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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
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ASUNTO Radicacion 07 050 824A
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 519
Oficio 215023
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Patente de Invencion Patente de Modelo de Utilidad D
Via Nacional D
Via PCT (Fase Nacional) v Capitulo | 0 Capitulo i i
No. Solicitud Internacional PCT/CA2005/001612
Fecha de Presentacion Internacional 20/Octubre/2005

Como resultado del examen de fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45 de
la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion: Folios 4 a 91 22/Mayo/2007
Reivindicaciones: Folios 92 5/Juliof2012
Prioridad: US 60 620 452 20/Octubre/2004

1. Analisis de la prioridad

Se acepta la reivindicacidon de prioridad para las composiciones orales
(reivindicaciones 14-17), percutaneas (reivindicacion 13) e intravaginales en crema (1
y 2, 4-8) porque los 6vulos o supositorios y geles de aplicacion intravaginal que
contuvieran la combinacién de por lo menos un precursor de esteroides sexuales y
por lo menos un modulador de receptores de estrégeno no estaban inciuidos dentro
de la solicitud sobre la cual se reivindica prioridad.
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Se acepta para examen la solicitud fraccionaria presentada e identificada como 07-
050824A, porgue no implica ampliacién de la materia contenida en la solicitud inicial.

3. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: “Composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un
precursor sexual en combinacion con al menos un modulador receptor de estrogeno
selectivo”.

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de proporcionar un
metodo para tratar o reducir la probabilidad de adquirir problemas que afectan la
lamina propia o capa muscular de la vagina.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona
composiciones farmacéuticas para administracion vaginal, percuténea, y oral que
comprende que comprenden: a) un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable; b) una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos un precursor esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de
dehidroepiandrosterona, sulfato de dehidroepiandrosterona, y androst-5-ene-33,173-
diol; y ¢) una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos un modulador selectivo
del receptor de estrogeno para la proteccion de la glandula uterina y mamaria contra
el cancer, en donde el modulador selectivo del receptor de estrogeno es
seleccionado del grupo que consiste de raloxifeno, arzoxifeno (LY 353381), LY
335563, tamoxifeno, OH-tamoxifeno, droloxifeno, toremifeno, idoxifeno, ospemifeno,
GW 5638, SERM 3339, TSE-424, ERA-923, lasoxifeno (CP 336156),
levormeloxifeno, acolbifeno (EM-1538), EM-652 y EM-800.

El objeto de la presente solicitud se relaciona con la clasificacion internacional de
patentes (CIP): AB1K 31/5685; A61K 31/566; AB1K 31/453; A61K 31/519; A61P
15/05.

4. De la Solicitud de Patente
Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

Las reivindicaciones 1, 13 y 14 no son concisas porque reclaman composiciones
farmaceéuticas, sin establecer claramente las cantidades de los componentes. Se
recuerda al solicitante que una composicion debe estar caracterizada por sus
componentes y las cantidades de estos dentro de la composicidn.

Las reivindicaciones 1, 13y 14 no son claras, porque hacen referencia a los cédigos
LY335563, GW5638, SERM 3339, TSE-424, ERA-9223, EM-652 y EM-800, los
cuales son cédigos de laboratorio que no definen el producto, porque su composicion
puede cambiar con el paso del tiempo aunque conserve el mismo cédigo. Se sugiere
especificar los nombres quimicos o comunes de los compuestos.
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La reivindicacion 6 no es concisa porque establece que la composicion de la
reivindicacion 1 comprende hasta 2% en peso con relaciéon al peso total de la
composicion. Dicho porcentaje no es conciso porgque no se establece un intervalo de
concentracion en el cual la composicion reclamada presente los efectos
establecidos, por tanto se sugiere establecer un intervalo de concentraciones dentro
lo soportado en la descripcion. Se sugiere incluir el contenido de la reivindicaciéon 7
dentro de la reivindicacion 1.

Las composiciones reclamadas que contienen un SERM diferente a acolbifeno no se
encuentran soportadas en la descripcién, ya que dentro de esta solamente se
prueban y presentan composiciones que contienen acolbifeno y DHEA. Se sugiere
restringirse a las composiciones efectivamente probadas y soportadas en la
descripcion.

Las composiciones de las reivindicaciones 2, 3y 13 no se encuentran soportadas en
la descripcion, pues no se encuentra en la descripcion ningin ejemplo que
comprende la combinacion establecida en dichas formas farmacéuticas. Se sugiere
eliminarlas del pliego reivindicatorio.

5. Unidad de invencién (Art 25 D 486)

La soficitud no cumple con el requisito de unidad de invencion porque se refiere a 9
grupos inventivos.

Los grupos inventivos estan definidos por las siguientes caracteristicas esenciales:

1% Composicion farmacéutica para aplicacion vaginal que comprende un precursor
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-3[3,178-diol y un modulador
selectivo del receptor de estrogeno seleccionado del grupo que consiste de:
Raloxifeno, Arzoxifeno, LY 335563, TSE 424 y Pipedoxifeno (ERA-923).

2° Composicién farmacéutica para aplicacion vaginal que comprende un precursor
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-3@,178-diol y un modulador
selectivo del receptor de estrégeno seleccionado del grupo que consiste de:
Tamoxifeno, OH-tamoxifeno, Droloxifeno, Toremifeno, Idoxifeno, Ospemifeno,
GW5638.

3% Composicion farmacéutica para aplicacion vaginal que comprende un precursor
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-383,17B-diol y un modulador
selectivo del receptor de estrégeno seleccionado del grupo que consiste de:
Lasoxifeno, Levormeloxifeno, Acolbifeno, EM-652, EM-800.

4° Composicion farmacéutica para aplicacion percutanea que comprende un
precursor esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de
dehidroepiandrosterona, sulfato de dehidroepiandrosteronay androst-5-ene-3[3,173-
diol y un modulador selectivo del receptor de estrégeno seleccionado del grupo que
consiste de: Raloxifeno, Arzoxifeno, LY 335563, TSE 424 y Pipedoxifeno (ERA-923)
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5° Composicion farmacéutica para aplicacidon percutanea que comprende un
precursor esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de
dehidroepiandrosterona, sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-33,173-
diol y un modulador selectivo del receptor de estrégeno seleccionado del grupo que
consiste de: Tamoxifeno, OH-tamoxifeno, Droloxifeno, Toremifeno, Idoxifeno,
Ospemifeno, GWS5638.

6° Composicion farmacéutica para aplicacién vaginal que comprende un precursor
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-33,173-diol y un modulador
selectivo del receptor de estrégeno seleccionado del grupo que consiste de:
Lasoxifeno, Levormeloxifeno, Acolbifeno, EM-652, EM-800.

7° Composicion farmacéutica para administracion oral que comprende un precursor
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-38,178-diol y un modulador
selectivo del receptor de estrégeno seleccionado del grupo que consiste de:
Raloxifeno, Arzoxifeno, LY 335563, TSE 424 y Pipedoxifeno (ERA-923).

8° Composicidn farmaceéutica para administracion oral que comprende un precursor
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-33,17B-diol y un modulador
selectivo del receptor de estrégeno seleccionado del grupo que consiste de:
Tamoxifeno, OH-tamoxifeno, Droloxifeno, Toremifeno, Idoxifeno, Ospemifeno,
GW5638.

9° Composicion farmacéutica para administracion oral que comprende un precursor
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-38,178-diol y un modulador
selectivo del receptor de estrogeno seleccionado del grupo que consiste de:
Lasoxifeno, Levormeloxifeno, Acolbifeno, EM-652, EM-800.

Se sugiere presentar las solicitudes divisionales que considere necesarias, 6 limitar
la solicitud inicial a una sola invencién, eliminando de ella las otras invenciones.

6. Determinacion del estado de la técnica

El estado de la técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la
solicitud de prioridad: Octubre 20 de 2004 para las composiciones para aplicacién
percutanea, las composiciones orales y las cremas vaginales, 6 fecha de
presentacion internacional: Octubre 20 de 2005 para las composiciones
farmacéuticas para aplicacion vaginal en supositorio o gel, y se encontraron los
siguientes documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

L item Documento Titulo Fecha de Publicacion*
j Usos medicos de un modulador

§ de receptor de estrégeno .

| D1 MXPAQ0012308 selectivo en combinacion con 28/Julio/2003

{ precursores esteroides sexuales

‘ The Journal of Effect of dehydroepiandrosterone

D? __| Steroid Biochemistry on vaginal and uterine 03/Agosto/1998
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| and Molecular histomorphology in the rat.
Biology.

Volume 686, Issue 3,

! August 1898, Pages

, 137-149
i Rem;rzagatc;r;iz%rr:nama Capitulo 90. Aplicaciones
D3 Editorial Medicinales. 1998
" P ‘ Supositorios paginas 2436-2443.
anamericana.
Tomo 2.

D4 WQ038416709 systems of 04 de agosto de 1894
dehydroepiandrosterone.

!
| Therapeutic uses and delivery

D1
http://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio? DB=worldwide espacenet.co
m&lI=0&ND=3&adjacent=true&locale=en EP&FT=D&date=20030728&CC=MX&NR=
PAQ0012306A&KC=A Divulga un método para el tratamiento y/o inhibicién del
desarrollo de cancer de mama el cual envuelve la administraciéon de un modulador
de receptor de estrégeno de la formula (I) y una cantidad de un precursor de
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-383,173-diol (resumen, Pag. 12
lineas 20-25 y Pag. 13 lineas 1-5). Establece que la aplicacién de DHEA retrasa y
previene la aparicidon de tumores de mama (Pag. 7 lineas 4-11) y que existe una
sinergia en la combinacién de un precursor de esteroide sexual y un modulador de
receptor de estrégeno, contra el cancer de mama, ya que el SERM proporciona un
efecto antiestrogénico deseable y el precursor proporciona efecto androgénico y
establece que los efectos indeseables también son mitigados en una forma sinérgica
(Pag. 20 lineas 16-23). Establece que la combinaciéon de un SERM (EM-800) y un
precursor de esteroide sexual (DHEA) ejerce efectos inhibidores mas potentes que
cada compuesto utilizado solo sobre el desarrollo del carcinoma mamario (Pag. 34
lineas 2-10). Establece que los ingredientes activos para la administracion
transdérmica o transmucosa estan preferiblemente del 0.5 al 20% en relacidn al peso
total de la composicidn farmaceutica (Pag. 45 lineas 17-25), adicionalmente
establece la forma como se pueden formular unglientos, geles, lociones o cremas de
(Pag. 46 y Pag. 47 lineas 1-5) combinacion y establece la forma preferida para
formular el precursor esteroide en gel (Pag. 47 linea 14-Pag. 48 lineas 1-3). Ensefa
que el principio activo puede ser formulado en tabletas, grageas, nucleos y capsulas
(Pag. 50-Pag 51 lineas 1-8, Pag. 99 ejemplos A y B).

D2 Ensena que la aplicacidn local en la mucosa vaginal es aproximadamente 10
veces mas eficiente que la aplicacion en un sitio distante en la piel y que la inversion
de la atrofia vaginal se observd después de la administracion intravaginal de la
DHEA en ratas ovariectomizadas a la dosis de 0,3 mg, mientras que una dosis diez
veces mayor de la DHEA se requiere para producir el mismo efecto cuando se les
administrd la DHEA percutaneamente en la piel dorsal (resumen Pag. 137, Pag. 141,
Pag. 143 primer pérrafo, columna de la izquierda ultimo parrafo y columna de la
derecha primer parrafo y Pag. 147 columna de la izquierda penultimo parrafo).
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D3 Ensena el uso de supositorios vaginales y que las medicaciones vaginales estan
disponibles en una variedad de formas fisicas como cremas, geles o liquidos.
Adicionalmente ensefia que existen diferentes bases para supositorios y entre ellas
nombra manteca de cacao, aceites vegetales hidrogenados y bases hidrosolubles o
dispersables las cuales estan formadas por polietilenglicoles o por una combinacién
de glicol-surfactante y también la forma de prepararlos (Pag. 2436-2442).

D4 Divulga el wuso de precursores esteroides sexuales como la
dehidroepiandrosterona (DHEA) en la prevencion y tratamiento de atrofia vaginal y
otros sintomas de la menopausia. También revela que estos precursores de
esteroides sexuales pueden ser formulados para administracion percutanea o
transmucosal, y que se pueden presentar como geles, soluciones, lociones, cremas,
unguentos y parches transdérmicos. (Resumen, Pag. 32 lineas 4-11y 20-34, Pag. 33
lineas 12-30, Pag. 37 lineas 10-36, Pag. 38 lineas 1-3, reivindicacion 12).

7. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)
Novedad (Art 16 D486)

La reivindicacion 14 consiste en una composicion farmaceéutica para administracion
oral que comprende:

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de |a técnica:

T al

Caracteristicas esenciales | D1
Composicién farmacéutica para
administracion oral. —]
Gelatina, lactosa almidén (Tableta
Pag. 99, ejemplo A) 6 Lactosa |
a) Un excipiente, diluyente o vehiculo anhidra, almidén, celulosa
farmacéuticamente aceptable. ! microcristalina, estearato de
magnesio (Pags. 99 y 100 ejemplo
B).

Composicién farmacéutica para administracion oral.

-
l
|
i

b) Una cantidad terapéuticamente efectiva de al »
menos un precursor esteroide sexual

seleccionado de! grupo que consiste de Dehidroepiandrosterona 15% (Pags.
dehidroepiandrosterona, sulfato de 99y 100 ejemplos Ay B).
dehidroepiandrosterna y androst-5-ene-

3p.176-diol.

c) Una cantidad terapéuticamente efectiva de al
menos un modulador selectivo del receptor
de estrogeno para la proteccion de la
glandula uterina y mamaria contra el cancer, 1
en donde el modulador selectivo del receptor EM-800 5% (Pags. 99y 100
de estrogeno es seleccionado del grupo que ejemplos Ay B).
consiste de Raloxifeno, Arzoxifeno (LY
353381), LY 335563, Tamoxifeno, OH-
tamoxifenc, Droloxifeno, Toremifeno,
ldoxifeno, Ospemifeno, GW 5638, SERM
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3339, TSE-424, ERA-923, Lasoxifeno (CP
336156), Levormeloxifeno, Acolbifeno (EM-
1638), EM-652 y EM-800.

Las caracteristicas esenciales de la composicién de la reivindicaciéon 14 habian sido
divulgadas previamente en D1, el cual ensefia una composicién en tableta y una
composicion en capsula de gelatina, que comprende DHEA, EM-800 y excipientes
farmaceuticamente aceptables (Ejemplos Ay B Pags. 99 y 100).

En consecuencia, la reivindicaciéon 14 no es nueva, segun lo divulgado en el
documento D1.

Las reivindicaciones dependientes 15 — 17 no mencionan alguna caracteristica que
haga nueva a la composicion de la reivindicacién 14, por lo cual se considera que no
son nuevas.

Nivel Inventivo (Art18 D486)

La reivindicacion 1 consiste en una composicion farmacéutica para aplicacion vaginal
gue comprende:

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de Ia técnica:

Caracteristicas esenciales ! D1 D2 |

Composicién para |

Composiciones en ungliento, aplicacién local en la
gel, crema o similar (Pag. 46 vagina (Pag. 138,

i lineas 3y 4). columna de Iz derecha,

primer parrafo).

Una composicion farmacéutica para
aplicacion vaginal

El compuesto activo es

} mezclado con un

i portador adecuado el
cual es compatible con la
piel y mucosa humanay
que mejora la !
penetracion transdérmica |
del compuesto a través i
de la piel y mucosa. |

Algunos de los Un excipiente como
a) Un excipiente, diluyente o portadores mencionados etanol y propilenglicol
vehiculo farmacéuticamente son: hidroxipropil (Pag. 138, columna de
aceptable. celulosa (Klucel HF y la derecha, primer
base Glaxal) (Pag. 46). parrafo).

Una mezcla de solventes
| organicos e inorganicos

| puede ayudar a la
solubilidad hidrofilica y
lipofilica por ejemplo
agua y etanol (Pag. 47
lineas 1-4). Se prefiere
que los precursores de
esteroide sexual se
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formulen como un gel
alcohdlico que contenga
triglicérido caprilico-
caprico, hexilenglicol,
dietilenglicol
monometileter,
ciclometicona, alcohol
bencilico e
hidroxipropilcelulosa
(Pag. 47 lineas 14-17 y
Pag. 48 lineas 1-3).

b) Una cantidad

¢) Una cantidad

terapéuticamente efectiva de 3

al menos un precursor |
esteroide sexual |
seleccionado del grupo que
consiste de
dehidroepiandrosterona,
sulfato de
dehidroepiandrosterna y
androst-5-ene-363,17p-diol.

Una cantidad
terapéuticamente efectiva de
un precursor esteroide
sexual seleccionado del
grupo:
Dehidroepiandrosterona, sus
profarmacos y androst-5-
ene-3[3,17B-diol (Pag. 47
lineas 5-11).

Una cantidad
terapéuticamente
efectiva de DHEA

(Pag. 138, columna de
la derecha, primer
parrafo).

l

terapeuticamente efectiva de
al menos un modulador
sclectivo del receptor de
estrogeno para la proteccién
de la glandula uterina y
mamaria contra el cancer, en
donde el modulador selectivo
del receptor de estrogenoc es
seleccionado del grupo que
consiste de Raloxifeno,
Arzoxifeno (LY 353381), LY
335563, Tamoxifeno, OH-
tamoxifeno, Droloxifeno,
Toremifeno, Idoxifeno,
Ospemifeno, GW 5638,
SERM 3339, TSE-424, ERA-
923, Lasoxifenc (CP
336156), Levormeloxifeno,
Acolbifeno (EM-1538), EM-
652 y EM-800. ;

Una cantidad
terapéuticamente efectiva de
al menos un modulador
selectivo del receptor de
estrogeno para la proteccion
de la glandula uterina y
mamaria contra el cancer, en
donde ef modulador selectivo
del receptor de estrégenoc es
seieccionado del grupo gue
consiste de: Raloxifeno,
Arzoxifeno, LY 335563,
Tamoxifeno, Droloxifeno,
Toremifeno, Idoxifeno, GW
5638, TSE-424, Lasoxifeno,
Levormeloxifeno, Acolbifeno,
EM-652 y EM-800.

No fo menciona.

Eldocumento D1 se considera el estado de la técnica cercano a la invencién definida
en la reivindicacion 1 porque divulga un método para el tratamiento y/o inhibicién del
desarrollo de cancer de mama el cual envuelve la administraciéon de un modulador
de receptor de estrogeno de la formula (I) y una cantidad de un precursor de
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-38,178-diol (resumen, Pag. 12
lineas 20-25 y Pag. 13 lineas 1-5). Establece que |a aplicacion de DHEA retrasa y
previene la aparicion de tumores de mama (Pag. 7 lineas 4-11) y que existe una
sinergia en la combinacién de un precursor de esteroide sexual y un modulador de
receptor de estrégeno, contra el cancer de mama, ya que el SERM proporciona un
efecto antiestrogénico deseable y el precursor proporciona efecto androgénico y
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establece que los efectos indeseables también son mitigados en una forma sinérgica
(Pag. 20 lineas 16-23). Establece que la combinacién de un SERM (EM-800) y un
precursor de esteroide sexual (DHEA) ejerce efectos inhibidores mas potentes que
cada compuesto utilizado solo sobre el desarrollo del carcinoma mamario (Pag. 34
lineas 2-10). Establece que los ingredientes activos para la administracion
transdérmica o transmucosa estan preferiblemente del 0.5 al 20% en relacion al peso
total de la composicion farmacéutica (Pag. 45 lineas 17-25), adicionalmente
establece la forma como se pueden formular unglientos, geles, lociones o cremas de
(Pag. 46 y Pag. 47 lineas 1-5) combinacion y establece la forma preferida para
formular el precursor esteroide en gel (Pag. 47 linea 14-Pag. 48 lineas 1-3).

La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicacién 1y la composicién de la
reivindicacion 1 consiste en que la anterioridad no divulga especificamente una
composicion para aplicacion vagina que comprenda la combinacién de un precursor
de esteroide sexual y un modulador selectivo de receptor de estrogeno.

No se evidencia el efecto que logra el incluir esta caracteristica porque las
composiciones reveladas en el documento D1 también son Utiles para prevenir el
cancer de mama.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: “cémo modificar las composiciones reveladas en el documento
D1 para obtener una composicion alternativa de aplicaciéon vaginal para prevenir el
cancer de mama y tratar o reducir la probabilidad de adquirir problemas que afectan
la lamina propia o capa muscular de la vagina”.

Sin embargo, el documento D2 revela que la aplicacion local de DHEA en la mucosa
vaginal es 10 veces mas eficiente que la aplicacién en un sitio distante en la piel
(Pag. 147 columna de la izquierda).

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, se veria
motivada por lo revelado en D2 a formular la combinacién revelada en D1 en una
forma farmacéutica para aplicacién local en la vagina, con la expectativa razonable
de obtener una composicidn para prevenir el cancer de mama vy tratar o reducir la
probabilidad de adquirir problemas que afectan la lamina propia o capa muscular de
la vagina, porque ya era conocido el efecto sinérgico de la combinacién de un
precursor esteroide sexual como DHEA y un modulador selectivo del receptor de
estrogeno en la prevencion del cancer de mama y el documento D2 revela que |a
administracion de DHEA resulta en cambios histoldgicos en los tejidos vaginal y
uterino afectando los diferentes tipos de células (Pag. 144 Gltimo parrafo y Pag. 145
primer parrafo).

Adicionalmente la presente solicitud no revela que exista algun efecto sinérgico de la
combinacion de DHEA y acolbifeno sobre el tejido vaginal (ni en el epitelio, nien la
lamina propia, ni en la capa muscularis) (ver folios 162, 164, 165, 166 y 167) y el
efecto sinérgico en la prevencion del cancer de mama ya habia sido revelado
previamente en el documento D1. Por tanto se considera que el objeto de la
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reivindicacion 1 se deriva de lo divulgado en el estado de la técnica y carece de un
efecto sorprendente.

Conclusion:
La reivindicacion 1 cumple el requisito de novedad (Art. 16), pero no cumple con el
requisito de nivel inventivo (Art. 18).

Puesto que la reivindicacion dependiente 2 no menciona caracteristicas inventivas
adicionales tampoco se puede considerar inventiva.

La reivindicacién 3 consiste en una composicion farmacéutica para aplicacion vaginal
de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde la composicion farmacéutica es un
supositorio 0 un ovulo:

Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Caracteristicas esenciales D1 D3

Una composicion farmacéutica Composiciones en unguento, gel,
| para aplicacion vaginal gue es un | crema o similar (Pag. 46 lineas 3
: supositorio y 4).
El compuesto activo es
mezclado con un portador
adecuado el cual es
compatible con la piel y
mucosa humana y que
mejora la penetracién
transdérmica del compuesto
a traves de la piel y mucosa.
Algunos de los portadores
mencionados son:
hidroxipropil celulosa (Klucel

Supaositorios vaginales
{paginas 2437-2442)

Las bases para

a) Un excipiente, diluyente o
vehiculo
farmacéuticamente
aceptable.

HF y base Glaxai) (Pag. 46).
Una mezcla de solventes
organicos e inorganicos
puede ayudar a la solubilidad
hidrofilica y lipofilica por
ejemplo agua y etanol (Pag.
47 lineas 1-4). Se prefiere
que los precursores de
esteroide sexual se formulen
como un gei alcohdlico que
contenga triglicérido
caprilico~-caprico,
hexilenglicol, dietilenglicol
monometiléter,
ciclometicona, alcohol
bencilico e
hidroxipropilcelulosa (Pag.
47 lineas 14-17 y Pag. 48
lineas 1-3).

supositorios pueden ser
grasas (manteca de
cacao o aceites
vegetales modificados
por esterificacion,
hidrogenacién) o
hidromiscibles (pagina
2437 segunda columna
y 2439)

1
|

b) Una cantidad
terapeuticamente efectiva
de al menos un precursor
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Una cantidad terapéuticamente

efectiva de un precursor

esteroide sexual seleccionado

El porcentaje en peso
de la sustancia activa

en la formulacion se _|
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esteroide sexual : del grupo: calcula en funcion de su |
seleccionado del grupo Dehidroepiandrosterona, sus densidad y de la
que consiste de profarmacos y androst-5-ene- cantidad de ingrediente

; dehidroepiandrosterona, : 3B3,173-diol (Pag. 47 lineas 5-11). activo a formular
sulfato de (pagina 2442)

dehidroepiandrosterna y
androst-5-ene-3(3,1703-
diol.

¢) Una cantidad
terapéuticamente efectiva
de al menos un
modulador selectivo del
receptor de estrogeno

para la proteccion de la Una cantidad terapéuticamente
glandula uterina'y efectiva de al menos un
mamaria conira el cancer, | modulador selectivo del receptor
en donde el modulador de estrégeno para la proteccion El porcentaje en peso
selectivo del receptor de | de la glandula uterinay mamaria | de la sustancia activa
estrogeno es contra el cancer, en donde el en la formulacion se
seleccionado del grupo modulador selectivo del receptor | calcula en funcion de su
que consiste de de estrogeno es seleccionado densidad y de la

: Raloxifeno, Arzoxifeno ! del grupo que consiste de: cantidad de ingrediente
(LY 353381), LY 335563, ( Raloxifeno, Arzoxifeno, LY activo a formular
Tamoxifeno, OH- i 335563, Tamoxifeno, (pagina 2442)
tamoxifeno, Droloxifeno, . Droloxifeno, Toremifeno,
Toremifeno, tdoxifeno, t {doxifeno, GW 5638, TSE-424,
Ospemifeno, GW 5638, | Lasoxifeno, Levormeloxifeno,
SERM 3339, TSE-424, i Acolbifeno, EM-652 y EM-800.
FRA-923, Lasoxifeno (CP | |
336156). |

Levormeloxifeno,
, Acolbifeno (EM-1538), | f
i . EM-652 y EM-800. |

i
|
‘ i
I J

Eldocumento D1 se considera el estado de la técnica cercano a la invencion definida
en la reivindicacion 1 porque divulga un método para el tratamiento y/o inhibicién del
desarrallo de cancer de mama el cual envuelve la administracién de un modulador
de receptor de estrogeno de la férmula (l) y una cantidad de un precursor de
esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-38,17B-diol (resumen, Pag. 12
lineas 20-25 y Pag. 13 lineas 1-5). Establece que la aplicacion de DHEA retrasa y
previene la aparicién de tumores de mama (Pag. 7 lineas 4-11) y que existe una
sinergia en la combinacion de un precursor de esteroide sexual y un modulador de
receptor de estrogeno, contra el cancer de mama, ya que el SERM proporciona un
efecto antiestrogeénico deseable y el precursor proporciona efecto androgénico y
establece que los efectos indeseables también son mitigados en una forma sinérgica
(Pag. 20 lineas 16-23). Establece que la combinacién de un SERM (EM-800) y un
precursor de esteroide sexual (DHEA) ejerce efectos inhibidores mas potentes que
cada compuesto utilizado solo sobre el desarrollo del carcinoma mamario (Pag. 34
lineas 2-10). Establece que los ingredientes activos para la administracion
transdermica o transmucosa estan preferiblemente del 0.5 al 20% en relacion al peso
total de la composicion farmacéutica (Pag. 45 lineas 17-25), adicionalmente
establece la forma como se pueden formular unglentos, geles, lociones o cremas de
Expediente O7 050 824 ler Art 45
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(Pag. 46 y Pag. 47 lineas 1-5) combinacion y establece la forma preferida para
formular el precursor esteroide en gel (Pag. 47 linea 14-Pag. 48 lineas 1-3).

La diferencia entre la invencidn, definida en la reivindicacion 3 y la composicion de la
reivindicaciéon 1 consiste en que la anterioridad no divulga especificamente un
supositorio que comprenda la combinacion de un precursor de esteroide sexual y un
modulador selectivo de receptor de estrogeno.

No se evidencia el efecto que logra el incluir esta caracteristica porque las
composiciones reveladas en el documento D1 también son utiles para prevenir el
cancer de mama y los problemas que afectan la ldmina propia o capa muscular de la
vagina.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: "cdmo modificar las composiciones reveladas en el documento
D1 para obtener una composicion alternativa de aplicacién vaginal para prevenir el
cancer de mama y tratar o reducir la probabilidad de adquirir problemas que afectan
la famina propia o capa muscular de la vagina”.

Sin embargo, el documento D3 ya revelaba que una forma de aplicacién intravaginal
son los supositorios (pagina 2437 primera columna). D3 revela diferentes vehiculos o
bases para supositorios, entre los que se encuentran la manteca de cacao o aceite
de teobroma y aceites vegetales modificados por esterificacion, hidrogenacion y/o
fraccionamiento (pagina 2439).

Por lo tanto, una persona normalmente versada en la materia que conoce que la
aplicacion local de DHEA en la mucosa vaginal es 10 veces mas eficiente que la
aplicacion en un sitio distante en la piel y que dosis de 0.3mg revierten la atrofia
vaginal en ratas ovariectomizadas', se veria motiva a formular un supositorio como
es descrito en el documento D3 (Pags. 2439-2442), pues sabe que esta es una
forma farmacéutica que permite la aplicacion local en la vagina, y tal como establece
el documento D3 el porcentaje o cantidad de principio activo se calcula en funciéon de
la densidad de este y de la cantidad del mismo a formular, lo cual esta dentro de las
capacidades de una persona de nivel medio versada en la materia.

Adicionalmente la presente solicitud no revela que exista algun efecto sinérgico de la
combinacion de DHEA y acolbifeno sobre el tejido vaginal (ni en el epitelio, nien la
lamina propia, ni en la capa muscularis) (ver folios 162, 164, 165, 166 y 167) y el
efecto sinérgico en la prevencion del cancer de mama ya habia sido revelado
previamente en el documento D1. Por tanto se considera que el objeto de la
reivindicacion 3 se deriva de lo divulgado en el estado de la técnica y carece de un
efecto sorprendente.

En conclusion, ante la falta de evidencia de un efecto inesperado de la composicién

"The journal of steroid biochemistry and molecular biology. Volume 66, Issue 3, August
1898, Pags. 137-149,
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reclamada frente a las composiciones previamente reveladas en el estado de la
técnica, se considera que el objeto de la reivindicacion 3 no presenta nivel inventivo.

Puesto que las reivindicaciones dependientes 4-12 no mencionan caracteristicas
inventivas adicionales tampoco se pueden considerar inventivas.

La reivindicacion 13 consiste en una composicion farmacéutica para aphcamon
percutanea que comprende:

Comparacidn de las caracteristicas técnicas esenciales, con fas del estado de la técnica:

Caracteristicas esenciales

D1

D4 |

Una composiciéon farmacéutica
para aplicacion percutanea

Composiciones en ungiiento,
gel, crema o similar (Pag. 46
lineas 3y 4).

Una composicion '
farmacéutica para
aplicacién percutanea

Un excipiente, diluyente o
vehiculo
farmacéuticamente
aceptable.

El compuesto activo es
mezclado con un portador
adecuado el cual es
compatible con la piel y
mucosa humana y que
mejora la penetracion
transdérmica del
compuesto a través de la
piel y mucosa. Algunos de
los portadores
mencionados son;
hidroxipropil celulosa
(Klucel HF y base Glaxal)
(Pag. 46).

Una mezcla de solventes
organicos e inorganicos
puede ayudar a la
solubilidad hidrofilica y
lipofilica por ejemplo agua
y etano| (Pag. 47 lineas 1-
4). Se prefiere que los
precursores de esteroide
sexual se formulen como
un gel alcohdlico que
contenga triglicérido
caprilico-caprico,
hexilenglicol, dietilenglicol
monometileter,
ciclometicona, alcohol
bencilico e
hidroxipropilcelulosa (Pag.
47 lineas 14-17 y Pag. 48
lineas 1-3).

8, Pag. 33 lineas 11-36 y

Vehiculo (Pag. 14 lineas
31-36) como etanol y
propilenglicol (Pag. 20
lineas 30-36) o base |

glaxal (Pag. 22 lineas 1-

Pag. 34 lineas 1-11).
Propilparabeno, aceite
de lanclina, aceite de
sésamo, alcohol cetilico,
monoestearato de
glicerilo, trietanolamina,
propileno glicol,
carbomero 940 y agua
(Pag. 48, ejemplo 17)

b) Una cantidad

terapéuticamente efectiva
de al menos un precursor
esteroide sexual
seleccionado del grupo
que consiste de
dehidroepiandrosterona,

Una cantidad
terapéuticamente efectiva de
un precursor esteroide sexual

seleccionado del grupo:
Dehidroepiandrosterona, sus
profarmacos y androst-5-ene-
3B,17p-diol (Pag. 47 lineas 5-

Al menos 7% de
Dehidroepiandrosterona
o0 sulfato de
dehidroepiandrosterona
(Pag. 15 lineas 1-7)
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sulfato de
dehidroepiandrosterna y
androst-5-ene-33,173-
diol.

11).

c)

Una cantidad
terapéuticamente efectiva
de al menos un
modulador selectivo del
receptor de estréogeno
para la proteccion de la
glandula uterina y

mamaria contra el cancer,

en donde el modulador
selectivo del receptor de
estrogeno es
seleccionado del grupo
que consiste de
Raloxifeno, Arzoxifeno
(LY 353381), LY 335563,
Tamoxifeno, OH-
tamoxifeno, Droloxifeno,
Toremifeno, 1doxifeno,
Ospemifeno, GW 5638,
SERM 3339, TSE-424,
[ERA-923, Lasoxifeno (CP

Una cantidad
terapeuticamente efectiva de
al menos un modulador
selectivo del receptor de
estrégeno para la proteccion
de la glandula uterina y
mamaria contra el cancer, en
donde el modulador selectivo
del receptor de estroégeno es
seleccionado del grupo que
consiste de: Raloxifeno,
Arzoxifeno, LY 335563,
Tamoxifeno, Droloxifeno,
Toremifeno, ldoxifeno, GW
5638, TSE-424, Lasoxifeno,
Levormeloxifeno, Acolbifeno,
EM-652 y EM-800.

No lo menciona

336156),
i Levormeloxifeng,
| Acolbifeno (EM-1538),
L EM-652 y EM-800.

El documento D1 se considera el estado de la técnica cercano a la invencion definida
en la reivindicacion 13 porgque divulga un método para el tratamiento y/o inhibicion
del desarrollo de cancer de mama el cual envuelve la administracion de un
modulador de receptor de estrogeno de la formula (1) y una cantidad de un precursor
de esteroide sexual seleccionado del grupo que consiste de dehidroepiandrosterona,
sulfato de dehidroepiandrosterona y androst-5-ene-38,173-diol (resumen, Pag. 12
lineas 20-25 y Pag. 13 lineas 1-5). Establece que la aplicaciéon de DHEA retrasa y
previene la aparicion de tumores de mama (Pé&g. 7 lineas 4-11) y que existe una
sinergia en la combinacion de un precursor de esteroide sexual y un modulador de
receptor de estrégeno, contra el cancer de mama, ya que el SERM proporciona un
efecto antiestrogénico deseable y el precursor proporciona efecto androgénico y
establece que los efectos indeseables también son mitigados en una forma sinérgica
(Pag. 20 lineas 16-23). Establece que la combinacion de un SERM (EM-800) y un
precursor de esteroide sexual (DHEA) ejerce efectos inhibidores mas potentes que
cada compuesto utilizado solo sobre el desarrollo del carcinoma mamario (Pag. 34
lineas 2-10). Establece que los ingredientes activos para la administracion
transdérmica o transmucosa estan preferiblemente del 0.5 al 20% en relacion al peso
total de la composicion farmaceutica (Pag. 45 lineas 17-25), adicionalmente
establece la forma como se pueden formular unguentos, geles, lociones o cremas de
(Pag. 46 y Pag. 47 lineas 1-5) combinacion y establece la forma preferida para
formular el precursor esteroide en gel (Pag. 47 linea 14-Pag. 48 lineas 1-3).
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8. Conclusion

Los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:

item Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
b1 . MXPA00012306 |- 14 Novedad
D1 ,  MXPA000123086 1-13 Nivel Inventivo
The Journal of
: Steroid
. Biochemistry and
D2 ' Molecular Biology. 1-12 Nivel Inventivo
" Volume 66, Issue 3,
i August 1998,
Pages 137-149
Remington
Farmacia 19°
Edicién.
Editorial
Panamericana.
Tomo 2.
D4 | WO09416709 13 Nivel Inventivo

D3 3-12 Nive! Inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de la fecha de notificacién de la presente comunicacién. En caso
de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término
faltante para dar respuesta y presentaria por escrito.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha

22 2en zmz

T e ws

Realizado por: Juanita Catalina Ricogn/
Revisado por: Consuelo Leguizamon L‘OX
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La diferencia entre la invencién, definida en la reivindicacién 1y la composicion de la
reivindicacion 13 consiste en que la anterioridad no divulga especificamente una
composicion para aplicacion percutanea que comprenda la combinacion de un
precursor de esteroide sexual y un modulador selectivo de receptor de estrogeno.

No se evidencia el efecto que logra el incluir esta caracteristica porque las
composiciones reveladas en el documento D1 también son Utiles para prevenir el
cancer de mama y para tratar o reducir la probabilidad de adquirir problemas que
afectan la lamina propia o capa muscular de la vagina.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: “"cdmo modificar las composiciones reveladas en el documento
D1 para obtener una composicion aiternativa de aplicacién vaginal para prevenir el
cancer de mama y tratar o reducir la probabilidad de adquirir problemas que afectan
la lamina propia o capa muscular de la vagina”.

Sin embargo, el documento D4 ensefia el uso de precursores esteroides sexuales
como la dehidroepiandrosterona (DHEA) en la prevencion y tratamiento de atrofia
vaginal y otros sintomas de la menopausia. También revela que estos precursores de
esteroides sexuales pueden ser formulados para administracion percutanea o
transmucosal, y que se pueden presentar como geles, soluciones, lociones, cremas,
unglentos y parches transdermicos. (Resumen, Pag. 32 lineas 4-11y 20-34, Pag. 33
lineas 12-30, Pag. 37 lineas 10-36, Pag. 38 lineas 1-3, reivindicacion 12).
Adicionalmente, el documento presenta diferentes formulaciones de DHEA para
aplicacion percutanea (Pag. 48).

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, se veria
motivada por lo revelado en D4 a formular la combinacién revelada en D1 en una
forma farmacéutica para aplicacién percutanea, con la expectativa razonable de
obtener una composicion para prevenir el cancer de mama y tratar o reducir la
probabilidad de adquirir problemas que afectan la lamina propia o capa muscular de
la vagina, porque ya era conocido el efecto sinérgico de la combinacién de un
precursor esteroide sexual como DHEA y un modulador selectivo del receptor de
estrogeno en la prevencion del cancer de mama y el efecto de la DHEA sobre el
tejido vaginal.

Adicionalmente la presente solicitud no revela que exista algun efecto sinérgico de la
combinacion de DHEA y acolbifeno sobre el tejido vaginal (ni en el epitelio, nien la
lamina propia, ni en la capa muscularis) (ver folios 162, 164, 165, 166 y 167) y el
efecto sinergico en la prevencion del cancer de mama ya habia sido revelado
previamente en el documento D1. Por tanto se considera que el objeto de la
reivindicacion 13 se deriva de lo divulgado en el estado de la técnica y carece de un
efecto sorprendente.

Conclusién:

La reivindicacion 13 cumple el requisito de novedad (Art. 16), pero no cumple con el
requisito de nivel inventivo (Art. 18).
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Effect of Dehydroepiandrosterone on Vaginal
and Uterine Histomorphology in the Rat

Antigone Sourla, Michel Flamand, Alain Bélanger and
Fernand Labrie*

Laboratony of Molecular Endocrinology, CHUQ Research Center and Laval University, Québec, Canada G1V 4G2

Dchydroepiandrosterone (DHEA) applied on the dorsal skin of ovariectomized animals, at the twice
daily dose of 30 mg, resulted in a complete reversal of the vaginal atrophy seen 1, 3 and 6 months
after ovariectomy, and induced proliferation and mucification of the vaginal epithelium. A similar
mucification of the vaginal epithelium related to androgenic action was observed in intact rats
treated with DHEA, While treatment of intact rats with DHEA resulted in a significant increase in
uterine weight at 1 month, the value of the same parameter decreased by approximately 30% after 3
and 6 months of DHEA administration. In ovariectomized DHEA-treated animals, uterine weight
was increased at all time intervals. At histopathological examination, following DHEA adminis-
tration to intact animals, stimulation was scen in the myometrial layers of the uterus whereas atro-
phy, involving especially the endometrium, became apparent after 3 and 6 months of treatment. In
ovariectomized animals, the endometrium remained atrophic at all time intervals during DHEA
treatment and the uterine epithelium thus remained atrophic under DHEA treatment. Examination
of the effect of DHEA on the vaginal epithelium indicates that local application of DHEA on the
vaginal mucosa is approximately 10-fold more efficient than application at a distant site on the skin.
Reversal of the ovariectomy-induced increase in serum LH levels was also observed after DHEA
treatment. The present data suggest that DHEA possesses a tissue-specific action, through its local
transformation into active estrogens in the vaginal epithelium while the uterine epithelium remains
atrophic. In addition, the site of administration of DHEA appears to be a significant factor, at least
for its stimulatory effect on the vaginal mucosa. & 1998 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

J. Swroid Biochem. Molee. Biol., Vol. 66, No. 3, pp. 137-149, 1998

INTRODUCTION peripheral  target  tissues has  been  called
. . . . intracrinology [2, 3].
Man is unique in having adrenals that secrete large intracrinology 2, 3]

amounts of dehydroepiandrosterone (DHEA) and its Considering the fact that the peripheral conversion

sulfate (IDHEA-S). In fact, plasma DHEA-S levels in of DHEA and DHEA'S accounts for apprommately
' 50% of androgens in adult men and for 75% to

100% of estrogens in women before and after meno-
pause, respectively [1,2,4-6], the physiological im-
portance and the biological functions of DHEA and
DHEA-S have so far received little attention. After
reaching their peak values at the age of 20-30 years,
the circulating levels of DHEA and DHEA-S
decrease progressively with age in both men and
women, thus causing an important reduction in the
peripheral formation of estrogens and androgens [7-
10]. In fact, low DHEA levels have been associated
with the development of a number of problems of

adult men and women are 100--500 times higher than
those of testosterone, and 1000-10000 times higher
than those of estradiol, thus providing a large reser-
voir of substrate for conversion into androgens and/or
estrogens in  peripheral intracrine tissues [1].
Depending upon the activity of the different steroido-
genie enzymes expressed in cach cell type, DHEA-S
and DHEA are thus converted into potent androgens
and or estrogens, according to specific tissue require-
ments. This local synthesis of active sex steroids in

“Correspondence to Fo Labrie. Tel. 654 2704; Fax: 654 2735; - : : . )
e-mail: fernand.labrie crchul.ulaval.ca aging [11’ 12]’ mdUdmg the functional and anatom-

Received §3 Oct. 1997; accepted 16 Feb. 1008, ical involution of sex steroid-sensitive tissues.
137



138 A. Sourla er al.

In order to obtain additiona!l knowledge on the ac-
tivity of DHEA, we¢ have used the rat as a model to
study the effects of DHEA administration on the his-
tomorphology and anatomical integrity of sex-steroid
target tissucs such as the uterus and vaginal cpi-
thelium. In the past, the analysis of the effect of
DHEA on the uterus and vagina has been limited to
the effect on total organ weight [13,14] while cell-
specific effects have not been investigated. Since the
rat adrenals do not sccercte DHEA or DHEA-
S [2,15,16], DHEA administered percutaneously or
Intravaginally represented the only source of this ster-
oid in the model used. We thus studied the possible
rime-dependent  differential effects of 1, 3, and
6 months of percutancous DHEA treatment and we
also compared the relative potency of the percuta-
neous and intravaginal routes of DHEA adminis-
tration on the vaginal and uterine histomorphology.

MATERIALS AND METHODS

Anmmals

Female Sprague-Dawley rats at approximately
60 days of age and weighting 180-200g were
obtained from Charles River (8t. Constant, Quebec,
Canada) and housed 2 per cage in a temperature

(23+1°C) and light (12h light/day, lights on at
07h15)-controlled environment. The animals were
fed rat chow and tap water ad libirum.

Animals were randomly divided into 4 groups each
containing 8 rats as follows: (a) intact; (b) intact
DHEA-treated; (c) ovariectomnized control; and (d)
ovariectomized DHEA-trecated. DHEA was adminis-
tered percutaneously by application on an area of
2cmx 2cm of shaved dorsal skin at the dose of
30 mg, twice daily, in 50% cthanol-50% propylenc
glycol for 1, 3, or 6 months. In a parallel experiment,
DHEA was administered to ovariectomized animals
at the increasing twice daily doses of 0.1, 0.3, 1.0 or
3.0 mg and 1.0, 3.0, 10 or 30 mg topically on the
vaginal mucosa or percutaneously on the dorsal skin,
respectively. The duration of treatiment was 3 weeks.
Sacrifice of the animals was performed between
08h00 and 10h00.

Histological examination

At the end of treatment, the animals were sacrificed
by decapitation and the vagina as well as the uterus
of each animal were collected and immediately fixed
in 10% buffered formalin for 48 h. Tissues were then
routinely processed in a tissue processor and 5 um
thick sections were prepared and stained with hema-
toxylin-cosin, as  previously  described  [17].

Fig. 1. Effect of 1, 3, or 6 months of treatment with DHEA applied at the dose of 30 mg twice daily in 50%
ethanol-350% propylene glycol on an area of 2 cm x 2 cm of the dorsal skin on vaginal histology in the ovari-
ectomized rat. The marked vaginal atrophy that follows ovariectomy was completely prevented by DHEA
treatment at all time intervals. Histopathologic examination showed significant proliferation and mucification
of the vaginal epithelium and complete prevention by DHEA of the histological signs of vaginal atrophy
induced by ovariectomy. Atrophic vaginal epithelium 1 (A), 3 (B), and 6 (C) months after castration.
Complete and similar prevention of vaginal atrophy in animals treated with DHEA for 1 (D), 3 (E), or 6 (F)
months. Hematoxylin-eosin, magnification x200
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Histopathologic examination was performed by light
microscopy. Blood was collected, at sacrifice, between
08hO0 and 10h00, from each animal for LH, FSH,
and steroid measurements.

Serum sterord measuremenits

Serum steroid concentrations were measured byra-
dioimmunoassays following methanol and diethyl
cther  extraction  and  chromatography on LH-20
coiumns as described (18], All the samples were
chromatographed and radioimmunoassayed simul-
tancously.

Seriom LH and FSH measurements

Serum luteinizing hormone (LH) and follicle sti-
mulating hormone (1FSH) were measured by double-
antibody RIA using rat hormones (LH-1-6 and FSH-
[-6 for 1odination, LII-RP-2 and FSH-RP-2 as stan-
dards} and the rabbit antiscra anti-rLH-S-9 and
rE'SH-5-9, generously supplied by the National
Pituitary Program, Baltimore, MD, U.S.A.

Statisucal analvses

Data are presented as means + SEM of 6-8 indi-
vidual determinations. Statistical significance was
determined according to the multiple-range test of
Duncan-Kramer[19].

RESULTS

After 1, 3, and 6 months of twice daily application
of DHEA (30 mg) on the dorsal skin area of ovari-
ectomized rats, the marked vaginal atrophy that fol-
lows ovariectomy was completely prevented (Fig. 1).
Histopathologic examination shows proliferation and
mucification of the vaginal epithelium and complete
reversal of the histological signs of atrophy. In
DHEA-treated animals, the vaginal epithelium was
composed of 5-12 layers of columnar epithelial cells
filled with eosinophilic vacuoles. In the superficial
layers, epithelial cells were hypertrophic and often
distended by only one large sceretory vacuole (Fig. 1).
DHEA treatment of intact animals led to a complete
mucification of the vaginal epithelium, analogous to
that seen in ovariectomized DHEA-treated animals
(Fig. 2),

The corresponding DHEA-induced changes in
vaginal weight after 6 months of DHEA adminis-
tration in intact and ovariectomized rats are illus-
trated in Fig. 3. While DHEA had no significant
effect on vaginal weight in the intact rat (296 + 18 mg
versus 301 + 17 mg, N.S.), the same treatment
resulted in an increase in vaginal weight in ovari-
ectomized animals from 127 + 10 mg to 284 + 17 mg
(p<0.01), a value not significantly different from
that measured in intact animals.
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Fig. 2. LEffect of 1, 3, or 6 months of treatment with DHEA applied at the dose of 30 mg twice daily in 50%

ethanol-50% propylene glycol on an area of 2 cm x 2 cm of the dorsal skin in the intact rat. Similar mucifica-

tion of the vaginal epithelium is seen after 1 (D), 3 (E), or 6 (F) months of DHEA treatment. Compare with

the intact controls at the same time intervals of 1 (A), 3 (B), or 6 (C) months. Hematoxylin-eosin, magnifi-
cation %200
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Fig. 3. Effcct of pcrcutancous treatiment with 30 mg DHEA,
twice daily, for 6 months on vaginal weight in the intact and
ovariectomized rat

As ilustrated in Fig. 4, percutancous adminis-
ration of DHEA for | month caused a significant
increase in uterine weight in intact animals from
431 - 36.6mg to 709 i 41.7mg (p<0.01) while
after 3 and 6 months of DHEA administration, a sig-
nificant decrease in ulerine weight was observed
489 - 253 mg versus 353 4+ 13.5mg (p <0.01) and
508 - 39.6 mg versus 384 +34.0mg, p<0.01, re-
spectively). Similarly, the effect of DHEA percuta-
neous administration on uterine histology in intact
female rats, depended upon the duration of treat-
mant. After 1 month of DHEA administration, an
increased thickness of the mvometrium was observed
compared to intact controls, thus resulting in a
decreased  endometrial to myometrial ratio. An
increased height of both the luminal and glandular
epithelium was also observed after the administration
of DHEA for | month to intact animals, although no
hvperplasiic changes of endometrial glands or epi-
thelial cellular arypla was seen (Fig. 5(B)). After
Fmenth of DHEA treatment of intact animals, the
absence of hisrological signs of normal cvcling of the
endometrium was noted.
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Fig. 4. LEffect of percutaneous treatment with 30 mg DHEA,
twice daily, for 1, 3, or 6 months on uterine weight in the
intact and ovariectomized rat

After 3 or 6 months of DHEA administration to
intact animals, decreased endometrial thickness and
endometrial atrophy could be observed (Fig. 5(D),
(F), respectively). This atrophy was characterized by
the presence of fewer and smaller endometrial glands
lined by a cuboidal atrophic epithelium. Moreover,
an increase in the relative amount of collagen as well
as a decreased cellularity of the endometrial stroma
were seen compared to controls. The endometrial to
myomectrial ratio was lower than in intact controls,
this change being mainly due to the relative decrease
in the endometrial thickness. These effects were more
apparent in animals who had received DHEA for
6 months (Fig. 5(F)).

When administered to ovariectomized animals,
DHEA induced a significant increase in uterine
weight after 1 (272 + 14.5 mg versus 96.1 1 3.4 mg,
£<0.01), 3 (306+35.1 mg versus 74.5 + 2.8 mg,
»<0.01) and 6 months (270.24+20.1 mg versus
59.9 £ 3.68 mg, p <0.01) respectively (Fig. 4). The
values, however, remained significantly lower than
those measured in intact untreated controls.
Histologically, after 1, 3 and 6 months of treatment
of ovariectomized animals with DHEA, a partial
reversal of the uterine atrophy was observed. These
effects were characterized by an increased thickness
mainly of the myometrium and, to a lower extent, of
the endometrial layer, thus resulting in a lower endo-
metrial to myometrial ratio. The increased thickness
of the endometrium was essentially related to an
increasc in the amount of collagen in the stroma,
while the epithelium remained atrophic. In fact, the
endometrium of ovariectomized animals treated with
DHEA for 3 and 6 months remained atrophic, with-
out any histological sign of endometrial hyperplasia or
epithelial atypia. On the contrary, the endometrium
was composed of a few small inactive endometrial
glands, while the cytoplasmic to nuclear ratio of the
Jluminal and glandular epithelium was smaller than
one (Fig. 6).

At 6 months of DHEA treatment, an increase in
the serum DHEA, DHEAS as well as androst-5-cne-
38,17f-diol (5-diol), androst-5-ene-343,17f3-diol-sul-
fate (5-diol-S), androst-4-ene-3f,17f-diol (4-diol),
androst-4-ene-3f,17f-diol-sulfate (4-diol-S), andros-
terone (ADT), androstenediol-sulfate, testosterone,
3a~androstenediol, and 3f$-androstenediol levels were
observed in intact and ovariectomized treated ani-
mals, compared to intact and ovariectomized con-
trols, respectively (Table 1). On the contrary, a
significant decrease in serum progesterone levels was
seen  in intact  animals  treated with DHEA
(3.74+0.5ng/ml) compared to intact controls
(20.2 £ 2.6 ng/ml), p < 0.01 (Table 1).

It was then of interest to compare, using ovari-
ectomized rats, the efficacy of DHEA administered
percutaneously on the dorsal skin with the effect
of the compound applied topically directly on the
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Fig. 5. Uterine histology after 1 (B), 3 (D) and 6 (F) months of percutaneous DHEA administration on the
dorsal skin at the twice daily dose of 30 mg in the intact rat. See the slightly increased thickness of the myome-
trial layer (M) and the increased height of the luminal (LE) and glandular (GE) epithelium in the intact rat
treated for 1 month with DHEA (B) as compared to the intact control (A). On the other hand, a decreased
endometrial to myometrial ratio, and an inactive and atrophic endometrium with a decreased height of the
luminal (LE insert) and glandular (GE insert) epithelium was observed in intact animals after 3 months D)
and 6 months (F) of DHEA treatment. Compare with intact controls (C) and (E), respectively), at the same
time interval. Hematoxylin-eosin, magnification %80, inserts »800

vaginal mucosa. As illustrated in Fig. 7, the 0.1 and
0.3 mg doses of DHEA administered topically in the
vagina for 21 days had no systemic effect as assessed
by the absence of change in uterine weight. At the

doses of 1 and 3 mg, however, DHEA had similar
10% (p<0.01) and 25% (p<0.01) stimulatory
effects on uterine weight when administered on the
vaginal epithelium or on the dorsal skin. At the higher
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Fig. 6. Uterine histology after 1 (B), 3 (D) and 6 (F) months of DHEA treatment applied on the dorsal skin at

the twice daily dosc of 30 mg in the ovariectomized rat. DHEA partially reversed the uterine atrophy obscrved

1 (A), 3 (C) and 6 (E¥) months after castration. An increased thickness was observed mainly in the myometrial

layer (M) while the endometrium remained atrophic with a few small endometrial glands (EG). Hematoxyline
eosin, magnification %80
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Table 1. Lffect of percieaneous rreatment with DHEA for 6 months on serwn DHEA, androstenedione, androst-5-ene- 33,17 3-diol

(3-dhol; androstane-39,17f-diol (3u-diol), androstane-3,17f-diol (3B-diol), androsterone (ADT), testosterane, and progesterone

evelsc DHEA veas administered percutaneously twice dailv ar the dose of 30 mg on the dorsal skin, to intact and ovariectomised
Jemale rats

Stererds g e Intact Intact + DHEA Ovariectomized Ovariectomized + DHEA
DHEA 0.9+07 33.64 5.2 ND*? 298 +5.6°
Androstenedione 0.44+0.2 354+ 0.7° ND 2.6 +0.3°

5-dil 0.4+0.1 36.0 + 4.0° ND 291 +4.7°

37 divi 1.1+0.3 1.4+02 ND 0.9+0.1°
3if-diol 1.0510.24 7.0+1.0° ND 5.6+ 0.6°

ADT 1.3+0.2 8.0+ 1.1° ND 7.2 +0.8%
Testosterone 0.4:0.2 3.7 +0.3° ND 3.0+£0.4°
Progesterone 202+206 3.74+0.5% ND ~ND

“Not detectabic /values below deteetion limit). Data are expressed as means + SEM.

n . . . .
Tp <001, experimental vy intact or ovariectomized control.

doses of 10 and 30 mg applied on the dorsal skin,
DHEA caused 70% and 100% stimulations of uterine
weight, respectively (Ow>p < 0.01) (Fig. 7).

The sumulatory effect of DHEA on the uterus,
when given intravaginally or percutaneously to ovari-
cetomized animals, mainly involved the myometrial
laver while the endometrium although increased in
thickness, remained atrophic, and was composed of a
fow small, inactive, endometrial glands lined by a low
cuboidal epithelium (Fig. 8). As mentioned above,
the stimulatory effect on the endometrium was essen-
tially related to an increased amount of collagen in
the stroma. The above-indicated effects were mainly
obsérved after the administration of DHEA at the
doses of 3 and 10 mg, intravaginally or percuta-
ncously, respectively,

DHEA administration caused a complete reversal
of the wvaginal atrophy observed 3 weeks after cas-
tration. This effect was accompanied by stratification
as well as keratinization and mucification of the vagi-
nal epithelium after iniravaginal and percutaneous ad-
ministration. The above-indicated stimulatory effect,
however, was scen at an approximately 10-fold lower
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Fig. 7. Effect of 3-week administration of increasing doses of

DHEA applied on the vaginal epithelium or on the dorsal

skin on uterine weight in the ovariectomized rat. Intact ani-
mals are used as additional controls

dose after local vaginal application compared to per-
ipheral application on the skin Figs 9 and 10).

When administered on the vaginal mucosa or the
dorsal skin, 3 mg was the lowest dose of DHEA giv-
ing a significant inhibitory effect on the serum LH
concentration in ovariectomized rats, the inhibitory
effect being approximately 25% (p < 0.01) (Tablc 2).
At the 10 and 30 mg doses of DHEA applied on the
dorsal skin, serum LH was inhibited by 80 to 95%,
respectively (p < 0.01). Serum FSH, on the other
hand, was somewhat more resistant to the inhibitory
action of DHEA, the only significant effects being
observed at the doses of 10 (55%, p<0.01) and
30 mg (70%, p < 0.01) when DHEA was applied on
the dorsal skin, while no significant cffect on this par-
ameter was observed when DHEA was applied on the
vaginal mucosa (Table 2).

DISCUSSION

The present study compares the relative efficacy of
DHEA in inducing androgenic or/and estrogenic re-
sponses, when given percutaneously on the dorsal
skin and topically on the vaginal mucosa, in adult vir-
gin female rats. The percutaneous route of adminis-
tration was used to avoid first pass through the liver
and thus excessive degradation of DHEA by the
hepatic enzymes [20]. The present data show that
treatment with DHEA completely reverses the
atrophic changes in the vaginal epithelium seen
3 weeks as well as 1, 3, and 6 months after ovari-
ectomy.

Since DHEA has no intrinsic androgenic or estro-
genic activity, the histological changes observed after
DHEA treatment, reflect its intracrine conversion
into active sex steroids having estrogenic and/or
androgenic action [1]. The tissue-specific conversion
of DHEA in individual cells and tissues permirs
adjustments according to local anatomical and func-
tional requirements, thus representing the new sector
of endocrinology called intracrinology [1-3]. Previous
studies have shown that DHEA administration in the
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Fig. 8. Uterine histology after 3-weck administration of 1.0 (C) and 3.0 (D) mg of DHEA on the vaginal cpi-

thelium as well as of 10 mg (E) and 30 mg (F) of DHEA on the dorsal skin. The above-indicated doses of

DHEA resulted in a slight (C)-(D) to moderate (E£)~(¥) increase of mainly the myometrial (M) thickness. The

endometrium remained atrophic, with 4 few, inactive glands (EG) and a more collagenous endometrial stroma
(8). Compare with intact (A) and ovariectomized (B) controls. Hematoxylin-eosin, magnification »80

ovariectomized or orchiectomized rat for 7 days had The various uterine cell types respond differently to
stimulatory androgenic and/or estrogenic effects, as  sex steroids having estrogenic and androgenic activity.
assessed by changes in ventral prostate, dorsal pros-  In fact, the present data show that DHEA adminis-
tate, seminal vesicle, and uterine weight(3,13,14,20].  tration results in histological changes of the vaginal
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Fig. 9. Vaginal histology after 3-week treatment with DHEA applied on the vaginal epithelium of ovari-

ectomized animals at the doses of 0.1 (C), 0.3 (D), 1.0 (E)-(G) and 3.0 mg (F)-(H). DHEA administration at

the doses of 0.3 (D), 1.0 (E) and 3.0 mg (F) caused stratification and keratinisation of the vaginal epithclium

with complete reversal of the vaginal atrophy (B) caused by castration. Areas of mucification were also seen at

the doses of 1 (G) and 3 mg (H) of DHEA. Compare with the intact (A) and ovariectomized (B) controls.
Hematoxylin-eosin, magnification x200

and uterine tissues, affecting differently, the various
cell wvpes. A srmulatory effect on the myometrial
layer was present at all time intervals as opposed to
the atrophic changes of the endomertrium which per-
sisted throughout the study. Although DHEA
induced some increase in the height of both luminal
and glandular epithelium of the endometrium when
given to intact animals for 1 month, no hyperplastic
changes of the endometrial glands or epithelial atypia
was noted, In fact, endometrial atrophy, especially in
the epithelial cells, became predominant after 3 and
6 months of DHEA administration. Since trearment
with DHEA inhibits ovarian function, even after short
term administration (I.uo er al., unpublished obser-
vations), we can speculate that the absence of histo-
logical signs of regular cvcling of the endomectrial
mucosa, seen after 1 month treatment with DHEA in
intact rats as well as the endometial atrophy seen

after longer-term DHEA treatment for 3 and
6 months, results from gradually disrupted ovarian
function and cyclicity. The stimulatory effect of
DHEA on the uterus observed at 1 month could be
due to the increased formation of sex steroids by the
ovary at this early time interval.

DHEA administration to ovaricctomized animals
only partially reversed the uterine atrophy seen 1, 3,
and 6 months after castration. In fact, this effect was
mainly related to an increase in myometrial thickness.
In the endometrium, a relative increase was observed
in the amount of collagen while the endometrial
glands were atrophic. Since, in rats, the gonads rep-
resent the exclusive source of sex steroids {4, 15, 21],
we can speculate that the uterotrophic response seen
in ovariectomized animals treated with DHEA, results
from its peripheral transformation into active sex ster-
oids having estrogenic and/or androgenic action.
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Fig. 10. Vaginal histology after 3-week administration of DHEA applied on the dorsal skin to ovariectomized

animals at the doses of 0.3 (C), 1.0 (D), 3.0 (E), 10 (F)~(H) and 30 mg (G)~(I). Keratinization (E)~(F)~(G) of

the vayinal epitheliunm was observed after DHEA treatment, beginning at the dose of 3.0 mg, with a complete

reversal of the vaginal atrophy (B) caused by castration. Arcas of mucification of the vaginal epithelium were
also seen at the doses of 10 (H) and 30 mg (I) of DHEA. Hematoxylin-eosin, magnification <200

Interestingly, a stimulatory effect of DHEA and 5-
diol, a DHIIA derivative, on uterine weight as well as
on progesterone receptor levels has been demon-
strated by Spinola er al. [22]. In fact, 5-diol, a steroid
possessing intrinsic estrogenic activity which can pro-
mote uterine growth in rodents, binds to the estrogen
receptor [23-25].

Estrogens and androgens arc known to  differ
in their uterotropic responses, affecting predomi-
nantly the endometrial and myometrial layers,
respectively [26]. While  estradiol and testosterone
stimulate both the endometrial and myometrial layers,
and result in hypertrophy and stratification of
the luminal epithelium [27], the administration of
DHT was not found to have an effect on uterine
histology when given to ovariectomized rats [28].
Knowing the preferential effect of androgens in the
myometrium {26f as well as the differential effects of
estrogens and androgens in various uterine cell
types [27--30], a possible local transformation of
DHEA in favor of estrogens or androgens, in individ-

ual uterine cell types, is likely to account for the
different uterine responses obscrved in the present
study after DHEA administration.

Ip er al. [31] have observed that androgens can
also exert antiestrogenic effects, via binding to
the androgen receptor, in the rat uterus and mam-
mary tumors. On the other hand, Schmidt and
Katzenellenbogen [32] have observed that testosterone
can elicit estrogenic- or antiestrogenic-like responses
in the rat uterus by binding to the estrogen (high
doses) or androgen (low doses) receptor, respectively.

The significant increase in the serum levels of
potent steroids, in both intact and ovariectomized
animals treated with DHEA illustrates the peripheral
metabolism  of DHEA, into active androgens
and/or estrogens. The peripheral biotransformation of
DHEA has also been shown in human studies [33-
35] where administration of DHEA in postmenopau-
sal women, resulted in increases in serum androgens
and estrogens or mainly androgens, respectively,
depending upon the dose administered. These obser-
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Table 2. Effect of intravaginal or percutaneous administration of DHEA for 3 weeks on serum LH

and FSH levels. DHEA was administered to ovariectomized anumals at the increasing rwice dailv

doses of 0.1, 0.3, 1.0 or 3.0 mg and 1.0, 3.0, 10 or 30 mg ropicallv on the waginal mucosa or percu-
taneously on the dorsal skin, respectively

Ciroups ILH (ng/ml) FSH (ng/ml)
intact 0.8+04 57405
Ovariectomized 4.74+0.2 23.01+1.0
Ovariectomized + DHEA

0.1 mg (intravaginal) 3.840.1 25.0+1.0
0.3 mg (intravaginal) 4.6+0.2 264+1.0
1.0 mg (intravaginal) 4.6+0.2 25.0+1.3
3.0 mg (intravaginal) 3.3402° 256+ 1.4
1.0 mg {percutaneous) 454+02 260411
3.0 mg {percutancous) 3.4402°% 24.440.8
10 mg (percutaneous) 0.20 +0.05° 11.0+0.9°
30 mg (percutaneous) 0.06 +0.02° 5.7 4-0.3°
Data are expressed as means + SEM.,

“p<0.01, experimental vs intact or ovaricctomized control.

vations performed in the serum do not reflect the
levels of acrive intracellular steroids and the estro-
genic and or androgenic biological activity in periph-
cral tissucs, cspecially in postmenopausal women
where most of sex steroids are formed locally from
IDHEA and DHEAS of adrenal origin (1, 2, 6].

In the present study, DHEA administration
reversed the castration-induced increases in serum
LH levels, while in intact DHEA-treated rats, the LH
concentration was further decreased to values lower
than that measured in intact controls. The above-
deseribed data and the decrease in the serum pro-
gesterone concentration as well as the inactive endo-
metrium seen in intact DHEA-treated animals, are all
suggestive of an arrest of ovulatory cycles by DHEA
treatment, in the intact female rat.

DHEA administration to intact animals led to a
complete mucification of the vaginal epithelium at all
time intervals studied, while it completely reversed
the vaginal atrophy scen 1, 3, and 6 months after cas-
tration. Mori er al. [36] have shown that treatment
with testosterone results in vaginal mucification in
both intact and ovariectomized mice while vaginal
stratification and cornification is an estrogenic effect.
It is likely that the effect of DHEA observed on the
vaginal epithelium results from both an androgenic
and an estrogenic action. It is of interest to mention
that reversal of the vaginal atrophy was seen after
the intravaginal administration of DHEA in ovari-
ectomized rats at the dose of 0.3 mg, while a ten-fold
higher dose of DHEA was required to produce the
same cffect when DHIEA was given percutancously
on the dorsal skin. This observation illustrates the
lpcal biological transformation and action of DHEA
on the vaginal epithelium.

The dramatic decrease in serum DHEA and
DHEAS fevels observed during aging has been corre-
lated with various human age-related diseases[11,12].
Moreover, low circulating levels of DHEA-S and

DHEA have been found in patients with prostate and
breast cancer [37,38]. In addition, DHEA has been
shown to have antioncogenic [39-43] activity in a
series of animal modecls, while it has been reported to
be an antiobesity and an anti-aging agent (40, 42, 44—
46] with positive effects on bone mineral density in
human [47}. Most interestingly, in a study performed
in 60-70 year-old postmenopausal women, 12 month
DHEA replacement therapy increased vaginal epi-
thelial maturation without any stimulatory effect on
the endometrium (47].

It is clear that DHEA represents a major source
of sex steroids in both women and men where it is
converted in peripheral tissues, through various
tissue-specific  steroidogenic pathways, into active
androgens or/and estrogens, according to local cell
requirements [2,21,48]. The rat is a valid model to
study the effects of DHEA and its metabolites in tar-
get tissues, because exogenous administration of this
steroid can mimic the human situation where DHEA
of adrenal origin is a major source of sex steroids in
peripheral tissues, especially, after menopause (2, 4].
Previous studies have already indicated that DHEA
induces polycystic ovaries in the rat{13, 14].

In the present study, we have shown that DHEA
exerts stimulatory effects in the vagina of the rat, thus
preventing the ovariectomy-induced atrophic changes
in the vaginal epitheliuni. It is most likely that this
effect is achieved through the local conversion of
DHEA into active estrogens and androgens. In ad-
dition, the biological action of DHEA is highly tissue-
specific, the endometrial epithelium remaining
atrophic in the presence of a moderate stumulation of
the myometrium as well as of the stromal component
of the endometrium. Up to date, most therapeutic
approaches have focused on the control of steroids
originating from classical steroidogenic tissues. The
present data provide evidence supporting the import-
ance of sex steroids made locally in target tissues
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from DHEA and DHEA-S. Such data support the
potential use of DHEA as replacement therapy in
women, thus permitting a more specific and physio-
logical stimulation of sex steroid target tissues, such
as the vagina, while protecting the endometrium from

the

stimulatory effect of estrogens observed with stan-

dard hormonce replacement therapy. Further studies

are
the

however needed to obtain a better knowledge of
changes in tissue specific steroidogenic gene ex-

pression, tocal control of expression of these isoen-
zymes and regulation of steroid receptors in each
peripheral tissue, since all these factors contribute to
a variable extent to the overall tissue-specific response
to DHEA.

~1
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