teste mecanico o fémur fol enxaguado numa solucdc salina fria e
uidadosamente limpa para retirar qua_guer resto de tecido brando

ainda existente. Um segmento de 3 mm ca metafise femoral distal foi

)

cortedo directamente proximal ac c¢éndilo femoral com uma serra

C

Diamonc de baixa velocidade com uma 1rrigacdo constante de solucgdo

salina. A carga foi aplicada com um indentador cilindrico {com uma

face de teste plana de 1.6 mm de didmetrc] no centro da cavidade
c

medular na fa

o

6
¢ distal do segmento. © indentador penetrou na
tante de 6 mm/min. a uma profundidade
39

cavicade z uma deslocacdoc con
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de 2 mm antes de Iinverter a carga.

0
n
oy
o5
=
®

Quadro 3: Prova de indentacdo do fémur distal das ratazana
OVX tratecas oralmente (po) com i/a-etinllestradiol (ZE}, estetrol
(E4) ou um veiculo. Us dados 580 expresscs come 08 vValores

principais cbticos para cada grupo (n=10)

b4

Grupo de Via de Resisténcia
Carga Rigidez Energia
tratamento dosagen definitiva
maxima (N) (N/mm) (mJ)
(n=10) (N/mm?)
SHAM +
po g.¢el 131.96 0.48 4.57
veiculo
OVX +
oo 2.77 42.08 0.21 1.47
veiculo
OVX + 0.1
ng/kg/dia o .05 165.22 0.53 4.80
de EE
ovVX + 0.1
my/kg/dia 0o 1.30 28.00 0.09 0.80
de E4
oV¥ + 0.5
mg/kg/dia jsle] 7.25 132.57 0.31 3.85
de E4
OVX + 2.5
mg/kg/dia jole] 13.07 173.12 0.68 .94
de E4

A carga maxima, rigidez e energlz absorvida foram determlinadas com

£

curvas de deslocacdo de carga. A resisténcia definitiva foi

culada dividindo carga max.ma pe.a area do 1ndentador. Os

]
m

valores principais de carga méxima, rigidez, energia e resisténcia

definiciva s&o mostrados no quadro 3. Além de que, ©s principails
valores de resisténcia definitiva sdc mestrados nz figura 2. Em
comparacdc com as ratazanas Zalso operzdas, a forca mecdnice de um
0850 esponjoso resulta ser marcadamente reduzida nas ratazanas OVX



tratadas com um veiculo sozinho (quadro 3, figura 2). As reducdes
de carga maxima, rigldez, enercia e resisténcia definitiva foram de
-68%, -68%, -27% e -6B8%, respectivamente, claramente acompanhadas
com perda da densidade mineral 6ssea nas ratazanas com deficiéncia
estrogénica. O tratamento oral das ratazanas OVX hipoestrogénicas
com E4 impediu a declinacdoc da carga méxima, rigidez, energia e
resisténcia definitiva, em fungdo da dose (quadro 3, figura 2.
Adicionalmente, a eficdcia obtida com a dose méxima de E4 (2.5
mg/kg/dia) resulta ser até superior a do controlo positivo de EE

{quadrc 3, figura 2).

Resisténcia definitiva (N/mm2)

Falso OVX OVXEEO01 OVXE40,1 OVX.E40.5 OVX-E4 2.8
Veiculo Veiculo mg/Kg/idia mg/Kgidia mg/Kg/dia mg/Kg/dia

Dose

Figura 2: Resisténcia definitiva principal do fémur distal das ratazanas Sham e
OVX tratadas oralmente (po) durante 4 semanas consecutivas com 17-
etinilestradiol (EE), estretol (E4) ou veiculos. Os dados sic expressos como oS

valores principais obtidos para cada grupo (n=10)

Exemplo 3:

Fol utilizada a ratazana ovariectomizada (OVX) morfinodependente

comec modelo para os calores pds-menopdusicos. Foi comprovado o
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poder do estetrol (E4) para prevenir os aumentocs de temperatura
corporal da cauda, habitualmente acompanhadcs por uma queda da
temperatura corporal central, depois de ser testada a supresséo
cpidcia induzidae por nalcxona. Neste =2nsaio bicldgico o 17w~
etinil-estradiol (EE) e um veiculo (hidroxipropil-beta-

ciclodextrina 20% em peso/volume) serviram de controlos.

O sintoma mals caracteristico e comum da menopausa humana £ 08
calores, gue s&o experimentados por mais de 70% das mulheres
menopausicas. Embora seja ainda desconhecidc o exacto mecarismo
subjacente a esta instabilidade wvasomozora, as caracteristicas
essenclals dos calcres sidco um reflexc da adaptacdo meciada

entralmente de um declinio progressivo dos niveils de estrogénios.

0
(

s mulheres que sofrem de calores, os sintcocmas sd&o manifestadas

o=

por:

1) aumentos regionais réapidos da temperatura do corpo;

2) reducdo da temperatura corporal interna;

3} aumento do ritmo cardliaco sem gue se altere a pressdo arterial;
e
4} aumentos en intervalos de tempo curtcs de libertacdo da hormona

luteinizante (LH] e PB-endorfina.

O modele da ratazana ovariectomizada morfino-dependente (OVX) tem
sido proposto como mocelic animal para ©os calores por diferentes
investigadores (Katovich et al, 1886, Maturitas, 67-76;

199¢, Maturitas, 307-3106). Durante a

-

Merchenthaler et a

.

da morfina, a

o8}

supressao opilédcia com & naloxcna antagonist
temperatura corporal na cauda (T3T) aumenta e este aumento é

acompanhado por uma descida da temperatura corporal interna.

s
[N



Adicicnalmente, as mudancas da temperatura sdo ac
variacdes na LH e uma taguicardia transitdria. Estes eventos sdo
idénticos em magnitude e natureza temporal aos gue sao observados

durante o©s calores menopiusicoes.

As ratazanas OVX de 8 semanas foram previamente tratadas oralmente
(pc) durante sete dias consecutives com estetrol (B4}, 17a-

etinilestradicl (EE) ou um veiculo de controlo (20% em peso/volume

)

cde nidroxi-propil-beta-ciclodextrina) e na manhi seguinte de uma
supressao oplacia induzida por naloxona em animais
morfincdependentes. Trés dias antes do inicio da dosagem, os
animais foram ansstesiados utilizando uma mistura de
quetamina/xilazina anestésica e submetidos a uma ovariectomia
bilateral. Foi rapada uma seccgdo do pelc naz superficie dorsal e
foi realizada uma incisdo ac longo da regido lombar da coluna
vertepral. A pele fol separada da fésclia subjacente gara que
pudesse ser feita uma sequnda incisdo através da musculatura
abdominal préxima do caudal dos rins. Us covarios foram
postericrmente extericrizados e removidos e a musculatura foi
fechada com uma sutura Unica. & incisdc da pele foi fechada
utilizanco agrafes cirurgicos. Sels ratazanas pcer grupo de
tratamento tomavam uma dose didria durante oito dias consscutivos
antes de e 1incluido ¢ dia de supressdo opiacis induzidoc por
naloxona (a sessdo de calores). A dosagem fol iniciada trés dias
depois de terem sidc extirpados cilrurgicamesnte os ovarios e fol
administrada por sonda utilizando uma seringa e uma aqulha de aco
inoxidadvel para sondas. A dependéncia a morfina fo! induzida cor
uma implantacdc de umas pastilhas subcuténeas contendo 75 mg de
morfina. A primeira pastilha fol implantada cinco dias antes dos

calores com uma ligeira anestesla por inalacdo. Trés dias antes da

sessao  dos  calores, outras duas pastilhas de morfina foram
lmplantacas nas mesmas concicdes,



Para as manipulacdes com ca.ores, ©s animeis foram colocados numa

(]

gaiola de ensaio. Seguindo um periodo de adaptacdo de 5 & 1
minutos, as ratazanas foram anestesiadas com quetamina HCI
aproximadamente durante 10 minutos antes do pericdo dos calcres.
Um eléctrodo sensivel & temperatura fol fixado na superficie
ventral da cauda com adesivo e o elécirodo fol ligade a um
registador multi-canais temperaturas. A temperatura corporal da

1

cauda fo! registada até & sua estabilizacdo 2 0s animais receberam

uma injeccgdo de nalcxona HCL (1 mo/xg). Continuasram-se com oS

egistos das temperaturas durante mais um periodo de 60 minutos e

[

&
.

emperatura era registada de 5 minutos em 5 minutos. No final da

on

se

n

sdo dos calores, todos o3 animais foram mortos por asfixia com

CO, sequida de uma deslocacdo cervical.

Come o esperado, o controlo do veiculo ndo foi efective para a
prevengdo dos aumentos de TST induzida por naloxona nas ratazanas
OVX &adictas 2 morfina (figura 3). C 17c-etinilestradiol (EE), ne
dose individual testada com 0.3 mg/kg/dia, impediu os aumentos de
TST induzida por naloxona nas ratazanas OVX adictas a morfina
(figura 3). O tratamento oral com estetrol {E4) mostrou um claro
efeito em fungdo da dose (figura 3). As trés doses maximas de E4
(0.3, 1.0 e 3.0 mg/kg/dia} atenuaram todos os TST, com a dose mais
elevada (3.0 mg/kg/dia) tiveram uma resposta supressora idéntica

aoc do estrogénio oral potente, 17a-etinilestradiol (EE).
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Figura 3: Efeitos do estretol (E4) e do 1l7a-etinilestradiol (EE) na resposta de

calor induzida por naxoclona nas ratazanas fémeas ovariectomizadas.

Exemplo 4

Para avaliar a bilodispenibilidade oral do estetrol (E4)] e para
determinar a mela-vida de eliminacdc, foram executados estudes de
doses orals (po) e subcutédneas (sc) unicas em ratazanas fémeas
Sprague Dawley seguida de frequentes recclhas de amostras de

sangue durante um intervalo de 24 horas.

Nas Ratazanas fémeas Spraque Dawley fol coclicocado no coracdc um
cateter permanente Sllastic, como © que tinha sido descrito por
Kuipers et al. (1985, Gastroenterclogy, 88, 403-411). Deixamos que
as ratazanas durante 5 dias se recuperassem da cirurgla e foi-lhes
administrado 0.05, 0.5, cu 5 mg/kg de E4 em 0.5 ml de d&leo de
amendoim. Para uma administracdoc sc, o E4
pescoco utilizando uma seringa de 1 ml e uma agulha de Z0g. Para

uma administracée po de E4, as ratazanas foram ligeiramente

w
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anestesiadas com halotano/N,0/C; e o E4 fol aplicado directamente

o}

de fcrma intragéstrica utilizando um entubador de plastico n
estbrago. As amostras de sangue foram subseguentemente colhidas
através do cateter no coracdc em tublos heparinizadcs em pericdos
de 0.5, 1, Z, 4, 8 e 24 horas. Os eritrdcitos IZoram el minadcs por
centrifugacdo a 5000xg durante 10 minutos a 4°C e o plasma
sanguineo fol guardado z -20°C. Depois de descongelar as amostras
de plasme, fol empregue uma extraccdo liguido-liguido (hexano e
éter dietilico) para preparar as amostras com um conteudo de E4 em
pclasma para uma andlise de HPLC (Perkin Elmer Z200) e uma
espectroscopia de massz em série utilizando um espectrémetro de
massa em série PE Sciex 3000 e uma interfzce APCI. Com cada lote
de amostra, fol registada uma curva de calibracdc com 6
calibradores. A curva de celibracdo fol calculada utilizandc uma
regressao linear (coeficiente de correlacgdo » 0.98), que permitiu
a quantificagdo das concentragdes em plasma. Os dades de cada
plasme das ratazanas, foram colhidos a diferentes intervalos de

tempo.

Cs dados da concentracdo em plasma de E4 foram analisados com

(9]

"WinNonLin, versdo LA e 0s parametros farmacocinéticos
envolvidos para Cpey,meia-vida e AUCy-z4. Especialmente, com a
utilizacdo de niveis de dose inferiocrzes e intermédios a 0,05, 0.5
mg/kg, o E4 demonstrou uma Dpilodispornibilidade oral idéntica a
biodisponibilidace obtida com uma administracdo sc (B0~-1C0 %). No
nivel de dose méximz testada, 5.0 mg/kg de E4, as cinéticas de
absorcdc deram origem a uma blodisponibilidade oral aproximada de
30 a 60% de E4 administrada sc. Interessantemente, o E4 teve uma
meia-vida relativamente grande de 2 a 3 horas, permitindo a
veis bicactivos de E4 ndo conjugado em todos 08

periocdos de tempo durante um intervalc de 24 horas.



Fol wutilizado um enszio de fixacdo de esterdides competitivo
estabelecido {Hammond e Lahteenmaki. 1883. Clin Chem Acta 132:
101-110) para determinar a afinicade da fixacdc relativa do
estetrol (E4), 17a-etinilestraciol (EE2), 17P-estradiol (E2},
testostercna (T) e ba-dihidrotestosterona (DHT) para a Globulina

de Ligac&c as Hormonas sexuals humanas (SHEG).

A SHBG humana foi purificads a partir de soro de rato transgénico,
como fol previamente descritc (Avvakumov GV et al., 2000. J Biol
Chem 275: 2582C-25925). A SHBG humana preparado desta maneira foi
submetida a um ensaic para ser pura a >99% por electroforese em
gel de poliacrilamida em condicgdes de desnaturalizacdc. As suas
caracteristicas de fixacdo dos esterbdides ndc se distinguem da
SHBE no soro humano (Avvakumov GV et al., 2000 J Biol Chem 275:
25920-25925). 0O ensaio in vitro incluil a utilizacic da SHBG humana
purificada e [H]DHT ou [’H]estradicl como ligandos marcados. A
SHBG humana fol tratada durante 30 minutos & temperatura ambiente
com uma suspensdo de carvac revestido com dextranc (DCC) numa
solugdo salina com tampdo de fosfato (PRS) para eliminar qualquer
ligando de esterdides. Apds a centrifugagdo (2,000 x g durante 10
min.) para sedimentar ¢ DCC, o scbrenadante contendo a SHBG humana
fol diluido em PBS numa concentracdo de 1 nM baseada na sua

capacidade de fixagdo dos esterdides.

Partes alicuctas duplicadas (100 ul) desta solucdo da SHBG humana

N 3

foram posteriormente incubadas com um velume igual de ["HIDHT ou
de [’Hlestradicl de 10 nM, juntamente com 100 ul de PBS sczinho cu
a mesma gquantidade de PRS contendo concentracbes meiores de
llgandce de esterdides ndo marcacdos como competidores em tubos de
ensalo de pollestireno. Apds incubagdo durante 1 hora a

temperatura ambiente, as misturas da reaccdo foram colocadas num
47



banho de gelo durante mais 15 minutos. As partes allguotas (600

L) da suspensdoc gelada de DCC foram seguidamente acdicionadas a
cada tubo, e depois uma mistura breve de 2 segundos, cada tubo foi

inctbade num banho com gelo durante 10 ou 5 minutcs dependendo dos
ligandos marcados empregues, respectivamente [PE]DHT ou
[°H]estradiol. Os ligandos ndo ligados adsorbidos em DCC foram
posteriormente eliminados por centrifugacdo (2,000 x g durante 15
minutos a 4°C), e as quantidades dos ligandos mnarcados CE O]
ligados & SHBG foram calculadas numa mitura de cintilacdo ACS de 2
ml com a utilizacdo de um espectrofotémetrc de cintilacdo liquida.
As quantidades médias dos ligandos marcados ['H ] ligados & SHRG
em cada concentracioc do competidor (B) foram expressas comc uma
percentagem das quantidades médias dos ligandos marcados [H]
ligados & SHBG na auséncia do competidor (By), e foram marcadas em

relacdo a concentracéo de competidor em cada tubo de ensaioc.

Os resultados dos ensalos de ligacdo competitivos sio mostrados na
figura 4. Como é claramente evidente com estes ensalos de ligacao
competitivos, o© estetrol nac se liga totalmente & SHBG humana
quando é testado com ligandos marcades [°H]DHT ou [“Hlestradicl.
Estes num contraste marcado com esterdides do etinilestradicl,
17P-estradiol, testostercna e 5Sa-dihidrctestcsterona, os quais,
nesta ordem, mostram uma afinidade de ligacdo relativa aumentada
para a SHBG humana. Importantemente, & ligacdc do estetrol a SHBC
foli insignificante guando comparado com ¢s outros estrogénios

testados do etinilestradiol e do 17B-estradiol.
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Figura 4: Deslocagdo competitiva do [*H]DHT (painel A) e [3H]estradiol (painel
B) desde o sitio de fixa¢Bo dos esterdides da Globulina de Ligacdo as Hormonas

sexuais humanas. Os ligandos dos esterdides nd3c marcados utilizados como
competidores sdc os seguintes: estretol (E4), l7a-etinil-estradiol (EE2), 17fB-

estradiol (E2), testosterona (T) e Sa~dihidrotestosterona (DHT)

Exemplo 6

0s  compostos  estrogeniccs  da  presente  invencgdo podem  ser
processados de forma adequada, jurtamente com  zditivos,
exciplentes e/ou agentes aromatizantes habituzis na farmacia

[EN
O



galénica, de acordo com o0s métodos habituals

nas formas usuails de

administrag¢do. Para uma administracioc oral, adequada
particular, comprimidos, pilulas, capsulas, pilulas,
ou sclucdes.

Comprimidos de estetrol: 1,000 comprimidos d

existem, em

suspensodes,

e 185  mg,

compreendendo 1.5 mg de estetrcl e 0.15 mg de levonorgestrel, sédo

produzidos a partir da seguinte formulacdo:

Estetrol

Levonorgestrel

Polivinilpirrolidona (Kollidon 25° ex BASF)

Lactose

Celulose microcristalina (Avicel pH 101%)

Glicerilpalmitcestearato (Precirol ¥

Silica anidro coloidal (Rerosil 200 ©)
®

Crospovidona (poliplasdona XL °)

Agente corante

Os comprimidos que adicionalmente contenham

o
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50 mg de

dehidroepiandrosterona podem ser obtidcs a partir de uma formulacdo

idéntica.
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REIVINDICACOES

1. A utilizeagdo de um ccmposto estrogénico seleccionado do grupo

T3

composto pelas substdnclas representadas pela seguinte férmula:

R

em que R:;, Ry, R;, Rs independentemente sdc um atomo de hidrogénioc,

D

] - - s

dréxilo cu um grupc alcdéxi com 1 a 5 &tomos de carbono;

e

um grupo hidré

até 3 de Rs, Rg, Ry & um grupo hidréxi; e no méximo de 3 de Ry, R,
K3, Ry sdo atomos de hidrogénio; precursores capazes de libertar uma
substancia de acordec com a fdérmula anteriormente menciorads gquando

sdo utilizadas no métode da presente invencdo, sendo o3 ditos

precursores derivados de substancias representadas pesla férmula, na

menos um dos grupcs hidrdéxllc na

dita Iérmuia fol substituido por um radical acilo de um 4cido
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de carbono, um grupo tetrahidrofuranilo; tetrahidropiranc; ou uma
cadela linear ou ramificada de um residuc glicosidico contendo 1 a

20 unicades glicosidicas por residuo; e nisturas de ume ou vVarias



hormonal de substituicidc em mamiferos, caracterizado por o dito
método compreender a administracdc oral do dito composto estrogénico
g de um compcsto progestagénico a um memifero numa guantidade eficaz
parz prevenir e tratar os sintomas de hipoestrogenismo.

2. & utilirzacdoc de acordo com a reivincicacdo 1, caracterizada por
os sintomas do  hiposstrogenismo serem seleccionados do  grupo
composto por: osteoporose, arteriocesclercse, sintomas climatéricos,

doencas cognitivas e doenca de Alzheimer.

3. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizada
por Rs representar um grupc hidrdxilo cu um grupo alcoxi.

-~

acdo de zcordo com uma das reivindicagbes 1 a 3

et
AN

4, A utili

caracterizada por menos 3 dos grupos Ri, Ry, Ky e Ry representarem
dtomos de hidrogénio.

5. A utilizacdc de acordo com uma das reivindicacdes 1 a 4,
caracterizada por o método compreender a administracdo oral
ininterrupta durante um periodc de pelo mencs 10 dias,

preferencialmente de pelo mencs 20 dias, do compcsto estrogénico.

[en}
o]

itilizacdo de acorde com a reivindicag¢ifo 5, caracterizada por o
método compreencer a administracdc oral ininterrupta durante um

periode de pelo menos 10 dias de uma combinagdo do composto
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/. A utilizacdo de acordo com a reivindicacio 6, caracterizada por ©
métode compreender a administrecdoc cral ininterrupta da compesicio
cc composto estrogénico e do composto progestagénico durante um
periodo cde pelo menos 28 dias, preferencialmente de pelc menas 60

aLlas.

8. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizada por o

ender um intervalc de pelo menos 2 dias,

D

método compr
preferencialmente 3 a 2 dias trante ¢ gual nenhum composto
progestagénico e nenhum composto estrogénico é administrado € por a
diminuigdo resultante na concentracic no soro do  composto
progestagénico e do composto estrogénice induzir a menstruacdo.

9. A utilizacdc de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizada por ©
métode compreender a administragdo oral dininterrupta do composto
estrogénico durante um periodo de pelo  menos 28 dias,
preferencialmente de pelc menos 60 dias, e por seguidamente ser
acdministrado o combinado do composto estrogénico e do composto
progestagénico, por o composto estrogénico sem nenhum composto
progestagénico ser administrado durante 3 a 10 dias consecutivos e a
resultante diminuicdo na concentragdc no sorc do  CoOmpoSto

menstruacio.

(ViR

progestagéenico induzr

10. A wutilizagdo de acordo com uma das reivindicacdes 1 a 9,
caracterizada por o método compreender a administracéc oral pelo

4

strogénicc e/ou do composto

O
D

menos uma vez ac dia do compost
progestagénico durante um periode de pele mencs 10 dias,

preferencialmente de pelo menos 20 dias.

(%



11. A utilizacdc de acordo com uma das reivindicacdes de 1 a 10,
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caracterizada por o composto estrogénico ser oralmente a

numa guantidade inferior =z 1 mg ao dia per kg de peso ccrporal,
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preferencialmente infericr

s preferencialmente 200 pg de peso corperal ao dia.
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mna
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12, A utilizacdo de acordo com uma das reivindicacbes de 1 a 1

14
caracterizada por o compcste estrogénice ser oralmente administrado
numa quantidade inferior a 1 upg ao dia por kg de pesc corporal,
preferencialmente inferior a 2 pg ao dia por kg de peso ccrporal, e
mals preferencialmente de pelo menos 5 pug ao dia por kg de peso

corporal.

132. A utilizacdo de acordo com ume das relvindicacgdes de 1 a 12,
caracterizada por ¢ composto progestagénico ser administrade numa
quantidade gue é eguivalente a uma dose diaria cral diadria de 0. 3 a
20 pg de levonorgestrel por kg de pesc corporal, preferencialmente

de 0. 5 a 5 ug de levonorgestrel por kg de pesc corpcral.

14, Um kit farmacéuticc caracterizado por este compreender pzlo
menos 20 unidades de doses orals com o composto estrogénico como as
definidas na reivindicacdo 1 e/ou um compocsto progestagénico e/cu um
composto androgénico, por pelc menos 10 unidades conterem entre 0.01

e 20 mg do composto estrogénico, por pelo mencs 10 unidades conterem

o ccmposte progestagénico numa guantidade eguivaiente a 30 a 750 ug
de levonorgestrel e pelo menos 10 unidacdes de dose conterem a dose
do ccomposto androgénico numa guantidade equivalentes 2 5 a 250 mg de
dehidrcepiandrostercna

N



caracterizado por este compresnder pelo menos 10 unicades de dosss
orals que contém entre (.01 e 20 mg do composto estrogénico, uma
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de 5 a 250 mg de dehidroepiandrosterona.

16. Um kit farmacéutico de acorde com a reivindicacido 14 cu 1B,
caracterizado por ¢ compcsto androgénico ser seleccicnade do grudo
composto por: dehidroepiandrosterona (DHEA), danazol, gestrinong,
ésteres de testosterona, precurscres capazes de libertar estes
andrégenos quando sdo utilizados no método da presente invengdo e

miszuras cestes.

Pela Requerente

0 Agente Oficial

ROSARIO CRUZ GARCIA

/zgentc Oficial da Propriedade Industrial
AU Conselheiro Fernando de Sousa, 11-15.°

1070-072 LiSROA
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