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DESCRIPCION

Uso de sales de tungsteno (VI) para el tratamiento de la infertilidad femenina en mamiferos no
diabéticos

La invencién se refiere al campo de la fertilidad. En particular, se refiere al uso de sales de
tungsteno (VI) para el tratamiento de la infertilidad femenina.

ESTADO DE LA TECNICA

La infertilidad puede ser definida como el fallo para conseguir un embarazo en un periodo de 1
afio de relaciones sexuales no protegidas y regulares. En particular, la infertilidad femenina puede
referirse a la incapacidad de concebir y/o de llevar a término un embarazo. A pesar de las
dificultades para estimar la prevalencia de la infertilidad, se acepta de forma general, que una de
cada cuatro mujeres son infértiles en alguna etapa de la edad reproductiva.

Las principales causas de infertilidad entre las mujeres incluyen disfunciones ovulatorias,
patologias del tracto reproductivo, reducciones en la calidad de los oocitos y la deplecién folicular
inherentes al envejecimiento, Sin embargo, también existe un porcentaje considerable de mujeres
con infertilidad inexplicada, también denominada infertilidad idiopatica, de la que una de las
posibles causas podria estar relacionada con deficiencias en el proceso de implantacion.

En particular, entre las mudltiples causas biolégicas de la infertilidad en la mujer se pueden
destacar las causas ligadas a desérdenes de los estimulos hormonales que regulan el desarrollo
folicular, la ovulacion, la migracién del évulo inmaduro (oocito), asi como la posterior concepcién
e implantacién del cigoto en la pared uterina. Todo este proceso se encuentra regulado por
secreciones hormonales de ciertos 6rganos endocrinos como por ejemplo la hipd&fisis, el
hipotalamo y la glandula tiroides.

Asi, podemos destacar entre las principales causas de infertilidad las alteraciones en la ovulacion
tales como la falta de ovulacion, asi como las patologias asociadas a alteraciones anatémicas o
funcionales del tracto reproductor y del Utero que pueden alterar la implantacion del cigoto.

Se conocen diferentes tratamientos para la infertilidad femenina entre los que se encuentran la
administracion de medicamentos para tratar la infertilidad relacionados con los problemas
hormonales como alteraciones de la ovulacion; y las técnicas de inseminacion intrauterina y
fecundacion in vitro.

Sin embargo, el porcentaje de embarazos conseguidos mediante los tratamientos mencionados
anteriormente presentan algunas limitaciones. Asi, por ejemplo, se ha observado que el
tratamiento de mujeres cuya ovulacion es irregular o ausente mediante la administracion de citrato
de clomifeno, un farmaco de la familia de los estilbenos, permite la restauracion de la ovulacion en
un porcentaje elevado, pero la tasa de embarazo continua siendo baja, aproximadamente igual o
inferior al 50%.

Por otro lado, los tratamientos de fecundacion in vitro son muy efectivos en la etapa de
fecundacion del oocito. Sin embargo, la tasa de transferencia (implantacion de los embriones en la
pared uterina) es baja. Esto promueve las transferencias multiples de embriones por cada ciclo de
fecundacién in vitro, con la consecuencia de un porcentaje mayor de embarazos mdltiples
considerados de riesgo.

Por ultimo, es conocido que las alteraciones metabodlicas como la diabetes o la obesidad conllevan
una limitacion de la fertilidad. Se conoce que la recuperacion parcial o total de la glucemia, la
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insulinemia y/o el peso corporal de ratones hembra diabéticos u obesos con la funcion
reproductora dafiada, comporta una mejora de la fertilidad.

Diferentes tratamientos farmacolégicos, como la metformina o sales de tungsteno (VI), o incluso
cambios en el estilo de vida, han demostrado mejorar la diabetes o alteraciones en la insulina,
como por ejemplo la deficiencia o la resistencia a la insulina, consiguiendo recuperar la funcién
reproductora total o parcialmente. En el caso concreto del tungstato sddico, se conoce que ratas
con diabetes e insulinopenia inducida por la inyeccion de estreptozotocina, recuperan
parcialmente los niveles de insulina circulantes tras un tratamiento prolongado (10 semanas) con
tungstato sédico como consecuencia de revertir parcialmente la diabetes. Posteriormente, cuando
las ratas hembras parcialmente recuperadas de la diabetes mencionadas anteriormente se
aparean con machos sanos, se observa que, de forma paralela a la recuperacion parcial de la
diabetes, han recuperado parcialmente su capacidad reproductora. En particular, se observa que
el porcentaje de partos con respecto al nimero de raspados positivos en los ratones hembras que
habian sido parcialmente recuperadas de la diabetes tras un tratamiento con tungstato sodico
aumenta hasta el 66%, porcentaje inferior a las hembras que no padecian diabetes donde el
porcentaje es del 100%. (cf. J. Ballester y colaboradores, "Tungstate administration improves the
sexual and reproductive function in female rats with streptozotocin-induced diabetes”, Human
Reproduction, 2007, vol. 22, pp. 2128-2135).

En resumen, a pesar de los avances en los tratamientos de la infertilidad femenina, todavia
algunos pacientes no se pueden beneficiar de las terapias disponibles en la actualidad por serles
ineficaces. Por lo tanto, todavia hay una necesidad de encontrar nuevas terapias de tratamiento
de infertilidad femenina que den una mayor eficacia.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Los inventores han descubierto que el uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de una sal
de tungsteno (VI) con un grupo catidnico farmacéuticamente o veterinariamente aceptable, o un
solvato de dicha sal es util para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la
infertilidad en mamiferos hembra no diabéticas.

A pesar de que es conocido que el tungstato sédico puede revertir parcialmente las alteraciones
en la funciébn reproductora en ratones hembras diabéticas debido a que produce una
normalizacion de los niveles de glucosa en sangre, el estado de la técnica no describe ni sugiere
que el tungstato sodico puede tener actividad por si mismo sobre la funcién del sistema
reproductor femenino, para el tratamiento de la infertilidad femenina.

Cabe mencionar que es bien conocido en el estado de la técnica que el tungstato sédico ha
demostrado ser efectivo en la normalizacion de los niveles de glucosa. En particular, el documento
EP1400246 describe una composicion farmacéutica de un compuesto de tungsteno (VI) para la
disminucion de la glicemia en humanos afectos de diabetes tipo 1 (IDDM) o diabetes tipo 2
(NIDDM).

Los inventores de la presente invencion han demostrado que las sales de tungsteno (VI)
constituyen un tratamiento eficaz para la recuperacion de la ovulacion y/o el aumento de la
implantacién del oocito de manera independiente a los cambios en el metabolismo de la glucosa o
a los cambios en el peso corporal, y como consecuencia la administracién de una sal de tungsteno
(VI) es eficaz para el tratamiento de la infertilidad en mamiferos hembra no diabéticos.

Este aspecto también puede formularse como una cantidad terapéuticamente efectiva de una sal
de tungsteno (VI) con un grupo catiénico farmacéuticamente o veterinariamente aceptable, o un
solvato de dicha sal para su uso en el tratamiento de la infertilidad en mamiferos hembra no
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diabéticas. También se refiere a un método para el tratamiento de una enfermedad o condicién
gue cursa con infertilidad en mamiferos hembra no diabéticas que comprende administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de una sal de tungsteno (VI) con un grupo catioénico
farmacéuticamente o veterinariamente aceptable, o un solvato de dicha sal de la presente
invencion a los mamiferos que necesiten dicho tratamiento.

Realizaciones particulares y preferidas descritas a continuacién que se refieren al uso de una
cantidad terapéuticamente efectiva de una sal de tungsteno (VI) con un grupo catiénico
farmacéuticamente o veterinariamente aceptable, o un solvato de dicha sal para la preparacién de
un medicamento para el tratamiento de la infertiidad en mamiferos hembra no diabéticas son
también realizaciones particulares y preferidas de una sal de tungsteno (VI) con un grupo catiénico
farmacéuticamente o veterinariamente aceptable, o un solvato de dicha sal para su uso en el
tratamiento de la infertilidad en mamiferos hembra no diabéticas, asi como de un método para el
tratamiento de una enfermedad o condicidon que cursa con infertilidad en mamiferos hembra no
diabéticas. Ademads, la presente invencion abarca todas las posibles combinaciones de
realizaciones particulares y preferidas descritas en el presente documento.

La expresion “grupo catidénico farmacéuticamente o veterinariamente aceptable” como se usa
aqui, se refiere a cualquier catién no téxico organico o inorganico aceptable que sea capaz de
formar una sal terapéuticamente efectiva de tungsteno (VI) y sea apropiado para su uso en terapia
farmacéutica o veterinaria.

El anién tungstato esta siempre acompafiado por un grupo catiénico formando una sal neutra de
tungstato. En una realizacion de la presente invencion, las sales de tungsteno (VI) son aquellas
gue comprenden grupos catiénicos seleccionados entre el grupo que consiste en cationes alcalino
o alcalinotérreo. Son preferidas las sales cuyo grupo catiénico se selecciona entre el grupo que
consiste en sodio, potasio, magnesio y calcio. Preferiblemente, la sal de tungsteno (VI) es la sal
sddica de tungsteno (VI).

Los solvatos de las sales de tungsteno (VI) y su uso para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de la infertilidad femenina en mamiferos no diabéticos también forman parte de la
invencion. En una realizacion de la invencion el solvato es el solvato dihidrato de una sal de
tungsteno (VI) tal y como se ha definido anteriormente. Preferiblemente, el solvato de la sal de
tungsteno (VI) es el dihidrato de tungstato soédico que se encuentra disponible comercialmente.

En una realizacién de la invencion el mamifero es un humano. En una realizacion preferida, la sal
de tungsteno (VI) de la presente invencion es util para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la infertilidad femenina que cursa con una alteracion del eje hipotalamico-
hipofisario. Entre las enfermedades o condiciones que cursan con una alteracion del eje
hipotalamico-hipofisario se incluyen entre otras, sindrome ovario poliquistico, sindrome
metabdlico, hiperprolactinemia, endometriosis, desdérdenes alimentarios, obesidad, hipotiroidismo,
esclerosis mudltiple, artritis reumatoide, lupus eritematoso, cirrosis, artritis reumatoide, celiaquia,
fallo renal cronico y causas idiopaticas.

En una realizacion preferida, la sal de tungsteno (VI) de la presente invencién es util para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de la infertilidad femenina idiopética. El
concepto "infertilidad idiopatica" o "infertilidad sin causa aparente" o "infertilidad inexplicada" tiene
el mismo significado y se utilizan indistintamente. Estos conceptos se refieren a aquellos casos de
infertilidad en los que en las pruebas estandar de esterilidad no se ha encontrado una causa para
el fracaso de conseguir un embarazo.

En otra realizacion preferida, la sal de tungsteno (VI) de la presente invencién es util para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de la infertilidad femenina por des6rdenes
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alimentarios. Entre los desérdenes alimentarios que cursan con una alteracion del eje
hipotaldmico-hipofisario se incluyen entre otras, la anorexia nerviosa y bulimia.

Por el término "ovulacion" se entiende aquel proceso por el cual la mujer libera los oocitos al Gtero,
y por el término "restauracion de la ovulacién” se entiende el proceso por el cual se reestablece el
ciclo menstrual, es decir se reestablece el proceso de liberacién del oocito al Utero de manera
regular en mujeres que no ovulaban (anovulacién) o lo hacian de manera irregular
(oligoovulacién).

Tal y como se pone de manifiesto en los resultados de la Tabla 1 en los ejemplos, la
administracién de una sal de tungsteno (VI) permite la restauracion del ciclo estral de manera
rapida (transcurridos Unicamente 7 dias desde el inicio del tratamiento) en un 100% de los ratones
hembras no diabéticas tratados. La restauracién de la ovulacion se produce en un intervalo de
tiempo en el que la administracion de la sal de tungsteno (V1) de la presente invencién no modifica
ni el peso corporal ni la glucemia de los ratones hembra tratados (cf. Tablas 3 y 4). Asi, una
realizacion de la invencion se refiere al uso de la sal de tungsteno (VI) definida anteriormente, 0 un
solvato del mismo para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la infertilidad
femenina que comprende la restauracion de la ovulacion.

Por otro lado, tal y como se pone de manifiesto en los resultados de la Tabla 2 en los ejemplos, la
administracién de una sal de tungsteno (VI) permite la implantacion de una media de 5 embriones
implantados o crias nacidas en un 80% de los ratones hembras no diabéticas tratados que
restauraron el ciclo estral normal. Asi, una realizacion de la invencion se refiere al uso de una sal
de tungsteno (VI) definida anteriormente, o un solvato del mismo para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de la infertiidad femenina que comprende aumentar la
implantacién del cigoto en la pared uterina.

Una realizacion de la invencion se refiere al uso de la sal de tungsteno (VI) definida anteriormente,
0 un solvato del mismo para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de la
infertilidad femenina que comprende la restauracion de la ovulacion y aumentar la implantacion del
cigoto en la pared uterina.

Asi, el uso de una sal de tungsteno (VI) es util para el tratamiento de la infertilidad femenina al
aumentar la tasa de embarazo. El tratamiento de la presente invencion puede ser atil como
tratamiento farmacoldgico alternativo a los ya existentes para la normalizacién de la ovulacion y/o
el aumento de la implantacion del oocito en la pared uterina; o como tratamiento asociado a las
técnicas de inseminacion intrauterina y/o fecundacion in vitro para aumentar la tasa de
implantacién de los embriones en la fase de transferencia.

Una realizacién de la invencion se refiere al uso de la sal de de tungsteno (VI), o un solvato del
mismo cuando dicha sal de tungstato forma parte de una composicién farmacéutica o veterinaria
gue ademas comprende excipientes o portadores farmacéuticamente o veterinariamente
aceptables. En una realizacion de la invencién, la composicion farmacéutica o veterinaria es una
composicion de administracion via oral. Son de especial interés composiciones orales sélidas
tales como comprimidos y capsulas; y composiciones orales liquidas tales como soluciones o
suspensiones orales.

La expresion “excipiente o portador farmacéuticamente o veterinariamente aceptable” se refiere a
los excipientes o portadores apropiados para su uso en la tecnologia farmacéutica o veterinaria
para la preparacion de las composiciones con uso médico. Estos componentes, excipientes y
portadores, deben ser compatibles con los otros ingredientes de la composicion. También debe
ser adecuado para su uso en contacto con el tejido u 6rgano de seres humanos y animales sin
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excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, u otros problemas de inmunogenicidad o
complicaciones a una razonable relacion beneficio / riesgo.

Sales de tungsteno (VI) se han utilizado en terapia para el tratamiento de la obesidad o la
diabetes. La expresion "cantidad terapéuticamente efectiva" como se usa aqui, se refiere a la
cantidad de la sal de tungsteno (VI) que, cuando se administra, es suficiente para el tratamiento
de la infertilidad femenina que se define en la presente invencion. La dosis especificas de la sal de
tungsteno (VI) de acuerdo con esta invencion se determina por las circunstancias particulares que
rodean al caso, incluyendo por ejemplo la sal administrada, la via de administracién, la
composicion farmacéutica o veterinaria administrada, asi como las caracteristicas del paciente
gue incluyen, entre otras, la talla, peso y edad; y la naturaleza y estadio de la enfermedad.

Por ejemplo, puede utilizarse una cantidad de una sal de tungsteno (VI) definida anteriormente
comprendida desde 50 hasta 500 mg/Kg/dia.

Generalmente en roedores la cantidad terapéuticamente efectiva de la sal de tungsteno (VI) para
el tratamiento de la infertilidad femenina tal y como se ha definido anteriormente puede estar
comprendida desde 100 hasta 350 mg/Kg/dia. Preferiblemente la cantidad farmacéuticamente
efectiva estd comprendida desde 150 hasta 280 mg/Kg/dia.

En los ejemplos de la presente invencion se ha demostrado el efecto de la sal de tungsteno (VI)
para el tratamiento de la infertilidad femenina en mamiferos no diabéticos en un modelo animal
denominado IRS-/-. Estos ratones hembras son un buen modelo de raton infértil no diabético.
Ademas, este modelo animal también es un buen modelo para mujeres infértiles no diabéticas.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Ademas, la
palabra “comprende” incluye el caso “consiste en”. Para los expertos en la materia, otros objetos,
ventajas y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de
la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se
pretende que sean limitativos de la presente invencion.

EJEMPLOS

1. DESCRIPCION DEL MODELO ANIMAL (RATONES HEMBRAS IRS2 -/-)

El modelo de ratén IRS2” es un knock-out del gen Irs2 (Burks y colaboradores, "IRS-2 pathways
integrate female reproduction and energy homeostasis”, Nature, 2000, vol. 407, pp. 377-382). La
delecion del gen Irs2 se traduce en un claro dimorfismo sexual en relacion a la fertilidad y al
metabolismo de los carbohidratos.

Los machos de este modelo presentan resistencia a la insulina y una severa hiperglicemia iniciada
desde edades tempranas. Por contra, las hembras se mantienen relativamente euglicémicas hasta
edades avanzadas (4-5 meses).

Las hembras IRS2" muestran un bajo desarrollo folicular y una anovulacién persistente,
acompafada de la ausencia del ciclo estral en la mayoria de los ratones.

La tasa de embarazos de los ratones hembra IRS2" es del 9% frente a una tasa del 100% en
ratones hembra IRS"™ (IRS-2"* wild type).
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2. ESTUDIO DE OVULACION, IMPLANTACION Y EMBARAZO

A. Animales

10 ratones hembra IRS2" de edades comprendidas entre 6 y 8 semanas.

6 ratones macho "wild-type" (IRS2") de edades comprendidas entre 6 y 8 semanas.

Los ratones hembras y machos se estabularon por separado en condiciones normales, es decir
ciclo luz/oscuridad 12h y temperatura y humedad controladas. Los animales se alimentaron a
voluntad (también denominado ad libitum) con dieta de pienso estandar.

B. Método

Fase de pre-tratamiento

Tras un periodo de aclimatacion, los ratones hembra IRS2” se estabularon en grupos de 4-6
ratones/jaula. Durante la fase de pre-tratamiento (2 semanas), a los animales se les administro el
agua de bebida sin tungstato.

Fase de tratamiento

El tungstato sédico fue administrado en el agua de bebida (ad libitum) mediante una solucién de 2
mg/ml de tungstato sédico dihidrato (comercializado por Carlo Erba) en agua destilada tras la fase
de pre-tratamiento (dia O de tratamiento) y hasta 4 semanas antes del sacrificio de los animales.
La dosis diaria de tungstato sédico ingerida por los ratones es aproximadamente de 180 mg/kg de
peso corporal.

Cruce

Tras las tres primeras semanas de tratamiento, los ratones hembra IRS2" se estabularon en
jaulas por parejas junto a un ratén macho IRS2"™ de forma continua.

Los ratones se observaron diariamente en busca de signos de embarazo o parto.

Tras 4 semanas se intercambiaron los machos entre las jaulas y se mantuvieron durante 4
semanas mas.

La administracion de tungstato se mantuvo durante las 8 semanas en las que machos y hembras
se estabularon conjuntamente. Tras estas 8 semanas se retiré el tratamiento y se mantuvo la
estabulacion conjunta de machos y hembras durante 4 semanas adicionales.

Sacrificio

Transcurrido este periodo, las hembras fueron sacrificadas y biopsiadas en busca de indicios de
embarazo.

C. Resultados

Resultados del Estudio de ovulaciéon
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Durante el periodo de pre-tratamiento y durante las 3 primeras semanas de tratamiento se
realizaron frotis vaginales a 6 ratones hembras elegidos al azar en los dias -8; -5; -2; -1; 7; 8; 14;
15y 22, para determinar la fase del ciclo estral en que se encontraban.

Se introdujo en la vagina de los ratones entre 1 y 2 ml de solucion salina con una pipeta pasteur.
Con la misma pipeta se recogi6 el exudado vaginal y se extendié en un portaobjetos. Una vez
secado al aire, se fij6 y se tifié con la técnica de Papanicolau.

La técnica de Papanicolau comprende realizar la tincion de los frotis vaginales fijados en el
portaobjetos de la siguiente manera:

- 10 inmersiones en alcohol 50 % v/v;

- Sumergir en solucién de hematoxilina de Harris durante 3 minutos;
- Enjuagar con agua corriente;

- 10 inmersiones en Alcohol Acido (1% Ac. Clorhidrico);
- Enjuagar con agua corriente;

- 10 inmersiones en Alcohol 95 % v/v;

- Sumergir en soluciéon OG-6 durante 30 segundos;

- 10 inmersiones en alcohol 96 % v/v;

- Sumergir en solucioén de eosina durante 1 minuto;

- 10 inmersiones en alcohol 96 % v/v;

- 10 inmersiones en alcohol 86 % v/v; y

- 10 inmersiones en xilol

Las preparaciones se analizaron por personal entrenado y utilizando una codificacion y a ciego
simple para eliminar el sesgo del observador.

Las muestras se identificaron en las siguientes fases: diestro, proestro, estro, metaestro, anestro o
no evaluable. La ciclicidad de las cuatro fases en periodos de 4 a 6 dias, son indicadores de un
ciclo estral normal, mientras que la ausencia de esta ciclicidad y la persistencia en fases anestro,
diestro o proestro son indicadores de la ausencia del ciclo estral.

De los 10 ratones hembra sometidos a estudio, en la Tabla 1 se resumen las fases del ciclo estral
de los frotis vaginales realizadas a 6 de estos ratones hembras IRS2™".

Tabla 1

No Tiempo (dias)

Ratén | -8 ) 2 ! 4 8 14 15 22
72 A A P D E EM |E E A
898 D D P P E E EM | M M
926 D D P P E-M EM |D E P
928 D-P D P P E E EM | M A
942 A D P P E E-M EM |A D
972 D D - P M M : D D

Las fases del ciclo estral son las siguientes: A: Anestro; D: diestro; P: Proestro; E: Estro; y M:
metaestro.

Las fases del ciclo estral encontrados en los frotis vaginales de los ratones hembras IRS2" de la
Tabla 1 muestran que durante el periodo de pre-tratamiento todos los ratones se encontraban en
fase proestro (P) o diestro (D), es decir en ausencia de ciclo estral.
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Mientras que tras el inicio de la administracién de tungstato, se observa que los ratones hembras
IRS2™" se encuentran en fases tardias del ciclo estral, estro (E) y metaestro(M), lo que es indicador
de la recuperacion del ciclo estral normal.

Estos resultados indican que la administracion de una sal de tungsteno (VI) permite la
recuperacion rapida (al séptimo dia de tratamiento) del ciclo estral en ratones hembra infértiles
IRS2" no diabéticas en el 100% de ratones analizados.

Resultados del Estudio de implantacion y embarazo

Transcurrido el periodo de cruce del método del apartado B, las hembras fueron sacrificadas y se
llevaron a cabo biopsias en busca de indicios de embarazo.

En la tabla 2 se resume la edad en el momento del tratamiento, si hubo embarazo y el nimero de
embriones por hembra.

Tabla 2
Edad (meses) N q bri

N° Raton [al inicio del Embarazo umero ge em rl,ones .

- Implantados o crias nacidas

tratamiento cruce

72 10 12 Sl 1 cria

942 10 12 Sl 8 crias

028 10 12 Sl 7 embriones

931 10 12 Sl 3 crias

898 10 12 Sl 7 embriones

900 10 12 NO -

921 10 12 Sl 6 embriones

926 10 12 Sl 8 crias

972 8 10 NO -

973 8 10 Sli 7 embriones

Los resultados de la Tabla 2 muestran que mientras que la tasa de embarazo de los ratones
hembra IRS2™" sin tratar es del 9%, la tasa de embarazo de los ratones hembra IRS2" tratados
con tungstato se incrementa hasta el 80%.

Ademas, estos resultados también muestran que la media de crias/embriones implantados por
raton hembra embarazo es de aproximadamente 5, nimero que se puede considerar comparable
al nimero de crias de un ratén hembra.

Asi, los resultados de las Tablas 1y 2 demuestran que una sal de tungsteno (VI) es un tratamiento
eficaz para la recuperacion de la ovulacién y/o el aumento de la implantacién del oocito. Asi, la
administraciéon de una sal de tungsteno (VI) tal y como se define en la presente invencion es eficaz
para el tratamiento de la infertilidad en mamiferos hembras no diabéticos.
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3. ESTUDIO DE GLUCEMIA Y PESO CORPORAL

A. Animales

6 ratones hembra IRS2" de edades comprendidas entre 6 y 8 semanas.

Los ratones hembras se estabularon en condiciones normales, es decir ciclo luz/oscuridad 12h y
temperatura y humedad controladas. Los animales se alimentaron a voluntad (también
denominado ad libitum) con dieta de pienso estandar.

B. Método

Fase de tratamiento

Tras un periodo de aclimatacion, el tungstato sodico fue administrado en el agua de bebida (ad
libitum) mediante una solucién de 2 mg/ml de tungstato sédico dihidrato (comercializado por Carlo
Erba) en agua destilada tras la fase de pre-tratamiento (dia O de tratamiento) y durante 12 dias.

C. Resultados

Enlos dias 0, 2, 5, 7, 9y 12 del periodo de tratamiento se monitoriz6 el peso corporal, y tras las 6
horas de ayuno de cada uno de los dias mencionados anteriormente se determind la glucosa en
sangre, mediante la extraccion de sangre de la vena caudal y con un sensor de glucosa
(AccuTrend glucose sensor Roche. Mannheim, Germany).

En la tabla 3 se resume los niveles de glucemia expresados en mg/dl, y en la tabla 4 se resumen
el peso corporal de los ratones en estudio expresada en gramos.

Tabla 3

Glucemias (mg/dl) | R1327 R1345 R1347 R1354 R1376 R1381 Promedio
Dia 0 146 129 115 126 141 112 128,17
Dia 2 136 128 118 110 105 107 117,33
Dia 5 125 142 114 111 137 105 122,33
Dia 7 140 110 106 89 133 135 118,83
Dia 9 125 153 109 108 131 125 125,17
Dia 12 136 116 111 86 123 141 118,83
Tabla 4

Peso corporal (g) | 1327 1345 1347 1354 1376 1381 Promedio
Dia 0 22,7 15,33 18,21 16,5 13,99 15,45 17,03
Dia 2 22,9 14,84 18,98 17,01 14,18 16,04 17,33
Dia 5 22,61 14,89 18,2 16,61 13,79 15,72 16,97
Dia 7 22,42 15,07 17,81 16,35 13,74 15,66 16,84
Dia 9 22,85 15,56 17,9 16,89 14,5 16,39 17,35
Dia 12 23,15 15,91 18,24 17,19 14,92 16,89 17,72
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Los resultados de la Tabla 3 y 4 muestran que durante la administracién de tungstato sodico no se
observan variaciones en el peso corporal ni en la glucemia en los primeros 12 dias de tratamiento,
el mismo periodo durante el cual a partir del 7 dia de tratamiento ya se consigue la restablecer de
la ovulacion en los ratones hembras ensayados (cf. Tabla 1).

Asi, los resultados de las Tablas 1 a 4 demuestran que una sal de tungsteno (VI) es un
tratamiento eficaz para la recuperacién de la ovulacién y/o el aumento de la implantacion del
oocito, de manera independiente de cambios en el peso corporal y cambios en el metabolismo de
los carbohidratos. Asi, se demuestra que la administracion de una sal de tungsteno (VI) tal y como
se define en la presente invencion tiene un efecto directo sobre el sistema reproductor femenino y
por lo tanto es eficaz para el tratamiento de la infertilidad en mamiferos hembras no diabéticos.

11
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de una sal de tungsteno (VI) con un grupo
cationico farmacéuticamente o veterinariamente aceptable, o un solvato del mismo, para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de la infertilidad femenina en mamiferos no
diabéticos.

2. Uso segun reivindicacion 1, donde el mamifero es un humano.

3. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde el grupo catiénico es un cation alcalino
o alcalinotérreo.

4. Uso segun reivindicacién 3, donde el grupo catiénico se selecciona entre el grupo que consiste
en sodio, potasio, magnesio y calcio.

5. Uso segun reivindicacion 4, donde la sal de tungsteno (VI) es la sal sodica de tungsteno (VI).
6. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el solvato es el dihidrato.

7. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde el tratamiento de la infertilidad
femenina comprende la restauracion de la ovulacion.

8. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde el tratamiento de la infertilidad
femenina comprende aumentar la implantacion del cigoto en la pared uterina.

9. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde la infertilidad femenina cursa con una
alteracion del eje hipotalamico-hipofisario.

10. Uso segun reivindicacion 9, donde la alteracion del eje hipotalamico-hipofisario se selecciona
entre el grupo que consiste en sindrome ovario poliquistico, sindrome metabdlico,
hiperprolactinemia, endometriosis, desordenes alimentarios, obesidad, hipotiroidismo, esclerosis
multiple, artritis reumatoide, lupus eritematoso, cirrosis, artritis reumatoide, celiaquia, fallo renal
crénico y causas idiopaticas.

11. Uso segun reivindicacién 10, donde la alteracion del eje hipotalamico-hipofisario es por causas
idiopaticas.

12. Uso segun reivindicacion 10, donde los desérdenes alimentarios se seleccionan entre anorexia
nerviosa y bulimia.

13. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, donde la sal de de tungsteno (VI), o un
solvato del mismo forma parte de una composicion farmacéutica o veterinaria que ademas
comprende excipientes o portadores farmacéuticamente o veterinariamente aceptables.

14. Uso segun reivindicacion 13, donde la composicion farmacéutica o veterinaria es una
composicion de administracion via oral.

15. Uso segun reivindicacion 14, donde la composicion de administracion via oral es una
composicion liquida.

12
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201330071

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 BALLESTER J et al. Tungstate administiration improves the 31.07.2007
sexual and reproductive function in female rats with
streptozotocin-induced diabetes. Human Reproduction (Oxford)
AGO 2007 08.2007 VOL: 22 No: 8 P4gs: 2128-2135

ISSN 0268-1161 Doi: doi:10.1093/humrep/dem168, tablas 1y 2,
pagina 2129, columna 1, dltimo péarrafo y pagina 2134, columna
2, primer parrafo.

D02 ES 2275873 T3 (QUIMICA FARM BAYER SA) 16.06.2007
D03 ES 2108642 Al (QUIMICA FARM BAYER SA) 16.12.1997
D04 US 2008206356 Al (GUINOVART CIRERA JOAN JOSEP et al.) 28.08.2008

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud se refiere al uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de una sal de tungsteno (VI) con un grupo
catidnico farmacéuticamente o veterinariamente aceptable, de preferencia dicho grupo consiste en sodio, potasio, magnesio
y calcio, para la preparacioén de un medicamento para el tratamiento de la infertilidad femenina en mamiferos no diabéticos.
La infertilidad cursa con una alteracion del eje hipotalamico-hipofisario.

Los documentos encontrados en el estado de la técnica se refieren al uso de sales de tungsteno (VI) en el tratamiento de la
obesidad en mamiferos obesos pero no diabéticos (documento D2), en el tratamiento oral de la diabetes mellitus
(documento D2) y en el tratamiento de desordenes degenerativos (documento D3).

El documento D1 se refiere a un estudio sobre la administracién de tunstato para la mejora de la funcién sexual y
reproductora en ratas hembras con una diabetes inducica por estreptozotocina, Se comprueba como se mejora la
capacidad reproductiva de dichas ratas con el empleo de una solucién bebida de 2 mg/ml durante 12 semanas (ver tablas 1
y 2, pagina 2129, columna 1, dltimo parrafo y pagina 2134, columna 2, primer parrafo).

Por lo tanto, en ninguno de los documentos citados se cita la utilizacion de animales con infertilidad, pero no diabéticos.

En consecuencia, la materia correspondiente a las reivindicaciones 1-15 de la presente solicitud tienen novedad y actividad
inventiva segun los articulos 6.1y 8.1 de la L.P.
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