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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas de microesferas de triptorelina
Campo técnico

La presente invencion se refiere al campo de las preparaciones farmacéuticas y particularmente, a una composicion
de microesferas de triptorelina de liberacion sostenida de larga accién, a métodos para preparar la misma y al uso
de la misma.

Antecedentes de la técnica

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRG), también conocida como hormona liberadora de la hormona
luteinizante (LHRH), es una hormona decapeptidica muy relacionada con las funciones reproductoras. Cuando se
administra una LHRH exégena o un analogo de la misma con una frecuencia de impulso fisioldgico (una vez cada 90
minutos) durante un corto periodo y a una pequefia dosis, produce algunos efectos promotores en el sistema
hipofiso-gonadal y, por tanto, se usa clinicamente para tratar sintomas tales como la disfuncion sexual, anovulacion,
pubertad retardada, etc. Cuando se administra con una frecuencia de impulso no fisiolégico durante un largo periodo
y a una gran dosis, puede inhibir la secrecion de hormona luteinizante y hormona foliculoestimulante desde la
hipdfisis, provocando una disminucion en la capacidad de secrecién de hormonas de las gonadas y la atrofia de los
organos sexuales. Por tanto, se usa clinicamente para abordar algunas enfermedades dependientes de hormonas
tales como el cancer de préstata, el histeromioma, el carcinoma de mama, la adenomiosis, la pubertad precoz, etc.
La LHRH y analogos de la misma usados clinicamente en la actualidad incluyen triptorelina, buserelina,
ganadorelina, leuprorelina, goserelina, etc.

La triptorelina es un analogo sintético de LHRH. La triptorelina modifica la estructura de LHRH sustituyendo la sexta
glicina en la LHRH natural con un D-triptéfano. Su bioactividad es 100 veces la de LHRH natural, y tiene efectos
significativos en el tratamiento de enfermedades tales como cancer de préstata, adenomiosis, histeromioma,
carcinoma de mama etc.

La administracion de triptorelina para sus indicaciones clinicas tipicamente requiere que un paciente esté bajo
medicacion durante un largo periodo. Por tanto, para mejorar el cumplimiento del paciente, se ha desarrollado
triptorelina en preparaciones de liberaciéon sostenida de larga accion. Actualmente, las preparaciones de liberacion
sostenida de larga accion disponibles en el marcado de triptorelina son inyecciones de microesferas, incluyendo los
productos para su administracion una vez cada 4 semanas, una vez cada 12 semanas y una ve cada 24 semanas.

Se reconoce que la triptorelina debe de administrarse a grandes dosis durante un largo periodo de tiempo para
disminuir la capacidad de secrecién de hormonas gonadales de la gonada y la atrofia de drganos sexuales,
consiguiendo por tanto el propdsito de tratar enfermedades tales como cancer de préstata dependiente de
hormonas, etc. (Qinghua Chen et al., Development in research on microsphere drug delivery systems of polypeptide
and protein drugs, Foreign Medical Sciences - Section on Pharmacy, 1997, 24(3):129-133). Por consiguiente, a
diferencia de la mayoria de otras microesferas farmacéuticas, para las que cuanto menor sea la liberacion inicial
mejor, una preparacion de microesferas de larga accion ideal de triptorelina, después de su inyeccion, necesita una
liberacion inicial relativamente grande, para mantener los efectos farmacéuticos hasta una fase posterior del
suministro del farmaco. Varias microesferas de analogos de LHRH, que han estado disponibles en el mercado, son
principalmente de este modo de liberacion de farmaco, por ejemplo, las microesferas de leuprorelina tienen una
liberacion inicial de hasta por encima de un 20% en 1-2 dias (Qinghua Chen et al., Development of research on
microsphere drug delivery systems of polypeptide and protein drugs, Foreign Medical Sciences - Section on
Pharmacy, 1997, 24(3):129-133), mientras que las microesferas de pamoato triptorelina de Debiopharm S.A. tienen
una liberaciéon de farmaco de hasta por encima de un 40% en 1-2 dias, durante ese tiempo la concentracion de
testosterona en el plasma sanguineo aumenta en la fase temprana de suministro del farmaco, alcanza un valor
maximo en aproximadamente el 4.° dia y después disminuye hasta un nivel de castracion, produciendo por tanto los
efectos farmacéuticos del mismo (American FDA documents, FDA solicitud n.°: (NDA)020715).

El documento WO 2004/112752 divulga un método para preparar una formulacion mixta de microesferas de
liberacién sostenida con diversas composiciones por un proceso continuo de una etapa. Este método se caracteriza
por la preparacion de la formulacion mixta de microesferas de liberacién sostenida con diferentes composiciones por
un proceso continuo de una etapa introduciendo de forma continua los liquidos mezclados en una secadora desde
los dos o mas diferentes liquidos para la preparacion de microesferas de liberacién sostenida que contienen un
polimero biodegradable, un farmaco, un aditivo y un disolvente con diferentes tipos de contenidos o ambos de los
componentes, controlando las relaciones de mezcla de los liquidos de acuerdo con el tiempo, a diferencia de un
método convencional que incluye el secado por pulverizacion de una mezcla de microesferas que contienen un
polimero biodegradable, un farmaco, un aditivo y un disolvente con una Unica composicion.

Sin embargo, las microesferas de triptorelina preparadas por un proceso doble de emulsién-evaporacion del
disolvente tienen una liberacion inicial muy baja, lo que hace que el farmaco sea incapaz de actuar lo mas pronto
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posible después de su administracion. Por tanto, sigue existiendo la necesidad de desarrollar microesferas de
liberacién prolongada de triptorelina que consigan un perfil de alta liberacion inicial.

Sumario

En este documento se describen realizaciones dirigidas a microesferas de triptorelina que incorporan glucosa. Como
resultado, la liberacién inicial del farmaco in vivo puede aumentarse, promoviendo por tanto que el farmaco actue lo
mas pronto posible. La presente divulgacion, por tanto, proporciona una composicion farmacéutica de microesferas
de liberacioén sostenida de triptorelina, comprendiendo las microesferas de triptorelina la triptorelina o una sal de la
misma, copolimeros de lactida y glicolida, y glucosa, donde el contenido en peso de glucosa es de un 0,1-10%, o un
0,5-10%, o un 0,5-5%, o un 0,5-2%, o un 1%; el contenido en peso de triptorelina o la sal de la misma es de un
1-30%, o un 2-20%, o un 5-15%; el contenido en peso de los copolimeros de lactida y glicolida es de un 60-98,9%, o
un 75-97,8%, o un 83-94.5%.

Especificamente, en la composicién farmacéutica de microesferas de liberacion sostenida de triptorelina de la
presente invencion, el contenido en peso de triptorelina o la sal de la misma es de un 1-30%, el contenido en peso
de copolimeros de lactida y glicolida es de un 60-98,9%, el contenido en peso de glucosa es de un 0,1-10%.

En la composicion farmacéutica de microesferas de liberacion sostenida de triptorelina de la presente invencion, el
contenido en peso de triptorelina o la sal de la misma es de un 2-20%, el contenido en peso de copolimeros de
lactida y glicolida es de un 70-97,5%, el contenido en peso de glucosa es de un 0,5-10%.

En la composicion farmacéutica de microesferas de liberacion sostenida de triptorelina de la presente invencion, el
contenido en peso de triptorelina o la sal de la misma es de un 2-20%, el contenido en peso de copolimeros de
lactida y glicolida es de un 75-97,5%, el contenido en peso de glucosa es de un 0,5-5%.

En la composicion farmacéutica de microesferas de liberacion sostenida de triptorelina de la presente invencion, el
contenido en peso de triptorelina o la sal de la misma es de un 5-15%, el contenido en peso de copolimeros de
lactida y glicolida es de un 83-94,5%, el contenido en peso de glucosa es de un 0,5-2%.

En la composicion farmacéutica de microesferas de liberacion sostenida de triptorelina de la presente invencion, el
contenido en peso de triptorelina o la sal de la misma es de un 10%, el contenido en peso de copolimeros de lactida
y glicolida es de un 89%, el contenido en peso de glucosa es de un 1%.

Las microesferas divulgadas en este documento son: Particulas esféricas o de tipo esférico pequefias que consisten
en farmaco disuelto y (o) dispersado homogéneamente por todo un material polimérico, con un tamafio de particula
que varia de 1-500 uym y generalmente preparado como suspensiones para inyeccion.

Los copolimeros de lactida y glicolida también se mencionan como poli(lactida-co-glicolida), abreviado como PLGA.
La relacion molar de lactida a glicolida en dicho PLGA es de 90:10 a 40:60; o de 75:25 a 40:60, o de 60:40 a 40:60,
o de 50:50.

La viscosidad intrinseca de PLGA es de 0,10-0,70 dl/g, preferiblemente en el intervalo de 0,15-0,50 di/g y de forma
optima en el intervalo de 0,20-0,35 dl/g. Un método para medir la viscosidad intrinseca de PLGA es el siguiente:
preparar una soluciéon de aproximadamente un 0,5% (p/v) de PLGA en cloroformo y determinar la viscosidad
intrinseca de PLGA a 30°C usando un viscosimetro de capilar de vidrio Cannon-Fenske.

El PLGA descrito en la presente invencion puede tener un peso molecular de 5000-100 000 Dalton, preferiblemente
de 10 000-75000 Dalton y mas preferiblemente 15 000-40 000 Dalton. Como se usa en este documento, la
expresion "peso molecular" se refiere a "peso molecular promedio en peso”.

Como se usa en este documento, la relacion molar de lactida a glicolida y la viscosidad intrinseca de PLGA se
muestran a continuacion en paréntesis. Por ejemplo, "PLGA (75/25, 0,5, 75000)" representan
poli(lactida-co-glicolida) con una relacion molar de lactida a glicolida de 75:25, una viscosidad intrinseca de 0,5 dl/g y
un peso molecular de 75 000 Dalton.

La cantidad de carga del farmaco descrita en la presente invencion es la cantidad de carga de farmaco real, que se
calcula de la siguiente manera: cantidad de carga de farmaco = [cantidad de farmaco en microesferas/(cantidad de
farmaco en microesferas + cantidad de polimeros)] x 100%.

La sal de triptorelina en la microesfera de liberacién sostenida proporcionada por la presente invencién puede ser
una sal hidrosoluble tal como acetatos etc.

Las microesferas de liberaciéon sostenida de triptorelina proporcionadas por la presente invencién se preparan por un
proceso doble convencional de emulsién-evaporacion del disolvente, donde la glucosa se afiade en una fase acuosa
interna y un proceso preferido es el siguiente: se disuelve PLGA en diclorometano para formar una fase oleosa, se
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pesan la triptorelina y la glucosa y se disuelven en agua desionizada para formar una fase acuosa; la fase acuosa se
afiade a la fase oleosa y después se somete a emulsificacion por cizallamiento para obtener una emulsién primaria
de agua/aceite. Después, la emulsiéon primaria se afiade a solucién de poli(alcohol vinilico) (PVA), se emulsiona
homogéneamente para obtener una doble emulsidon de agua/aceite/agua, después se elimina el disolvente organico
de la misma y el residuo se lava y se filtra para obtener las microesferas.

La presente invencién proporciona ademas un uso de las microesferas de triptorelina en la preparacion de farmacos
para tratar el cancer de prostata, la precocidad sexual, la adenomiosis, la infertilidad femenina y el histeromioma.

Las microesferas proporcionadas por la presente invencién pueden prepararse en forma de polvo estéril, donde el
polvo estéril comprende la composicién de microesferas de triptorelina y manitol, y puede prepararse de la siguiente
manera: se aclara la composicion de microesferas de triptorelina con agua para inyeccion y se transfiere a una placa
de liofilizacion, se afiade manitol y una cantidad apropiada de agua para inyeccion a la misma, se coloca la placa de
liofilizacion en un liofilizador para la liofilizacién; y se somete el producto liofilizado a tamizado y mezcla, llenado
aséptico y tapado, para obtener el polvo estéril. Antes de administrarse a un paciente, el polvo estéril se suspende
en un disolvente de dispersiéon farmacéuticamente aceptable, donde el disolvente de dispersiéon puede ser uno o
mas de un agente de suspension, un regulador del pH, un agente ajuste isoosmético y un tensioactivo, junto con
agua para inyeccion; el agente de suspension puede ser uno o mas de carboximetilcelulosa de sodio, poli(alcohol
vinilico), polivinilpirrolidona, alginato de sodio y glicerol; el agente de ajuste isoosmético puede ser uno o mas de
cloruro de sodio, glucosa, manitol y sorbitol; y el tensioactivo es un tensioactivo no ionico, tal como la serie
polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80, polisorbato 60, etc.) o copolimeros de tres bloques de poli(propilenglicol)
flanqueado por poli(etilenglicol), vendidos con la marca registrada Poloxamer (por ejemplo, Poloxamer 188, etc.).

Las microesferas de liberacion sostenida de triptorelina proporcionadas por la presente invencién se usan para
inyeccion intramuscular o subcutanea, siendo la dosis de administracion de la misma de 3,75 mg/28 dias (calculada
por la cantidad de

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: un grafico logaritmico de las curvas de concentracion-tiempo en sangre in vivo de perro de microesferas de
triptorelina en el ejemplo de ensayo 1;

Figura 2: un grafico de las curvas de liberacion in vitro de microesferas de triptorelina en el ejemplo de ensayo 2;
Figura 3: un grafico de curvas de concentracion-tiempo de testosterona en suero de rata de microesferas de
triptorelina en el ejemplo de ensayo 3;

Figura 4: un grafico de curvas de liberacion in vitro de microesferas de triptorelina en el ejemplo de ensayo 4;

Figura 5: un grafico de curvas de concentracion-tiempo de testosterona en suero de rata de microesferas de
triptorelina en el ejemplo de ensayo 5;

Figura 6: un grafico de curvas de liberacion in vitro de microesferas de triptorelina en el ejemplo de ensayo 6;

Figura 7: un grafico de curvas de concentracion-tiempo de testosterona en suero de rata de microesferas de
triptorelina en el ejemplo de ensayo 7.

Descripcion detallada

La presente divulgacion se ilustrara adicionalmente por los siguiente ejemplos y ejemplos de ensayo, que no
limitaran el alcance de la presente invencion de ninguna manera.

Ejemplo 1

Se pesaron 1,76 g de PLGA (50/50, 0,51, 75 000) y se disolvieron en 6 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de triptorelina y 40 mg de glucosa y se disolvieron en 0,6 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase oleosa se afiadio a la fase acuosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 17 500 r.p.m. durante 60 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 0,5% a 6°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1500 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 2 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble se transfirio a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 600 r.p.m. y se agit6é durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavé con agua desionizada y se liofilizé para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 9,42% y una
eficacia de atrapamiento de un 94,2%.

Ejemplo 2

Se pesaron 1,46 g de PLGA (65/35, 0,37, 45 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 400 mg de acetato de triptorelina y 140 mg de glucosa y se disolvieron en 1,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 15 000 r.p.m. durante 60 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 6°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1800 r.p.m. y después
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se emulsion6 de forma homogénea durante 4 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble se transfirio a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 600 r.p.m. y se agit6é durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofiliz6 para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 17,82% y una
eficacia de atrapamiento de un 89,1%.

Ejemplo 3

Se pesaron 1,698 g de PLGA (75/25, 0,50, 70 000) y se disolvieron en 12 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 300 mg de acetato de triptorelina y 2 mg de glucosa y se disolvieron en 1,2 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase oleosa se afiadio a la fase acuosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 13 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 2,0% a 4°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1500 r.p.m. y después
se emulsiono de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble se transfirio a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 500 r.p.m. y se agit6 durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofilizd para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 13,71% y una
eficacia de atrapamiento de un 91,4%.

Ejemplo 4

Se pesaron 1,50 g de PLGA (75/25, 0,50, 70 000) y se disolvieron en 12 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 300 mg de acetato de triptorelina y 200 mg de glucosa y se disolvieron en 1,2 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase oleosa se afiadio a la fase acuosa para dar una mezcla que se emulsiond
a 17 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 4°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2000 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 4 min para obtener una emulsién doble. La emulsién doble se transfirio a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 400 r.p.m. y se agit6 durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofiliz6 para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 13,52% y una
eficacia de atrapamiento de un 90,13%.

Ejemplo 5

Se pesaron 1,88 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 100 mg de acetato de triptorelina y 20 mg de glucosa y se disolvieron en 1,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase oleosa se afiadio a la fase acuosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 15 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 6°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2100 r.p.m. y después
se emulsiono de forma homogénea durante 2 min para obtener una emulsién doble. La emulsién doble se transfirio a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 600 r.p.m. y se agit6é durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofilizd para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 4,59% y una
eficacia de atrapamiento de un 91,8%.

Ejemplo 6

Se pesaron 1,80 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 100 mg de acetato de triptorelina y 100 mg de glucosa y se disolvieron en 1,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase oleosa se afiadio a la fase acuosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 15 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 6°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2100 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 2 min para obtener una emulsién doble. La emulsién doble se transfirié a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 600 r.p.m. y se agit6é durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofilizd para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 4,67% y una
eficacia de atrapamiento de un 93,4%.

Ejemplo de referencia 7

Se pesaron 1,90 g de PLGA (90/10, 0,42, 53 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 40 mg de acetato de triptorelina y 60 mg de manitol y se disolvieron en 1,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 13 500 r.p.m. durante 180 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a un hervidor de
reaccion que contenia 1000 ml de una solucion de PVA al 1,0% a 10°C a través de un inyector en condiciones de
homogeneizacion a 1800 r.p.m. y después se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una
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emulsion doble. Con una velocidad de rotacién de 600 r.p.m., se agitd6 durante 5h para volatilizar y eliminar el
disolvente organico; y el residuo se filtré por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofilizd para obtener
microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 1,84% y una eficacia
de atrapamiento de un 92,0%.

Ejemplo de referencia 8

Se pesaron 1,698 g de PLGA (75/25, 0,49 70 000) y se disolvieron en 12 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 300 mg de acetato de ftriptorelina y 2 mg de manitol y se disolvieron en 1,2 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 15 000 r.p.m. durante 180 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a un hervidor de
reaccion que contenia 1000 ml de una solucion de PVA al 1,0% a 10°C a través de un inyector en condiciones de
homogeneizacion a 1800 r.p.m. y después se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una
emulsion doble. Con una velocidad de rotacién de 600 r.p.m., se agitd6 durante 5h para volatilizar y eliminar el
disolvente organico; y el residuo se filtré por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofilizd para obtener
microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 13,84% y una eficacia
de atrapamiento de un 92,3%.

Ejemplo de referencia 9

Se pesaron 1,88 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 100 mg de acetato de triptorelina y 20 mg de manitol y se disolvieron en 1,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase oleosa se afiadio a la fase acuosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 15 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 6°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2100 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 2 min para obtener una emulsién doble. La emulsién doble se transfirié a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 600 r.p.m. y se agit6é durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofiliz6 para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 4,53% y una
eficacia de atrapamiento de un 90,6%.

Ejemplo de referencia 10

Se pesaron 1,80 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 100 mg de acetato de triptorelina y 100 mg de manitol y se disolvieron en 1,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase oleosa se afiadio a la fase acuosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 15 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 6°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2100 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 2 min para obtener una emulsion doble. La emulsion doble se transfirio a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 600 r.p.m. y se agit6é durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofiliz6 para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 4,63% y una
eficacia de atrapamiento de un 92,6%.

Ejemplo 11

Se pesaron 1,86 g de PLGA (100/0, 0,37, 50 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 100 mg de acetato de triptorelina y 40 mg de glucosa y se disolvieron en 1,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 13 500 r.p.m. durante 120 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 10°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2000 r.p.m. y
después se emulsioné de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsiéon doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 600 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtré6 por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 4,74% y una eficacia de atrapamiento de un 94,8%.

Ejemplo 12

Se pesaron 3,64 g de PLGA (75/25, 0,68 100 000) y se disolvieron en 40 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 40 mg de acetato de triptorelina y 320 mg de glucosa y se disolvieron en 4,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase oleosa se afiadio a la fase acuosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 13 500 r.p.m. durante 180 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a 4000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1200 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsién doble. La emulsién doble se transfirié a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 300 r.p.m. y se agit6é durante 5 h para volatilizar y
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eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofilizd para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 0,98% y una
eficacia de atrapamiento de un 98,0%.

Ejemplo 13

Se pesaron 5,12 g de PLGA (85/15, 0,11, 7100) y se disolvieron en 50 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 2,4 g de acetato de triptorelina y 480 mg de glucosa y se disolvieron en 5,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 17 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsion primaria se afiadié a 4000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1300 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 300 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 26,0% y una eficacia de atrapamiento de un 86,7%.

Ejemplo comparativo 1

Se pesaron 1,90 g de PLGA (50/50, 0,23, 26 000) y 100 mg acetato de triptorelina y se disolvieron respectivamente
en 10,0 ml de diclorometano y 1,0 ml de agua con agitacion, para obtener soluciones transparentes; la fase de
diclorometano disuelta se afadié a la fase acuosa disuelta para dar una mezcla que se emulsioné a 15 000 r.p.m.
durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a 1000 ml de una solucion de PVA
al 1,0% a 6°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2100 r.p.m. y después se emulsioné de
forma homogénea durante 2 min para obtener una emulsién doble. La emulsién doble se transfirid a una mezcladora
en soporte voladizo que rota a una velocidad de 600 r.p.m. y se agité durante 5 h para volatilizar y eliminar el
disolvente organico; y el residuo se filtré por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofilizd para obtener
microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 4,49% y una eficacia
de atrapamiento de un 89,8%.

Ejemplo de ensayo 1: Ensayos farmacocinéticos in vivo en perro de microesferas de triptorelina que
comprenden glucosa/manitol con diferentes contenidos.

1) Materiales de ensayo

Farmacos de ensayo: Microesferas de triptorelina preparadas de acuerdo con los ejemplos 5, 6, ejemplos de
referencia 9 y 10, con contenian glucosa un 1% y un 5% de glucosa y 1% y un 5% de manitol, respectivamente, y
una carga de farmaco de aproximadamente un 4,5-4,7%.

Grupo de control: Microesferas de triptorelina que no comprenden glucosa/manitol y una carga de farmaco de
aproximadamente un 4,5% preparadas de acuerdo con el ejemplo comparativo 1.

Animales experimentales: 20 perros sabueso macho sanos con pesos corporales de 9-12 kg.

Instrumentos de ensayo: Un espectrometro de masas QTRAP5500 equipado con una fuente de ionizaciéon por
pulverizacion de iones (Applied Biosystem, Inc.);

un sistema de cromatografia de liquidos de alto rendimiento Agilent 1290 que comprende una bomba de infusion
doble, un tomamuestras automatico y un horno de columna;

una centrifuga de sobremesa Anke TGL-16G Feige, (ShangHai Anting Scientific Instrument Factory); y

un concentrador de soplado a presion Turbo Vap LV, (Biotage, Inc).

2) Métodos y resultados

Los 20 perros sabueso machos sanos se dividieron de forma aleatoria en 5 grupos, incluyendo un grupo de
control (ejemplo comparativo 1), un primer grupo experimental (ejemplo 5), un segundo grupo experimental
(ejemplo 6), un tercer grupo experimental (ejemplo de referencia 9) y un cuarto grupo experimental (ejemplo de
referencia 10), respectivamente, todos los cuales se sometieron a administracion del farmaco por inyeccion
intramuscular a una dosis de 0,3 mg/kg, se recogieron muestras de sangre antes de la administracién y 1 h, 6 h,
1d, 2d, 3d, 4d, 6d, 9d, 11d, 14d, 16d, 19d, 23d, 26d y 30d después de la administracion,
respectivamente, las concentraciones de ftriptorelina en el plasma sanguineo de los perros sabueso se
determinaron por un método de CL-EM/EM vy los resultados de ensayo se mostraron en la tabla 1 y la figura 1.

Método de CL-EM/EM:

Condiciones de fase liquida: La columna es Venusil MP-C18, y la fase mévil es un 0,05% de solucion de acido
acético-metonal con un caudal de 0,6 ml/min. La columna permaneci6 a 40°C y el volumen de inyeccion es de
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10 pl.

Condiciones de espectrometro de masas: La fuente de ionizaciébn es una fuente de ionizacidon de
electropulverizacion (ESI); el voltaje de la fuente se mantiene a 5500 V y se hace funcionar en modo positivo; el
modo de exploracion es control de multiples reacciones (MRM), usando las transiciones de m/z 656.5-249 .1y
m/z 656.5-110.1 para analisis cuantitativo: el potencial de desagrupacién (DP) es 50 V y la energia de colision
(CE) es 42 eV y 90 eV respectivamente.

Los resultados muestran que las microesferas de triptorelina liberaban farmacos inmediatamente después de la
administracion y la Crnax de las microesferas de triptorelina que contenian glucosa/manitol (es decir, glucosa o
manitol) era significativamente mayor que la de las que no contienen glucosa/manitol. Por tato, se demostré que
la presencia de glucosa/manitol en las microesferas de triptorelina aumentaba la liberacion inicial in vivo de
triptorelina en comparacion con las microesferas de triptorelina de una carga de farmaco similar, pero sin glucosa
0 manitol.

Tabla 1 concentraciones en sangre (ng/ml) a diferentes tiempos después de administrar las microesferas por
inyeccion intramuscular a cada grupo de perros

. Ejemplo . . Ejemplo de Ejemplo de

Tiempo (D) comparativo 1 Ejemplo 5 Ejemplo 6 referencia 9 referencia 10
0 0 0 0 0 0

0,0417 17,667 + 2,098 29,667 + 2,223 35,5 + 3,064 26,9 + 1,852 36,734 + 3,751
0,25 3,017 £ 0,045 7,69 £ 3,335 5,917 + 2,599 5,917 + 2,61 5,683 + 1,192
1 0,272 + 0,182 3,363 + 0,767 2,44 + 0,623 3,773 £ 0,803 0,672 + 0,709
2 0,575+ 0,793 2,437 £ 0,767 0,891 + 0,193 1,391 £ 0,169 0,908 + 0,371
3 0,13+ 0,025 0,731+ 0,512 0,541 + 0,251 0,535 + 0,261 0,738 + 0,567
4 0,391 + 0,484 0,333+ 0,074 0,507 + 0,476 0,513+ 0,483 0,724 + 0,762
6 0,208 + 0,058 0,413+0,131 0,395+ 0,133 0,405 + 0,033 0,242 + 0,024
9 0,16 £ 0,078 0,539 + 0,149 0,613 + 0,304 0,636 + 0,404 0,393 + 0,328
11 0,271 £ 0,07 0,471 + 0,243 0,654 + 0,451 0,794 + 0,456 0,371 £ 0,269
14 0,307 + 0,078 0,394 + 0,260 0,376 + 0,185 0,466 + 0,085 0,319+ 0,182
16 0,347 + 0,037 0,393 + 0,253 0,423 + 0,163 0,596 + 0,298 0,481+ 0,188
19 0,37 £ 0,068 0,325+ 0,216 0,224 + 0,15 0,244 + 0,134 0,369 + 0,219
23 0,22 £ 0,104 0,21 £ 0,017 0,319+ 0,155 0,324 + 0,165 0,202 + 0,102
26 0,258 + 0,043 0,331+ 0,313 0,09+0,113 0,102+ 0,111 0,19+ 0,168
30 0,091 + 0,047 0,203 + 0,098 0,122+ 0,16 0,104 + 0,175 0,057 + 0,067

Ejemplo de ensayo 2: Ensayo de liberacion in vitro de microesferas de triptorelina que comprenden

glucosa/manitol con diferentes contenidos

1) Materiales de ensayo

Farmacos de ensayo: Microesferas de triptorelina preparadas de acuerdo con los ejemplos 5, 6, ejemplos de
referencia 9 y 10, que contenian un 1% y un 5% de glucosa y un 1% y un 5% de manitol, respectivamente, y una
carga de farmaco de aproximadamente un 4,5-4,7%.

Grupo de control: Microesferas de triptorelina que no contienen regulador de la liberacién y con una cantidad de
carga de farmaco de aproximadamente un 4,5% preparadas de acuerdo con el ejemplo comparativo 1.

Instrumentos de ensayo: Un sistema de cromatografia de liquidos de alto rendimiento Agilent 1290 que
comprende una bomba de infusién doble, un tomamuestras automatico y un horno de columna;
una centrifuga de sobremesa Anke TGL-16G Feige, (ShangHai Anting Scientific Instrument Factory).

2) Métodos y resultados

Métodos: Las microesferas pesadas se colocaron en tubos de centrifuga, se afiadid un medio de liberacion
(metanol:agua = 5:95) a las mismas y se sometieron a tratamiento vorticial durante 1 min. Después se pusieron
en un oscilador con bafio de agua de 37°C + 0,5°C para la oscilacion, y los tubos de centrifuga se recogieron
después de un periodo de 3 h, 1d, 2d, 3d, 4d, 5d y asi sucesivamente, respectivamente, y se sometieron a
centrifugacion con una velocidad de rotacién de 3600r.p.m. a 5-8°C durante 15 min. Los contenidos de
triptorelina en el centrifugado se determinaron para calcular las cantidades de liberacién acumulada (%), los
resultados de ensayo se muestran en la tabla 2 y la figura 2.

Los datos de investigacion in vivo e in vitro del ejemplo de ensayo 1 y el ejemplo de ensayo 2 se sometieron a
ajuste de curva de Boltzmann por el software Origin, los resultados se muestran en la tabla 3.

Los resultados muestran que (a) las formulaciones con glucosa/manitol, cuando se comparan con las de sin
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glucosa/manitol, aumentaban significativamente la cantidad de liberacion inicial in vitro (0-3 horas) de triptorelina;
(b) la cantidad de liberacion inicial in vitro (0-3 horas) de triptorelina aumentaba con el aumento del contenido de
glucosa/manitol; (c) los datos de liberacion in vitro e in vivo obtenidos por un método de ensayo in vitro tenian
una buena correlacion, estando todos los valores R por encima de 0,9 (tabla 3).

Tabla 2 cantidades de liberaciéon acumulada in vitro (%) de microesferas de triptorelina

Tiempo (D) Ejemplo Ejemplo 5 Ejemplo 6 Ejemplo de Ejemplo de

comparativo 1 referencia 9 referencia 10
0,125 0,9 6,7 28,5 7.1 26,3
1 1,8 11,1 32,6 11,4 29,7
2 2,9 14,4 35,5 15,5 32,1
3 3,8 19,8 38,0 19,6 33,7
5 5,0 19,6 40,9 22,4 34,9
7 8,8 21,3 43,5 24,3 35,2
9 13,1 35,2 46,3 30,5 37,3
11 19,4 42,5 51,7 36,7 43,2
13 39,3 46,3 70,5 47,0 63,0
15 59,3 65,9 82,4 71,6 77,7
17 73,0 75,7 88,2 76,4 85,7
19 85,9 75,6 94,3 82,1 86,5
21 89,5 82,6 96,1 89,1 93,5
23 91,2 82,3 96,5 90,5 92,1
25 93,5 89,5 96,9 93,1 94,1
28 94,6 92,3 97,1 94,8 95,9

Tabla 3 correlacion de los datos de liberacion in vivo e in vitro - ecuacion de ajuste de Boltzmann
Ecuacioén de regresion R

Ejemplo comparativo 1 y = 0,5699x + 37,797 0,950

Ejemplo 5 y =0,6915x + 36,276 0,940

Ejemplo 6 y = 0,6876x + 31,901 0,912

Ejemplo de referencia 9 y = 0,6292x + 40,801 0,918

Ejemplo de referencia 10 y =0,6213x + 37,517 0,936

Ejemplo de ensayo 3: Ensayos farmacodinamicos in vivo en rata de microesferas de triptorelina que
comprenden glucosa/manitol con diferentes contenidos

1) Materiales de ensayo

Farmacos de ensayo: Microesferas de triptorelina preparadas de acuerdo con los ejemplos 5, 6, ejemplos de
referencia 9 y 10, que contenian un 1% y un 5% de glucosa y un 1% y un 5% de manitol, respectivamente, y una
carga de farmaco de aproximadamente 4,5-4,7%.

Grupo de control: Microesferas de triptorelina que no contienen regulador de la liberacién y con una cantidad de
carga de farmaco de aproximadamente un 4,5% preparadas de acuerdo con el ejemplo comparativo 1.

Grupo de control negativo (disolvente): Carboximetilcelulosa de sodio al 1%, 2 ml por vial.
Kit de deteccion de hormonas séricas en rata: Kit de ELISA de testosterona (T) de rata, de R&D systems, Inc.
Animales experimentales: 56 ratas macho con pesos corporales de 200-250 g.

Instrumentos de ensayo: Una centrifuga refrigerada de alta velocidad (Beckman Coulter, Inc., Allegra X-22R);
un lector de ELISA (Molecular Devices, Inc., M5);

una balanza analitica (Mettler-Toledo Instruments, Co., Ltd., AL104);

un oscilador circular (IKA company, IKA MS 3 Digital, Alemania).

2) Métodos y resultados

Las 56 ratas macho sanas se dividieron de forma aleatoria en 7 grupos, incluyendo un grupo castrado, un grupo
de control negativo, un grupo de control (ejemplo comparativo 1), un primer grupo experimental (ejemplo 5), un
segundo grupo experimental (ejemplo 6), un tercer grupo experimental (ejemplo de referencia 9) y un cuatro
grupo experimental (ejemplo de referencia 10), respectivamente, y todos los cuales se sometieron a
administracion por inyeccion intramuscular a una dosis de 300 pg/kg, castrandose las ratas del grupo castrado en
el dia de la administracion, y se recogieron muestras de sangre de las cavidades oculares izquierda y derecha de
forma alterna antes de la administraciony 1d, 4d,7d, 10d, 14 d, 18d, 21d, 25d, 28 d, 32 d y 35 d después de
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la administracion, respectivamente, con el momento de muestreo de sangre en horario de 8:00 a 10:00 de la
mafiana. Las muestras de sangre estuvieron en reposo a temperatura ambiente durante 1 h y después se
centrifugaron a 1000 g/min durante 20 min para dar los sobrenadantes, y las concentraciones de testosterona en
suero se detectaron por un kit de ELISA, los resultados se mostraron en la tabla 4 y la figura 3.

Los resultados muestran que a) el nivel de testosterona de los grupos a los que se administraron las
microesferas de triptorelina sin glucosa o manitol disminuian hasta un nivel de castracion, es decir, empezaban a
actuar en el 10.° al 14.° dia; mientras que las microesferas de triptorelina que contenian glucosa/manitol
empezaban a actuar en el 4.° dia. Por lo tanto, las microesferas de triptorelina que comprenden glucosa/manitol
eran capaces de actuar mas rapido; b) todas las concentraciones de testosterona de los grupos a los que se
administraron las microesferas que comprenden glucosa se mantuvieron constantes al nivel de castracion desde
el 4.° dia hasta el 28.° dia; mientras que las concentraciones de testosterona de los grupos a los que
administraron las microesferas que comprenden manitol se mantuvieron sustancialmente al nivel de castracion
desde el 4.° dias hasta el 21.° dia, pero fluctuaron alrededor del 14.° dia. Por lo tanto, en comparacién con el
manitol, la glucosa era capaz de mantener los efectos farmacéuticos durante un periodo mas largo, con efectos
farmacéuticos mas constantes durante el periodo de liberacion.

Tabla 4 concentraciones de testosterona en suero (ng/ml) en diferentes momentos después de administrar las
microesferas por inyeccion intramuscular a ratas

. Grupo de Grupo Grupo de . . Ejemplode Ejemplo de
Tiempo (D) control negativo castrado control Ejemplo 5 Ejemplo 6 referencia 9 referencia 10
0 9,76 + 2,61 9,78+3,06 8,62+3,57 11,23+3,56 13,42+4,56 8,87 +3,84 12,32+6,68
1 9,2 + 3,81 0,38+0,14 17,65+5,86 20,46 +4,73 22,77 +4,06 20,67 +6,46 23,26+ 1,45
4 11,36 + 3,29 092+0,15 896+1,24 24408 204066 297+057 1,82+0,49
7 8,77 + 3,81 1,34+0,5 6,061,116 246+1,2 233+1,50 3,01+069 2,02+0,67
10 9,62+2,34 1,39+0,39 4,83+1,34 204+1,22 2,74+152 3,47+082 2,38+1,12
14 10,38 + 3,28 1,55+ 0,62 1,84+0,7 2,52+0,54 2,72+1,66 4,73+227 4,19+1,22
18 8,51+ 2,67 1,49+042 1,98+0,38 2,01+1,03 2,31+£1,23 3,25+1,61 3,06+1,80
21 11,95+ 3,48 1,18+0,08 2,5+0,58 291+0,84 3,08+161 261+1,29 239+1,14
25 92+2,13 1,72+0,34 1,72+0,46 2,7+0,75 269+1,44 486+1,43 5,03+1,52
28 12,14 £ 2,25 1,65+£0,3 1,87+0,34 2,84+091 317+194 537+1,20 5,43+1,18
32 11,05+ 34 2,07+0,38 2,78+0,35 3,69+1,15 463+1,12 6,08+1,23 7,06+1,81
35 11,25 + 3,64 1,39+0,17 5,37+0,25 573+155 6,58+053 854+086 8,98+1,38
Ejemplo 14

Se pesaron 1,798 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 8 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de triptorelina y 2 mg de glucosa y se disolvieron en 0,8 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 15 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2000 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 500 r.p.m. y se agité
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 9,13% y una eficacia de atrapamiento de un 91,3%.

Ejemplo 15

Se pesaron 1,78 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 8 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de triptorelina y 20 mg de glucosa y se disolvieron en 0,8 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 13 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2000 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 500 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 9,01% y una eficacia de atrapamiento de un 90,1%.

Ejemplo 16
Se pesaron 1,60 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de triptorelina y 200 mg de glucosa y se disolvieron en 1,0 ml de agua para

formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 17 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
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solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1800 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsiéon doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 300 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 9,24% y una eficacia de atrapamiento de un 92,4%.

Ejemplo de referencia 17

Se pesaron 1,798 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 8 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de triptorelina y 2 mg de manitol y se disolvieron en 0,8 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 15 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2000 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 500 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 9,12% y una eficacia de atrapamiento de un 91,2%.

Ejemplo de referencia 18

Se pesaron 1,78 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 8 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de triptorelina y 20 mg de manitol y se disolvieron en 0,8 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 13 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2000 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 500 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 8,95% y una eficacia de atrapamiento de un 89,5%.

Ejemplo de referencia 19

Se pesaron 1,60 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de triptorelina y 200 mg de manitol y se disolvieron en 1,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afnadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 17 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1800 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 400 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 8,98% y una eficacia de atrapamiento de un 89,8%.

Ejemplo 20

Se pesaron 1,79 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de triptorelina y 10 mg de glucosa y se disolvieron en 5,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsiond
a 15 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2200 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 400 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 9,22% y una eficacia de atrapamiento de un 92,2%.

Ejemplo de referencia 21

Se pesaron 1,79 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de triptorelina y 10 mg de manitol y se disolvieron en 1,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 15 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 1000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2200 r.p.m. y después
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se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 400 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 9,15% y una eficacia de atrapamiento de un 91,5%.

Ejemplo comparativo 2

Se pesaron 1,80 g de PLGA (50/50, 0,25, 26 000) y se disolvieron en 10 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 200 mg de acetato de ftriptorelina y se disolvieron en 1,0 ml de agua para formar una fase
acuosa; y después la fase acuosa se afadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné a 15 000 r.p.m.
durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsion primaria se afiadié a 1000 ml de una solucion de PVA
al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 2000 r.p.m. y después se emulsioné de
forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble homogeneizada se transfiri a
una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 500 r.p.m. y se agit6 durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavé con agua desionizada y se liofilizé para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 9,13% y una
eficacia de atrapamiento de un 91,3%.

Ejemplo de ensayo 4: Ensayo de liberacion in vitro de microesferas de triptorelina que comprenden
glucosa/manitol con diferentes contenidos

Método de ensayo: El mismo que en el ejemplo de ensayo 2.
Materiales de ensayo:

Farmacos de ensayo: Microesferas de triptorelina preparadas de acuerdo con el ejemplo 14-16 y el ejemplo de
referencia 17-19.

Grupo de control: Microesferas de triptorelina sin glucosa/manitol preparadas de acuerdo con el ejemplo
comparativo 2.

Los resultados de ensayo se mostraron en la tabla 5 y la figura 4.

Tabla 5 cantidades de liberacion acumulada in vitro (%) de microesferas de triptorelina

Tiempo Ejemplo Ejemplo Ejemplo  Ejemplo Ejemplo de Ejemplo de Ejemplo de

(D) comparativo 2 14 15 16 referencia 17 referencia 18 referencia 19
0,125 0,7 3,7 7.9 35,6 3,5 9,2 37,2
1 1,5 5,6 13,2 429 5,2 14,5 45,4
2 2,4 6,8 17,2 47,2 6,7 18,6 50,8
3 3,6 7.9 20,3 50,1 8,3 23,8 52,9
5 4,9 9,2 22,8 52,6 9,6 251 55,7
7 8,2 11,3 247 53,4 11,5 26,7 56,2
9 12,1 16,9 31,6 57,8 16,6 28,9 58,8
11 18,4 23,4 39,4 66,7 247 35,6 68,3
13 37,3 35,7 52,7 73,8 36,8 46,8 76,6
15 56,8 56,4 64,6 79,6 55,2 63,2 83,2
17 71,4 68,3 76,1 82,3 69,6 73,5 85,9
19 81,9 78,5 82,6 86,5 79,8 79,3 86,7
21 86,3 83,6 88,5 89,2 84,3 82,4 88,5
23 89,4 86,8 91,5 91,3 87,5 85,6 90,2
25 90 88,5 92,1 92,5 88,2 87,3 91,3
28 91,3 91,7 92,6 93,2 90,6 89,5 92,1

Los resultados muestran que (a) las formulaciones con glucosa/manitol, cuando se comparan con las de sin
glucosa/manitol, aumentaban significativamente la cantidad de liberacion inicial in vitro (0-3 horas) de triptorelina; (b)
la cantidad de liberacion inicial in vitro (0-3 horas) de las microesferas aumentaba con el aumento del contenido de
glucosa/manitol.

Ejemplo de ensayo 5: Ensayos farmacodinamicos in vivo en rata de microesferas de triptorelina que
comprenden glucosa/manitol con diferentes contenidos.

Método de ensayo: El mismo que en el ejemplo de ensayo 3.

Farmacos de ensayo: Microesferas de triptorelina preparadas de acuerdo con los ejemplos 15-16, 20 y los ejemplos
de referencia 18-19, 21.
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Grupo de control: Microesferas de triptorelina sin glucosa/manitol preparadas de acuerdo con el ejemplo
comparativo 2.

Los resultados de ensayo se mostraron en la tabla 6 y en la figura 5.

Tabla 6 concentraciones de testosterona en suero (ng/ml) en diferentes momentos después de administrar las
microesferas por inyeccion intramuscular a ratas

Tiempo Grupo de Grupo Grupode Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplode Ejemplo de Ejemplo Qe
control . . referencia
(D) . castrado  control 20 15 16 referencia 21 referencia 18
negativo 19
0 13,61 12,56 13,76 13,22 12,32 11,66 14,02 10,86 9,78
2,54 + 3,16 + 3,42 2,61 + 3,13 + 3,56 14,04 + 3,17 + 5,86
1 14,25 0,72 16,33 24,07 23,06 29,71 18,34 25,31 30,35
+ 3,73 + 0,17 + 4,86 + 3,15 + 4,56 + 3,76 + 5,16 + 3,26 + 2,67
4 11,48 1,22 9,71 2,36 2,31 2,24 2,88 3,05 2,03
+ 3,19 +0,12 +1,31 + 0,82 + 0,68 + 0,46 +1,42 + 0,89 +1,05
7 9,92 1,31 7,13 2,23 1,76 1,59 2,36 2,16 1,81
+ 3,73 + 0,53 11,06 +0,33 11,02 +1,25 +0,78 + 0,53 + 0,68
10 8,76 1,86 4,62 1,86 2,14 1,97 1,92 1,67 2,06
2,31 + 0,36 +1,31 + 0,27 +1,12 +1,53 +1,82 1+ 0,41 +1,32
14 9,48 1,53 2,31 2,14 1,62 2,35 3,73 3,16 3,03
+ 3,06 + 0,59 +0,72 + 0,56 +0,73 + 0,96 +1,21 +0,88 +1,10
18 10,52 2,07 1,98 1,79 2,31 2,01 3,65 2,82 2,36
+ 2,55 +0,43 + 0,58 + 0,49 +1,13 +0,43 + 0,66 +1,03 +1,32
21 11,75 1,48 1,85 2,21 1,88 2,32 2,31 2,35 2,17
+ 3,42 +0,18 +0,33 + 0,17 1+ 0,54 + 0,81 +1,21 +0,74 +0,88
25 13,42 1,66 1,67 1,82 2,37 2,87 3,62 3,37 3,23
+2,23 1+ 0,26 + 0,66 + 0,42 +1,25 +1,14 +0,83 + 0,61 +1,32
28 11,07 1,73 1,89 1,73 1,79 2,42 3,65 3,45 4,56
+ 2,36 10,31 + 0,27 + 0,38 + 0,61 + 1,67 +1,02 + 0,55 +1,21
32 12,45 2,12 2,46 3,08 3,46 4,54 4,58 5,16 6,17
+ 3,14 + 0,29 + 0,45 +0,25 +1,05 +1,32 +1,43 +1,32 + 2,69
35 12,58 1,72 4,54 4,25 5,53 5,63 6,60 6,82 7,66
+ 3,81 + 0,16 + 0,36 +0,72 +1,26 + 0,83 + 0,98 +1,48 +1,49

Los resultados muestran que a) el nivel de testosterona de aquellos grupos a los que se han administrado las
microesferas de ftriptorelina sin glucosa o manitol disminuia hasta un nivel de castracion, es decir, empezaban a
actuar en el 10.° al 14.° dia; mientras que las microesferas de triptorelina que contenian glucosa/manitol, empezaban
a actuar en el 4.° dia. Por lo tanto, las microesferas de triptorelina que comprenden glucosa/manitol pueden actuar
mas rapido; b) todas las concentraciones de testosterona de aquellos grupos a los que se han administrado las
microesferas que comprenden glucosa se mantuvieron constantes a nivel de castracion desde el 4.° dia hasta el 28.°
dia; mientras que las concentraciones de testosterona de aquellos grupos a los que se han administrado las
microesferas que comprenden manitol se mantuvieron sustancialmente al nivel de castracion desde el 4.° dia hasta
el 21.° dia, pero fluctuaron alrededor del 14.° dia. Por lo tanto, en comparacién con el manitol, la glucosa puedo
mantener un periodo mas largo y efectos farmacéuticos mas constantes.

Ejemplo 22

Se pesaron 5,592 g de PLGA (75/25, 0,51, 70 000) y se disolvieron en 40 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 2,4 g de acetato de triptorelina y 8 mg de glucosa y se disolvieron en 4,0 ml de agua para formar
una fase acuosa; y después la fase acuosa se afadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné a
13 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a 4000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1300 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 350 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 26,37% y una eficacia de atrapamiento de un 87,9%.

Ejemplo 23
Se pesaron 5,56 g de PLGA (75/25, 0,51, 70 000) y se disolvieron en 50 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 2,4 g de acetato de triptorelina y 40 mg de glucosa y se disolvieron en 5,0 ml de agua para

formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 13 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 4000 ml de una
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solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1300 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 350 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 26,46% y una eficacia de atrapamiento de un 88,2%.

Ejemplo 24

Se pesaron 4,8 g de PLGA (75/25, 0,51, 70 000) y se disolvieron en 50 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 2,4 g de acetato de triptorelina y 800 mg de glucosa y se disolvieron en 5,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 13 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afadié a 4000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1300 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 350 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 27,42% y una eficacia de atrapamiento de un 94,4%.

Ejemplo de referencia 25

Se pesaron 5,592 g de PLGA (75/25, 0,51, 70 000) y se disolvieron en 40 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 2,4 g de acetato de triptorelina y 8 mg de manitol y se disolvieron en 4,0 ml de agua para formar
una fase acuosa; y después la fase acuosa se afadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné a
13 500 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a 4000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1300 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 350 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 26,82% y una eficacia de atrapamiento de un 89,4%.

Ejemplo de referencia 26

Se pesaron 5,56 g de PLGA (75/25, 0,51, 70 000) y se disolvieron en 50 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 2,4 g de acetato de triptorelina y 40 mg de manitol y se disolvieron en 5,0 ml de agua para formar
una fase acuosa; y después la fase acuosa se afadié a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné a
12 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a 4000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1500 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 300 r.p.m. y se agité
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 27,15% y una eficacia de atrapamiento de un 90,5%.

Ejemplo de referencia 27

Se pesaron 4,8 g de PLGA (75/25, 0,51, 70 000) y se disolvieron en 50 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 2,4 g de acetato de triptorelina y 800 mg de manitol y se disolvieron en 5,0 ml de agua para
formar una fase acuosa; y después la fase acuosa se afiadio a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné
a 12 000 r.p.m. durante 90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a 4000 ml de una
solucion de PVA al 1,0% a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1500 r.p.m. y después
se emulsion6 de forma homogénea durante 3 min para obtener una emulsion doble. La emulsién doble
homogeneizada se transfirié6 a una mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 300 r.p.m. y se agitd
durante 5 h para volatilizar y eliminar el disolvente organico; el residuo se filtré por un tamiz, se lavdé con agua
desionizada y se liofilizé para obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de
farmaco de un 27,84% y una eficacia de atrapamiento de un 92,8%.

Ejemplo comparativo 3

Se pesaron 5,6 g de PLGA (75/25, 0,51, 70 000) y se disolvieron en 50 ml de diclorometano para formar una fase
oleosa, se pesaron 2,4 mg de acetato de triptorelina y se disolvieron en 5,0 ml de agua para formar una fase acuosa;
y después la fase acuosa se afadi6 a la fase oleosa para dar una mezcla que se emulsioné a 13 500 r.p.m. durante
90 s para obtener una emulsién primaria. La emulsién primaria se afiadié a 4000 ml de una solucion de PVA al 1,0%
a 8°C a través de un inyector en condiciones de homogeneizacion a 1300 r.p.m. y después se emulsioné de forma
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homogénea durante 3 min para obtener una emulsién doble. La emulsién doble homogeneizada se transfirié a una
mezcladora en soporte voladizo que rota a una velocidad de 350 r.p.m. y se agité6 durante 5 h para volatilizar y
eliminar el disolvente organico; y el residuo se filtr6 por un tamiz, se lavd con agua desionizada y se liofiliz6 para
obtener microesferas pulverizables. Las microesferas tenian una cantidad de carga de farmaco de un 27,5% y una
eficacia de atrapamiento de un 91,7%.

Ejemplo de ensayo 6: Ensayo de liberacion in vitro de microesferas de triptorelina que comprenden
glucosa/manitol con diferentes contenidos

Método de ensayo: El mismo que en el ejemplo de ensayo 2.
Materiales de ensayo:

Farmacos de ensayo: Microesferas de triptorelina preparadas de acuerdo con el ejemplo 22, 24 y el ejemplo de
referencia 25, 27.

Grupo de control: Microesferas de triptorelina sin glucosa/manitol preparadas de acuerdo con el ejemplo
comparativo 3.

Los resultados de ensayo se mostraron en la tabla 7 y la figura 6.

Tabla 7 cantidades de liberaciéon acumulada in vitro (%) de microesferas de triptorelina

Tiempo Ejemplo comparativo Ejemplo Ejemplo Ejemplo de referencia Ejemplo de referencia
(D) 3 22 24 25 27
0,125 4,8 8,2 37,4 7.9 40,6
1 12,4 17,9 43,2 16,7 47,4
3 16,1 20,3 45,8 19,5 50,6
7 20,9 22,6 47,2 22,8 54,1
14 23,5 26,3 48,3 25,7 56,3
21 26,8 29,2 48,8 27,6 56,9
28 30,5 32,7 49,5 31,2 57,5
35 35,1 36,4 50,1 35,6 58,6
42 37,6 41,5 51,4 39,2 62,2
49 50,8 51,6 54,5 52,3 70,5
56 70,4 67,3 63,7 69,6 76,1
63 76,9 77,2 74,5 78,4 81,2
70 83,2 85,6 78,8 84,1 84,1
77 88,5 90,1 84,6 87,5 86,3
84 90,7 92,3 87,3 91,2 89,4

Los resultados muestran que (a) las formulaciones con glucosa/manitol, cuando se comparan con las de sin
glucosa/manitol, aumentaban significativamente la cantidad de liberacion inicial in vitro (0-3 horas) de triptorelina; (b)
la cantidad de liberacion inicial in vitro (0-3 horas) de triptorelina aumentaba con el aumento del contenido de
glucosa/manitol.

Ejemplo de ensayo 7: Ensayos farmacodinamicos in vivo en rata de microesferas de triptorelina que
comprenden glucosa/manitol con diferentes contenidos.

Método de ensayo: El mismo que en el ejemplo de ensayo 3.

Farmacos de ensayo: Microesferas de ftriptorelina preparadas de acuerdo con el ejemplo 23-24, ejemplo de
referencia 26-27.

Grupo de control: Microesferas de triptorelina sin glucosa/manitol preparadas de acuerdo con el ejemplo
comparativo 3.

Los resultados de ensayo se mostraron en la tabla 8 y en la figura 7.

Tabla 8 concentraciones de testosterona en suero (ng/ml) en diferentes momentos después de administrar las
microesferas por inyeccion intramuscular a ratas

Tiempo Grupo de Grupo Grupo de . . Ejemplo de Ejemplo de
(D) control negativo castrado control Ejemplo 23 - Ejemplo 24 refJerencia 26 refJerencia 27

0 11,62+3,25 13,79+3,05 12,73+2,83 10,56 +3,41 11,92+1,22 13,24+3,45 11,33+3,68

1 12,37 £ 2,52 0,88+0,21 16,24 +3,96 25,31 £4,78 30,11 +4,31 26,45+2,78 29,08+4,74

4 10,36 + 3,41 1,02+0,14 10,80+1,42 2,35+0,68 2,33+0,65 2,76+ 1,06 2,25+ 0,96

7 11,60 + 2,86 1,51+0,38 6,13+1,28 248+0,85 1,65+0,88 2,23%0,75 1,57 £ 0,42
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Tiempo Grupo de Grupo Grupo de . . Ejemplo de Ejemplo de
(D) control negativo castrado control Ejemplo 23 Ejemplo 24 referencia 26 referencia 27
10 9,76 + 3,31 1,84+0,52 474+1,05 2,14+0,63 1,76+0,63 2,32+1,42 1,36 £ 0,37
14 10,48 + 3,62 1,72+0,46 2,45+0,68 1,73+0,56 1,53+0,42 2,05+0,95 2,43+0,95
18 12,44 + 2,41 2,31+0,37 2,76+0,72 2,21+0,97 2,32+0,56 1,87 +0,61 1,58 + 0,26
21 11,63+ 2,88 1,69+0,20 3,07+0,56 1,88+0,41 1,57+0,37 2,02+0,81 2,22+0,78
25 10,24 + 3,55 1,56+0,19 2,86+0,43 2,37+1,05 2,34+0,74 2,45+0,46 2,43 +1,02
28 11,31+£2,27 1,89+0,37 2,89+0,39 2,52+0,41 2,29+0,62 2,33+0,74 3,26 £1,27
35 9,88 + 2,62 1,76 £0,42 3,62+125 2,04+1,02 2,76+1,13 3,81+1,12 4,35+ 0,96
42 9,64 + 3,17 2,36+055 255+066 1,65+0,66 2,85+0,55 3,39+1,47 3,72+1,18
49 10,81 + 3,44 227+0,36 1,88+0,35 1,46+0,58 2,41+047 2,34+0,58 1,88 £ 0,47
56 11,92 + 2,52 1,68+0,09 190+0,40 1,76+0,73 2,78+0,36 2,08+0,64 2,46 £ 0,56
63 13,44 +2,18 1,45+0,22 1,76+0,52 1,57+0,88 1,75+0,82 1,96+0,72 1,63 10,85
70 12,17 £ 2,22 1,73+£0,27 1,89+0,07 1,79+0,52 1,66+0,68 1,83+0,66 2,94 + 0,42
77 11,55 + 3,51 2,32+055 266+0,35 2,36+0,71 1,94+1,12 2,46+0,71 4,38+ 1,31
84 12,46 £+ 2,72 2,15+0,31 3,88+0,62 2,78+0,44 2,32+0,93 2,93+1,20 6,02 £ 2,06
91 10,63 + 3,37 1,86+061 554+0,73 456+1,35 7,02+1,86 6,77+0,86 8,03 + 1,54

Los resultados muestran que a) el nivel de testosterona de aquellos grupos a los que se ha administrado las
microesferas de triptorelina sin glucosa o manitol disminuia hasta un nivel de castracion, es decir, empezaba a
actuar en el 10.° al 14.° dia; mientras que las microesferas de triptorelina que contenian glucosa/manitol, empezaban
a actuar en el 4.° dia. Por lo tanto, las microesferas de triptorelina que comprenden glucosa/manitol podian actuar
mas rapido; b) todas las concentraciones de testosterona de aquellos grupos a los que se ha administrado las
microesferas que comprenden glucosa se mantuvieron constantes a nivel de castracion desde el 4.° dia hasta el 84.°
dia; mientras que las concentraciones de testosterona de aquellos grupos a los que se ha administrado las
microesferas que comprenden manitol se mantuvieron sustancialmente al nivel de castracion desde el 4.° dia hasta
el 70.° dia, pero fluctuaron alrededor del 35.° dia, por lo tanto, en comparacion con el manitol, la glucosa puedo
mantener un periodo mas largo y efectos farmacéuticos mas constantes.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica de microesferas de triptorelina de liberacién sostenida, comprendiendo las
microesferas de triptorelina, triptorelina o una sal de la misma, poli(lactida-co-glicolida) y glucosa.

2. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el contenido en peso de glucosa en las
microesferas de triptorelina es de un 0,1-10%, o de un 0,5-10%, o un de 0,5-5%, o un de 0,5-2%, o de un 1%.

3. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el contenido en peso de triptorelina o la
sal de la misma en las microesferas de triptorelina es de un 1-30%.

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el contenido en peso de
poli(lactida-co-glicolida) en las microesferas de triptorelina es de un 60-98,9%.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que el contenido en peso de triptorelina o la
sal de la misma en las microesferas de ftriptorelina es de un 1-30% y el contenido en peso del
poli(lactida-co-glicolida) en las microesferas de triptorelina es de un 60-98,9% y el contenido en peso de glucosa en
las microesferas de triptorelina es de un 0,1-10%.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el contenido en peso de triptorelina o la
sal de la misma en las microesferas de ftriptorelina es de un 2-20% y el contenido en peso del
poli(lactida-co-glicolida) en las microesferas de triptorelina es de un 70-97,5% y el contenido en peso de glucosa en
las microesferas de triptorelina es de un 0,5-10%.

7. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que el contenido en peso de triptorelina o la
sal de la misma en las microesferas de ftriptorelina es de un 2-20% y el contenido en peso del
poli(lactida-co-glicolida) en las microesferas de triptorelina es de un 75-97,5% y el contenido en peso de glucosa en
las microesferas de triptorelina es de un 0,5-5%.

8. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que el contenido en peso de triptorelina o la
sal de la misma en las microesferas de triptorelina es de un 5-15% y el contenido en peso de poli(lactida-co-glicolida)
en las microesferas de triptorelina es de un 83-94,5% y el contenido en peso de glucosa en las microesferas de
triptorelina es de un 0,5-2%.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8, en la que el contenido en peso de triptorelina o la
sal de la misma en las microesferas de triptorelina es de un 10% y el contenido en peso del poli(lactida-co-glicolida)
en las microesferas de triptorelina es de un 89% y el contenido en peso de glucosa en las microesferas de
triptorelina es de un 1%.

10. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la sal de
triptorelina es acetatos.

11. La composicién farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, en la que las microesferas de triptorelina
se preparan por un proceso doble de emulsion-evaporacion de disolvente, afiadiéndose la glucosa en una fase
acuosa interna.

12. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que la relacion molar de lactida a
glicolida en el poli(lactida-co-glicolida) esta dentro de un intervalo de 90:10 a 40:60 o de 75:25 a 40:60, o de 50:50.

13. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que la viscosidad intrinseca del
poli(lactida-co-glicolida) es de 0,10-0,70 dl/g, preferiblemente 0,15-0,50 dl/g y mas preferiblemente 0,20-0,35 dl/g, en
la que la viscosidad intrinseca se mide de la siguiente manera: se prepara una solucién a un 0,5% (p/v) de PLGA en
cloroformo y se determina la viscosidad intrinseca de PLGA a 30°C usando un viscosimetro de capilar de vidrio
Cannon-Fenske.

14. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que el peso molecular promedio en peso
del poli(lactida-co-glicolida) es de 5000-100 000 Dalton, preferiblemente 10 000-75000 Dalton y mas
preferiblemente 15 000-40 000 Dalton.

15. La composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 14, en la que las microesferas pueden
prepararse en forma de polvo estéril, que comprende la composicion de microesferas de triptorelina de acuerdo con
las reivindicaciones 1 a 14 y manitol.

16. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el
tratamiento de cancer de préstata, precocidad sexual, adenomiosis, infertilidad femenina o histeromioma.
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