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DESCRIPCION
Medicamento para el tratamiento de la endometriosis
La presente invencioén se refiere a medicamentos para el tratamiento de la endometriosis.

La endometriosis es una enfermedad ginecolégica cronica benigna. Puede definirse como la presencia de tejido
endométrico, que comprende tanto epitelio glandular como estroma, fuera de la cavidad uterina. Es un trastorno
ginecoldgico benigno que, en una subpoblaciéon de pacientes femeninas, puede desembocar en una enfermedad
agresiva. La endometriosis esta asociada a diversos sintomas molestos incluyendo dismenorrea, dispaurenia, dolor
pélvico y fertilidad reducida.

Es conocido que la angiogénesis (el proceso mediante el cual se forman nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes) puede ser importante en el desarrollo de la endometriosis, y que el factor de permeabilidad
vascular/factor de crecimiento endotelial vascular (VP/VEGF) tiene un papel en la génesis vascular y tanto en la
angiogénesis fisioldgica como patolégica. Se ha estimado la eficacia potencial de la terapia antiangiogénica para
tratar la endometriosis usando un estudio que usa tejidos endométricos humanos transplantados a ratones sin pelo
inmunocomprometidos. Se administraron cuatro agentes antiangiogénicos diferentes tres semanas después de
transplantar los explantes endométricos (Nap y col., 2004). Los cuatro inhibidores fueron capaces de reducir el
tamafno de los explantes establecidos y se detuvo la formacién de nuevos vasos sanguineos. Sin embargo, los
agentes antiangiogénicos conocidos son altamente téxicos y bastante dificiles de introducir en un contexto clinico en
seres humanos.

Se ha encontrado inesperadamente ahora que pueden usarse composiciones que incluyen un agonista de dopamina
para tratar la endometriosis.

Por lo tanto, la presente invenciéon proporciona el uso de un agonista de dopamina en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de la endometriosis en el que el agonista de dopamina
interacciona con un receptor de dopamina imitando una accién dopaminica. La presente invencion proporciona
también un agonista de dopamina para uso en el tratamiento y/o la prevencion de la endometriosis en el que el
agonista de dopamina interacciona con un receptor de dopamina imitando una accion dopaminica. En la presente
memoria, el término “tratamiento de la endometriosis” incluye el tratamiento para reducir (o eliminar) la cantidad de
tejido endométrico que esta presente fuera de la cavidad uterina (por ejemplo, reduccién o eliminacion de lesiones
endometriésicas) y/o el tratamiento para reducir y/o mejorar uno o mas sintomas asociados a la endometriosis (por
ejemplo, tratamiento para mejorar y/o reducir los sintomas de dismenorrea; tratamiento para mejorar y/o reducir los
sintomas de dispaurenia y/o tratamiento para mejorar y/o reducir el dolor pélvico). El término “tratamiento de la
endometriosis” incluye el tratamiento para reducir el nimero de casos, y/o reducir el tamafio de casos, de tejido
endométrico que esta presente fuera de la cavidad uterina (por ejemplo, reduccién del ndmero y/o tamarfio de las
lesiones endometridsicas). El término “tratamiento de la endometriosis” incluye el tratamiento para reducir el nimero
de glandulas endométricas. El término “tratamiento de la endometriosis” incluye el tratamiento que da como
resultado uno o mas de: una rebaja significativa del porcentaje de lesiones endometridsicas activas, una pérdida
significativa de la celularidad y la organizacion que se manifiestan caracteristicas de tejido atrofico o degenerativo en
lesiones endometridsicas y una rebaja significativa del nUmero de nuevos vasos sanguineos en las lesiones
endometriésicas. El término “tratamiento de la endometriosis” incluye el tratamiento para reducir el nimero y/o
tamafio de las lesiones endometridsicas en uno o mas de ovario, fondo de saco vesicouterino, ligamentos
uterosacros, superficies posteriores del utero, ligamento ancho, peritoneo pélvico restante, intestino, tracto urinario
(incluyendo, por ejemplo, vejiga y/o uréteres).

El término endometriosis incluye, por ejemplo, endometriosis peritoneal, endometriosis ovarica y endometriosis
profunda.

En la presente memoria, el término agonista de dopamina significa un compuesto que actia como la dopamina, por
ejemplo, un farmaco que interacciona (por ejemplo, se une especificamente) con un receptor de dopamina imitando
una accion dopaminica. No incluye compuestos que son exclusivamente “sustancias dopaminérgicas”,
concretamente, exclusivamente compuestos que, mediante diferentes mecanismos de accidon, aumentan los niveles
de dopamina. El término agonista de dopamina no incluye los indenopirrolcarbazoles con puente dados a conocer en
el documento US 6359130.

Se ha encontrado anteriormente que los agonistas de dopamina son utiles en el tratamiento o la prevencion del
sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHEO) (documento WO 2006117608). Esta es una afeccién en que los
capilares aumentan significativamente su permeabilidad vascular. Se encontré6 que los agonistas de dopamina son
capaces de revertir este efecto. Sin embargo, la afeccion endometriosis y la eficacia potencial de la terapia
antiangiogénica para tratar la endometriosis no se dan a conocer aqui. El documento RU2273481 da a conocer el
tratamiento de la infertilidad.

Los agonistas de dopamina que interaccionan con un receptor de dopamina imitando una accion dopaminica dentro
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de los términos de la invencion incluyen, pero sin limitacion, amantadina, bromocriptina, cabergolina, quinagolida,
lisurida, pergolida, ropinirol y pramipexol. Es un agonista de dopamina preferido para uso en la presente invencion la
cabergolina. Es un agonista de dopamina preferido para uso en la presente invencién la quinagolida. Los
denominados “agonistas de dopamina parciales” (por ejemplo, tergurida) pueden usarse también segun la invencién.
Sin embargo, se prefiere el uso de agonistas de dopamina.

Preferiblemente, se usa un solo agonista de dopamina.

El agonista de dopamina puede administrarse a una dosis (por ejemplo, una dosis oral a un paciente humano) de
entre 25 ug/dia a 80 mg/dia, preferiblemente entre 50 ug/dia y 5 mg/dia, mas preferiblemente entre 300 ug/dia y
1 mg/dia; las dosis adecuadas dentro de este intervalo dependen del agonista de dopamina que se use, como
resulta evidente para los especialistas en la materia.

En una realizacion preferida, el agonista de dopamina es la cabergolina. Preferiblemente, la cabergolina se
administra a una dosis (por ejemplo, una dosis oral a un paciente humano) de entre 0,01 y 12,5 mg/semana,
preferiblemente entre 0,1 y 10 mg/semana, mas preferiblemente entre 0,5 mg y 5 mg/semana, mas preferiblemente
a una dosis de entre 3,5 mg/semana y 4 mg/semana. El agonista de dopamina puede administrarse, por ejemplo,
como una dosis diaria unica (de, por ejemplo, entre 0,1 mg/dia y 5 mg/dia, de 0,2 mg/dia a 1 mg/dia, por ejemplo,
0,5 mg/dia); o la dosis diaria puede dividirse en dos o mas subdosis para tomar en momentos diferentes durante un
periodo de 24 horas. El agonista de dopamina (cabergolina) puede administrarse como una dosis diaria a los niveles
anteriores, o como dosis equivalentes, por ejemplo, una vez por semana, dos veces por semana o cada dos dias. En
un régimen, se administra el agonista de dopamina (por ejemplo cabergolina) a una dosis total de entre 3,5y 12,5
mg/semana (por ejemplo, 4 mg/semana, 7 mg/semana, 10 mg/semana).

En otra realizacion, el agonista de dopamina es la quinagolida. Preferiblemente, la quinagolida se administra a una
dosis (por ejemplo, una dosis oral a un paciente humano) de entre 25 y 1000 ug/dia, preferiblemente entre 25 y
500 pg/dia, mas preferiblemente entre 25 y 300 pg/dia. El agonista de dopamina puede administrarse como, por
ejemplo, una dosis diaria Unica; o la dosis diaria puede dividirse en dos 0 mas subdosis para tomar en momentos
diferentes durante un periodo de 24 horas. El agonista de dopamina (quinagolida) puede administrarse como una
dosis diaria a los niveles anteriores, o como dosis equivalentes, por ejemplo, una vez por semana, dos veces por
semana o cada dos dias.

En otra realizacion, el agonista de dopamina es la bromocriptina. Preferiblemente, la bromocriptina se administra a
una dosis (por ejemplo, una dosis oral a un paciente humano) de entre 10 y 80 ug/dia, preferiblemente de 10 a
40 ug/dia.

En una realizacion, el agonista de dopamina se usa como el Unico tratamiento médico para la endometriosis. En
otras palabras, el agonista de dopamina puede usarse en ausencia de otros tratamientos médicos o quirdrgicos (por
ejemplo, en ausencia de danazol).

En una realizacion adicional, la administracion de un agonista de dopamina puede combinarse con otros
tratamientos médicos o quirdrgicos para la endometriosis (por ejemplo, AINE y/o tratamientos hormonales (danazol,
AO, acetato de medroxiprogesterona, otras progestinas, agonistas y antagonistas de GnRH e inhibidores de
aromatasa). En una realizacién adicional, puede usarse un tratamiento quirdrgico o tratamiento médico antes,
durante o después del tratamiento con agonista de dopamina. Estas realizaciones se debaten con mas detalle en los
ejemplos siguientes.

Se ha encontrado también que la administracion de un agonista de dopamina a un paciente necesitado de ello
puede proporcionar beneficios clinicos sustanciales tales como, por ejemplo: una rebaja significativa del porcentaje
de lesiones endometridsicas activas, una pérdida significativa de celularidad y la organizacion que se manifiestan
caracteristicas de tejido atréfico o degenerativo en lesiones endometriosicas y una rebaja significativa del nimero de
nuevos vasos sanguineos en lesiones endiometridsicas.

Los medicamentos basados en agonistas de dopamina tienen también la ventaja de una alta tolerancia de dosis, con
registros de uso clinico seguro y bien documentado.

Adicionalmente, se ha encontrado que el agonista de dopamina (por ejemplo cabergolina) puede administrarse
durante largos periodos de tiempo (por ejemplo, de 1 a 3 semanas (por ejemplo de 1 a 21 dias, por ejemplo de 1 a
14 dias), de 1 a 3 meses, de 1 dia a 6 meses, de 1 dia a 12 meses o de 1 dia a 2 afios o0 mas) con efecto
terapéuticamente beneficioso y un bajo riesgo de efectos secundarios. La administracién puede ser continua, por
ejemplo con una dosis diaria 0 semanal, o puede interrumpirse con una o mas interrupciones de, por ejemplo, una
serie (por ejemplo de 1 a 3) de semanas o una serie (por ejemplo de 1 a 3) de meses. El agonista de dopamina
puede administrarse mientras que el dolor (u otro sintoma) continte.

El agonista de dopamina (por ejemplo cabergolina o quinagolida) puede administrarse a un sujeto embarazado.
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El tratamiento o prevencion de la endometriosis puede asociarse a la rebaja de la cantidad de glandulas
endométricas.

En un ejemplo de la invencidn, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) puede ser la diana del agonista
de dopamina como factor en el desarrollo de la endometriosis. Las isoformas VEGF121 y VEGF 165 parecen ser las
implicadas principalmente en el proceso de angiogénesis (Watkins, R.H. y col., Am. J. Physiol. 1999, vol. 276, pag.
858-867). Se han identificado dos receptores de membrana celular endotelial especificos de VEGF, el receptor 1 de
VEGF (VEGFR-1; FlIt-1) y el VEGFR-2 (Flk-1/KDR). EI VEGFR-2 parece estar implicado principalmente en la
regulacion de angiogénesis y vasculogénesis.

El VEGFR-2 (KDR) puede ser por tanto la diana del agonista de dopamina como factor en el desarrollo de la
endometriosis. El Notch-4 puede ser la diana del agonista de dopamina como factor en el desarrollo de la
endometriosis. VEGF, VEGFR-2 y Notch-4 pueden ser las dianas del agonista de dopamina como factores en el
desarrollo de la endometriosis. Otros mecanismos de accion del agonista de dopamina estan dentro del alcance de
la invencion.

Se administra el agonista de dopamina como una preparaciéon farmacéuticamente aceptable. Las preparaciones
pueden administrarse segun la invencion en composiciones farmacéuticamente aceptables que pueden comprender
opcionalmente sales, agentes de tamponacion, conservantes y excipientes farmacéuticamente aceptables. Las
preparaciones farmacéuticas que incluyen un agonista o agonistas de dopamina son bien conocidas en la técnica y
estan comercialmente disponibles. Por ejemplo, la cibergolina esta disponible con las marcas comerciales
registradas Cabaser y Sogilen/Dostinex. El uso de dichas preparaciones de agonista de dopamina comercialmente
disponibles en el tratamiento de la endometriosis es segun la invencion.

El modo de administracion seleccionado dependera de la urgencia y gravedad de la afeccion que se esté tratando y
de la dosificacion requerida. Cualquier modo de administracion que produzca el efecto terapéutico deseado sin
efectos adversos inaceptables es relevante en la practica de la invencion. Dichos modos de administracion pueden
incluir oral, rectal, topico, transdérmico, sublingual, intramuscular, parenteral, intravenoso, intracavitario, vaginal y por
matriz adhesiva para usar durante la cirugia. Se describen diversos enfoques para formular composiciones para uso
segun la invencién en el “Handbook of Pharmaceutical Excipients”, 32 edicion, American Pharmaceutical Association,
USA y Pharmaceutical Press UK (2000), y “Pharmaceutics - The Science of Dosage Form Design”, Churchill
Livingston (1988).

En una realizacion preferida, la administracion es oral. Las composiciones adecuadas para administracion oral
incluyen capsulas, sellos, comprimidos, jarabes, elixires o pastillas masticables.

La presente invencion se ilustrara ahora con referencia a los ejemplos y dibujos adjuntos en los que:

la FIGURA 1 muestra el porcentaje de lesiones activas después del estudio animal debatido a continuacién para el
grupo de control y los grupos tratados con una dosis baja (0,05 mg/kg/dia) y una dosis alta (0,1 mg/kg/dia) de
cabergolina; la FIGURA 1a muestra la relaciéon de glandulas/estroma en los tres grupos establecidos (tanto la dosis
baja como alta de cabergolina (“Cb2”) tenian mas estroma y menos glandulas que los controles (*p<0,05)].

la FIGURA 2 muestra los vasos sanguineos (mm3) para los grupos de control, de dosis baja y alta;

la FIGURA 3 muestra el porcentaje de vasos sanguineos “maduros” y “recién formados” en los animales de los
grupos de control, de dosis baja y alta;

la FIGURA 4 muestra el indice de proliferacion para los grupos de control y de dosis baja y alta;

la FIGURA 5 muestra la expresion relativa de VEGF, VEGFR-2 (KDR), Notch-4, Ang 1 y Wnt-1 para los grupos de
control, de dosis baja y alta;

la FIGURA 6a muestra la presencia del receptor de dopamina 2 (Dp-r2) y VEGF en implantes endométricos de
animales en los tres grupos establecidos (grupos de control, de dosis baja y alta); y

la FIGURA 6b muestra la expresion relativa de VEGF, VEGFR-2 (KDR) y D2R en lesiones endométricas (columna
de la izquierda) y en el endometrio (columna de la derecha).

Ejemplo 1

Se desarrollé un modelo animal experimental de endometriosis en ratones sin pelo insertando fragmentos de
endometrio humano. Se albergaron individualmente ratones hembra (Hsd: Athimic Nude-nu, Harlan Ibérica S.L,
Barcelona, Espafa) en jaulas y lechos sometidos a autoclave en campanas con filtro de flujo laminar. Se mantuvo la
zona de animales a 26°C con un ciclo de 12 h de luz-12 h de oscuridad y se alimentaron los ratones a voluntad con
pienso para roedores de laboratorio sometido a autoclave y agua acidificada. Se efectu6 todo el manejo en

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2370091 T3

campanas con filiro de flujo laminar. Se us6é una mezcla de ketamina/medetomidina (ketamina 75 pg/g vy
medetomidina 1 ug/g) (Ketolar®, Parke-Davis, Espafia; Domtor®, Pfizer, Espafia), inyectada por via i.p., para
anestesiar los ratones antes de los procedimientos invasivos y atipamezol (Antisedan®, SmithKline Beecham,
Espafia) 1 ug/g por via i.p para revertir los efectos de la anestesia después de los procedimientos invasivos, usando
instrumentos estériles.

A la edad de 5 semanas, se dispusieron capsulas de liberacion estériles de 60 dias que contenian 18 mg de 17f-
estradiol (Innovative Research of America, Sarasota, FL) por via s.c. en el cuello de cada animal, Segun la
informacion del fabricante, las capsulas proporcionan una liberaciéon continua de hormona a concentraciones séricas
de 150-250 pmol/l, en el intervalo de los niveles fisioldgicos en ratones durante el ciclo estral. Este nivel fisiologico
estable de estrogeno promueve el crecimiento de endometrio humano transplantado y evita las diferencias entre
ratones relacionadas con diversas etapas del ciclo estral.

Cuatro dias después de la insercién del aglomerado de estrogeno, se realizdé una incision en la cavidad peritoneal
por la linea media del abdomen inferior para insertar endometrio humano reciente de donantes de 6vulos por
puncion folicular. Se pegaron estos fragmentos con pegamento (Vetabond®, 3M Animal Care products, EE.UU.) con
el peritoneo. Este protocolo permitia imitar la situacion patolégica de menstruacion retrégrada que ocurre en las
mujeres con endometriosis.

Tres semanas después del implante, se dividieron los animales en tres grupos. El primero era el grupo de control, el
segundo era el grupo de dosis baja tratado con 0,05 mg/kg/dia de cabergolina por via oral y un grupo de dosis alta
tratado con una dosis oral de 0,1 mg/kg/dia de cabergolina. 2 semanas después del tratamiento, se sacrificaron los
animales y se muestrearon y analizaron las lesiones endometriésicas como se indica a continuacion. Se muestran
los resultados en las Fig. 1, 1ay 2 a 6b.

Se estimaron los efectos antiangiogénicos de los agonistas de dopamina mediante inmunofluorescencia, generando
los anticuerpos usados en microscopia confocal contra el factor de Von Willebrand (IgG1 monoclonal de vWF, DAKO
Corp., Dinamarca) presente en células epiteliales y células de musculo liso vasculares (IgG2 monoclonal a-SMA-
conjugada con FITC de Sigma, St. Louis, EE.UU.). Los vasos sanguineos que no son de nueva formacion, estan
rodeados por una capa de musculo liso que les confiere madurez. Se realizé la identificacion de las células
endoteliales empleando VWF, mientras que los vasos maduros se identificaron mediante una tincién positiva de -
SMA. Por tanto, los vasos sanguineos VWF+dSMA - se consideraron nuevos o inmaduros, mientras que los vasos
vWF+/aSMA+ se clasificaron como vasos sanguineos viejos 0 maduros.

Se efectud el estudio morfométrico para medir el area de implante y la densidad celular. Se efectud la
inmunocitoquimica con Ki-67 (IgG1 monoclonal de DAKO Corp., Dinamarca) para evaluar la actividad proliferativa de
los implantes. Se detectaron los cambios histopatolégicos y subcelulares ultraestructurales usando un microscopio
optico (MO), un microscopio de transmision electrénica (MTA) y tincidon histoquimica. Se efectuaron la microscopia
optica (MO), microscopia de transmision de electrones (MTE) y morfometria para valorar la presencia de glandulas y
estroma endométricos y estudiar los cambios subcelulares ultraestructurales, el area de los implantes y la densidad
celular.

Se usaron procedimientos de PCR instantanea TagMan y 2hhct para analizar los perfiles de expresion génica de tres
marcadores diferentes que promueven la angiogénesis (VEGF, VEGFR-2, Notch-4); angiopoyetina 1 (Ang-1), un
marcador de la antiangiogénesis que promueve el crecimiento de los vasos existentes y la resistencia a las fugas y
Whnt-1. Se realizé la demostracion de la presencia de expresion de VEGF y receptor de tipo 2 de dopamina (Dp-r2)
en implantes experimentales, lesiones endometriésicas peritoneales humanas y endometrio usando PCR
instantanea TagMan y el procedimiento 2°hact (Fig. 6a, 6b). De forma similar, se us6 este procedimiento para
demostrar la presencia de expresién de VEGFR-2 en lesiones endometridsicas peritoneales humanas y endometrio
(Fig. 6b).

Se efectud el analisis estadistico usando GraphPad Instat V3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.). Se
disefid el estudio para detectar las diferencias en los diferentes marcadores analizados entre los grupos de
tratamiento y de control. Se expresaron los datos categdricos como numero y porcentaje, y los datos numéricos
como media + error estandar de la media (EEM) excepto cuando se especifica. Se definid la significancia como
P<0,05. Se us6 analisis de la varianza de un factor para el analisis estadistico.

Toxicidad

Ningun ratén del estudio murié después de la administracion de cabergolina. La cabergolina no parecia cambiar la
salud global de los ratones, porque el peso de los ratones en los diferentes grupos de tratamiento no era
significativamente diferente (resultados no mostrados).

Resultados

La Figura 1 muestra el porcentaje de lesiones activas después del estudio animal debatido anteriormente para el
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grupo de control y los grupos tratados con cabergolina de dosis baja (0,05 mg/kg/dia) y de dosis alta (0,1 mg/kg/dia).
Los animales tratados con dosis baja (58,6+9,7%) y alta (60,4+8,4%) tenian una rebaja significativa (p= 0,0169) de
las lesiones activas en comparacion con los controles (89,6+5,7%). Los animales tratados con cabergolina (ambos
grupos de dosis baja y alta) tienen significativamente menos lesiones activas en comparacion con el grupo de
control. En otras palabras, el tratamiento con cabergolina parece reducir el numero de lesiones endometridsicas
activas en este modelo. Los estudios de MO y MTE mostraron que en el grupo de control las lesiones
endometriésicas presentaban un alto estroma celular y un aspecto histolégico de reorganizacién completa y una
estructura como puede verse en una lesion endometridsica humana tipica. Sin embargo, en lesiones tratadas (dosis
alta y baja de cabergolina), se observa un estroma laxo con celularidad y organizacién perdidas; esto es
caracteristico de tejido atrofico o degenerativo. El estroma endométrico humano que rodea las zonas glandulares se
diferenciaba facilmente del tejido conjuntivo muscular de murino.

Estos resultados histolégicos se confirmaron mediante analisis morfométrico (Fig. 1a). Aunque no habia diferencias
estadisticas entre los grupos en densidad celular, habia una diferencia significativa (p= 0,0093) entre grupos en la
relacion de glandulas/estroma, como se observa en la Figura 1a; tanto las dosis baja como alta de cabergolina
tenian mas estroma y menos glandulas que los controles (*p< 0,05). Esto indica que el tratamiento con cabergolina
puede asociarse a una rebaja o reduccion de la cantidad de glandulas endométricas.

La Figura 2 muestra los vasos sanguineos (mm3) para los grupos de control, de dosificacion baja y alta, divididos
entre vasos sanguineos “maduros” y vasos sanguineos ‘recién formados”. El grupo de control tiene una mayor
proporcion de vasos sanguineos recién formados (indicativo de una angiogénesis significativa), mientras que los
grupos de dosis baja y alta tienen una proporcion significativamente mayor de vasos sanguineos maduros, lo que
sugiere una angiogénesis significativamente reducida. Esto se demostré también mediante la histologia (resultados
no mostrados). Estos resultados indican que la cabergolina reducia significativamente la formacion de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis) en este modelo.

La Figura 3 muestra el porcentaje de vasos sanguineos en los grupos de control y dosificacion baja y alta. El grupo
de control tiene aproximadamente un 74% de los vasos sanguineos totales como vasos sanguineos recién
formados, lo que indica una angiogénesis significativa. Los grupos de dosificacion baja y alta, por otro lado, tienen
de aproximadamente un 85 a un 89% del total como vasos sanguineos maduros, lo que indica que la angiogénesis
no es significativa. Estos resultados indican que la cabergolina reducia significativamente la formacién de nuevos
vasos sanguineos (antiogénesis) en este modelo.

La Figura 4 muestra los resultados de un estudio de proliferacion. Se usé un estudio de inmunocitoquimica usando
el anticuerpo Ki-67 (concretamente, analizando el grado de proliferacion celular empleando anticuerpos contra Ki-67)
para evaluar la actividad proliferativa de los implantes usando procedimientos conocidos en la técnica. Se uso el
software de recuento de imagenes para contar las células positivas de Ki-67 y calcular asi el indice de proliferacion
de cada grupo. Se observo una rebaja significativa (P<0,001) de la proliferacién en lesiones de animales tratados
con cabergolina (tanto el grupo de dosis baja como alta) en comparacién con el grupo de control.

Se analizé inicialmente el estado angiogénico de las lesiones usando inmunofluorescencia empleando anticuerpos
para identificar los vasos sanguineos nuevos (VWF+4SMA -) y viejos (VWF+/aSMA+) y microscopa confocal (Leica
Confocal Software). Puede usarse inmunofluorescencia que emplea anticuerpos generados contra el factor de Von
Willebrand (vVWF) presente en células endoteliales y células de musculo liso vascular ( -SMA) para ensayar la
accioén antiangiogénica de Cb2. Los vasos sanguineos que no son de nueva formacién estan rodeados por una capa
de musculo liso que les confiere madurez. Se realizo la identificacion de las células endoteliales empleando VWF,
mientras que los vasos maduros se identificaron mediante tincién positiva de -SMA. Por tanto, los vasos
sanguineos VWF+dSMA - se consideraron nuevos o inmaduros, mientras que los vasos VWF+/aSMA+ se
clasificaron como vasos sanguineos viejos o0 maduros.

Los implantes presentaban un mayor estroma celular y el aspecto histolégico de reorganizacion completa y
estructura observadas tipicamente en una lesién endometridsica en el grupo de control, mientras que los implantes
en ratones incluidos en los grupos de dosificacién baja y alta mostraron un estroma laxo con celularidad y
organizacion disminuidas, que son caracteristicas de tejido atréfico/degenerativo. La morfometria no mostro
diferencias en la densidad celular y el area de estroma/glandulas entre grupos.

Se usaron los procedimientos de PCR instantanea TagMan y 2788ct para analizar los perfiles de expresion génica de
tres marcadores diferentes que promueven la angiogénesis (VEGF, VEGFR-2, Notch-4); angiopoyetina 1 (Ang-1), un
marcador de la antiangiogénesis que promueve el crecimiento de los vasos existentes y la resistencia a fugas y Wnt-
1. Se us6 ARNr de 18S propio para normalizar los valores de Ct del gen diana. El valor de Ct en cada grupo se
expresé respecto a los valores de Ct del grupo de control (calibrador) para calcular la expresion relativa por el
procedimiento 2”4, Se us6 ADNc obtenido a partir de células tumorales de sarcoma 180 (S-180) y células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) como control negativo y positivo, respectivamente, para la
expresion del gen de VEGF y VEGFR-2. Se us6 el bazo como control positivo para Ang-1 y Wnt-1, y se empleé el
pulmén como control positivo de Notch-4.
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La Tabla 1 muestra que los perfiles de expresion génica de los marcadores proangiogénicos (VEGF, VEGFR-2 y
Notch-4) estaban regulados por disminucion en los implantes tratados con cabergolina a dosis baja y alta (“Cb2”) en
comparacién con los controles. Ang-1 y Wnt-1 se considera que son marcadores antiangiogénicos; sus perfiles de
expresion estaban regulados por aumento en los implantes de ratones tratados con dosis bajas y altas de Cb2 en
comparacién con los controles, mostrando que el tratamiento con cabergolina esta asociado a la inhibicién de la
angiogénesis. Los datos de expresion relativa de la tabla se muestran graficamente en la Figura 5.

Tabla 1: Perfiles de expresion de genes angiogénicos

Marcador de | Gen Control | Vehiculo | Dosis  baja | Dosis alta Valor | Expresion

la * (0,05 (0,1 de p

angiogénesis mg/kg/dia) mg/kg/dia)

+ VEGF HUVEC | 1,2+0,3 | 0,5+0,2 0,4+0,1 <0,05 | Regulada por

disminucion en
grupos tratados

con Cb2
+ VEGFR-2 HUVEC | 1,0x0,1 | 0,401 0,3+0,1 < 0,05 | Regulada por
(KDR) disminucion en
grupos tratados
con Cb2
+ Notch-4 Pulmén | 1,0+£0,1 | 0,5%£0,1 0,4+0,1 <0,05 | Regulada por

disminucion en
grupos tratados

con Cb2

- Ang-1 Bazo 1,1+0,2 | 3,2+0,6 3,7+0,6 < 0,05 | Regulada por
aumento en
grupos tratados
con Cb2

- Whnt-1 Bazo 1,0£0,1 | 34+£0,2 3,3+0,6 =0,07 | Regulada por
aumento en
grupos tratados
con Cb2

Datos expresados como media + DE

Se investigd la presencia de receptores de tipo 2 de dopamina en tejido endométrico humano e implantes
endometriésicos en mujeres que experimentaron cirugia (laparoscopia). Se usaron los procedimientos de PCR
instantaneo TagMan y 22 para estimar la presencia del receptor 2 de dopamina (“Dp-r2”, “D2R”) y VEGF en tejido
endométrico humano, no solo en implantes (Fig. 6a), pero también en lesiones endometridsicas peritoneales
obtenidas a partir de 10 mujeres en la laparoscopia (Fig. 6b — que incluye también datos de VEGFR-2). Los
controles positivos y negativos de Dp-r2 fueron ADNc de células HUVEC y S-180, respectivamente. En ratones, se
usaron los valores de Ct de control como calibrador, y en lesiones peritoneales humanas, se emplearon los valores
de Ct de HUVEC como calibracion para calcular la expresion relativa mediante el procedimiento 27hact

La Figura 6a muestra la presencia de VEGF y Dp-r2 en implantes endométricos de animales en los tres grupos
establecidos. Existia una tendencia hacia una expresion aumentada de Dp-r2 a medida que los animales se trataban
con dosis crecientes de cabergolina. Existe una tendencia hacia una expresion reducida de VEGF a medida que los
animales se trataban con dosis crecientes de cabergolina.

La Figura 6b muestra (columna de la izquierda) la expresion relativa de VEGF, VEGFR-2 (KDR) y D2R (“Dp-r2”) en
diferentes tipos de lesiones endometridsicas: rojo, blanco y negro. Existe una clara diferencia en la expresion de
VEGF, VEGFR-2 y Dp-r2 segun el tipo de lesion.

La Figura 6b muestra también (columna de la derecha) la expresion relativa de VEGF, VEGFR-2 (KDR) y D2R
(“Dpr2”) en el endometrio. La expresion relativa de VEGF y VEGFR-2 en el endometrio de sujetos con endometriosis
es mayor que en aquellos sin endometriosis; la expresion relativa de Dp-r2 en el endometrio de sujetos con
endometriosis es menor que en aquellos sin ella.

Se muestran estos resultados en la Tabla 2 siguiente.
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Gen Endometrio Lesiones endometridsicas
Sin Moderada | Grave Valor de | Rojo Blanco Negro Valor de
endometriosis P P
VEGF | 1,0£0,1 22+0,7 2,1 + | NS 178+58 | 10,1+£4,8 | 11,1 + | NS
0,4 3,9
KDR 1,0£0,1 2,1+0,6 1,9 + | NS 47,4 | 26,9 + | 23,6 + | NS
0,3 15,0 12,2 7,2
D2R 1,0+£0,1 0,3+0,1 0,2 + | =0,07 0,2+0,1 0,3%0,2 0,6+0,3 | NS
0,1

Los resultados indican que el agonista de dopamina cabergolina, administrado a una dosis de 0,05 y 0,1 mg/kg/dia,
era capaz de:

(a) rebajar significativamente el numero de lesione endometridsicas activas;

(b) causar la pérdida de celularidad y organizacion que se presentan caracteristicamente en tejido atréfico o
degenerativo en los implantes endometriésicos;

(c) rebajar significativamente el nimero de nuevos vasos sanguineos en los implantes endometridsicos;

(d) rebajar significativamente la expresion de marcadores de la angiogénesis y la proliferacion celular y

(e) aumentar la degeneracién de tejido y reducir los implantes endometriésicos.

Existe una alta homologia entre los sistemas de VEGF humano y de roedor que ofrece una indicaciéon de que la
actividad mostrada en el modelo de roedor anterior es aplicable a modelos humanos. Los resultados indican que la
administracion de agonistas de dopamina tiene un efecto significativo sobre la endometriosis, ligado posiblemente a

la accion sobre la angiogénesis. Los resultados pueden estar relacionados con la presencia de receptores de
dopamina en tejido endométrico eutdpico y ectdpico.

Ejemplo 2

Una formulaciéon de comprimido para uso oral es 0,5 mg de cabergolina (comercialmente disponible como
Dostinex®, Pfizer, Espafia).

Ejemplos adicionales

Ejemplo A: Una paciente experimenta laparoscopia de diagnostico después de padecer dolor pélvico crénico y se
diagnostica con endometriosis de tipo Ill. En la misma laparoscopia, la paciente experimenta cirugia tal como una
reseccion de las lesiones disponibles y se inicia la administracion de cabergolina.

Ejemplo B: Paciente diagnosticada anteriormente con endometriosis, que presenta sintomas de dolor pélvico y
dismenorrea. La administracién de cabergolina se inicia sin cirugia.

Ejemplo C: Paciente diagnosticada con endometriosis que experimenta tratamiento con agonistas de GnRH (o
danazol o inhibidores de aromatasa) y se inicia la administracion de cabergolina (con uso continuo de agonista de
GnRH) durante un periodo de tiempo. Después de 3 a 6 meses adicionales sin terapia, la paciente vuelve a recibir
cabergolina durante un periodo de tiempo adicional.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un agonista de dopamina en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la
endometriosis, en el que el agonista de dopamina interacciona con un receptor de dopamina para imitar una accién
dopaminica.

2. Un agonista de dopamina para uso en el tratamiento o la prevencion de la endometriosis en el que el agonista de
dopamina interacciona con un receptor de dopamina para imitar una accion dopaminica.

3. El uso segun la reivindicacion 1 o el agonista para el uso segun la reivindicacién 2, en el que dicho agonista de
dopamina es uno de amantadina, bromocriptina, cabergolina, quinagolida, lisurida, pergolida, ropinirol y pramipexol.

4. El uso o el agonista para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agonista de
dopamina es cabergolina administrada a una dosis de entre 0,01 y 12,5 mg/semana.

5. El uso o el agonista para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agonista de
dopamina es quinagolida administrada a una dosis de entre 25 y 1000 microgramos/dia.

6. El uso o el agonista para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agonista de
dopamina es bromocriptina administrada a una dosis de entre 10 y 80 mg/dia.

7. El uso o el agonista para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agonista de
dopamina se administra durante un periodo de entre 1 dia y 2 afios.

8. El uso o el agonista para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el agonista de
dopamina se administra en combinacion con otros tratamientos quirurgicos o médicos para la endometriosis.

9. El uso o el agonista para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el(los) agonista(s)
de dopamina se usa(n) para el tratamiento o la prevencion de la endometriosis en un sujeto embarazado.

10. El uso o el agonista para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que es diana el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

11. El uso o el agonista para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la administracion
es oral y en forma de composiciones como capsulas, sellos, comprimidos, jarabes, elixires o pastillas masticables.
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Fig 1
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Figura 1a. Relacion de glandulas/estroma en los tres grupos establecidos. Tanto las dosis baja

como alta de Cb2 tenian mas estroma y menos glandulas que los controles (*p< 0,05).
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Fig. 2 (Estudio angiogénico)
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Fig. 3 (Porcentaje)
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Fig. 4. Estudio de la proliferacién
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25
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LA FIGURA 6A muestra el perfil de expresion del receptor 2 de dopamina

(Dp-r2, “D2R”) y VEGF en implantes endométricos de los animales
en los tres grupos establecidos (grupos de control, dosis alta y baja)
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Fig 6b
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es solo por conveniencia del lector. No forma parte del documento
de patente europea. Aunque se ha tenido un gran cuidado en la recopilacion de las referencias, no pueden excluirse
errores u omisiones y la OEP declina cualquier responsabilidad a este respecto.

Documentos de patente citados en la descripcion

US 6359130 B

WO 2006117608 A

RU 2273481

Bibliografia no de patentes citada en la descripcién

Watkins, R.H. y col., Am. J. Physiol., 1999, vol. 276, 858-867.

“Handbook of Pharmaceutical Excipients”. American Pharmaceutical Association, USA y Pharmaceutical Press UK,

2000.
“Pharmaceutics. The Science of Dosage Form Design”, 1988.
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