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DESCRIPCION
Formulaciones combinadas para el tratamiento de la esterilidad masculina

La presente invencion hace referencia a una formulacion compuesta por dos formulaciones diferentes para ser
administradas por separado, una que contiene arginina, vitamina A, vitamina E, vitamina B6, vitamina B9
(concretamente acido félico), vitamina B12 y coenzima Q10 y la otra que contiene carnitina, arginina, vitamina C y
cinc, para tratar la esterilidad masculina.

La mala calidad del esperma no ligada a causas comprobables, la denominada oligoastenoteratozooespermia
idiopatica (el sindrome de OAT), es responsable del 40-75% de los casos de esterilidad masculina. Hasta la fecha,
se han propuesto diversos tratamientos farmacoldgicos para el sindrome de OAT. Sin embargo, a fecha de hoy una
evaluacion rigurosa de los estudios disponible en la bibliografia ha conducido recientemente a los autores de “EAU
Guidelines on Infertility — 2007” a la conclusion de que los tratamientos actualmente conocidos no satisfacen las
necesidades terapéuticas de dicha patologia.

Por ejemplo, a decir verdad, los estudios llevados a cabo con GnRH muestran resultados contradictorios mientras
que los llevados a cabo con FSH se probaron ineficaces. Ademas, los farmacos activadores del sistema de
“cininégeno-cinina” no se han probado eficaces todavia, mientras que los bloqueantes de mastocitos y
antiestrogenos muestran una muy baja eficacia.

Por ultimo, la combinaciéon de hCG/hMG, andrégenos, bromocriptinas y bloqueantes a no se consideran
recomendables mas que en casos de hipogonadismo, porque causan reacciones adversas.

Ademas, durante los ultimos afios varios estudios han mostrado la importancia de las EOR (especies de oxigeno
reactivo) en la patofisiologia de la reproduccion: a decir verdad, se ha mostrado cémo el estrés oxidativo combinado
con altos niveles de EOR en el fluido seminal (y en particular, pero no unicamente, durante estados inflamatorios
que conducen a un gran numero de leucocitos) causa una reduccion de la motilidad de los espermatozoides y del
dano al ADN celular (Agarwal et al., 2006, Agarwal et al., 2002).

Los espermatozoides son muy sensibles a las EOR dado que su membrana celular contiene acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) que se someten facilmente a un proceso de peroxidacion (Fraczek et al., 2007; Agarwal et
al., 2005). Por tanto, el dafio celular apareceria cuando la produccion de EOR supere la actividad de los
mecanismos antioxidantes habitualmente presentes en el plasma seminal (Sheweita et al., 2005).

Se han llevado a cabo diversos estudios durante los ultimos afios respecto a diversos compuestos con accién
antioxidante y adyuvante de la espermatogénesis en sujetos estériles que permiten extraer conclusiones importantes
respecto de los antioxidantes:

— selenio y vitamina E, solos o combinados, producen una reduccion de los mecanismos oxidativos y una mejora
de la motilidad de los espermatozoides (Keskes-Ammar et al., 2003; Scott et al., 1998);

— la vitamina C es capaz de mejorar el recuento, la motilidad y la morfologia de los espermatozoides (Akmal et
al., 2006);

— la combinacién de vitamina C y E conduce a una reduccion del dafio al ADN (Greco et al., 2005);

— la combinacion de L-carnitina y acetil-L-carnitina se prob6 eficaz para mejorar la motilidad progresiva de los
espermatozoides al aumentar la capacidad antioxidante total del plasma seminal y aumentar los indices de
embarazo en machos con el sindrome de OAT (Li et al., 2005, Balercia et al., 2005; Lenzi et al., 2004), aunque
a menudo se niega un efecto clinica o sustancialmente relevante sobre la motilidad o el recuento espermatico
total de espermatozoides moviles en machos aquejados por astenospermia idiopatica (Sigman et al., 2006);

y, respecto de otros compuestos con accién adyuvante:

— acido folico y sulfato de cinc, separadamente, conducen a una mejora sustancial del recuento de
espermatozoides en sujetos subfértiles y fértiles (Ebisch et al., 2006; Wong et al., 2002);

— la adicién in vitro de L-arginina y poliaminas a espermatozoides obtenidos de machos con astenospermia se
probd beneficiosa para la motilidad espermatica (Morales et al., 2003);

— la vitamina B12 a altas dosis y con un tratamiento a largo plazo (16 semanas) es de gran uso en paciente
aquejados de oligozoospermia (Moriyama et al., 1987);

— el tratamiento de sujetos aquejados por diversos grados de oligoastenospermia con arginina abrié importantes
perspectivas respecto a la capacidad fertilizante de esta ultima (Aydin et al., 1995);

— los niveles de coenzima Q10 en el plasma seminal estaban correlacionados con el recuento y la motilidad
espermaticos (Mancini et al., 1994).
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Es un objeto de la presente invencion una formulaciéon constituida por dos formulaciones diferentes para ser
administradas por separado, una que contiene arginina, vitamina A, vitamina E, vitamina A, vitamina B6, vitamina B9
(concretamente acido félico), vitamina B12, coenzima Q10 y la otra que contiene carnitina, arginina, vitamina C y
zinc. A decir verdad, dicha formulacién se probé util para el tratamiento de esterilidad masculina, en particular para el
tratamiento de oligoastenoteratozoospenia (sindrome de OAT).

Preferiblemente, la primera formulacion anteriormente mencionada contiene de 300 a 500 partes en peso de
arginina, de 350 a 550 partes en peso de vitamina A, de 1 a 3 partes en peso de vitamina B6, de 0,0005 a 0,002
partes en peso de vitamina B12, de 0,1 a 0,3 partes en peso de vitamina B9, de 10 a 30 partes en peso de coenzima
Q10 y de 0,07 a 0,009 partes en peso de selenio, mientras que dicha segunda formulaciéon contiene de 100 a 300
partes en peso de carnitina, de 100 a 300 partes en peso de arginina, de 0,05 a 0,15 partes en peso de vitamina C y
de 10 a 20 partes en peso de cinc.

Mas preferiblemente, dicha primera formulacion contiene 400 mg de arginina, 450 mg de vitamina A, 30 mg de
vitamina E, 2 mg de vitamina B6, 0,001 mg de vitamina B12, 0,2 mg de vitamina B9, 20 mg de coenzima Q10,
0,0825 mg de selenio y dicha segunda formulacién contiene 200 mg de carnitina, 200 mg de arginina, 100 mg de
vitamina C y 15,2 mg de cinc.

Ademas, la formulacion de la presente invencidn puede contener adicionalmente excipientes y/o adyuvantes
comunes tales como, por ejemplo, agentes de carga, antiaglomerantes, de unién y/o colorantes. En particular, la
formulacién de la presente invencion comprende celulosa microcristalina como agente de carga, estearato de
magnesio y/o dioxido de silicio como agentes antiaglomerantes y clorofila y/o circuma como agentes colorantes.

Las dos formulaciones anteriormente mencionadas se administran separadas entre si a intervalos temporales en el
intervalo de 8 a 14 horas, preferiblemente en el intervalo de 10 a 12 horas.

En particular, dicha primera formulacion se administra por la mafiana, preferiblemente antes del desayuno, mientras
que la segunda formulacion se administra por la noche, después de la cena.

Dichas formulaciones se administran durante un periodo de tiempo en el intervalo de 4 a 8 meses, preferiblemente
durante 6 meses.

Segun una puesta en practica adicional de la invencion, la formulacion anteriormente mencionada es una
formulacion combinada para administracion simultanea, separada o secuencial, capaz de mejorar sustancialmente la
calidad del esperma de pacientes aquejados por el sindrome de OAT.

Las formulaciones segun la presente invencion estan preferiblemente indicadas para administracion oral, mas
preferiblemente en forma de un comprimido, capsula o granulo.

Es un objeto adicional de la presente invencién el uso de dos formulaciones diferentes que pueden administrarse
separadamente, conteniendo la primera arginina, vitamina A, vitamina E, vitamina B6, vitamina B9 (concretamente
acido folico), vitamina B12 y coenzima Q10 y conteniendo la segunda carnitina, arginina, vitamina C y cinc, para
tratar la esterilidad masculina, en particular para tratar la oligoastenoteratozoospermia idiopatica (sindrome de OAT).

En particular, se administran las dos formulaciones anteriormente mencionadas separadas entre si en un intervalo
temporal en el intervalo de 8 a 14 horas, preferiblemente en el intervalo de 10 a 12 horas.

En particular, dicha primera formulacion se administra por la mafiana, preferiblemente antes del desayuno, mientras
que dicha segunda formulacién se administra por la noche, preferiblemente después de la cena.

Dichas formulaciones se administran durante un periodo de tiempo en el intervalo de 4 a 8 meses, preferiblemente
durante 6 meses.

EJEMPLOS

Ejemplo |

Composicion en forma de comprimido para tomar cada mafana antes del desayuno

arginina 400 mg
vitamina A 450 mg
vitamina E 30 mg
vitamina B6 2 mg
vitamina B12 0,0011 mg

vitamina B9 (acido félico) 0,2 mg
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coenzima Q10 20 mg
selenio 0,0825 mg
celulosa microcristalina 135,52 mg

estearato de magnesio 15 mg

diéxido de silicio 8 mg
cdrcuma 5mg
Ejemplo 2:

Composicion en forma de comprimido para tomar cada noche después de la cena

camitina 200 mg
arginina 200 mg
vitamina C 100 mg
cinc 15,2 mg

celulosa microcristalina 106 mg

estearato de magnesio 20 mg

diéxido de silicio 10 mg

clorofila 2mg

PARTE EXPERIMENTAL

Se inscribieron diversas parejas estériles y se sometieron a las siguientes pruebas preliminares

— dos pruebas de esperma, llevadas a cabo en el mismo laboratorio separadas entre si a intervalos de
aproximadamente 2,5 meses, con un periodo de abstinencia sexual de 4-5 dias previo y una recogida completa
de la eyaculacion completada por expresion uretral desde el perineo hasta el meato, durante un periodo de
buena salud del sujeto durante al menos los dos meses anteriores. Se examindé cada muestra de esperma,
calculando los siguientes parametros segL’m los estandares de la OMS-1999: volumen de eyaculacion (ml),
concentraciéon de espermatozoides/mm”, motilidad total (%) a 45, 120 y 180 segundos (repartida
respectivamente en: progresiva rapida (%), progresiva lenta (%), local (%), ausente (%)), morfologia normal
(%),

— se calculd el indice espermatico (IS) de cada muestra de esperma, con el objetivo de facilitar la investigacion
estadistica, segun la siguiente formula:

_ V' xCx(mot a+mot b)x N

1S o0

en la que "V" es el volumen de eyaculacion (ml), “C” es la concentracion de espermatozoides/ml, “mot a” es la
motilidad progresiva rapida (%), "mot b" es la motilidad progresiva lenta (%), "N" son las formas normales (%).
Brevemente, el IS intenta representar en un solo valor numérico el recuento total de espermatozoides bien moviles y
de forma normal en una eyaculacion. Por ejemplo, una eyaculacion que tiene cada parametro en su valor minimo de
normalidad segun la OMS-1999. V= 2 ml; C= 20.000.000 espermatozoides/ml; mot a= 25%; mot b= 25%; formas
normales= 15%, tiene un IS= 1,8, sin embargo, un esperma verdaderamente normal tiene un IS = 5,0.

— Ademas, se efectuaron las siguientes pruebas adicionales en cada muestra de semen:

a) una prueba de azul de anilina para evaluar la condensacion y madurez de la cromatina espermatica (v.n.:< 50%)
(Terquem & Dadoune, 1983);

b) la prueba de naranja de acridina, que calcula el dafio a las hélices de ADN de los espermatozoides (v.n.: < 30%)
(Tejada et al., 1984);

c) la prueba de hinchamiento, que identifica los espermatozoides funcionalmente anormales, es decir, aquellos con
una capacidad fertilizante menor, asi como una mayor tasa de fallo de implantacién del esperma (v.n.: > 60%)
(Check, 2006);
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d) la prueba ARIC, que evalla la capacidad de los espermatozoides de penetrar en los ovocitos (v.n.: > 14%.)
(Cummins et al., 1991).

— Ecografia Doppler escrotal en color; para identificar patologias significativas de la pulpa testicular, lesiones del
epididimo potencialmente sospechosas de obstrucciones y la presencia de reflujos venosos continuos en
ortostatismo a lo largo de las venas espermaticas internas.

— Ultrasonografia transrrectal; para identificar patologias significativas de la préstata tales como hiperplasia
prostatica benigna o lesiones sospechosas de cancer y signos sospechosos de (sub)obstrucciones y/o
calculosis de los conductos eyaculatorios y problemas relacionados con el vaciado ampollovesicular.

— Cariotipo
Ademas, se efectuaron las siguientes pruebas:

— Citologia y prueba de cultivo de la secrecion de masaje prostatico (Colpi ef al., 1982) después de 7 dias de
abstinencia, solo con respecto a pacientes cuyos datos anamnésicos u objetivos o cuyos datos de
ultrasonografia transrrectal mostraran o levantaran sospechas respecto a una patologia inflamatoria/infecciosa
de la préstata.

— FSH plasmatica, LH, testosterona, prolactina, estradiol solo para pacientes con una concentracion de
espermatozoides menor de 20.000 espermatozoides/mme'.

— Busqueda de microdelecciones de Yq, solo en pacientes con una concentracion de espermatozoides menor de
5.000 espermatozoides/mme'.

Se consideraron como criterios de inclusion en el presente estudio:
- 18<5;
— ausencia de patologias significativas segun la ecografia Doppler escrotal en color (véase anteriormente);
— ausencia de patologias significativas segun la ultrasonografia transrrectal (véase anteriormente);

— un cariotipo normal y una busqueda negativa de microdelecciones de Yq, en casos en que se requiera dicha
prueba (véase anteriormente);

— una prueba de citologia negativa de la secrecion prostatica, o una prueba de citologia positiva (pero con una
prueba de cultivo negativa) después de 2 semanas desde el final de una terapia de antibiéticos que haya
durado al menos 30 dias;

— testosterona, prolactina y estradiol normales, en casos en que se requieran dichas pruebas (véase
anteriormente);

— FSH no por debajo del intervalo normal, en casos en que se requiera su comportamiento (véase
anteriormente), porque un valor bajo habria creado razones para terapia hormonal.

Se inscribieron en conjunto 40 pacientes aleatorizados, a los que se administré la composicion del ejemplo 1 cada
mafiana y se administré la composicion del ejemplo 2 cada noche durante un periodo de 6 meses.

Al final del tratamiento, se invit6 a todos los pacientes a someterse a una nueva prueba de esperma, segun los
procedimientos resumidos anteriormente.

RESULTADOS
El tratamiento fue bien tolerado y no se observaron sintomas ligados a la terapia en ninguno de los pacientes.

El volumen de esperma aument6 considerablemente desde 4,07 + 1,83 ml (XtDE) antes del tratamiento a 4,55 +
1,86 ml después del tratamiento (p < 0,001).

La concentracion de espermatozoides aumentd de manera muy significativa desde 26525 + 25251 mm® (X+DE)
antes del tratamiento a 34200 + 28254 después del tratamiento (p < 0,0001).

La motilidad espermatica total aument6 desde 47,40 + 9,125% (X+DE) antes del tratamiento a 51,08 + 11,711%
después del tratamiento a los 45 s (p = 0,011), desde 44,10 + 9,092% a 47,28 + 10,238% a los 120 s (p=0,018) y
desde 39,95 + 9,546% a 44,90 + 11,600% a los 180 s (p= 0,003) (prueba de Wilcoxon).

Los espermatozoides con morfologia normal aumentaron significativamente desde 8,18 + 4,454% (X+DE) antes del
tratamiento a 10,15 + 4,828% después del tratamiento (p= 0,001) (prueba de Wilcoxon).
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El indice espermatico mejoré significativamente, pasando de 0,820 + 1,015 (X+DE) antes del tratamiento a 1,52 +
1,760 después del tratamiento (p < 0,001) (prueba bilateral).

Los espermatozoides con pruebas de hinchamiento positivas (en los 38 pacientes ensayados) no variaron
significativamente, desde 66,18 + 11,392% (X+DE) antes del tratamiento a 67,11 + 12,944% después del tratamiento
(p= 0,34).

Los espermatozoides con prueba de ARIC positiva (en los 34 pacientes ensayados) aumentaron de manera muy
significativa desde 7,71 + 3,928% (X+DE) antes del tratamiento a 10,15 + 4,279% después del tratamiento (p <
0,001).

Los espermatozoides con anormalidades en la maduracion de cromatina detectadas por la prueba de azul de anilina
(en los 39 pacientes ensayados) no variaron significativamente, pasando de 48,51 + 15,841% (X+DE) antes del
tratamiento a 45,72 + 15,970% después del tratamiento (p= 0,113).

Los espermatozoides con anormalidades del ADN detectadas por la prueba de naranja de acridina (en los 36
pacientes ensayados) cayeron significativamente desde 31,03 + 13,185% (X+DE) antes del tratamiento a 25,36 +
14,137 después del tratamiento (p= 0,013).

La formulacion segun la presente invencion era por lo tanto eficaz para mejorar significativamente todos los
parametros individuales evaluados en una prueba de esperma estandar, incluyendo también el indice espermatico,
que tiene la ventaja de resumir el recuento total de espermatozoides bien mdviles y de forma normal presentes en
una eyaculacién en un solo valor numérico.

Es particularmente importante la mejora significativa inducida por la terapia sobre el porcentaje de espermatozoides
patolégicos segun la prueba de naranja de acridina, especialmente hoy en dia, en que la integridad del ADN del
esperma esta en alta consideracion, con el objetivo de obtener un embarazo a término, tanto espontaneo como
resultado de técnicas de reproduccion asistida.

Es igualmente relevante la mejora significativa del porcentaje de espermatozoides positivos a la prueba de ARIC,
signo de una capacidad mejorada del esperma de fertilizar un ovocito, siendo dichos datos significativos tanto
cuando se intenta una fertilizacion espontanea como cuando se busca una indicaciéon correcta para usar
inseminacion intrauterina.

En conclusién, en el campo de la terapia de la esterilidad masculina, que hoy en dia muestra un uso casi sistematico
de las técnicas de reproduccion asistida y especificamente de ICSI, parece bastante interesante poder obtener
mejoras significativas del esperma usando, en pacientes aquejados de una oligoastenoteratozoospermia idiopatica
real (porque se seleccionan bien preliminarmente dependiendo de los posibles factores causales de su dispermia),
una terapia con vitaminas y minerales, siendo dicha terapia sencilla y segura, porque esta sustancialmente exenta
de contraindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Formulacion constituida por dos formulaciones diferentes para ser administradas por separado, conteniendo
la primera arginina, vitamina A, vitamina E, vitamina B6, vitamina B9, vitamina B12 y coenzima Q10 y conteniendo la
segunda carnitina, arginina, vitamina C y cinc, para su uso en el tratamiento de la esterilidad masculina.

2. Formulacion para su uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha primera formulacion contiene de 300 a
500 partes en peso de arginina, de 350 a 550 partes en peso de vitamina A, de 1 a 3 partes en peso de vitamina B6,
de 0,0005 a 0,002 partes en peso de vitamina B12, de 0,1 a 0,3 partes en peso de vitamina B9, de 10 a 30 partes en
peso de coenzima Q10 y de 0,07 a 0,09 partes en peso de selenio, y dicha segunda formulacion contiene de 100 a
300 partes en peso de carnitina, de 100 a 300 partes en peso de arginina, de 0,05 a 0,15 partes en peso de vitamina
C y de 10 a 20 partes en peso de cinc.

3. Formulacion para su uso segun las reivindicaciones 1 y 2, en la que dicha primera formulaciéon contiene
aproximadamente 400 mg de arginina, aproximadamente 450 mg de vitamina A, aproximadamente 30 mg de
vitamina E, aproximadamente 2 mg de vitamina B6, aproximadamente 0,001 mg de vitamina B12, aproximadamente
0,2 mg de vitamina B9, aproximadamente 20 mg de coenzima Q10 y aproximadamente 0,0825 mg de selenio, y
dicha segunda formulacion contiene aproximadamente 200 mg de carnitina, aproximadamente 200 mg de arginina,
aproximadamente 100 mg de vitamina C y aproximadamente 15,2 mg de cinc.

4. Formulacion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes que contiene adicionalmente
excipientes y/o adyuvantes.

5. Formulacion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dichas
formulaciones estan indicadas para administracion oral.

6. Formulacion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dichas
formulaciones estan en forma de un comprimido, capsula o granulo.

7. Formulacion segun la reivindicacion 1, para su uso en el tratamiento de oligoastenoteratozoospermia
idiopatica.
8. Formulacion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dichas

formulaciones se administran en un intervalo temporal en el intervalo de 8 a 14 horas.

9. Formulacion para su uso segun la reivindicacion 8, en la que dichas formulaciones se administran en un
intervalo temporal en el intervalo de 10 a 12 horas.

10. Formulacion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha primera
formulacion se administra por la mafiana y dicha segunda formulacion se administra por la noche.

11. Formulacion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha primera
formulacién se administra antes del desayuno y dicha segunda formulaciéon se administra después de la cena.

12. Formulacion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la administracion
tiene lugar durante un periodo de tiempo en el intervalo de 4 a 8 meses.

13. Formulacion para su uso segun la reivindicacion 12, en la que la administracion tiene lugar durante un
periodo de tiempo de 6 meses.
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