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DESCRIPCION
Formulacion de liberacién controlada que comprende hCG
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una formulacién de liberacion controlada de un farmaco; en particular, a una
formulacion de liberacién controlada que comprende gonadotropina coriénica humana (hCG), o una variante de la
hCG, conforme a lo que se define en las reivindicaciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La gonadotropina coriénica humana (hCG) es una hormona glucoproteica que aparece durante el embarazo y que
es producida por el embrién en desarrollo, tras la concepcion de éste, y posteriormente, por el sincitiotrofoblasto
(parte de la placenta). Su funcion es evitar la desintegracion del cuerpo IGteo del ovario, con lo que se mantiene la
produccién de progesterona, que resulta crucial para el embarazo en los seres humanos. Es posible que la hCG
tenga funciones adicionales; por ejemplo, se cree que la hCG afecta a la tolerancia inmune durante el embarazo. Por
lo general, las pruebas tempranas de embarazo se basan en la deteccién o medicién de la hCG. Ademas, la
gonadotropina coridnica humana desempefia un papel en la diferenciacion/proliferacion celular y puede que active la
apoptosis.

La gonadotropina coriénica humana (hCG) es una glucoproteina; comprende 244 aminoacidos y tiene una masa
molecular de 36,7 kDa. Es heterodimérica; tiene una subunidad a idéntica a la de las siguientes hormonas: hormona
luteinizante (LH), hormona foliculoestimulante (FSH), hormona tiroestimulante (tirotropina, TSH); ademas, tiene una
subunidad  (beta) que es exclusiva de la hCG. La subunidad a de la gonadotropina hCG tiene 92 aminoacidos de
longitud, y la subunidad B contiene 145 aminoacidos y tiene dimensiones. Entre las dos subunidades crean un
pequefio nucleo hidréfobo, rodeado por una zona de relacion area de superficie/volumen alta: 2,8 veces la de una
esfera. La inmensa mayoria de los aminoacidos exteriores de la hCG son hidréfilos.

La gonadotropina coriénica humana interacciona con el receptor de la hormona luteinizante/coriogonadotropina
(LHCG) y promueve el mantenimiento del cuerpo liteo durante el comienzo del embarazo; hace que dicho cuerpo
luteo secrete la hormona progesterona. La progesterona enriquece el Utero mediante un revestimiento grueso con
vasos sanguineos y capilares, de manera que pueda sustentar al feto en desarrollo. A causa de su gran carga
negativa, es posible que la hCG repela las células inmunitarias de la madre, protegiendo asi al feto durante el primer
trimestre del embarazo. También se ha planteado como hip6tesis que es posible que la hCG constituya un vinculo a
la placenta, de cara al desarrollo de una inmunotolerancia materna local.

De diversos estudios se desprende que es posible que la hCG constituya un vinculo para el desarrollo de una
inmunotolerancia peritrofoblastica, y que es posible que facilite la invasion del trofoblasto, que se sabe que acelera el
desarrollo del feto en el endometrio. Dada su similitud con la LH, también se puede usar clinicamente la hCG para
inducir la ovulacion en los ovarios y la produccion de testosterona en los testiculos. Puesto que la fuente biol6gica
mas abundante de hCG es la mujer embarazada, algunas organizaciones recogen orina de mujeres embarazadas a
fin de extraer la hCG para uso en tratamientos de fertilidad. A medida que avanza el embarazo, se produce un
aumento proporcional en los niveles de hCG.

La HCG se puede detectar en el suero sanguineo de aproximadamente el 5% de las mujeres embarazadas 8 dias
después de la concepcion (o antes), y en practicamente todas las mujeres embarazadas 11 dias después de la
concepcion (o antes). Los niveles de HCG aumentan progresivamente desde el momento de la concepcién. En
promedio, dichos niveles se duplican cada 30,9 horas, hasta que, aproximadamente en la octava semana posterior a
la dltima menstruacién (Ultima menstruacion = LMP, por sus siglas en inglés), se alcanzan valores de 6500 mUl/ml
(6500 UI/l). Después, la velocidad del aumento se individualiza (en cada mujer), y el nivel maximo aparece entre los
dias 60 y 70 (de 9 a 10 semanas) después de la LMP. Los niveles de HCG se reducen ligeramente entre las
semanas 12 y 16 después de la LMP; posteriormente, permanecen constantes hasta el nacimiento. En la Tabla 1 se
indican los niveles de hCG, que son importantes para el mantenimiento y el avance del embarazo.

Las formulaciones de hCG actuales presentan ciertas desventajas, como el modo de administracién de la
formulacion y el numero de dosis que hay que administrar al sujeto. Pese a que se lleva usando el farmaco mas de 4
décadas, la principal via de administracion sigue siendo la parenteral; es decir, por inyeccion intramuscular o
subcutanea. Se han intentado otras vias, pero las tasas de éxito clinico de esas formulaciones son un enigma.

Los péptidos y las proteinas desempefian una funcién crucial en todos los procesos bioldgicos, y en los Gltimos afios
han sido objeto de una atencién creciente como posibles farmacos. Los rapidos avances que se han producido en la
farmacologia de los péptidos y las proteinas, asi como la produccién a gran escala de dichos compuestos mediante
la tecnologia de recombinacion del ADN (entre otras técnicas), han dado lugar a un enorme interés en ellos.
Desafortunadamente, el desarrollo de los péptidos y de las proteinas ha sido mucho mas rapido y avanzado que la
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capacidad de administrar dichos compuestos de manera sistémica mediante sistemas de administracion cémodos y
eficaces.

Para numerosas aplicaciones resulta deseable lograr una liberacion sostenida y predecible de una sustancia; en
especial, en los casos de los farmacos para los que resulta deseable mantener una velocidad de liberacién estable y
bien controlada, asi como evitar la necesidad de administraciones frecuentes del farmaco.

Las principales metodologias para el logro de la liberacién sostenida podrian ser las siguientes: usar bombas de
infusién con agujas hipodérmicas o intubacién (como en el caso de las bombas de insulina), pero son dispositivos
mecanicos, es problematico para el sujeto llevarlas consigo, y son dificiles de mantener; difusion a través de
membranas, como en el caso de los parches, que contengan el farmaco activo (en este caso, el nivel de uso por
parte de los pacientes es muy alto, pero la gama de farmacos que se puede usar con este método es limitada);
métodos iontoforéticos, que son bastante incobmodos de usar y precisan de un equipo caro para administrar el
farmaco; y la opcién idénea, una formulacién de liberacién controlada, en forma inyectable y con una frecuencia de
administracion de 2-3 veces al mes.

La via oral es la mas comoda y popular; sin embargo, la mayoria de los farmacos a base de péptidos tienen una
actividad baja por via oral, que se debe, sobre todo, a su degradacion por enzimas del tracto gastrointestinal, asi
como a la escasa permeabilidad de la mucosa intestinal. Se han investigado vias alternativas, como la nasal,
pulmonar, rectal, bucal, vaginal y transdérmica, pero con poco éxito.

Por ello, y mas que nunca antes, existe un notable interés en el desarrollo de sistemas de administracion novedosos
gue administren los farmacos a base de péptidos y de proteinas a una velocidad controlada, a lo largo de periodos
de tiempo prolongados. La inestabilidad de las proteinas puede clasificarse en inestabilidad de dos tipos: fisica y
quimica. En la inestabilidad fisica no hay modificacién de los enlaces covalentes, sino que conlleva cambios en las
estructuras de mayor magnitud, tales como la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria. Eso incluye la
desnaturalizacion, es decir, el desplegado, de una molécula de proteina, asi como la adsorciéon a superficies, la
agregacion y la precipitacion de proteinas o péptidos. En la inestabilidad quimica hay formacién o ruptura de enlaces
covalentes, lo que conduce a la formacién de entidades quimicas diferentes. Son ejemplos de dicha inestabilidad
guimica procesos como los siguientes, que se producen en las rutas correspondientes: escision de cadenas
(hidrdlisis), desamidacion, isomerizacion, racemizacion y oxidacion.

La nanotecnologia podria proporcionar vectores 6ptimos capaces de proteger de la degradacion al ingrediente o
ingredientes activos y/o a las biomoléculas terapéuticas (proteinas, enzimas o polipéptidos concretos) (International
Journal of Nanomedicine 2010, 5, 37-49). Los materiales sintéticos para aplicaciones biomédicas son cubiertos
inmediatamente por proteinas cuando se los pone en contacto con un entorno biolégico. Tras la union a proteinas,
las nanoparticulas son retiradas rapidamente por el sistema fagocitico mononuclear (SFM), también conocido como
el sistema reticuloendotelial (SRE). Se trata de macréfagos, que suelen ser células de Kupffer del higado, y no son
capaces de identificar directamente a las nanoparticulas en si, pero si que reconocen las proteinas opsoninas
especificas unidas a la superficie de dichas nanoparticulas.

Los nanosistemas poliméricos no toxicos biodegradables autorizados por la FDA (Food and Drug Administration,
Organismo para el Control de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos de América) representan una
alternativa atractiva a los liposomas, puesto que tienen las siguientes ventajas: circulacion mas prolongada en el
torrente sanguineo y, generalmente, mayor capacidad de transporte de farmacos. Se han investigado ampliamente
polimeros como el poli(acido lactico) (PLA, por sus siglas en inglés), el poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA, por sus
siglas en inglés), para conocer su biocompatibilidad y su posible capacidad para liberar proteinas terapéuticas de
manera controlada, a lo largo de un periodo de tiempo prolongado. Con independencia del nanomaterial que se elija
para la encapsulacion de las proteinas, hay que tener en cuenta una cuestion importante, cudl es la comprensién de
las interacciones proteina-proteina (International Journal of Nanomedicine 2010, 5, 37-49).

El PLA y el PLGA han sido autorizados por la FDA como excipientes para lograr una liberacion sostenida de un
ingrediente activo. Sin embargo, su aplicacion en sistemas de administracién de proteinas se suele caracterizar por
una eficiencia de atrapamiento baja, liberaciones subitas (en rafagas), inestabilidad de la proteina hidrofila
encapsulada, y liberacion parcial de proteina. A fin de aumentar el rendimiento de estas nanoparticulas poliméricas,
se podrian aplicar polisacaridos tales como el alginato (ALG) y el chitosan (CS). Se han estudiado ampliamente el
CS y sus derivados como transportadores de proteinas y farmacos. Mas concretamente, las nanoparticulas de las
que estamos hablando podrian estar compuestas, en su totalidad, de CS, o éste podria usarse en diversas
combinaciones de copolimeros. Los copolimeros obtenidos mediante la combinacion de CS y ALG son capaces de
generar un entorno mas propicio que protege a los péptidos y a las proteinas contra condiciones "estresantes" y que
posibilita su estabilizacion durante la encapsulacion, el almacenamiento y la liberacion.

Aunque siguen apareciendo proteinas nuevas disponibles para usos médicos, su administracion terapéutica sigue

siendo dificultosa. Los nanosistemas parecen ser la solucién oOptima para aumentar la biodisponibilidad,

biodistribucién y seguridad de las proteinas. Ademas, la combinacion de nanoparticulas y proteinas podria ser un

sistema valido para lograr el disefio de nanovectores eficientes para la administracion de farmacos. De hecho, se
3
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pueden ajustar adecuadamente las nanoparticulas para aplicaciones concretas, y resultaria posible disefiarlas con
precision para que resuelvan necesidades biologicas. Se puede prever que, si se consigue fabricar dichas
nanoparticulas a gran escala, la aplicacion, en nanobiotecnologia, de los sistemas de administracion descritos
contribuira a desbloquear la fabricacién biofarmacéutica actual (African Journal of Biotechnology, Vol. 7 (25), paginas
4926-4934, 29 de diciembre de 2008).

Dentro de lo ya conocido en este campo de la técnica, se ha descrito varias veces el uso de polimeros
biodegradables disueltos en solventes organicos adecuados para la administracién de farmacos. Son ejemplos de
polimeros biodegradables los siguientes: polilactidos, poliglicélidos, policaprolactonas, polianhidridos, poliamidas,
poli(aminoacidos), polivinilpirrolidona, polietilenglicol, polihidroxicelulosa, quitina y chitosan. La solubilidad de los
polimeros en los diferentes solventes varia en funcion de su cristalinidad, hidrofilicidad, su unién mediante enlaces
hidrégeno y su peso molecular (Recent Patents on Drug Delivery & Formulation 2007, 1, 65-71). Sin embargo, los
polimeros biodegradables ‘“inteligentes” y/o la absorcion, la bioconjugacion y la encapsulacion de proteinas en
nanoparticulas son alternativas excelentes para asegurarse de que la velocidad de absorcién de las proteinas
procedentes de fuentes naturales, como, por ejemplo, la hCG, no se vea reducida durante la administracién por vias
parenterales.

En ZHU K J ET AL. 2001 se describe la Preparation and characterization of hCG-loaded polylactide or poly(lactide-
co-glycolide) microspheres using a modified water-in-oil-in-water (w/o/w) emulsion solvent evaporation technique
(“Preparacion y caracterizacion de microesferas de polilactido o poli(lactido-co-glicélido) cargadas de hCG, usando
una técnica, modificada, de evaporacion del solvente de una emulsién de agua-en aceite-en agua (w/o/w)"):
microesferas con gonadotropina corionica humana (hCG) atrapada, preparadas mediante una técnica, modificada,
de evaporacion del solvente de una emulsion de w/o/w (agua-en aceite-en agua).

La hCG humana, que es una gonadotropina, esta disponible en forma acorde a la farmacopea, asi como en forma
muy purificada, como sustancia inyectable para uso subcutaneo o intramuscular. Sin embargo, para inducir la
ovulacion se inyecta una sola dosis de hCG cuando el foliculo ha alcanzado un tamafio de 16 a 20 mm. Pero, para el
mantenimiento del embarazo la pauta posoldgica es complicada y requiere inyecciones durante un periodo minimo
de 8 a 12 semanas, lo que resulta incomodo para las mujeres embarazadas. La necesidad de administrar
inyecciones repetidamente podria evitarse mediante una formulacion de liberacién controlada; ademas, se podria
administrar con precision la cantidad de farmaco necesaria para su eficacia clinica, en el lugar de accion del mismo,
con lo que se obtendria la biodisponibilidad adecuada.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una formulacion de liberacion controlada que comprende microesferas cargadas
de gonadotropina coriénica humana (hCG) o de una variante de la hCG, y las microesferas se pueden preparar
mediante el proceso que comprende: (a) emulsionar una solucion acuosa de hCG o de una variante de la hCG, que
comprenda de un 0,1% a un 20% (p/v) de gelatina, con una fase oleosa organica que comprenda de un 1% a un
50% de PLGA de baja viscosidad, a fin de obtener una emulsién primaria; (b) emulsionar la emulsién primaria, con
una fase acuosa que comprenda de un 0,01% a un 30% (p/v) de alcohol polivinilico y de un 0,1% a un 20% de
cloruro sédico, a fin de obtener una microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG; (c) endurecer la
microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG mediante agitacion a 100-1000 rpm, a una temperatura de
25 °C a 50 °C, durante un periodo de 0,5 a 5 horas; (d) lavar con agua la microesfera cargada de hCG o de una
variante de la hCG del paso (c); y (e) liofilizar la microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG del paso
(d) usando de un 1% a un 30% (p/p) de manitol.

En una realizacion preferida, la formulacion de liberacion controlada de la invencion comprende microesferas
cargadas de gonadotropina coridnica humana (hCG) o de una variante de la hCG que tienen un tamafio
comprendido en el intervalo de 0,02 um a 500 um.

Un aspecto adicional de la presente invencion proporciona un proceso para la preparacion de una formulacion
inyectable, de liberacion controlada, de gonadotropina coriénica humana (hCG), y dicho proceso comprende: (a)
emulsionar una solucién acuosa de hCG o de una variante de la hCG, que comprenda de un 0,1% a un 20% (p/v) de
gelatina, con una fase oleosa organica que comprenda de un 1% a un 50% de PLGA de baja viscosidad, a fin de
obtener una emulsién primaria; (b) emulsionar la emulsion primaria, con una fase acuosa que comprenda de un
0,01% a un 30% (p/v) de alcohol polivinilico y de un 0,1% a un 20% de cloruro sddico, a fin de obtener una
microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG; (c) endurecer la microesfera cargada de hCG o de una
variante de la hCG mediante agitacion a 100-1000 rpm, a una temperatura de 25 °C a 50 °C, durante un periodo de
0,5 a 5 horas; (d) lavar con agua la microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG del paso (c); y (e)
liofilizar la microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG del paso (d) usando de un 1% a un 30% (p/p)
de manitol.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS ACOMPANANTES

La Figura 1 muestra un perfil de distribucién por tamafio de particula
4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 600 926 T3

A) Ejemplo 3, B) Ejemplo 4

La Figura 2 muestra un perfil comparativo de liberacién de hCG de la microesfera (Ejemplos 1-4).

La Figura 3 muestra un cromatograma estandar de la hCG (1 mg/ml) en agua.

La Figura 4 muestra un cromatograma estandar de la hCG (1 mg/ml) en solucion salina tamponada con fosfatos
(PBS, por sus siglas en inglés), pH 7,4 (medio de liberacién).

La Figura 5 muestra un cromatograma de la hCG extraida de la microesfera.

La Figura 6 muestra un cromatograma de la hCG liberada de la microesfera, a lo largo de 24 horas, en tampén PBS,
pH 7,4.

La Figura 7A) muestra una electroforesis SDS-PAGE estandar de la hCG en su forma reducida, a diversas
concentraciones.

La Figura 7B) muestra un analisis de la estabilidad de la hCG mediante electroforesis SDS-Page, en donde las vias:
1. Marcador molecular

hCG estandar (forma reducida)

hCG estandar (forma no reducida)

hCG tratada con diclorometano (forma reducida)

hCG tratada con diclorometano (forma no reducida)

hCG tratada con diclorometano en presencia de gelatina (forma reducida)

hCG tratada con diclorometano en presencia de gelatina (forma no reducida)

Microesfera cargada de hCG (forma reducida)

Microesfera cargada de hCG (forma no reducida).

La Figura 8 muestra una imagen, tomada mediante microscopia electrénica de barrido, de la microesfera porosa
cargada de hCG preparada sin cloruro sédico en una fase acuosa externa (Ejemplo 2).

La Figura 9 muestra una imagen, tomada mediante microscopia electronica de barrido, de la microesfera no porosa
cargada de hCG preparada con cloruro sédico (0,2M) en una fase acuosa externa (Ejemplo 4).

CoNOOTRr~WN

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una formulacion de liberacion controlada que comprende gonadotropina corionica
humana (hCG) o variantes de la misma, asi como un proceso para su preparacion conforme a las presentes
reivindicaciones.

La formulacion de liberacion controlada que comprende hCG conforme a lo que describe en la presente invencion es
estable y eficaz, y presenta ventajas frente a las formulaciones de hCG conocidas hasta ahora en este campo del
conocimiento. La formulacién de liberacién controlada de hCG de la presente invencion tiene numerosos usos
terapéuticos no existentes hasta ahora. La formulacion que se describe en la presente invencion es particularmente
util en los tratamientos terapéuticos, a fin de aumentar los niveles de hCG de cara al mantenimiento del embarazo.
La novedosa formulacion viene a cubrir la necesidad que existia, de soluciones, formulaciones y productos que
comprendan hCG o variantes de la hCG, que sean estables y que se puedan conservar y usar en el ambito de la
ginecologia.

La formulacion de liberacion controlada de hCG que se describe en la presente invencion comprende hCG
encapsulada en una matriz polimérica que, cuando se administra, libera hCG. La concentracion de hCG en la
formulacion esta comprendida en el intervalo de 500 Ul a 100000 UI.

La encapsulacion de la proteina hCG humana en polimeros biodegradables adecuados y la formulacion de
liberacién controlada (LC) de este compuesto farmacoldégicamente activo garantizan la administracion del farmaco
en el lugar de accion especifico, a la velocidad y la posologia éptimas desde el punto de vista terapéutico.

Las nano/microparticulas poliméricas ofrecen ventajas especificas frente a otros compuestos, como los liposomas u
otros transportadores, dado que aumentan la estabilidad del farmaco y de sus variantes y poseen Utiles propiedades
de liberacion controlada. El tamafio de particula oscila entre 10 y 1000 nm. La microesfera cargada de hCG que se
describe en la presente invencion se prepara disolviendo, atrapando, encapsulando o fijando hCG a la matriz
polimérica; en funcion del método de preparacion, se pueden obtener microparticulas, microesferas, nanoparticulas,
nanoesferas, nanocapsulas o una combinacién de todo lo anterior.

Asimismo, la presente invencién proporciona un proceso de preparacion de la formulacion de liberacion controlada
de hCG.

En funcibn del método de preparacion, se pueden obtener nanoparticulas/microparticulas,
nanoesferas/microesferas, nanocapsulas/microcapsulas o una combinacion de todo lo anterior.

Durante la polimerizacion, se podrian usar para el proceso diversos estabilizadores, como por ejemplo: dextrano 10,
40 o 70, o poloxamero 188, 184 o 237. Ademas, en la formulacién de liberaciéon controlada de hCG pueden usarse
surfactantes.
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La formulacion de liberacién controlada de hCG que se describe en la presente invencion reduce el nimero de dosis
que se necesita tomar; el sujeto Gnicamente debe tomar la formulacion una vez cada dos semanas (0 cada mas
tiempo), en funcién de sus necesidades; asi, se evita la necesidad de inyecciones repetidas.

En otra realizacion de la presente invencién se proporciona una formulacion de liberacion controlada de hCG que
comprende la molécula de hCG encapsulada, y dicha formulacién puede llevar un excipiente o no.

La formulacion de liberacion controlada de hCG comprende hCG liofilizada y muy purificada, integrada o
encapsulada en nano/microparticulas, nano/microcapsulas o nano/microesferas. Los excipientes se preparan a partir
de polimeros biodegradables permitidos.

En otra realizacion de la presente invencion se proporciona una formulacién de liberacién controlada de hCG, en la
que las concentraciones de hCG o de sus variantes oscilan entre 100 Ul y 100000 Ul, como formulaciones de
liberacién controlada (LC) o de liberacion sostenida (LS) (LC/LS).

En otra realizacion de la presente invenciéon se proporciona una formulacién de liberacion controlada de hCG, en la
que la hCG esta en forma natural, sintética o recombinante.

En otra realizacion de la presente invencién se proporciona una formulacién de liberacion controlada de hCG, en la
que la hCG es una variante de la hCG.

En una realizacion, la proporcion entre la hCG y el PLGA que se usan en el proceso de la presente invencion esta
comprendida en el intervalo de 1:0,5 a 1:50.

En otra realizacién de la presente invencion, la solucién acuosa de hCG o de la variante de hCG que se usa en la
preparacion de una formulaciéon de la presente invencion puede comprender, ademas, un estabilizador. El
estabilizador puede seleccionarse de un grupo que comprende, entre otros compuestos posibles, los siguientes:
gelatina, dextrano, poloxamero, polioles, sacaridos, aminoacidos, sales organicas y/o inorganicas, y combinaciones
de los mismos.

En otra realizacion, el emulgente que se usa en el proceso de la presente invencion se selecciona de un grupo que
comprende, entre otros compuestos posibles, los siguientes: alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, polisorbato,
lecitina, carboxilmetilcelulosa y combinaciones de los mismos.

En otra realizacion, la fase acuosa que se usa en el paso (b) del proceso de la presente invencion puede
comprender un emulgente y una sal organica/inorganica o un monosacarido/oligosacarido/polisacarido y
derivados/combinaciones de lo anterior, a fin de obtener una microesfera cargada de hCG o de una variante de la
hCG.

Preferiblemente, el sacarido se selecciona de un grupo que comprende sacarosa, dextrosa, manitol y glucosa.

En otra realizacion, el paso (b) del proceso de la presente invencién puede comprender emulsionar la emulsion
primaria con una fase acuosa que comprenda un emulgente y cloruro sddico, a fin de obtener una microesfera
cargada de hCG o de una variante de la hCG.

En otra realizacion adicional, el tamafio de particula de la microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG
esta comprendido en el intervalo de 0,02 um a 500 pm.

En otro aspecto de la presente invencion, la formulacion libera hCG o variante de la hCG durante como minimo 15
dias (0 mas).

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a la formulacién de liberacién controlada de hCG que se describe
la presente invencion, y en dicha realizacion, la formulacion muestra una velocidad de liberacién, in vitro, de la hCG
o variante de la hCG, que estad comprendida en el intervalo de 1000 Ul a 8000 Ul dentro las primeras 24 horas tras la
administracion, y de 10 Ul a 1000 Ul cada 24 horas durante el periodo restante.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a la formulacion de liberacién controlada de hCG que se describe
la presente invencion, y en dicha realizacion, la formulacién muestra una velocidad de liberacion, in vivo, de la hCG
o variante de la hCG, que esta comprendida en el intervalo de 0,1 Ul/ml a 2,0 Ul/ml de plasma dentro las primeras
24 horas tras la administracion, y de 0,0002 Ul/ml a 0,2 Ul/ml de plasma cada 24 horas durante el periodo restante.

Otra realizacion de la presente invencidon proporciona una formulaciéon de liberacién controlada que comprende
microesferas cargadas de gonadotropina coriénica humana (hCG) o de una variante de la hCG, conforme a lo que
se define en las reivindicaciones, con un tamafio comprendido en el intervalo de 0,02 um a 500 um, y dicha
formulacion libera hCG o variante de la hCG durante como minimo 15 dias (0 mas).
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La novedosa formulacién de liberacién controlada de hCG que se describe en la presente invencién evita la
necesidad de inyecciones repetidas de la hCG muy purificada. EI NDDS (siglas en inglés de “Nuevo sistema de
administracion de farmacos”) hace posible proteger a las moléculas de proteina muy purificada contra la
degradacion durante su circulacion. La tecnologia NDDS que hace uso de microesferas facilita la liberacién
controlada y sostenida, reduce la exposicion sistémica a las moléculas liberadas y reduce los efectos de la
degradacion en entornos biolégicos. Los materiales tamafio nano son capaces de pasar directamente al interior de
los tejidos, e incluso directamente al interior de las células, y de ejercer la actividad farmacoldgica deseada. La
novedosa formulacién que se describe en la presente invencién podria administrarse como inyecciéon depot que
contenga el farmaco activo incluido en particulas tamafio nano (nanoesferas, nanocapsulas y nanoparticulas).

Las formas de administracion existentes en la actualidad son ampollas o viales, que vienen en un envase que
comprende una ampolla o vial con el farmaco activo liofilizado (hCG) y otra ampolla o vial que contiene el solvente
para disolver el farmaco activo, junto con excipientes que se usan para inyeccion intramuscular o subcutanea; en
cambio, la presente invencion proporciona una formulacion de liberacion controlada de hCG que se puede
administrar por via oral, y que puede proveerse en forma de capsulas, comprimidos y diversas otras formas que se
pueden administrar por via oral a un sujeto que las necesite.

Convencionalmente, las nanoparticulas se preparan mediante diversos métodos, como la dispersion de polimeros
formados previamente o la polimerizacién de mondmeros. Se pueden utilizar varios métodos para preparar
nanoparticulas biodegradables haciendo uso de PLA, PLG, PLGA (poli(D,L-sustancia surfactante/emulgente tal
como gelatina, poli(vinil-lactido), poli(acido lactico), poli(D,L-glicélido)-alcohol), polisorbato-80, poloxamero-188, etc.

El proceso de preparacion de las nanoparticulas (microparticulas) novedosas es relativamente facil de poner en
practica. Pueden liberarse, a lo largo de un periodo de tiempo prolongado, cantidades exactas de una molécula
concreta; por ejemplo, de una proteina. Preferiblemente, la preparacion se lleva a cabo en condiciones acuosas y
suaves. Las capas de polielectrolito actian como dispositivo de almacenamiento, y pueden contribuir a inhibir la
degradacion de las moléculas “incluidas”; por ejemplo, inhibiendo la protedlisis de los farmacos a base de péptidos.
Ademas, se puede evitar tener en una solucién concentraciones altas de las moléculas de proteina incluidas, lo que
resulta beneficioso si las concentraciones altas pueden conducir a la desactivacién de la carga util o si no resulta
deseable, por algun otro motivo, tener concentraciones altas.

Algunos de los métodos usados con frecuencia para la preparacion de las nano/microparticulas son: evaporacion del
solvente, difusion del solvente o emulsificacion espontanea, precipitacion por salado/emulsificacion-difusion. Lo mas
reciente es la tecnologia de los fluidos supercriticos. Conforme a los informes disponibles, y conforme a los articulos
con revisiones cientificas independientes publicados, en el transcurso de la polimerizacion se usan diversos
estabilizadores, como, por ejemplo, el dextrano (70/40/10). Ademas, junto con los estabilizadores se usan algunos
surfactantes, como, por ejemplo, los polisorbatos. En esta novedosa preparacion de hCG muy purificada y de sus
variantes, no se descarta la posibilidad de usar polimeros hidréfilos novedosos.

Dosificacion:

En mujeres se necesitan de unas 5000 Ul a 20000 Ul de hCG para inducir la ovulacion, en una inyeccion el dia 12
del ciclo menstrual, o cuando el foliculo de Graaf alcanza un tamafio > 18 mm.

Abortos habituales/recurrentes: una vez confirmado el embarazo, se necesitan 5000 Ul al dia, que se deben inyectar
en tres dias alternos. A partir del dia 9 tras la primera inyeccion, 2000 Ul dos veces a la semana hasta la semana 14
del embarazo.

En hombres, se necesitan unas 5000 Ul de hCG, dos veces a la semana durante 12 semanas, y es posible que haya
que proseguir con las administraciones durante un periodo de hasta 1 afio, a fin de mejorar la calidad del semen.

Ventajas de la formulacién de liberacién controlada que comprende hCG o una variante de la Hcg

m Usando la microesfera cargada de hCG, las inyecciones diarias conocidas hasta ahora en este campo se pueden
reducir a una inyeccion cada 15 dias (o con una periodicidad atin menor);

La microesfera cargada de hCG que se describe en la presente invencién es estable y eficaz;

Desorcién del farmaco unido a superficie o adsorbido;

Difusion del farmaco a través de la matriz de nano/microparticulas;

Difusion a través de la pared polimérica (nano/microcapsulas);

Erosion de la matriz de nano/microparticulas; y

Proceso combinado de erosion/difusion;

Usando la microesfera cargada de hCG que se describe en la presente invencién, puede formularse una
formulacion de hCG para uso por via oral

Preparacion de la microesfera cargada de hCG
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Se puso en practica una técnica de evaporacion del solvente de una emulsion de w/o/w (agua-en aceite-en agua)
para la preparacion de microesferas de poli(lactido-co-glicélido) (PLGA) cargadas de gonadotropina coriénica
humana (hCG). Primero, se disolvié gonadotropina coriénica humana (HCG) en agua o tampon que contenia una
concentracion de un 0,5% a 50% (p/v) de estabilizador. Se pueden usar diversos estabilizadores; por ejemplo,
gelatina, polioles, sacaridos, aminoacidos y/o sal. En la presente invencion se us6 como estabilizador gelatina (de un
0,1% a un 20% p/v). Se disolvié en diclorometano (DCM) polimero PLGA (poli-dl-lactido-co-glicélido, 50:50) de baja
viscosidad. La concentracion de PLGA en el solvente organico puede oscilar entre un 1% y un 150% p/v. La
concentracion preferida es de un 5% a un 50% p/v. A fin de preparar una emulsién primaria, se emulsificé una
solucion acuosa de hCG con una fase oleosa organica que comprendia PLGA, en un homogeneizador de alta
velocidad a una velocidad de entre 2000 rpm y 24000 rpm (preferiblemente, a 20000 rpm) durante un periodo de
entre 10 segundos y 5 minutos (preferiblemente, durante 30 segundos). Después, se emulsificé ain mas la emulsién
primaria, a una velocidad de entre 1000 rpm y 10000 rpm durante un periodo de entre 10 segundos y 5 minutos, con
un volumen de 10 a 500 veces mayor (preferiblemente, de 50 a 200 veces mayor) de la fase de la emulsién primaria
con una fase acuosa externa, obteniéndose una doble emulsién que comprendia la microesfera cargada de hCG. El
emulgente puede usarse en una fase acuosa externa; puede ser, por ejemplo: alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona,
polisorbato, lecitina, carboxilmetilcelulosa y, especificamente, alcohol polivinilico; su concentracion puede oscilar
entre un 0,01% y un 30% vy, preferiblemente, entre un 0,02% y un 5% p/v. Ademas, se puede usar, en una fase
acuosa externa junto con el emulgente, a fin de obtener particulas menos porosas: de un 0,1% a un 20% de una sal
(por ejemplo, cloruro sédico), o azicares como la sacarosa, la dextrosa, el manitol y la glucosa. Se endurecieron las
microesferas extrayendo el solvente mediante un agitador de hélice, un agitador magnético o un evaporador de
vacio, a una temperatura comprendida en un intervalo de 25 °C a 45 °C (preferiblemente, de 30 °C a 40 °C), durante
un periodo de entre 1 y 5 horas. Las microesferas endurecidas se recogieron mediante filtracion o centrifugaciéon y
se lavaron de tres a cuatro veces con agua, a fin de eliminar el emulgente y la sal residuales. Las microesferas
cargadas de hCG asi obtenidas se mezclaron con un crioprotector, como, por ejemplo, carbohidratos, polisacaridos
—preferiblemente, manitol- (de un 1% a un 30% p/p), y se liofilizaron, obteniéndose el producto final. El tamafio de
particula de la microesfera oscila entre 0,02 um y 500 um. En la Tabla 2 se proporciona informacion detallada acerca
de los parametros de preparacion de las microesferas.

La gonadotropina coriénica humana (hCG) que se usa en el proceso es hCG muy purificada, y su pureza esta
comprendida en el intervalo de 5000 Ul/mg a 20000 Ul/mg. La proporcion hCG/PLGA puede estar comprendida en
el intervalo de 1:50 a 1:0,5.

La presente invencion se elabora con la ayuda de los siguientes ejemplos. No obstante, no debe considerarse que
los ejemplos limiten el ambito de la invencién. La invencién se define en las reivindicaciones. Cualesquiera ejemplos
gue estén excluidos del &mbito de las reivindicaciones no forman parte de la invencién, sino que se incluyen con una
finalidad comparativa

Ejemplos

Quede claro que los siguientes ejemplos tienen Unicamente una finalidad ilustrativa, y que los entendidos en la
materia podrian sugerir diversas modificaciones o cambios a la luz de lo aqui descrito; dichas modificaciones o
dichos cambios deben quedar incluidos dentro del ambito de las reivindicaciones de la presente invencion.

Ejemplo 1

Se disolvié, en 1 ml de cloruro de metileno, un copolimero de acido lactico-acido glicélico (PLGA, por sus siglas en
inglés, viscosidad inherente: 0,16-0,24 dl/mg) (100 mg) que contenia acido lactico y &acido glicélico en una
proporcion, en peso, de 50:50. Se disolvié pHCG (2 mg) en agua (0,1 ml), con 2 mg de gelatina como estabilizador,
y se emulsificé con la fase oleosa del PLGA mencionado, usando un homogeneizador Ultra-Turrax (IKA, Alemania) a
20000 rpm durante 30 segundos, obteniéndose una emulsiéon de agua en aceite (w/o, por sus siglas en inglés).
Dicha emulsién w/o se afiadid a una solucion de alcohol polivinilico (PVA, por sus siglas en inglés) 1% p/p. Se
prosigui6 con la emulsificacion mediante un homogeneizador (Ultra-Turrax) a 4000 rpm. Esta dispersion se agité con
suavidad en un vaso de precipitados de 500 ml en una placa de agitacion magnética que contenia una barra
agitadora, durante un periodo de 3 a 4 horas a temperatura ambiente. La microesfera resultante se recogié mediante
centrifugacién a 8000 rpm durante 5 minutos. La microesfera obtenida se lavo con agua tres veces, se liofilizé con
manitol, y se almacené a 4 °C en un desecador. Se caracterizd alin mas esta microesfera mediante un estudio sobre
su eficiencia de encapsulacion y sobre su liberacién in vitro (Tabla 3).

Ejemplo 2

Se preparé una microesfera cargada de HCG conforme al mismo método que el descrito en el Ejemplo 1, salvo que
se emplearon 3 mg de HCG, y 10 mg de gelatina como estabilizador. Se caracteriz6 ain mas esta microesfera
mediante un estudio sobre su tamafio de particula y eficiencia de encapsulacién, asi como sobre su liberacion in
vitro.
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Ejemplo 3

Se preparé una microesfera cargada de HCG conforme al mismo método que el descrito en el Ejemplo 1, salvo que
se emple6 un solvente organico que contiene 0,8 ml de cloruro de metileno y 0,2 ml de acetona. Se caracteriz6 aln
mas esta microesfera mediante un estudio sobre su tamafio de particula y eficiencia de encapsulacién, asi como
sobre su liberacion in vitro.

Ejemplo 4

Se preparé una microesfera cargada de HCG conforme al mismo método que el descrito en el Ejemplo 1, salvo que
se uso cloruro saédico 0,2 M (1,16%), junto con alcohol polivinilico 1% p/v, como emulgente para la preparacion de la
emulsion secundaria. Se caracteriz6 ain mas esta microesfera mediante un estudio sobre su tamafio de particula y
eficiencia de encapsulacion, asi como sobre su liberacion in vitro.

Con la adicion de cloruro sédico (NaCl) (1,16% p/v) a la fase acuosa externa de PVA al 1% durante la preparacion
de la emulsion secundaria, la intensidad de las liberaciones subitas (en rafagas) se redujo del 90% al 43% (Ejemplo
4). La reduccién de la liberacién inicial de hCG en presencia de NaCl se produjo gracias a la estructura mas densa
de la microesfera resultante. La presencia de NaCl en la fase acuosa externa (presiéon osmética alta) durante la
preparacion de la microesfera redujo la solubilidad del diclorometano, y por ello, retrasé la precipitacion del polimero
y condujo a la formacién de una microesfera menos porosa. La reduccion de la porosidad redujo la accesibilidad del
farmaco al medio de liberacién, lo que se corresponde con una menor liberacién inicial (Figura 2, Tabla 3).

Ejemplo 5
Caracterizacién de la microesfera de PLGA cargadad e hCG

Andlisis del tamafo de particula de la microesfera de PLGA cargada de hCG

Se analizaron el tamafio de particula y la distribuciéon por tamafos de las microparticulas de PLGA cargadas de
hCG, usando un analizador de tamafios de particula (Malvern Instruments, Reino Unido) (Figura 1). Se observé que
el tamafio de particula, en todos los ejemplos, estaba comprendido en el intervalo de 1 a 60 um; asimismo, se
observd una buena polidispersabilidad (amplitud ~1). La preparacién de la microesfera en presencia de cloruro
sédico en el medio acuoso externo proporciona un tamafio de particula pequefio (~20 um). En la Tabla 2 se indican
los diversos tamafios de la microesfera obtenida.

Eficiencia de encapsulacién (EE) de la microesfera de PLGA cargada de hCG

Se disolvieron, en 200 pl de acetonitrilo, 5 mg (pesados con exactitud) de microesfera cargada de hCG. Se precipitd
el PLGA mediante la adicion de 800 pl de solucién salina tamponada con fosfatos (PBS) 10 mM, y se separ6
mediante centrifugacion a 16000 rpm durante 4 minutos. El sobrenadante con proteina hCG se analiz6 mediante
HPLC (muestreador automatico Waters 717plus Autosampler, Estados Unidos). En la Figura 5 se muestra un
cromatograma de esta hCG extraida de la microesfera; dicho cromatograma se puede comparar con los
cromatogramas estandar que se muestran en las Figuras 3 y 4. La eficiencia de encapsulacion de la microesfera
cargada de hCG se indica en la Tabla 3.

Microscopia electrénica de barrido de la microesfera de PLGA cargada de hCG

Cuando se prepara la microesfera sin cloruro sédico en la fase acuosa externa se observa que la estructura de la
microesfera es porosa (Figura 8). A causa de esta naturaleza porosa de la microesfera, la mayoria de la liberacion
de pHCG tiene lugar durante el periodo inicial La adicién de cloruro sodico (0,2 M) a la fase acuosa externa redujo
drasticamente la porosidad de la microesfera (Figura 9). Mediante la adicion de cloruro sddico, las liberaciones
subitas (en rafagas) se redujeron desde el 88% hasta el 44% (Ejemplo 4). La presencia de cloruro sodico en la fase
acuosa externa durante la preparacion de la microesfera redujo la solubilidad en agua del cloruro de metileno; por
ello, retrasé la precipitacion del polimero (PLGA) y condujo a microesferas menos porosas y, con ello, a menos
liberaciones subitas (en rafagas) iniciales.

Ejemplo 6

Perfil de liberacion

Se incubaron 10 o 15 mg (pesados con exactitud) de microesferas cargadas de hCG con 0,8 o 1 ml de solucién
salina tamponada con fosfatos (PBS) 10 mM (pH 7,4) que contenia un 0,02% de azida sdédica, a 37 °C en un
agitador con bafio de agua de temperatura controlada. Se recogieron alicuotas en momentos previamente elegidos,
mediante centrifugacién durante 3 minutos a 5000 rpm. El contenido en HCG del sobrenadante se analizé mediante
un sistema HPLC (muestreador automatico Waters 717plus Autosampler, Estados Unidos). El cromatograma de esa
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HCG liberada se muestra en la Figura 6. Se afiadié una alicuota de PBS (0,8 ml) recién preparada a las
microesferas, a fin de reemplazar el sobrenadante extraido.

Se observé que la HCG fue liberada de las microesferas dentro de un periodo de 24 horas (liberacion subita [en
rafaga]) (Ejemplos 1-3). Este problema de la alta liberacion subita puede deberse a la estructura méas porosa de la
microesfera (Figura 8).

Ejemplo 7

Datos analiticos: estudio mediante electroforesis SD S para el andlisis de la estabilidad de la hCG

Se prepararon muestras de HCG (R) y de HCG, en forma reducida y no reducida, de 1 mg/ml de solucién de HCG,
respectivamente. Se prepard gel de poliacrilamida (15%) conforme al protocolo estandar. Se cargaron e hicieron
migrar en gel muestras de 20 pl, a 180 Voltios, en tampon de electroforesis (tampén de migraciéon) SDS. Tras la
migracion electroforética, se introdujo el gel en un recipiente de plastico, con solucion fijadora, a temperatura
ambiente. Retirar la solucién fijadora. Afiadir solucion de tincién de azul de Coomassie (0,1 % p/v), cubriendo el gel,
y agitar a temperatura ambiente durante 2 horas. Retirar la solucion de tincién. Se lavé el gel con acido acético
(10%), a fin de destefiir las muestras. En el estudio mediante SDS-Page no se detecté degradacion importante
alguna de la hCG tras el tratamiento con diclorometano con y sin gelatina; tampoco de la microesfera (Figura 7, A-
B).

Tabla 1: Niveles séricos de hCG (LMP [ultima menstruacion])

Semanas tras la LMP Niveles séricos de hCG (mUl/ml)
3 semanas 5-50
4 semanas 5-426
5 semanas 18 - 7340
6 semanas 1080 - 56500
7-8 semanas 7650 - 229000
9-12 semanas 25700 - 288000
13-16 semanas 13300 - 254000

Tabla 2: Tamafio de particula de las microesferas cargadas de hCG

Tamario de particula Tamarfio medio de particula
Ejemplo D(0,1) D(0,5) D(0,9) Media ponderada del Amplitud
(10%) (50%) (90%) volumen D[4,3]
2 13,13 um 25,02 ym 37,72 ym 25,34 ym 0,98
3 20,0 pm 38,48 um 59,22 ym 39,17 ym 1,02
4 2,65 pm 12,41 ym 19,96 um 12,1 ym 1,39
Tabla 3: Eficiencia de encapsulacion y liberaciones subitas de los diferentes ejemplos
Concentracion (mg) Eficiencia de Liberacion
Ejemplo hCG Gelatina PLGA % de encapsulacion (%) dentro de 24
produccién horas
1 2mg 2mg 100 mg 76,1 % 78,86 % 75,2 %
2 3mg 10 mg 100 mg 76,5 % 73,31 % 88,25 %
3 4,5mg 8 mg 150 mg 72,5% 78,92 % 79,1 %
4 5mg 3mg 100 mg 80,5 % 82,08 % 43,89 %
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REIVINDICACIONES

1. Formulacion de liberacion controlada que comprende microesferas cargadas de gonadotropina coridnica humana
(hCG) o de una variante de la hCG, en la que las microesferas se pueden preparar mediante el proceso que
comprende: (a) emulsionar una solucién acuosa de hCG o de una variante de la hCG, que comprende de un 0,1% a
un 20% (p/v) de gelatina con una fase oleosa organica que comprende de un 1% a un 50% de PLGA de baja
viscosidad, a fin de obtener una emulsion primaria; (b) emulsionar la emulsién primaria, con una fase acuosa que
comprende de un 0,01% a un 30% (p/v) de alcohol polivinilico y de un 0,1% a un 20% de cloruro sdédico, a fin de
obtener una microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG; (c) endurecer la microesfera cargada de hCG
0 de una variante de la hCG mediante agitaciéon a 100-1000 rpm a una temperatura de 25°C a 50°C durante un
periodo de 0,5 a 5 horas; (d) lavar con agua la microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG del paso
(c); y (e) liofilizar la microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG del paso (d) usando de un 1% a un
30% (p/p) de manitol.

2. Formulacion de liberacion controlada, segin la reivindicacion 1, en la que la proporcion entre hCG y PLGA se
encuentra en el intervalo de 1:0,5 a 1:50.

3. Formulacion de liberacién controlada, segun la reivindicacion 1, en la que el tamafio de particula de la microesfera
cargada de hCG o de una variante de la hCG se encuentra en el intervalo de 0,02 um a 500 pm.

4. Formulacion de liberacion controlada, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la formulacion
muestra una velocidad de liberacion in vitro de la hCG o variante de la hCG en el intervalo de 1000 Ul a 8000 Ul
dentro las primeras 24 horas tras la administracién, y de 10 Ul a 1000 Ul durante como minimo los 15 dias
posteriores.

5. Formulacién de liberacién controlada, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la formulacién
muestra una velocidad de liberacioén in vivo de la hCG o variante de la hCG en el intervalo de 0,1 Ul/ml a 2,0 Ul/ml
de plasma, dentro las primeras 24 horas tras la administracion, y de 0,0002 Ul/ml a 0,2 Ul/ml de plasma durante
como minimo los 15 dias posteriores.

6. Proceso para la preparacion de una formulacién inyectable, de liberacion controlada, de gonadotropina coriénica
humana (hCG), comprendiendo dicho proceso: (a) emulsionar una solucién acuosa de hCG o de una variante de la
hCG, que comprende de un 0,1% a un 20% (p/v) de gelatina con una fase oleosa organica que comprende de un 1%
a un 50% de PLGA de baja viscosidad, a fin de obtener una emulsion primaria; (b) emulsionar la emulsién primaria
con una fase acuosa que comprende de un 0,01% a un 30% (p/v) de alcohol polivinilico y de un 0,1% a un 20% de
cloruro sadico, a fin de obtener una microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG; (c) endurecer la
microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG mediante agitacion a 100-1000 rpm a una temperatura de
25°C a 50°C durante un periodo de 0,5 a 5 horas; (d) lavar con agua la microesfera cargada de hCG o de una
variante de la hCG del paso (c); y (e) liofilizar la microesfera cargada de hCG o de una variante de la hCG del paso
(d) usando de un 1 % a un 30% (p/p) de manitol.

7. Proceso, segun la reivindicacién 6, en el que la proporcion entre hCG y PLGA se encuentra en el intervalo de
1:.0,5a 1:50.
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