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[0001] This application claims the benefit, under 35 U.S.C, § 119(e), of U.S. Provisional

. Patent Application No. 60/304,313, filed on July 9, 2001.

FIELD OF THE INVENTION
[0002] The present invention relates to the compositions and methods for increasing
testosterone levels. More specifically, the present invention relates to a cormposition
comprising clomiphene enriched for trans-clomiphene. The present invention also relates to
the use of a composition comprising clomiphene enriched for trans-clomiphene reagents for

increasing testosterone levels.

BACKGROUND
{0003] Testosterone is the qnmny male androgen, playing a vital role in oversll mals health.
Testosterone is essentinl to the development and maintenance of specific reproductive tissues
(testes, prostate, epididymig, seminal vesicle, and penis) and male secondary sex
chamcteristics. It plays a key role in libido and erectile function and is necegsary for the
initistion and maintenance of spermatogenesis. Testosterone also has important functions not
related to reproductive tissues. For example, it positively affects body compasition by
increasing nitrogen retentiop, which supports lean body mass, muscle size and strength. It
also acts on bone to stimulste bons formation.
[0004] Testosterone secretion is the end product of a series of hormonal processes.
Gonadotropin-releasing hormone (GnRH), which is secreted in the hypothalamus, controls
the pulsatile secretion of luteinizing hormone (LX) and follicle stimnlating hormone (FSH),

which are secreted by the anterior pituitary. LH, in tumn, regulates the production and
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secretion of testosterone in the Leydig cells of the testes, while FSH assists in inducing
spermatogenesis,

[0005] Testosterone is most often measured as “total testosterone.” This measurement
includes testosterone that is bound to sex hormone-binding globulin (SHBG) (~—44%) and is
thereforo-not bioaveilable and testosterane which either is free (~2%) or loosely bound to
other proteins (non-SHBG-bound) (~54%).

[0006] Results from a WHO study indicats that testosterone is normally secreted ina
circadian shythm, with higher levels in the morning and nadir levels occurring around 8 to 10
p-m. See FIG. 1. This vadation in testosterone secretion throughout the day becomes much
less pronounced in older men (mean age equals 71 years). The importznce of this thythm is
not known at this time.

[0007] Samples were obtained from bath young and elderly patients every 10 minutes for 24
hours via an indwelling cannula. According to Tenover (1987) the mean 24 hr total serum
testosterone levels in bealthy young men (age range 22 yrs.-35 yrs. mean 27.3 yrs) was 4.9+
0.3 (xSEM) mg/ml (17.0 nmoV/L) while older men (age range 65yrs — 84 yrs. mean 70,7 y13.)
had a significantly lJower mean 24 hrs. total serum testosterone level of 4.1 + 0.4 mg/ml. (P <
0.5; 142 mmol/L).

[0008] Total serum testosterone levels obtained from single random samples were also
significantly lower in older peen (4.0 +0.2 mg/mi {13.9 n nmol/L}) as compared t0 4.8+ 0.2
mg/mi [16.6 omoV/L] in healthy young men.

[0009] Testosterone deficiency can result from underlying diseage or genetic disorders and is
also frequently a complicatipn of aging. For example, primary hypogonadism results from
primary testiculer failure. In this situation, testosterone levels are low and levels of pituitary
gonadotropins (LH and FSH} are clevated. Secondary hypogonadism is due to inadequate
secretion of the pituitary gonadotropins. In addition to a low testosterone level, LH and FSH



ievels are low or low-normal. Some of the sequelae of adult testosteronc deficiency include a
wide variety of symptoms inchuding: Ioss of libide, erectile dysfunction, oligospermia or
azgospermia, absence ot regression of secondary sexual characteristics, progressive decrease
in muscle mass, fatigee, depressed mood and increased rigk of osteoporosis.
[0010] Severul forms of tegtosterone therapy exists in the United States todsy. Recently,
tranadermal preparations have gained favor in the market. However, a scrotal testosterane
patch results in supraphysiglogic levels of Sa-dihydrotestosterone (DHT) due to the high
concentration of Sa-reductyse in scrotal skin. It is not known whether these elevated DHT
levels have any long-term health consequences. Nonscrotal systems are considered mare
convenient and most patients achicve average serum concentrations within the normal roge
and have normat levels of DHT. Oral testosterone therapy is not recommended because doges
required for replacement therapy arc associated with significant risk of hepatotoxicity.
SUMMARY
[0011) The present invention is directed to compositions useful for increasing testosterone
levels in male mammals angl for ameliorating or preventing the sequelae of low testosterone
levels. In one of its aspects the invention is directed to compositions having active
ingredients comprising 0% Jo 29% weight/weight of (cis, -Z-, rrans-clomiphene) (hereinafter
“cis-clomiphene™) and 100% to 71% w/w (trans-, E-, cis-clomiphene) (hereinafter “trauns-
clomiphene™) or pharmaceutically acceptable saits thereof. Among the preferred
compositions of the present invention which contain both cis-clomiphene and trans-
clomiphene invention are u?mposiﬁonl wherein the matio of frans-clomiphene and cis-
clomiphens is greater than 1. A more preferred composition according to the present
invention comprises about 100% w/w of active ingredients of zrans-clomiphene ora
pharmaceutically acceptablg sait thereof. All compositions of the present invention may

further comprise suitable pharmaceutical excipiemts diluents, carriers, end the like. Analogs

[/
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of the cis-clomiphene and trans-clomiphene are also comtemplated for use in all aspects of the
presemnt invention.

[0012] The prescot invention is also directed 1o methods for increasing serum testosterone
levels in hypogooadal male mammals (and for ameliorating or preventing the sequelss of low
testosterone levels), the method comprising administering to a subject male an effective
amount of a composition according to the present invention, the compositions having active
ingredients comprising 0% to 29% weight/weight of cis-clomiphene and 100% to 71% w/w
trans-clomiphene including any of their pharmaceutically acceptable salts thereof. Among
the preferred methods are those in which the administered compositions contain both isomers
udueinﬂl:nﬁooftmc}mﬁpl:utocis-clomiphmismmﬂnn 1. A more preferred
method comprises administering to the male a composition comprising about 100% w/w of

trans-clomiphene.

BRI'.FF DESCRIPTION OF THE DRAWING
[0013] FIG. 1 is a graphic representative of the normal secretory total serum testosterone
profiles in healthy men (young and old).
[0014] FIG. 2 shows the chemical structure of clomiphene citrate.
[0015] FIG. 3 is a graphic (Fnonsntion of the time course of serum testosterone levels with

Clomid, Enclomid and ZucImd.

DETAILED DESCRIPTION
[0016] The present invenﬁqn provides . methods and compogitions uascful for increasing
testostorone levels in male mammals snd for ameliorating or preventing the sequelac of low
testosteron levels including but not lmited 1o those described sbove.
[0017] Clomiphene (FIG. 2) is an antiestrogen related 1o tamoxifen that blocks the normal
estrogen feedback on the hypothalamus and subsequent negative feedback on the pimitary,
This leads w0 increases in luteinizing hormone (LH) and follicle stmulating hormone (FSH).
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In men, these increased levels of gonadotropins stimulate the Leydig cells of the testes and
result in the production of higher testosterone levels. Clomiphene citrate has the following
structure:

{0018] Emst e al, J. Pharmaceut. Sci. 65:148 (1976), have shown that clomipbene is a
mixture of two geometric isomers which they refer to as cis,-Z-, clomiphens (cis-clomiphene
or zuclomiphene) and trans- E-, clomiphens, (trans-clomiphene or enclomiphene).
Accarding to Emst, ef al. trpns-clomiphene HCT has & melting point of 149°C-150.5°C, while
cisclomiphene HCI has a melting point of 156.5°C-158°C.

[0019] Ernst ef al have also naoted that (the trans-isamner) is antiestrogenic (AE) while the
cis-isomer is the more potent and more estrogenic form and bas also been reported to have
anti-estrogenic activity. The authors attribute the effect of the drug on ovulatory activity to
both forms stating that the mixture is more effective than rans-clomiphene alone. The trans-
isomer aids ovulation at the level of the hypothalamus. The estrogenic isomer cis-
clomiphene contributes to enchanced ovalation clscwhere in the physiologic pathway leading
to ovulation. The isomers are algo reported to bave different in vivo half-life. Furthermore
the cis form has bean reported to Isave residual blood levels for in excess of one month
following a single dose.

[0020] Vandekerckhove, et al. (Cochrane Database Syst Rev 2000;(2)-CD000151 (2000))
noted that ten studies mvolving 738 men have sugpested that anti-estrogens appear to have a
beneficial cffect on endocrinal outcomes, i.e. testosterone, but there ia not enough evidence to
evaluate fertility effects. Nevertheless should clomiphene administration enhance testosterone
levels then one could easily conclude that the drug should positively impact the side effects
of testosterone deprivation 45 long as the testes still retain the ability to respond to
gonadotropin stimulation.
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(0021} Clomiphene is curvently approved as a mixture of both ¢is- and trans-isomers, the cis-
isomer being present as abput 30% to 50% (Merck Manual) for fertility enhancement in the
anovulatory patiest. Clomiphene improves ovulation by initiating & series of endocrine
events culminating in a preovalatory gonadotropin surge and subsequent follicular rupture.
The drug is recommended to be administered for 5 days at a dose of up to 100 mg daily.
Clomiphene has also been pssociated with numerous side effects including: blurred vision,
abdominal discomfort, gynecomastis, testicular tunors, vasomotor flushes, nausea, and
headaches. Furthermore, other studies suggest that clomiphene possesses both genotoxic and
tumor enhancement :ﬁu:tn, The pet outcome of these observations is that clomiphens in it
cumrent format, having between 30% and 50% of the cis isomer, would be unacceptable for
chronic therapy in men fur’he treatment of testosterone deficiency.

{0022) Clomiphene has also been used for therapeutic intervention in men with low
testosterone levels. Tenover et al., 1. Clin. Endocrinol. Metab. 64:1103, (1987) and Tenover
et al., J. Clin. Endocrinol. Metsb. 64:1118 (1987) found increased in FSH, LH in both young
and old men after treatment with clomiphene. They also found increases in free and total
testosterone in men with young men showing significant increases _

10023} Studies were also conducted to determine whether or not clomiphene could be used to
improve fertility in men by improving semen quality. Homonnai ef al. Fextil. and Stexil
50:801 (1988) saw imcreases in sperm concentration and count but others have not. (See e.g.,
Sokel, et al., Fertil. and Steril. 49:865 (1988); Check, & al., Int_ J. Fertil. 34:120 (1989);
Purvis, et al, Int. J. Androl 27:109 (1989); and Breznik, Arch. Androl. 27:109 (1993).) One
group saw a deterioration in the percentage of normal sperm with long-term treatment.
Shamis, ef al., Arch. Androl 27:10% (1991). A WHO study showed no changes in semen
quality or fertility after 6 mqnths of treatment. (Anonymous Androl. 15:299 (1992).) A

meta-analysis seerns to confirm that testosterone levels go up in men with poor quality sperm



but pot fertility. (Vanderkerckhove, et al., 2000). Studies have algo suggested that long term
treatment with clomiphene does not seem to have a drastic deleterious effect on health,
although it did show that treatment resulied in poorer sperm quality after 4 months. Studies
have kept men on clomiphene for as long as 18 months and st levels of 25 mg per day or 100
mg every other day.

[0024] In 1991.. Guay et al (Urology 38:377 (1991)) suggested that clomiphene could treat
sexual dysfunction in men. Their hypothesis seems to be that sexual function follows
testogterons levels. This was supported by early studies showing positive influsnce of
androgens and sexual function, Davidson, ef al., J. Clin, Endocrinol. Metsb. 48:955 (1979),
and studies that rated sleeprrelated erections as a strong response to T, Cumningham, ef al, J.
Clin. Endocrinol. Metab. 76:792 (1990). However, in 1995, Guay e al.(Gray, ef al, J. Clin,
Endocrinol. Metab. 80:354P (1995)) published & study in which they saw increase in LH,
FSH, and testosterone after 2 months of clomiphene but no effiects on erectile dysfunction.
There might be some advantage for young men and specific groups of older men, but it seems
that just raising the testosterone level is not enough. Effects of testosterone on sleep-related
erections may have been taken too seriously (Herskowitz, et al., J. Psychosomat. Res. 42:541
(1997)).

[0025] According to the present invention, a composition comprising of one isomer
preferably trans-clomiphene or a predefined blend of the isomers of clomiphene as described
below differing from the ngrmally produced mixture arc used to enhance testosterons levels
while reducing the side effiects of the drug. Thus, the present invention provides an oral
therapy for increasing testosterone levels, which lacks or has diminished side cffects
connected with the existing clomiphene formulations.

[0026] In one embodiment of the present invention, & patient who has a need or desire to
increase their serum testosterone levels are administered one or more dosages of an effective
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smount of compotition comprising frans-clomiphene at a dosage between ane mg to about
200 mg (uithough the determination of optimal dosages is with the level of ordinary skill in
the art). Cis-clomiphene mpy also be present in the composition so long as the ratio of frans-
clomiphene to cis-clomiphene is greater than 1. Analogs of the trans- and cis- isomers of
clomiphene such as those c*icn'hed in Emst, et al. supra are also useful in the practice of the
present invention.

[0027] Dunpmpmfun’ﬂy(bﬁmtmxﬂy) administered as part of & dosage regimen
designed to give rise tosmrnmmm lovels that mimic or correspond to the normel
secrolary total serum testosterone profile described in FIG. 1. For example, according to
FIG. 1 a dosage of the prefgrred composition may be administered in a pharmaceutical
formulation that would give rise to peak serum testosterone levels at around 8 o.m. Such
pharmaceutical formulations may be in the form of sustained release formulations prepared as
described for example in U.S. Patent No. 6,221,399, Japanese patent 4-312522, Meshali ot al,
Int. J. Phar. 89:177-181 (1993), Kharenko et al, Intern, Symp. Control Rel. Bioact. Mater.
22:232-233 (1995), WO 9535093, Dangpeasit et al., Drug. Devel. and Incl. Pharm. 21
(20):2323-2337 (1995); U'%' Patent Nos. 6,143,353, 6,190,591, 6,096,338, 6,129,933,
6,126,969, 6,248,363 and oFﬂ' sustained release formulations well known in the art.

[0028] Suitable phermaceutical corapositions or unit dosage form may be in the form of
solids, such as mblets or filled capsules or liquids such as solutions snspensions, emmlions,
elixirs or capsules filled with the same, all for oral use. The compositions may also be in the
form of sterile injectable solutions or emulsions for parenteml (including subcutancous) use.
Such pharmaceutical compesitions and unit dosage forms thereof may comprise ingredients
in conventional proportions.

[0029] Compositions lcauflmg to the present invention may also be administered by the
intravenous, subcutaneous, buccal, ranemucusal, intrathecal, ntradermal, intacisternal or
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other routes of administration. After administration of the compasition ssrum testosterone
levels may be measured as described above and dosages mey be altered to achieve a
sufficient incresse in the serum testosterone levels to achieve the desired physiological results
associated with normal testpsterone described above.

[0030] All of the references discussed herein are incorporated by reference in their entirety.
{0031] The following Exarpple is meant to be illustrative of the invention and is not intended
to limit the scape of the invention as set out is the appendad claims.

EXAMPLE 1

Effects of Clomids on Serum Tertosterone In Male Baboons

{0032} Adnlt, male, Baboons were given 1.5 mg/kg of Clomid, Enclomid (trans-Clomid) or
Zeclomid (eis-Clomid) for 12 consecutive days. The samples amalyzed were sera taken on the
day of first treatment beforg being given test article (day 0), after 12 days of treatment (day

12) and 7 days after the last treatment {(end ar wash-out).

1. KEffects on Body Welght and Serum LH, FSH, PRL and Testosterone

[0033] There were significant increases in total serum testogterone in the group receiving
Enclomid. See Table 1. There were no differences among groups in the baseline period or at
day 0. There were also no djfferences smong the three groups 7 days after treatnent (the
washout period). However, Erclomid produced higher levels of testosterone compared to
Clomid and Zuclomid on day 6 (p = 0.03 and p = 0.00002 respectively) and compared to
Zucloarid on day 12 (p = 0.047). Zuclonvid clearly did not raise total serum testosterone to
any extent. Compared to the animals receiving Enclomid, the animals receiving Clomid
exhibited more variable iotal testosterone levels on day 6 and later as judged by their
coefficients of variations. When we looked at the time course of the effects (FIG. 3), we
determined that only Enclomid significantly and statistically raised total serum testosterone



on dayzs 6 and 12 compared with either baseline or day 0 values. Morcover, cessation of

Enclomid treatment, resulted in a significant drop in the level of total serzm testosterone

between day 12 and day 1§ (washout). This indicatos that Enclomid s readily cleared from

the circulation consistent with the metabolic clearance seen for Enclomid in humens,

Enclomid was clearly better and more consistent than Clomid itself and Zuclomid was

ineffective.
Table 1 - Serum Testosterone Levels (ng/d1)
Group D baseline 0 day 6 days 12 days wash-out
12301 | 121 | 121301 | 12001 | 1202601
7500 79.01 76.15 94097 891.5 1509
cLO 9012 97.55 30524 38592 555.6 3163
9097 158.06 102.94 151.12 3189 . 1436
mean 1115 161.4 559.3 588.7 2036
SD a13 | 1252 | 3956 | 28727 | 977
7223 64.57 74.96 12238 633.6 3072
ENCLO 8021 166.86 13359 11282 1466 399.2
8369 170.45 106.47 1081.1 1166 271
mean 134.0 105.0 11444 10885 3258
SD 601 | 203 | 77 ] a2s 66.1
7438 | 12484 210.4 137.51 3145 359.7
ZUCLO 8292 104.66 6737 169.98 406.1 860.5
10098 28229 90482 22795 353.0 274.1
mean 170.6 394.2 1785 357.9 498.1
SD 973 | 4480 | 458 | 460 | 3168
ANOVA p=061 p=043 p=0007 p=057 p=0256
KW p=056 p=084 p=0051 p=0079 p=0252

[0034]ThawerenochmquinmmLHorFSH.muﬁoofmmmtumm

LH followed the same pattern as total scrum testosterone, suggesting 2 lack of dependence

(data not shown). Theze was also no change in body weight during the 12 day study. There

was a decrease in serum projactin (PRL) during the study in the group receiving Enclomid,

sugpesting an effect of antiestrogen that has been described in part (Ben-Jonathan and
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Hnasko, 2001) and expected on the basis of the fact that as men age, testosterone declines end .

Prolactin increase (Feldman et al., 2002).

2. Effects on Clinical Chemistry Parameters

[0035] The mean values for each parameter did not differ smong the three groups for amy test
parameter at the beginning of the study as determined by ANOVA or by the Kruskal-Wallis
test. All groups exhibited nprmal values at cach parameter except for (1) serum sodium; a
related calculated paremeter, anionic gap, which were low for all nine baboons throughout
the trial; (2) serum glucose; and (3) BUN which were high on dzy 0 for the group which
would be treated with Enclomid. On day 12 of treatment and 7 deys after treatment
(washout), there were no differences among groups for any parameter except anionic gap that
showed that the Clomid and Zuclomid groups had lower values than the Enclomid .gmup. The
values of serum sodium and anionic gap appesr to be anomalies associsted with this group of
baboons.

[0036] There were substantive effects on the red blood call population with Enclomid and
Zuclomid and on hematocrit with Zuclomid. All the compounds lower the mean cell
bemoglobin concentmation (MCHC) either at day 0 or &t the endpoint. With no change in
mesn cell hemoglobin (MCH) and an increase in the mean cell volume (MCV), the lowering
of MCHC is predictable. Although testosterone might be expected to raige hematocerit, only
Zuclomid treatment, which did not increase total serum testosterone, demonstrated a
statistical difference. Clearly, men in & clinical trial that nses Zuclomid should be momtored
for the characteristics of their red blood cell population. Enclomid wouald be predicted to have
less of an effect.

{0037] There appears to be a clear effect of 12-day Enclomid treatment on platelets although
the values found stayed within the normal range. One thing 10 consider here s the sexual
dimorphism in platelet counts between male and female baboons (279 for males vs. 348 for

11
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females). This is likely to he due to hormones. Since the Enclomid group demonstrated
increased testosterone, the lowering of the platelet count could be secondary to the change in
testogterone in this group. Moreover, treatment with Enclomid pushed the platelet count to its
normal male ievel from a day O level that was the high end of the normal range for this group.
Enclomid would not necelprily predict a deleterious effect on platelets.

{0038} AlltheClmﬁdIMFdhdeﬁecumﬂwwhitebhédeen(WBC)popnhﬁm.ﬂm
most striking was that of Enclomid on reising the counts of lymaphocytes and eosinophiles.
Ikeﬂeculremnmithﬁnwuduﬂ:ymldmbbe.m“ppunmhumg
efrectot‘Enclomdonlowuring&npercentof;rlnulocylesintheblood.metfecunmvery
mm;ahﬂ:?—dqvnxhpmpﬁodvhﬂuvﬂuumdmusdhehwﬂnmﬂmge.
(This time course could mﬂmt the relatively long time required to affect change the WBC
population.) There is little gexual dimorphism in baboons with respect to the white blood cell
populations, 50 the effects qmmmlihlymbeducmmemnpoundiuelfﬂnnchuguin
testosterone. However, when we look at the calculated count of grenulocytes using the WBC
count, we find no differences in granulocyte count due to any compound. Concomitamtly, it is
the lymphocyte story that is the most interesting. Both the count and per cent lymphocytes in
the populstion increase with Enclomid treatment. Whereas the mean values of per cent
lymphocytes remain in the normal range, given the trend for an increase in WBC count, the
mteﬁectinmmhlrnphmmﬁ:hﬁmlonﬁd. This eosinophil result is
analogous. There is a clear implication for treating men who have low lymphocytes, such as
men who are HIV-positive. Since Enclomid is unlikely to lower lymphocytes based on this
result, a case could be madq for its use in the population of men with AIDS. These
individuals are often treated with agents that are imtended to raise testosterone due to the
wasting effects of disease. Low liver and kidney toxicity and favomble effects on cholesterol
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and lipids are also highly favored attributes for sny medication intended for use HIV-positive
men who are already compromiscd by their disease.

{0039] The increase in serum glucose with Clomid or Zoclomid was within the normal range.
In the case of Enclomid where the mean serum glucose values were high on day 0, there were
no increases with treatment, There was no evidence that Enclomid would have a deleterious
effect on blood glucose.

[0040] No clestly advense gffects on liver function are apparent as judged by the enzymes
AST and ALT. The trend in these values was 8 decrease with treatment. An increase in the
level of enzymes in the serym would indicate liver damage. ALT/SGPT was out of range low
at the end of the study for the Clomid group although the differences over the uulment
period were not siatistically significant. The changes with Enclomid and Zuclomid were
within the normal range. A%Tisdepmwd in pregnancy; thus the action of an estrogen
agonist such as Zuclomid in lowering the marginal AST level could be rationalized. Allmline
phosphatase (ALP) is also found in the liver and is elevated various disease states. The
lowering of ALP argues further against hepatic damage. There were no changes in serum
albumin, also a liver produgt. A strong suppression of serum albumin over an extended time
period could contribute to free serum steroid hormone levels in humans although a more
important role is played by sex hormone binding globulin. As & bottom line, none of the
compounds could be linked to liver damage on the basis of the parameters assayed.

[0041] Osteoblastic activity and discases of the bone are accompanied by high serum ALP
values. ALP was not clevated following Zuclomid treatment and was decreased in value
following Enclomid treatmgnt. The trends would predict a more benign result for the use of
Enclomid compared to Zuclomid.

[0042] Although BUN and BUN/creatinine were sitered during the study in the Clomid and
Enclomid groups, the lack of a definitive change in creatipine argues against renal
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dysfunction. A loss of glomerular filtration capacity would regult in an increase in BUN.
Decreased BUN occurs in humans due to poor nutrition (not likely in a controlled setting), or
high fluid intake (presumably accompanicd by edema). Also, despite an increase in total
serum testosterone between day 0 and Day 12 with Enclomid, there were no differences
betwcen scrum creatinine vrlue:. arguing against an increase in muscle mass over this short
[0043] Serum sodium levels were lower than reference values for all animals throughout the
study. Serum carbon dioxide was higher than reference values on day 12 for the Clomid and
Zuclomid groups. Serum anion gap was lower for a] animals throughout the study,
panalieling the sodium results. Enclomid raised this parameter towards normal values. The
electrolyte nnhahncu detected in the test animals throughout all treatment periods remains
elusive but might be part of the same fluid derngement phenomenon suggested by the BUN
results,

[0044] Treatment with Enclomid tended to decrease seram cholesterol and Zaclomid tended
to increage the sgame parameter although neither change reached statistical significance. Those
ehmpm;ﬂidﬁn&nmlnugeilﬂnughdwuuﬂforﬂwmmlmdumm
opposite effects over a short period of time merits the further monitoring and might not be
uncxpected given that the isomers have, eltematively, estrogen agonist or antagonist activity.
Enclomid might be ucpecm'! to be more benign than Zuclomid with respect to serum
cholesterol if used chronicajly.

{0045) The foregoing results indicate that Enclomid is more effective than Clomid or
Zuclomid at cohancing mtq scrum testosterone. Zuclomid is clearly not effective and that
deficiency limits any use of Clomid for hypogonadism, particularly since the Zuclomid
component of Clomid would predominate in the circulation over time given its longer half-
life.

14
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[0046] Enclomid appeared to be relatively benign in all aspects when compared to Zuclomid
and, often, even Clomid. This is particularly true when consideration is given to the trend of
Enclomid to lower cholesteyol, and liver enzymes as opposed to Zuclomid's trend to raise the
$ame parameters. The surprising trend for Enclomid to raise the lymphocyte count may be
useful for men with AIDS if it can be shown the CD4+ subpopulation of lymphocytes is not
lowered or is enhanced.

EXAMPLE 2
Method for Increasing Testosterone Level in Men Using Trans-clomiphene and

Mixtures of Trans-clomiphene and Cis-clomiphene at Ratios Greater Than 1

[0047] Prior to administration of trans-clomiphene, blood samples are taken from subject
males and testosterone levels are measured using methodologies described for example in
Matsumoto, et el Clin. Endocrinol. Metab. 56; 720 (1983) (incorporated herein by
reference). Sex hormone binding globulin (SHBG), both free and bound to testosterone, may
also be measured as described for example in Tenover et al. J. Clin. Endocrinol. Metab.
65:1118 (1987) which descyibe measurement of SHBG by both a (*H] dihydrotestosterone
saturation analysis and by madicimmunoassay, Non-SHBG-bound testosterons levels
(bioavailable testosterone) are also measured for example according to Tenover ef al. J. Clin.
Endocrinol and Metab. 65:1118 (1987). See also Soderguand ef al. J. Steroid Biochem
16:801 (1982) imcorporated herein by reference.

[0048] Patients are given daily dosages of 1.5 mg/kg clomiphene, wherein the rutio of trans-
clomiphene to cis-clomiphene is greater than 1. Patients are monitored for testosterone levels
such that the dosage amount and dosage frequency may be adjusted to achieve therapeutic

levels of testosterone in the patient.
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CLAIMS
I Claim:

1. Amethodforiqnmhngumlmhofminamhmmmd.thc
method comprising adminigtering to the mammal an effective amount of a compound
comprising cis-clomiphene and trans-clomiphene or analogs thereof or pharmaceutically
scceptable salts or solvates thereof and optionally one or more pharmaceuticaily acceptable
diluents, adjuvants, carriers or excipients and wherein the mtio of frans-clomiphene and cis-
clomiphene is greater than } wiw.

2. The method of claim | wherein the composition consists essentially of an
effective amount of trans-clomipbene or an snalog thereof or a pharmaceutically effective '
salt or solvate thereof and optionally one or more pharmaceutically acceptable diluents,
adjuvants, carriers or excipients.

3. A composition comprising 0% to about 29% w/w of cis-clomiphene and about
100% to about 71% wm}omiphme or analogs thereof or pharmaceutically acceptable salts
or solvates thereof and optignally ene or more pharmaceutically acceptable diluents,
adjuvantz, carriers or excipients.

4. A composition eFmpriiing cis-clomiphene and trans-clomiphene or analogs
thereof or pharmaceutically acceptable saits or solvates thereof and optionally one or more
pharmacetrtically acceptable diluents, adjuvants, carriers or excipients and wherein the mtio
of irans-clomiphene and cis-clomiphene is greater then 1.
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ABSTRACT
J0049] The present invention relates to the use of compositions comprising frons-clomiphene
for treating men with hypogouadism. The invention is also directed to methods for tresting
malcs with hypogonadism.

17



Normal Secretory Total Sarum Testosterone Profiles in Healthy Young and Older Men
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METODOS Y MA 8 PARA EL TRATAMIENTO DE DEFICIENCIAS
DE TESTOSTEROMA EN VARONES
T —

Esta solicitud reclama el beneficio, de acuerdo con
el 35 USC § 119(e) de la solicitud de patente provisional
US No. 60/304,313, presentada el 9 de julio de 2001.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a las composiciones
y los métodos para aumentar los niveles de testosterona.
Mas especificamente, la presente invencién se refiere a
una composicién que contiene clomifeno enriquecido para
trans-clomifeno. La presente invencién también se refiere
al uso de ung composicién que contiene clomifeno
enriquecido para reactivos trans-clomifeno, para aumentar

los niveles de testosterona.

ANTECEDENTES
La testosterona es el andrégeno masculino primordial,
desempefia una funcién vital en la salud masculina general.
La testosterona es esencial para el desarrollo vy
mantenimiento de los tejidos reproductores especificos
(testiculos, préstata, epldidimo, wvesicula seminal y pene)
y los caracteres sexuales secundarios masculinos.

Desempefia una funcién primordial en la libido y la funcién
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eréctil y es necesaria para el inicio y mantenimiento de
la espermatogénesis. La testosterona también tiene
funciones importantes no relacionadas con 1los tejidos
reproductivos. Por ejemplo, afecta positivamente 1la
composicién corporal aumentando la retencién de nitrégeno,
lo cual da soporte a la masa corporal magra, el tamaflo y
la resistencla muscular. También actia sobre hueso para

estimular la formacién &sea.

La secreciédn de testosterona es el producto final de
una serie de procesos hormonales. La hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH), que es secretada en el
hipotalamo, requla la secrecidén pulsatil de la hormona
luteinizante (LH) y la hormona estimuladora del foliculo
(FSH), que es secretada por la hipéfisis anterior. La LH,
a su vez, regula la produccién y secrecidédn de
testosterona en las células de Leydig de los testiculos,

mientras que la FSH ayuda a inducir la espermatogénesis.

Con mucha frecuencia la testosterona se mide como
“testosterona total”. Esta medicién incluye la
testosterona que se une a la globulina de unién a la
hormona sexual (SHBG) (~44%) y por tanto no estéa
biodisponible, y testosterona libre (~2%) o0 débilmente
unida a otras prqteinas (no unida a SHBG) (~54%).
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Los resultados de un estudio de la OMS indican que
la testosterona normalmente se secreta en un ritmo
circadiano, con mayores niveles por la mafiana y niveles
nadir alrededor de las 8 a 10 p.m. Véase la Figura 1.
Esta variacién en la secrecién de testosterona a lo largo
del dia se hace mucho mas evidente en varones mayores {(en
edad promedio de 71 afics). lLa importancia de este ritmo

se desconoce hasta el momento.

Se optuvieron muestras de pacientes jévenes y mayores
cada 10 minutos durante 24 horas a través de una canula
residente. De acuerdo con Tenover (1987), 1los niveles
promedio de testosterona sérica total en 24 horas en varones
jébvenes sanos {intervalo de edades de 22 a 35 afiocs, pramedio
27.3 afios) fue de 4.9 + 0.3 (+ ETM) mg/mL (17.0 nmol/L)
mientras que los varones mayores (intervalo de edad (65 afios
- 84 afios, promedio 70.7 afios) tuvieron un nivel promedioc de
testosterona sérica total en 24 horas significativamente

menor de 4.1 + 0.4 mg/mL (p < 0.5; 14.2 nmol/L).

Los niveles de testosterona sérica total obtenidos
de muestras individuales aleatorias también fueron
significativamente menores en varones mayores (4.0 + 0.2
mg/mL [13.9 nmol/L]) en comparacién con 4.0 t 0.2 mg/mL

[16.6 nmol/L] en varones jdvenes sanos.

s/
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La deficiencia de testosterona puede resultar de una
enfermedad subyacente o alteraciones genéticas y con
frecuencia también es una complicacibén del
envejecimiento. Por ejemplo, el hipogonadismo primario
resulta de la deficiencia testicular primaria. En este
caso, los niveles de testosterona son bajos y se elevan
los niveles de qonadotropinas hipofisiarias (LH y FSH).
El hipogonadismo secundario se debe a 1la secreciébén
inadecuada de las gonadotropinas hipofisiarias. Ademas de
un bajo nivel de testosterona, 1los niveles de LH y FSH
son bajos o de bajos a normales. Algunas de las secuelas
de la deficiencia de testosterona en adultos incluye una
amplia variedad de sintomas como: pérdida de la libido,
disfuncién eréctil, oligospermia o azoospermia, ausencia
o regresién de 1los caracteres sexuales secundarios,
disminucién proqresiva en la masa muscular, fatiga,

estado de animo deprimido y mayor riesgo de osteoporosis.

En la actualidad, en Estados Unidos se practican
algunas formas de terapia de testosterona. En fechas
recientes, en el mercado se pueden encontrar
preparaciones transdérmicas. No obstante, un parche
escrotal de testosterona conduce a niveles
suprafisiolédgicogq de 5 alfa-dihidrotestosterona (DHT)

debido a una elevada concentracidn de la 5 alfa-reductasa

32



en la plel escrotal. No se sabe si estos niveles elevados
de DHT tienen alguna consecuencia para la salud a largo
plazo. Se considera que los sistemas no escrotales son
mas convenientes y la mayoria de los pacientes logran
concentraciones séricas promedio dentro del intervalo
normal y tienen niveles normales de DHT. No se recamienda
el tratamiento de testosterona oral porque las dosis
necesarias para ferapia de reemplazo estédn asociadas con

un riesgo jmportante de hepatotoxicidad.

COMPENDIO

La presente invencién se dirige a las composiciones
dtiles para aumeptar las concentraciones de testosterona
en mamiferos machos y para aminorar o prevenir las
secuelas de las bajas concentraciones de testosterona. En
uno de sus aspecteos, la invencidén se dirige a las
composiciones que tienen ingredientes activos que
comprenden de 0% a 29% en peso/peso de (cis, -Z-, trans-
clomifeno) (en adelante “cis-clomifeno”) y de 100% a 71%
p/p de {trans-, E-, cis-clomifeno) (en adelante “trans-
clomifeno”) o las sales aceptables para uso farmacéutico
de estos. Entre las composiciones preferidas de 1la
presente invencién que contienen cis-clomifeno y trans-
clomifeno de 1la invencidtn estan las composiciones en

donde la relacién de trans-clomifeno y cis-clomifeno es

33
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mayor que 1. Una composicién mas preferida de conformidad
con la presente invencié4n contiene aproximadamente 100%
p/p de los ingredientes activos de trans-clomifeno o una
sal aceptable para uso farmacéutico de éste. Todas las
composiciones de 1la presente invencién pueden ademas
contener los excipientes, diluyentes, portadores vy
similares, farmacéuticos, convenientes. Los andlogos de
cis-clomifeno Y trans-clomifeno también estan
contemplados parg utilizarlos en todos los aspectos de la

presente invencidn.

La presente invencién también se dirige a los
métodos para aumentar las concentraciones de
testosterona sérica en mamiferos machos hipogonadales
(y para aminorar o prevenir las secuelas de las bajas
concentraciones de testosterona), el método consiste en
administrar a un individuo o macho una cantidad eficaz
de una composicién de conformidad con 1la presente
invencién, las composiciones con los ingredientes
activos que contienen de 0% a 29% en peso/peso de cis-
clomifeno y 100% a 71% en peso/peso de trans-clomifeno,
incluida cualquiera de las sales aceptables para uso
farmacéutico de estos. Entre los métodos mas preferidos
estan aquellos en los gque las composiciones

administradas contienen ambos isémeros, en donde la
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relacién de trans-clomifeno a cis-clomifeno es mayor
que 1. Un método mas preferido consiste en administrar
al macho una composicién que contenga aproximadamente

100% p/p de trans-clomifeno.

BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO
La Figura 1 es una grafica que representa 1los
perfiles normales de testosterona sérica total secretora

en varones sanos (jdSvenes y mayores).

La Figura 2 muestra la estructura quimica de citrato

de clomifeno,

La Figura 3 es una demostracidén grafica del
transcurso de las concentraciones de testosterona sérica

con Clomid, Enclamid y Zuclomid.

DESCRIPCIGN DETALLADA
La presente invencién proporciona los métodos y las
composiciones tfitiles para elevar las concentraciones de
testosterona en mamiferos machos y para aminorar o
prevenir las secuelas de las bajas concentraciones de
testosterona que incluyen, pero no se limitan a, 1las

descritas en lo anterior.
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El clomifepo (Figura 2) es un antiestrdgeno
relaclonado con tamoxifeno que bloquea la
retroalimentacién normal de estrégenos sobre el
hipotadlamo y la retrocalimentacién negativa subsigquiente
en la hip6fisis. Esto da origen a aumentos en la hormona
luteinizante (LH) y la hormona estimuladora del foliculo
(FSH). En los wvarones, estos niveles aumentados de
gonadotropinas estimulan las células de Leydig de los
testiculos Yy conduce a 1la produccién de mayores
concentraciones de testosterona. El citrato de clomifeno
tiene la siguiente estructura:

[lacuna]

Ernst y col., J. Pharmaceut. Sci. 65: 148 (1976),
han demostrado que el clomifeno es una mezcla de dos
igsémeros geométricos a los que se refieren como cis, -Z-,
clomifeno (cis-clomifeno o zuclomifeno)} y ¢trans-, E-,

clomifeno (trans-clomifeno o enclomifeno).

De acuerdc con Ernst y col., el trans-clomifeno HCl
tiene un punto de fusién de 149°C-150.5°C, mientras que cis-
clomifeno HC1 tiene un punto de fusién de 156.5°C-158°C.

Ernst y col., también han indicado que el isémero

trans es antiestrégeno (AE) mientras que el isbémero cis

3Q
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es la forma mas estrdgena y mis potente, y también se ha
informado que tiene actividad antiestrégena. Los autores
atribuyen el efecto del medicamento sobre la actividad
ovulatorla a ambas formas, estableciendo que la mezcla es
mas eficaz que el isémero trans-clomifeno solo. E1
isémero trans ayuda a la ovulacién a nivel del
hipotdlamo. El igémerc estrégeno cis-clomifeno contribuye
a mejorar la ovulaciétn en cualquier parte de la via
fisiolégica que conduce a la ovulacién. También se ha
informado que los isémeros tienen diferentes vidas medias
in vivo. Ademdas, se ha reportado que la forma cis da
origen a concentraciones sanguineas residuales durante

mas de un mes degpués de una sola dosis.

Vandekerckhove y col. (Cochrane Database Syst Rev
2000; (2): CDO0OO151 (2000)) indicaron que 10 estudios que
involucraban 738 varones han indicado que 1los
antiestrégenos parecen tener un efecto benéfico sobre los
productos endocrinos, es decir, la testosterona, pero no
existe suficiente evidencia para evaluar los efectos
sobre la fertilidad. No obstante, si la administracién de
clomifeno mejora las concentraciones de testosterona,
entonces se podria concluir que el medicamento debe
afectar positivamente 1los efectos colaterales de la

deprivacién de testostercona siempre que los testiculos
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todavia conserven la capacidad para responder a la

estimulacidén con gonadotropinas.

El clomifeno actualmente estd aprobado como una
mezcla de isdmeros cis y trans, el isémero cis estando
presente como aproximadamente 30% a 50% (manual Merck)
para mejorar la fertilidad en la paciente anovulatoria.
El clomifeno favorece la ovulacién iniciando una serie de
sucesos andocrinos que culminan en una marejada de
gonadotropina preovulatoria y 1la ruptura folicular
ulterior. Se recomienda administrar el medicamento
durante 5 dias con una dosis de hasta 100 mg diario.
También se ha asociado el clomifeno con numerosos efectos
colaterales que 1incluyen: visién borrosa, incomodidad
abdominal, ginecomastia, tumores testiculares, bochornos
vasomotores, naupea y cefaleas. Ademas, otros estudios
sugieren que clomifeno tiene efectos genotéxicos y de
mejoramiento de tumores. Ei1 resultado cabal de estas
observaciones es que clomifeno en su forma actual, con un
contenido de entre 30% y 50% del 1isémero cis, seria
inaceptable para tratamiento crdénico en varones contra

deficiencia de testosterona.

También se ha utilizado clomifeno para intervencibdn

terapéutica en varones con bajas concentraciones de

24
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testosterona. Tenover y col., J. Clin. Endocrinol. Metab.
64: 1103 (1987) y Tenover y col., J. Clin. Endocrinol.
Metab. 64: 1118 (1987) encontraron aumentos en FSH, LH en
varones ‘JjOvenes y mayores después del tratamiento con
clomifeno. También encontraron aumentos en testosterona
libre y total en varones, con aumentos importantes en

varones jovenes.

También se realizaron estudios para determinar si se
podia utilizar o no clomifeno para mejorar la fertilidad
en varones aumentando la calidad del semen. Hommonai y
col. Fertil. and Steril. 50: 601 (1988) observaron
aumentos en la concentracién y cuenta de esperma, pero
otros investigadores no. (Véase, por ejemplo, Sokel y
col., Fertil. and Steril. 49: 865 (1988):; Check, y col.,
Int. J. Fertil. 34: 120 (1989); Purvis y col., Int. dJ.
Androl 21: 109 (1989); y Breznik, Arch. Androl. 21: 109
(1993).) Un grupp observé deterioro en el porcentaje de
esperma normal con tratamiento de largo plazo. Shamis y
col., Arch. Androl 21: 109 (1991). Un estudio de la OMS
no observd cambios en 1la calidad del semen o la
fertilidad después de 6 meses de tratamiento. (Anénimo,
Androl. 15: 299 (1992).) Parece ser que un meta anAlisis
confirma que las concentraciones de testosterona aumentan

en varones con egperma de calidad deficiente, pero no la
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fertilidad. (Vanderkerckhove y col. 2000). Los estudios
también han sugerido que el tratamiento de largo plazo
con clomifeno no parece tener un efecto perjudicial
drastico sobre 1la salud, aunque demostré que el
tratamiento condujo a una deficiente calidad del esperma
después de 4 meses. Los estudios han tenido a los varones
en tratamiento con clomifeno durante tanto como 18 meses
y en concentraciones de 25 mg por dia 6 100 mg cada

tercer dia.

En 1991, Guay y col. (Urology 38: 377 (1991))
sugirieron que clomifeno podria tratar disfuncién sexual
en varones. Su hipétesis parece ser que la funcidén sexual
se relaciona cop las concentraciones de testosterona.
Esta hipétesis fue soportada por los primeros estudios
que mostraron la influencia positiva de los andrégenos vy
la funcién sexual, Davidson y col., J. Clin. Endocrinol.
Metab. 48: 955 (1979), y estudios que clasificaron 1las
erecciones relacionadas con el suefilo como una fuerte
respuesta a T. Cunningham y col., J. Clin. Endocrinol.
Metab. 70: 792 (1990). No obstante, en 1995, Guay y col.,
(Gray y col. J. Clin. Endocrinol. Metab. 80: 3546 (1995))
publicaron un estudio en el gque observaron aumento en la
LH, FSH y testogterona después de 2 meses de clomifeno

pero sin efectop sobre la disfuncién eréctil. Podria
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haber alguna ventaja para varones jévenes y grupos
especificos de varones mayores, peroc parece gue no es
suficiente solo el aumento de 1la concentracién de
testostercna. Puede sSer que los efectos de 1la
testosterona sobre las erecciones relacionadas con el
suefio se tomaron con demasiada seriedad (Herskowitz vy

col., J. Psychosomat. Res. 42: 541 (1997)).

De acuerdo con 1la presente invenciébn, una
composicién compuesta de un isémero, preferentemente
trans-clomifeno, o una mezcla predefinida de is6meros de
clomifeno, como ge describe mas adelante, diferente de la
mezcla producida normalmente, se utiliza para mejorar las
concentraciones de testosterona reduciendo al mismo
tiempo los efectos colaterales del medicamento. Asi pues,
la presente invencién proporciona un tratamiento oral
para aumentar las concentraciones de testosterona, el
cual carece o tiene efectos colaterales disminuidos
relacionados con las formulaciones de clomifeno

existentes.

En una modalidad de 1la presente invencidén, a un
paciente que tenga la necesidad o desee aumentar sus
concentraciones de testosterona sérica se administra una

© mas dosis de una cantidad eficaz de composicién que
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contenga trans-clomifeno en una dosis entre 1 mg hasta
aproximadamente 200 mg {aunque la determinacién de las
dosis Optimas esta dentro del conocimiento ordinario en
la técnica). El cis-clomifeno también puede estar
presente en la composicién siempre que la relacidén de
trans-clomifeno a cis-clomifeno sea mayor que 1. Durante
la practica de la presente invencidén también son Gtiles
los anidlogos de los isémeros trans y cis de clomifeno

como los descritos en Ernst, y col., supra.

Preferentemente (pero no es necesario) las dosis se
administran como parte de un esquema de dosificacidn
diseflado para dar origen a 1las concentraciones de
testosteropa sérica que imiten o correspondan con el
perfil normal de testosterona sérica total secretora,
descrito en la Figura 1. Por ejemplo, de acuerdo con la
Figura 1, es posible administrar una dosis de 1la
composicién preferida en una formulacidén farmacéutica que
pueda dar origen a las concentraciones maximas de
testosterona sérica alrededor de las 8 a.m. Estas
formulaciones farmacéuticas pueden estar en forma de
formulaciones de liberacidn sostenida preparadas como se
describe por ejemplo en la Patente US No. 6,221,399, 1la
Patente Japonesa 4-312522, Meshali y col. Int. J. Phar.
89: 177-181 (1993}, Kharenko y c¢ol., Intern. Symp.

s
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Control Rel. Bioact. Mater. 22: 232-233 (1995}, WO
95/35093, Dangprasit y col. Drug. Devel. And Incl. Pharm.
21 (20): 2323-2337 (1995); Patentes US Nos. 6,143,353,
6,190,591, 6,096,338, 6,129,933, 6,126,969, 6,248,363 y
otras formulacipnes de liberacién prolongada bien

conocidas en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas convenientes y 1las
formas de dosificacién unitaria pueden ser en forma de
sélidos como tabletas o capsulas llenas o liguidos como
soluciones, suspensiones, emulsiones, elixires o capsulas
llenas con estos, todos para uso oral. Las composiciones
también pueden estér en forma de soluciones o emulsiones
estériles inyectables para uso parenteral (incluido el
usc subcutaneo). Estas composiciones farmacéuticas y las
formas de dosificacién unitaria de estas pueden contener

los ingredientes en las proporciones habituales.

Las composiciones de conformidad con la presente
invenciédn también pueden administrarse por las vias de
administracién intravenosa, subcuténea, bucal,
transmucosa, intratecal, intradérmica, intracisternal u
otras. Después de la administracién de la composicién,
pueden medirse las concentraciones de testosterona sérica

como ya se describié y pueden modificarse las dosis para
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lograr un aumento suficiente de las concentraciones de
testosterona sérica para lograr los resultados
fisioldbgicos deseados asociados con 1la testosterona

normal antes descritos.

Todas las referencias que se muestran en la presente

se incorporan como referencia en sus enterezas.

El siguiente ejemplo es para mostrar la invencibén y
no se pretende limitar el alcance de la invencién como se

establece en las reivindicaciones anexas.

EJEMPLO 1
Efectos de los clémidos socbre testostercna sérica en
mandriles machos
A mandriles machos, adultos, se les administré 1.5
mg/kg del clémido Enclomid (trans-Clomid) o 2uclomid
(cis—-Clomid) durante 12 dias consecutivos. Las muestras
analizadas fueron sueros tomados durante el primer dia de
tratamiento antes de recibir el producto de prueba (dia
0), después de 12 dias de tratamiento (dia 12) y 7 dias

después del Gltimo tratamiento (final o lavado).

Efectos sobf.-o el peso corporal y LH, FSH, PRL y
testosterona séricas

7
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Hubo aumentos importantes en la testosterona sérica
total en el grupo que recibia Enclomid. Véase la Tabla 1.
No hubo diferencias entre los grupos durante el periodo
de la 1linea base o durante el dia 0. Tampoco hubo
diferencias entre los tres grupos 7 dias después del
tratamiento (el periodo de lavado). No obstante, Enclomid
produjo mayores concentraciones de testosterona es
comparacién con Clomid y Zuclomid durante el dia 6 (p =
0.03 y p = 0.00002, respectivamente) y en comparacién con
Zuclomid durante el dia 12 (p = 0.047). Como se observa,
Zuclomid no aumenté 1la testosterona sérica total en
ninguna forma. Comparados con los animales que recibian
Enclomid, los animales que recibieron Clomid mostraron
concentraciones de testosterona total mas variables
durante el dia 6 y después como se observa por sus
coeficientes de variacién. Cuando se observa el
transcurso de los efectos (Figura 3), se puede determinar
que sSolo Enclomid aumentd en forma importante vy
estadistica la testosterona sérica total en los dias 6 y
12 en comparacién con los valores de la linea base o el
dia 0. Ademas, 1la interrupcidén del tratamiento con
Enclomid condujo a wuwna caida importante en 1la
concentracién de testosterona sérica total entre el dia
12 y el dia 18 (lavado). Esto indica que Enclomid se

elimind facilmente de la circulacién consistente con el

<]
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aclaramiento meftabdlico observado para Enclomid en
humanos. Enclomid fue evidentemente mejor y mas
consistente que el propio Clomid, y 2uclomid fue
ineficaz.

Tabla 1 - Concentraciones de testosterona sérica {(ng/dL)

Grupo ID Linea base | Dia O Dia 6 Dia 12 Lavado
12/3/01 12/7/01 | 12/13/01 | 12/20/01 | 12/26/01
co 7500 79.01 76.15 | 940.97 891.5 150.9
9012 97.55 305.24 585,92 555.6 316.3
9097 158.06 102.94 151.12 318.9 143.6
pronadio 111.5 161.4 559.3 588.7 203.6
> 41.3 125.2 395.6 287.7 97.7
7223 64.57 74.96 1223.8 633.6 307.2
B021 166.86 133.59 1128.2 1466 399.2
8369 170.45 106.47 1081.1 1166 271
pranadio 134.0 105.0 1144 .4 1088.5 325.8
E 60.1 29.3 72.7 421.6 66.1
7438 124.84 210.4 137.51 314.5 359.7
8292 -104.66 67.37 169.98 406.1 860.5
10098 282.29 904.82 227.95 353.0 274.1
pramedio 170.6 394.2 178.5 357.9 498.1
IE 97.3 448.0 45.8 46.0 316.8
ANOVA p=0.60 p=0.43 p=0.007 p=0.57 p=0.25
KW p=0.5 p=0.84 p=0.051 p=0.079 p=0.252

No hubo cambios en ILH & FSH séricas.

La relacién de

10 testosterona sérica total a LH sigquié el mismo modelo que
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la testosterona sérica total, sugiriendo una ausencia de
dependencia (no se muestran 1los datos). Tampoco hubo
cambios en el peso corporal durante el estudio de 12
dias. Hubo una disminucié4n en prolactina sérica (PRL)
durante el estudio en el grupo que recibia Enclomid,
sugiriendo un efecto del antiestrégeno gue se habia
descrito en parte (Ben-Jonathan y Hnasko, 2001) y se
esperaba con bagse en el hechce de gue a medida que el
hombre envejece, la testosterona declina y aumenta a

prolactina (Feldman y col., 2002).

2. Efectos aghre los parémetros quimico clinicos

Los valores promedio para cada parametro no
difirjeron entre los tres grupos en ninguno de los
parametros de las pruebas al principio del estudio como
se determindé por ANOVA o por la prueba de Kruskal-wallis.
Todos los grupos mostraron los valores normales en cada
parametro excepto para el sodio en suero (l); un
parametro que sSe calcula relacionado, el espacio
aniénico, 1los cuales fueron bajos para los nueve
mandriles a lo largo del estudio; (2) glucosa en suero; y
(3) BUN (NUS) que fueron altos durante el dia 0 para el
grupo que seria tratado con Enclomid. Durante el dia 12
del tratamiento y 7 dias después del tratamiento

(lavado}), no hubo diferencias entre los gqrupos para

7
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ningin parametro excepto el espacio anidénico que mostrd
que los grupos con Clomid y Zuclomid tuvieron menores
valores que el grupo con Enclomid. Los valores de sodio
sérico y el espacio aniénico parecen ser anormalidades

asociadas con este grupc de mandriles.

Hubo efectos sustanciales sobre la poblacién de
células sanguineas rojas con Enclomid y Zuclomid y sobre
el hematocrito con Zuclomid. Todos los compuestos reducen
la concentracién celular media de hemoglobina (MCHC) en
el dia 0 o en el punto final. Sin cambios en la
hemoglobina celular media (MCH} y un aumento en el
volumen celular medio (MCV), se puede predecir el
descenso de MCHC. Aunque Se podria esperar dque la
testosterona aumente el hematocrito, solo el tratamiento
con Zuclomid, que no aumentdé la testosterocna sérica
total, demostrd una diferencia estadistica. Como es
evidente, los varcones en un estudio clinico que utilice
Zuclomid deben ser supervisados en cuanto a las
caracteristicas de su poblacién de células sanguineas
rojas. Se podria predecir que Enclomid tiene menos de un

efecto.

Parece haber un efecto claro del tratamiento con

Enclomid durante 12 dias sobre las plaguetas, aunque los
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valores encontrados permanecieron dentro del intervalo
normal. Algo que debe considerarse es el dimorfismo
sexual en las cuentas de plaquetas entre mandriles macho
y hembra (279 para machos en comparacién con 348 para
hembras). Esto tal wvez se deba a las hormonas. Dado que
el grupo con Enclomid demostré aumento de testosterona,
la disminucién de la cuenta de plaguetas podria ser
secundaria al cambio en la testosterona en este grupo.
Mas atn, el tratamiento con Enclomid empujé la cuenta de
plaquetas a su nivel normal en machos desde un nivel del
dia 0 que fue gl limite superior del intervalo normal
para este grupo. Enclomid no necesariamente ocasionaria

un efecto perjudicial sobre plaquetas.

" Todos los clémidos probados tuvieron efectos sobre
la poblacidén de células sanguineas blancas (WBC), el mas
notable fue el de Enclomid sobre la elevacién de las
cuentas de linfocitos y eosinéfilos. Los efectos no son
tan directos como parecen ser. Parece haber un fuerte
efecto de Enclomid sobre la reduccidn del porcentaje de
granulocitos en la sangre. Los efectos son muy fuertes
después del periodo de lavado de 7 dias cuando 1los
valores disminuyeron por debajo del intervalo normal
(este tiempo puede manifestar el tiempo relativamente

prolongado necesario para afectar cambios en la poblacién

&7
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de WBC.) Hay poco dimorfismo sexual en mandriles con
respecto a las poblaciones de células sanguineas blancas,
de modeo que es mas probable que los efectos se deban al
propio compuesto que a los cambios en la testosterona. No
obstante, cuando observamos la cuenta calculada de
granulocitos utilizando a cuenta de WBC, no encontramos
diferencias en la cuenta de granulocitos debida a ningtin
compuesto. Al mismo tiempo, es mas interesante el aspecto
de 1los 1linfocitos. La cuenta y el porcentaje de
linfocitos en 1la poblacién aumentan con el tratamiento
con Enclomid. Aunque los valores promedio del porcentaje
de linfocitos permanecen en el intervalo normal, dada la
tendencia de un aumento en la cuenta de WBC, el efecto
neto es un aumento en la cuenta de 1linfocitos con
Enclomid. Este resultado es el mismc en eosindéfilos. Hay
una relacién clara para tratar a los varones gque tienen
linfocitos bajos, como los varcnes que son positivos al
VIH. Dado que es muy poco probable que Enclomid reduzca
los linfocitos con base en este resultado, se podria
utilizar en 1la poblacién de varones con SIDA. Es
frecuente tratar a estos individuos con agentes
propuestos para elevar la testosterona por los efectos
devastadores de la enfermedad. La toxicidad baja en
higado y rifiébn y los efectos favorables sobre colesterol

Y lipidos también son atributos muy favorables para

SO
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cualquier medicacién propuesta para us¢® en varones con
VIH positivo que ya estén comprometidos por su
enfermedad. El aumento en glucosa sérica con Clomid o
Zuclomid estuvo dentro del intervalo normal. En el caso
de Enclomid donde los valores de glucosa sérica promedio
fueron elevados durante el dia 0, no hubo aumentos con el
tratamiento. No hubo evidencia de que Enclomid tenga un

efecto perjudicial sobre la glucosa en sangre.

Ninguno de los efectos claramente adversos scbre la
funcién hepatica es evidente segin se observé por las
enzimas AST vy ALT. La tendencia en estos fue una
disminucién con el tratamiento. Un aumento en 1la
concentraciédn de las enzimas en el suero indicaria dafio
hepatico. La relacién ALT/SGPT estuvo fuera del intervalo
bajo al término del estudio para el grupo de Clomid,
aunque las diferencia sobre el periodo de tratamiento no
tuvieron importancia estadistica. Los cambios con
Enclomid y Zuclomid estuvieron dentro del intervalo
normal. La AST se deprimidé en embarazo; asi pues, se
podria tomar en cuenta la accidén de un agonista
estrogénico comc Zuclomid en 1la reduccién de la
concentraciétn de AST marginal. La fosfatasa alcalina
(ALP) también se encontrd en el higado y se eleva en

algunos estados de enfermedad. La reduccién de ALP es una

>(
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prueba mas contra dafioc hepatico. No hubo cambios en la
albomina sérica, también un producto hepatico. Una fuerte
supresién de albimina sérica durante un periodo
prolongado podria contribuir a los niveles de la hormona
esteroide sérica libre en humanos, aunque una funcién mas
importante la desempefia la globulina de unién a las
hormonas sexuales. Como wuna base, ningquno de 1los
compuestos podria estar vinculado al dafio hepatico, con

base en lps parametros ensayados.

La actividad osteobléstica y las enfermedades del
huesoc sop acampafladas por valores elevados de ALP sérica.
La ALP no se elevd después del tratamiento con Zuclomid y
disminuyé sy vyalor después del tratamiento con Enclomid.
Las tendencias podrian predecir un resultado mas benigno

para el usp de Enclomid en comparacién con Zuclomid.

Aunque se alterd el BUN y BUN/creatinina durante el
estudio en los grupos con Clomid y Enclomid, la ausencia
de un cambio definitivo en creatinina es una prueba
contra disfuncién renal. La pérdida en la capacidad de
filtracién glomerular daria origen a un aumento en el
BUN. El1 BUN disminuido se observa en humanos por mala
nutricién (tal wvez no en un ambiente controlado) o

elevada ingesta de 1liquidos (tal wvez acompafiado por

-3
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edema). Asimismo, a pesar de un aumento en la
testosterona sérica total entre el dia 0 y el dia 12 con
Enclomid, no hubo diferencias entre 1los valores de
creatinina sérica, siendo prueba contra un aumento en la

masa muscular durante este breve periodo.

Las concentraciones de sodio sérico fueron menores
que los valores de referencia para todos los animales a
lo largo del estudio. El1 diéxido de carbono sérico fue
mayor que los valores de referencia durante el dia 12
para los grupos de Clomid y Zuclomid. El espacio anidnico
sérico fue menor para todos 1los animales a lo largo del
estudio, igualando los resultados del sodio. Enclomid
aumentdé este parametro hacia los valores normales. Los
desequilibrios de electrolitos detectados en los animales
de prueba a lo largo de todos los periodos de tratamiento
siquen siendo evasivos pero podrian ser parte del mismo
fenémeno de desarreglo de liquidos sugerido por los
resultados de BUN.

El tratamiento con Enclomid tendié a disminuir el
colesterol sérico y Zuclomid tendié a elevar el mismo
parédmetro aunque ningin cambio alcanzé importancia
estadistica. Estos cambios estuvieron dentro del

intervalo normal, aunque la tendencia de los dos isémeros

S3
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para demostrar efectos opuestos durante un periodec breve
merece mas supervisiétn y podria no ser inesperado dado
que los isdémeros tienen, alternativamente, actividad
agonista o antagonista de los estrédgenos. Se podria
esperar que Enclomid sea mis benigno que Zuclomid con
respecto al colesterol sérico 8i se utiliza en forma

crbénica.

Los resultados anteriores indican que Enclomid es
mas eficaz que Clomid o 2Zuclomid mejorando la
testosterona sérica total. Evidentemente, Zuclomid no es
eficaz y esta deficiencia limita cualquier uso de Clomid
para hipogonadismo, en particular, dado que el
componente 2Zuclomid de Clomid predominaria en la
circulacién durante el tiempo de acuerdo con su vida

media mas prolongada,

Parece ser que Enclomid es relativamente benigno en
todos los aspectos en comparacién con Zuclomid y, con
frecuencia, incluso con Clomid. Esto es particularmente
cierto cuando se considera la tendencia de Enclomid a
reducir el colesterol, y las enzimas hepaticas, contrario
a la tendencia de Zuclomid a elevar los mismos
parametros. La tendencia sorprendente de Enclomid para

elevar la cuenta de 1linfocitos puede ser 0til para

st
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varones con SIDA s8i se puede demostrar que la

subpoblacién CD4+ de linfocitos no se reduce o se mejora.

EJEMPLO 2
Método para aumentar la concentracién de testosterona en
varonas utilizando trans-clomifeno y mexzxclas de trans-

clomifeno y cis-clomifeno en proporciones mayores que 1

Antes de la administracién de trans-clomifeno, se
tomaron muestras de sangre de individuos machos y se
midieron las concentraciones de testosterona utilizando
los métodos descritos por ejemplo en Matsumoto y col.
Clin. Endocrinol, Metab. 56; 720 (1983) (incorporada en
la presente como referencia). 1L.a globulina de unién a 1la
hormona sexual (SHBG), libre y unida a la testosterona,
también se puede medir como estd descrito por ejemplo en
Tenover y col., J. Clin. Endocrinol. Metab. 65: 1118
(1987) que describe la medicién de SHBG por un analisis
de saturacién de [?H] dihidrotestosterona Y PpOr un
radioinmunoensayo. Las concentraciones de testostercna no
unida a SHBG (testosterona blodisponible) también se
miden por ejemplo de acuerdo con Tenover y col. J. Clin.
Endocrinol and Metab. 65: 1118 (1987). Véase también
Soderguard y col. J. Steroid Biochem 16: 801 {(1982) que

se incorpora en la presente como referencia.

5



Se

Se administra a los pacientes dosis diarias de 1.5
mg/kg de clomifeno, en donde 1la relacién de trans-
clomifeno a cis-¢lomifeno es mayor que l. Se supervisa a
los pacientes en cuanto a las concentraciones de
testosterona de modo que se pueda ajustar la cantidad y
frecuencia de las dosis para obtener concentraciones

terapéuticas de testosterona en el paciente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar las concentraciones
séricas de testosterona en mamiferos machos, el método
consiste en administrar al mamifero una cantidad eficaz
de un compuesto que contenga cis-clomifeno y trans-
clomifeno o analogos de estos o sales o solvatos
aceptables para uso farmacéutico de estos y, como una
opciétn, uno o mas diluyentes, adyuvantes, portadores o
excipientes aceptables para uso farmacéutico y, en donde

la relacién de trans-clomifeno y cis-clomifeno es mayor

que 1 p/p.

2. El método de la reivindicaciédn 1, caracterizado
porque la composicién consiste principalmente en una
cantidad eficaz de trans-clomifeno o un an&logo de éste o
una sal o 8solvato farmacéuticamente eficaz de estos vy,
como una opcidétn, uno o0 mas diluyentes, adyuvantes,
portadores o} excipientes aceptables para uso

farmacéutico.

3. Una composicién que contiene de 0% a
aproximadamente 29% p/p de cis-clomifeno Y
aproximadamente 100% hasta aproximadamente 71% de trans-

clomifeno © analogos de estos o las sales o 8Ssolvatos
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aceptables para uso farmacéutico de estos y, como una
opcién, uno o mas diluyentes, adyuvantes, portadores o

excipientes aceptables para uso farmacéutico.

4. Una composicién que contiene c¢is-clomifeno y
trans-clomifeno o andlogos de estos o las sales o
solvatos aceptables para uso farmacéutico de estos vy,
como una opcidén, unc o mas diluyentes, adyuvantes,
portadores o excipientes aceptables para uso farmacéutico
Y en donde la relacién de trans-clomifeno y cis-

clomifeno es mayor que 1.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al uso de las
composiciones que contienen trans-clomifeno para tratar a
varones con hipogonadismo. La invencién también se
refiere a 1los métodos para tratar a varones con
hipogonadisme. La invencién también se dirige a los

métodos para tratar machos con hipogonadismo.

~
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AMENDED CLAIMS
[Reeetved by the Infernational Bureau on 12 August 2003 (12.08.03)]

1. A method for increasing serum levels of testosterons in & male mammal, the
method comprising administering to the mammal an effective amount of a composition
comprising efs-clomipheme aud frans-clomiphene or analogs thereof or pharmeceutically
accepiable saits or solvates thereof end optionally one or more pharmaceutically
accepieble diluents, adjuvants, carriers or excipients, wherein the mtio of trans-
clomiphene to cis-clomiphene is grester than 71/29 wiw.

2. The method of claim 1 wherein the composition consists essentislly of an
effective amount of irans-clomiphene ar an analog thareof or & pharmaceutically effective
salt or solvate thereof and opticnally one or maore pharmaceutically accoptable dilnents,
adjuvanis, carviers or excipients.

3. A composition comprising 0% to about 29% wiw of cis-clomiphene and about
100% to about 71% trans-clomiphens or analogs thereof ar pharmaceutically acceptable
salis or solvates thereof and optioually ane or more pharmaceutically acceptahls diluents,
ndjwnnu.mmormmu.

4. A composition comprising cis-clomipheoe and frans-clomiphene or aualogs
thereof or pharmaceutically acceptable salts or sofvates thereof and optionally one or
more pharmaceuticaily accepiable diluents, adjuvants, carriers or excipients and wherein
the ratio of frans-clomiphene to cis-clomiphens is greater than 71/29.
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STATEMENT UNDER ARTICLE 18 {1)

The amendments as hereby requested do not go beyond the disclosure in
the international application as filed. Support for the amendments may be found at
paragraph [0011] of the international application as filed.



REIVINDICACIONES MODIFICADAS
(Recibidas por la Oficina Internacional el 12 de agosto
2003 (12.08.03))

1. Un método para aumentar las concentraciones
séricas de testosterona en mamiferos machos, el método
consiste en administrar al mamifero una cantidad eficaz de
un compuesto que contenga cis-clomifeno y trans-clomifeno o
andlogos de estos o sales o solvatos aceptables para uso
farmacéutico de estos y, como una opcién, uno o méas
diluyentes, adyuvantes, portadores o excipientes aceptables
para uso farmacéutico, en donde la relacién de trans-

clomifeno y cis-clomifeno es mayor que 71/29 p/p.

2. El método de la reivindicacién 1, caracterizado
porque la composicién consiste principalmente en una
cantidad eficaz de trans-clomifeno o un andlogo de éste o
una sal o solvato farmacéuticamente eficaz de estos y, como
una opcién, uno o més diluyentes, adyuvantes, portadores o

exclpientes aceptables para uso farmacéutico.

3. Una composicién que contlene de 0% a
aproximadamente 29% p/p de cis-clomifeno y aproximadamente
100% hasta aproximadamente 71% de trans-clomifeno o
andlogos de estos o las sales o solvatos aceptables para
uso farmacéutico de estos y, como una opcién, uno o mis
diluyentes, adyuvantes, portadores o excipientes aceptables

para uso farmacéutico.
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4, Una composicién que contiene cis-clomifeno vy
trans-clomifeno o andlogos de estos o las sales o solvatos
aceptables para uso farmacéutico de estos y, como una
opcién, uno o mas diluyentes, adyuvantes, portadores o
excipientes aceptables para uso farmacéutico y, en donde la
relacién de trans-clomifeno y cis-clom}feno es mayor que

71/29.
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DECLARACION BAJO EL ARTICULO 19 (1)

Las modificaciones seqin solicitadas en este no van
mas alla a las revelaciones de la solicitud internacional
conforme ha sido presentada. El apoyo a las modificaciones
puede ser encontrado en el paragrafo (00ll) de la solicitud

internacional conforme ha sido presentada.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Bogotd, D.C.,
11711
Doctor: N 17
CAMILO ALVAREZ
Apoderado
ZONAGEN INC.
ASUNTO: Radicacidn N° 041222
Solicitud intemacional PCTAJS2002/21524
Fecha iniclo fase nacional 08/02/2004
Trémite 011
Evento n
Actuacién 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decisidn 488 de la
Comision de la Comunidad Andina, aticulo 27 del Tratado de Cooperacitn en Materia de Patentes (PCT),
regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, 98 le comunica
que:

0 La sofickud no confiene la copla del documento en que consta la cesion dal derecho a la patents del
Inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k) Deciaién 486).

0 La solictud no contiene el poder debidamente otorgado, con el leno de los requisitos exigidos por los
articulos 63 y subsiguientes del Cddigo de Procedimiento Civil. Adiclonalments, deberd presentar el
dmm;#awﬁhhdﬂﬁaywmwmhmmmmm
persona juridica.

En cumplimienio de lo dispuesto por el articulo 39 de ia Decisién 488, 89 le requiere para que dentro del

témino de dos meses siguientes a la fecha de notificacidn del presente oficio, complete los requisitos
anteriorments enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presents requerimiento, la soficitud se
conskierard abandonada y perderd su prelacion,

Notifiquese el presents oficio conforme a lo dispuesto en ol numeral 5.2, teral e), del capitulo quinto del
titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

13 Fep, 2004
B anterior requerimiento fus notificado por fjacion en lista de fecha,
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