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DESCRIPCION

Compuestos y composiciones para aportar agentes activos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos para aportar agentes activos y particularmente agentes bioldgica-
mente o quimicamente activos, tales como, por ejemplo, péptidos bioactivos y similares. Estos compuestos se usan
como portadores para facilitar el aporte de una carga a una diana. Los portadores son aminodcidos modificados y son
muy adecuados para formar mezclas no covalentes con agentes biolégicamente activos para la administracién oral a
animales. También se describen métodos para la preparacién y para la administracién de tales composiciones.

Antecedentes de la invencion

Los medios convencionales para aportar agentes activos a menudo estdn intensamente limitados por barreras bio-
l6gicas, quimicas y fisicas. Tipicamente, estas barreras estdn impuestas por el ambiente a través del cual se produce el
aporte, el ambiente de la diana para el aporte o la propia diana.

Los agentes bioldgicamente o quimicamente activos son particularmente vulnerables a tales barreras. Por ejemplo,
en el aporte a animales de agentes farmacoldgicos y terapéuticos, las barreras estan impuestas por el cuerpo. Ejemplos
de barreras fisicas son la piel y diversas membranas de 6rganos que deben ser atravesadas antes de alcanzar una diana.
Barreras quimicas incluyen, pero no estan limitadas a, variaciones de pH, bicapas lipidicas y enzimas degradantes.

Estas barreras son de particular significacién en el disefio de sistemas de aporte oral. El aporte oral de muchos
agentes biolégicamente o quimicamente activos seria la ruta de eleccién para la administracién a animales si no fuera
por barreras bioldgicas, quimicas y fisicas tales como pH variable en el tracto gastrointestinal (GI), enzimas digestivas
potentes y membranas gastrointestinales impermeables a agentes activos. Entre los numerosos agentes que tipica-
mente no son propensos a la administracién oral estdn péptidos biolégicamente o quimicamente activos, tales como
calcitonina e insulina; polisacdridos y en particular mucopolisacdridos, incluyendo, pero no limitados a, heparina; he-
parinoides; antibidticos; y otras substancias orgédnicas. Estos agentes se hacen rdpidamente ineficaces o son destruidos
en el tracto gastrointestinal por hidrdlisis dcida, enzimas o similares.

Métodos previos para administrar oralmente agentes farmacoldgicos vulnerables se han basado en la coadminis-
tracién de adyuvantes (por ejemplo, resorcinoles y tensioactivos no idnicos tales como éter oleilico de polioxietileno
y n-hexadecilpolietilen-éter) para incrementar artificialmente la permeabilidad de las paredes intestinales, asi como
la coadministracién de inhibidores enzimaticos (por ejemplo, inhibidores de tripsina pancredtica, fluorofosfato de
diisopropilo (DFF) y trasilol) para inhibir la degradacién enzimatica.

Los liposomas también se han descrito como sistemas de aporte de farmacos para insulina y heparina. Véanse, por
ejemplo, la Patente de EE.UU. N° 4.239.754; Patel y otros, (1976), FEBS Letters, Vol. 62, pg. 60 y Hashimoto y otros,
(1979), Endocrinology Japan, Vol. 26, pg. 337.

Sin embargo, el uso de amplio espectro de tales sistemas de aporte de farmacos estd impedido debido a que: (1) los
sistemas requieren cantidades téxicas de adyuvantes o inhibidores; (2) no estdn disponibles cargas, es decir, agentes
activos, de bajo peso molecular adecuadas; (3) los sistemas exhiben escasa estabilidad y vida util inadecuada; (4)
los sistemas son dificiles de fabricar; (5) los sistemas no protegen el agente activo (carga); (6) los sistemas alteran
adversamente el agente activo; o (7) los sistemas no permiten o promueven la absorcién del agente activo.

Mis recientemente, se han usado microesferas de polimeros artificiales de aminodcidos mixtos (proteinoides) para
aportar productos farmacéuticos. Por ejemplo, la Patente de EE.UU. N°4.925.673 describe portadores de microesferas
proteinoides que contienen firmaco asi como métodos para su preparacion y uso. Estas microesferas proteinoides son
ttiles para el aporte de un nimero de agentes activos.

Sigue existiendo una necesidad en la técnica de sistemas de aporte simples y econémicos que se preparen facil-
mente que puedan aportar una amplia gama de agentes activos.

Sumario de la invencion
Se proporcionan composiciones que son Uutiles en el aporte de agentes activos. Estas composiciones incluyen al

menos un agente activo y preferiblemente un agente biolégicamente o quimicamente activo, y al menos uno de los
siguientes compuestos
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o sales de los mismos.

Se ha descubierto que los compuestos de dcido orgdnico, y sus sales, que tienen un grupo amida aromadtica, que
tienen un grupo hidroxi substituido en la posicién orto en el anillo aromético y una cadena lipéfila con de aproxima-
damente 4 dtomos a aproximadamente 20 dtomos de carbono en la cadena son utiles como portadores para el aporte
de agentes activos. En una forma preferida, la cadena lipéfila puede tener de 5 a 20 dtomos de carbono.

Composiciones que comprenden los compuestos portadores analizados anteriormente y agentes activos se han
mostrado eficaces para aportar agentes activos a sistemas bioldgicos seleccionados. Estas composiciones incluyen
al menos un agente activo que es preferiblemente un agente biolégicamente o quimicamente activo, y al menos un
compuesto portador.

También se contemplan por la presente invencién formas unitarias de dosificacion que incluyen estas composicio-
nes.

También se contempla un método para preparar estas composiciones, que comprende mezclar al menos un agente
activo con al menos un compuesto como el descrito anteriormente y, opcionalmente, un vehiculo de dosificacién.

En una modalidad alternativa, estos compuestos atéxicos se administran oralmente a animales como parte de un
sistema de aporte combinando o mezclando los compuestos con un agente activo antes de la administracion.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracién grafica de los resultados de la inyeccién subcutdnea de una composicién de rhGH
en ratas.

La Figura 2 es una ilustracién grafica de los resultados de la dosificacién sublingual (SL), intranasal (IN) e intra-
colénica (IC) de rhGH en ratas.

La Figura 3 es una ilustracion grafica de los resultados de la dosificacién intracolénica del aporte de heparina con
el portador compuesto XXXI.
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Descripcion detallada de la invencion

Las composiciones especificas de la presente invencién incluyen un agente activo y un aminodcido modificado.
Estas composiciones pueden usarse para aportar diversos agentes activos a través de diversas barreras bioldgicas,
quimicas y fisicas y son particularmente adecuadas para aportar agentes activos que estdn sometidos a degradacién
medioambiental. Las composiciones de la presente invencién son particularmente utiles para aportar o administrar
agentes biolégicamente o quimicamente activos a cualesquiera animales tales como aves; mamiferos, tales como
primates y particularmente seres humanos; e insectos.

Otras ventajas de la presente invencion incluyen el uso de materias primas econdmicas féciles de preparar. Las
composiciones y los métodos de formulacién de la presente invencion son econémicos, simples de realizar y propensos
a aumento a escala industrial para la produccién comercial.

La coadministracién subcutdnea, sublingual e intranasal de un agente activo, tal como hormona de crecimiento
humana recombinante (thGH), y los agentes de aporte, y particularmente proteinas, descrita aqui da como resultado
una biodisponibilidad incrementada del agente activo en comparacién con la administracién del agente activo solo.
Se obtiene un resultado similar mediante la coadministracién de calcitonina de salmén con los agentes de aporte, en
ratas. Datos que apoyan estos hallazgos se presentan en los ejemplos.

Agentes Activos

Agentes activos adecuados para el uso en la presente invencidn incluyen agentes biol6gicamente o quimicamente
activos, incluyendo, pero no limitados a, fragancias, asi como otros agentes activos tales como, por ejemplo, cosméti-
cos.

Agentes bioldgicamente o quimicamente activos incluyen, pero no se limitan a, plaguicidas, agentes farmacol6-
gicos y agentes terapéuticos. Por ejemplo, agentes biol6gicamente o quimicamente activos adecuados para el uso en
la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, péptidos, y particularmente péptidos pequeiios; hormonas, y
particularmente hormonas que por si mismas no pasan, o solo lo hace una fraccién de la dosis administrada, a tra-
vés de la mucosa gastrointestinal y/o son susceptibles de segmentacién quimica por dcidos y enzimas en el tracto
gastrointestinal; polisacdridos, y particularmente mezclas de mucopolisacdridos; carbohidratos; lipidos; o cualquier
combinacién de los mismos. Ejemplos adicionales incluyen, pero no se limitan a, hormonas de crecimiento humanas;
hormonas de crecimiento bovinas; hormonas liberadoras de hormonas de crecimiento; interferones; interleuquina-1;
insulina; heparina, y particularmente heparina de bajo peso molecular; calcitonina; eritropoyetina; factor naturético
auricular; antigenos; anticuerpos monoclonales; somatostatina; adrenocorticotropina, hormona liberadora de gonado-
tropina; oxitocina; vasopresina; cromolina sdédica (cromoglicato sédico o disédico); vancomicina; desferrioxamina
(DFO); hormona paratiroidea; antimicrobianos, incluyendo, pero no limitados a, agentes antiflingicos; o cualquier
combinacién de los mismos.

Aminodcidos Modificados
El término aminoadcido modificado se usa para indicar los compuestos portadores mencionados anteriormente que
son aminodcidos que se han modificado acilando un grupo amino libre con un agente acilante que reacciona con el

grupo amino libre presente.

Los aminodacidos en forma modificada pueden usarse para aportar agentes activos, incluyendo, pero no limitados
a, agentes bioldgicamente o quimicamente activos tales como, por ejemplo, agentes farmacoldgicos o terapéuticos.

Los amino4cidos modificados se preparan tipicamente modificando el aminoécido o un éster del mismo. Muchos
de estos compuestos se preparan mediante acilacion con agentes que tienen la férmula

X-Y-R*

en la que:
R* es el radical apropiado para dar la modificacién indicada en el producto final,

Y es

y X es un grupo de salida. Grupos de salida tipicos incluyen, pero no se limitan a, halégenos, tales como,
por ejemplo, cloro, bromo y yodo. Adicionalmente, los anhidridos correspondientes son agentes modificado
res.
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Muchos de los compuestos de la presente invencién pueden prepararse facilmente a partir de aminoacidos mediante
métodos dentro de la experiencia de los expertos en la técnica, basdndose en la presente descripcion. Por ejemplo, los
Compuestos I-VII se derivan de dcido aminobutirico y los Compuestos XI-XXVI se derivan de dcido aminocaprilico.
Por ejemplo, los compuestos de aminodcido modificados anteriores pueden prepararse haciendo reaccionar el aminod-
cido simple con el agente modificador apropiado que reacciona con el resto amino libre presente en los aminodcidos
para formar amidas. Pueden usarse grupos protectores para evitar reacciones secundarias no deseadas como se sabe
por los expertos en la técnica.

El aminoécido puede disolverse en solucién acuosa alcalina de un hidréxido metélico, por ejemplo hidréxido sédi-
co 0 potdsico, y calentarse a una temperatura que varia entre aproximadamente 5°C y aproximadamente 70°C, preferi-
blemente entre aproximadamente 10°C y aproximadamente 40°C, durante un perfodo que varfa entre aproximadamente
1 hora y aproximadamente 4 horas, preferiblemente aproximadamente 2,5 horas. La cantidad de dlcali empleada por
equivalente de grupos NH, en el aminodcido varia generalmente entre aproximadamente 1,25 y aproximadamente 3
milimoles, preferiblemente entre aproximadamente 1,5 y aproximadamente 2,25 milimoles por equivalente de NH,.
El pH de la solucién generalmente varia entre aproximadamente 8 y aproximadamente 13, variando preferiblemente
entre aproximadamente 10 y aproximadamente 12.

Posteriormente, el agente modificador de amino apropiado se afiade a la solucién de amino4cido mientras se agita.
La temperatura de la mezcla se mantiene a una temperatura que varfa generalmente entre aproximadamente 5°C y
aproximadamente 70°C, preferiblemente entre aproximadamente 10°C y aproximadamente 40°C, durante un periodo
que varia entre aproximadamente 1 y aproximadamente 4 horas. La cantidad de agente modificador de amino empleada
con relacién a la cantidad de aminoacido se basa en los moles de NH, libre total en el aminodcido. En general, el
agente modificador de amino se emplea en una cantidad que varia entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente
2,5 equivalentes molares, preferiblemente entre aproximadamente 0,75 y aproximadamente 1,25 equivalentes, por
equivalente molar de grupo NH, total en el aminoéacido.

La reaccion se extingue ajustando el pH de la mezcla con un 4cido adecuado, por ejemplo 4cido clorhidrico
concentrado, hasta que el pH alcanza entre aproximadamente 2 y aproximadamente 3. La mezcla se separa al reposar
a temperatura ambiente para formar una capa superior transparente y un precipitado blanco o blanquecino. La capa
superior se descarta y el aminodcido modificado se recoge de la capa inferior mediante filtracién o decantacién. El
aminodcido modificado en bruto se disuelve a continuacién en agua a un pH que varia entre aproximadamente 9 y
aproximadamente 13, preferiblemente entre aproximadamente 11 y aproximadamente 13. Los materiales insolubles
se retiran mediante filtracién y el filtrado se seca a vacio. El rendimiento de aminoacido modificado varia generalmente
entre aproximadamente 30 y aproximadamente 60%, y habitualmente aproximadamente 45%.

Si se desea, ésteres de aminodcido, tales como, por ejemplo, ésteres bencilicos, metilicos o etilicos de compuestos
de aminodcido, pueden usarse para preparar los aminoacidos modificados de la invencidon. El éster de aminodacido, di-
suelto en un disolvente organico adecuado tal como dimetilformamida, piridina o tetrahidrofurano, se hace reaccionar
con el agente modificador de amino apropiado a una temperatura que varia entre aproximadamente 5°C y aproxi-
madamente 70°C, preferiblemente aproximadamente 25°C, durante un periodo que varia entre aproximadamente 7 y
aproximadamente 24 horas. La cantidad de agente modificador de amino usada con relacién al éster de aminoacido es
la misma que se describe anteriormente para aminodcido. Esta reaccién puede llevarse a cabo con o sin una base tal
como, por ejemplo, trietilamina o diisopropiletilamina.

Posteriormente, el disolvente de reaccidn se retira bajo presion negativa y la funcionalidad éster se retira hidro-
lizando el éster de aminodcido modificado con una solucién alcalina adecuada, por ejemplo hidréxido sédico 1 N, a
una temperatura que varia entre aproximadamente 50°C y aproximadamente 80°C, preferiblemente aproximadamen-
te 70°C, durante un periodo de tiempo suficiente para hidrolizar el grupo éster y formar el aminodcido modificado
que tiene un grupo carboxilo libre. La mezcla de hidrdlisis se enfria a continuacién hasta temperatura ambiente y se
acidifica, por ejemplo solucién acuosa de 4cido clorhidrico al 25%, hasta un pH que varia entre aproximadamente
2 y aproximadamente 2,5. El aminoacido modificado precipita en solucién y se recupera por medios convencionales
tales como filtracién o decantacion. Los ésteres bencilicos pueden retirarse mediante hidrogenacién en un disolvente
orgdnico usando un catalizador de metal de transicidn.

El aminodcido modificado puede purificarse mediante recristalizacién o mediante fraccionacién sobre soportes de
columna sélidos. Sistemas de disolventes de recristalizacién adecuados incluyen acetonitrilo, metanol y tetrahidro-
furano. La fraccionacién puede realizarse sobre soportes de columna sélidos adecuados tales como altimina, usando
mezclas de metanol-propanol como la fase movil; soportes de columna en fase inversa usando mezclas de acido tri-
fluoroacético/acetonitrilo como la fase mévil; y cromatografia de intercambio idnico usando agua como la fase mévil.
Cuando se realiza cromatografia de intercambio aniénico, preferiblemente se emplea un gradiente de cloruro sédico
0-500 mM subsiguiente.

En un método alternativo, aminodcidos modificados que tienen la férmula

o

HO—& —R-N—Y—R? CXXIV

|
R2
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enlaqueY es

y R!, R? y R? son los radicales apropiados; pueden prepararse

(a) haciendo reaccionar en agua y en presencia de una base un compuesto que tiene la férmula

O

)K CXXV

N~——R!

\

R2

con un compuesto que tiene la férmula

R3-Y-X,

en la que
Y, R!, R? y R® son como se indica y X es un grupo de salida.

El compuesto CXXV puede prepararse, por ejemplo, mediante el método descrito en Olah y otros, Synthesis, 537-
538 (1979).

El compuesto XXXI se preparé como se describe en el Esquema I a partir de 10-undecen-1-ol, 1, mediante un
procedimiento de tres etapas con un rendimiento global de 31%. La alquilacion de ftalimida con el alcanol, 1, bajo
condiciones de Mitsunobu, seguida por reaccién con hidrazina daba 1-aminoundec-10-eno, 2, con 66% de rendimien-
to. La amina se derivo con cloruro de O-acetilsaliciloilo y el alqueno resultante, 3, se oxidé hasta el dcido usando
permanganato potdsico. La retirada del acetato, seguida por precipitacién con dcido, proporcionaba el compuesto
XXXI con 47% de rendimiento basado en la amina 2.

Esquema I
(1) PPh;. DEAD, Cloruro de
0/\4’\ Ftalimida, THF /\A O-acetilsaliciloilo
- —_—
H ' @wupaw,pod N ' THE, NE1,
1 2
|
H N COOH
' (1) KMaO,, Adogend64, e
N \ CH,Cl" H'ac
\-);\ — OH O
° s (2) 2M NaOH
Ae oy u° XXXl

Sistemas de Aporte
Los compuestos de la presente invencion pueden incluir uno o mds agentes activos.

En una modalidad, los compuestos portadores mencionados anteriormente pueden usarse directamente como un
portador de aporte simplemente mezclando uno o mas compuestos con el agente activo antes de la administracién.

7
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En una modalidad alternativa, los compuestos pueden usarse para formar microesferas que contienen el agente
activo. Estos compuestos son particularmente utiles para la administraciéon oral de ciertos agentes bioldgicamente
activos, por ejemplo hormonas peptidicas pequefias, que, por si mismos, no pasan, o solo pasa una fraccién de la
dosis administrada, a través de la mucosa gastrointestinal y/o son susceptibles de segmentacion quimica por 4cidos y
enzimas en el tracto gastrointestinal.

Si los aminoécidos modificados han de convertirse en microesferas, la mezcla se calienta opcionalmente hasta una
temperatura que varia entre aproximadamente 20 y aproximadamente 50°C, preferiblemente aproximadamente 40°C,
hasta que el aminodcido o los aminoicidos modificados se disuelven. La solucién final contiene entre aproximada-
mente 1 mg y aproximadamente 2000 mg de compuesto por ml de solucién, preferiblemente entre aproximadamente 1
y aproximadamente 500 mg por ml. La concentracién de agente activo en la solucién final varia y depende de la dosi-
ficacién requerida para el tratamiento. Cuando es necesario, la concentracién exacta puede determinarse, por ejemplo,
mediante andlisis de HPLC en fase inversa.

Cuando los compuestos se usan para preparar microesferas, otro procedimiento ttil es como sigue: los compuestos
se disuelven en agua desionizada a una concentracién que varia entre aproximadamente 75 y aproximadamente 200
mg/ml, preferiblemente aproximadamente 100 mg/ml, a una temperatura entre aproximadamente 25°C y aproxima-
damente 60°C, preferiblemente aproximadamente 40°C. La materia en particulas que permanece en solucidon puede
retirarse por medios convencionales tales como filtracion.

Posteriormente, la solucién de compuesto, mantenida a una temperatura de aproximadamente 40°C, se mezcla 1:1
(v/v) con una solucién acuosa de dcido (también a aproximadamente 40°C) que tiene una concentracion de dcido que
varia entre aproximadamente 0,05 N y aproximadamente 2 N, preferiblemente aproximadamente 1,7 N. La mezcla
resultante se incuba adicionalmente a 40°C durante un periodo de tiempo eficaz para la formacion de microesferas,
segun se observa mediante microscopia 6ptica. Al poner en practica esta invencion, el orden de adicién preferido es
afiadir la solucién de compuesto a la solucidn acuosa de 4cido.

Acidos adecuados para la formacién de microesferas incluyen cualquier 4cido que no

(a) afecte adversamente a los aminodcidos, poliaminodcidos o péptidos modificados, por ejemplo inicie o pro-
pague la descomposicién quimica;

(b) interfiera con la formacion de microesferas;
(c) interfiera con la incorporacién en las microesferas de la carga de agente activo; ni
(d) interactie adversamente con la carga de agente activo.

Acidos preferidos para el uso en este aspecto incluyen dcido acético, dcido citrico, dcido clorhidrico, dcido fosfé-
rico, dcido madlico y dcido maleico.

Un aditivo estabilizante de microesferas puede incorporarse en la solucién acuosa de dcido o en la solucién de
compuesto o carga antes del procedimiento de formacién de microesferas. Con algunos agentes activos la presencia
de tales aditivos promueve la estabilidad y/o la capacidad de dispersion de las microesferas en solucién.

Los aditivos estabilizantes pueden emplearse en una concentracién que varia entre aproximadamente 0,1 y 5%
(p/v), preferiblemente aproximadamente 0,5% (p/v). Ejemplos adecuados, pero no limitativos, de aditivos estabi-
lizantes de microesferas incluyen goma ardbiga, gelatina, metilcelulosa, polietilenglicol, polipropilenglicol, 4cidos
carboxilicos y sus sales y polilisina. Los aditivos estabilizantes preferidos son goma ardbiga, gelatina y metilcelulosa.

Bajo las condiciones anteriores, las moléculas de compuesto forman microesferas de tipo de matriz hueca o sélida
en las que la carga estd distribuida en una matriz portadora o microesferas de tipo cdpsula que encapsulan carga liqui-
da o sélida. Si las microesferas de compuesto se forman en presencia de un material soluble, por ejemplo un agente
farmacéutico, en la solucidén acuosa de dcido mencionada anteriormente, este material se encapsulard dentro de las
microesferas. De este modo, pueden encapsularse materiales farmacol6gicamente activos tales como péptidos, protei-
nas y polisacdridos asi como moléculas orgdnicas cargadas, por ejemplo agentes antimicrobianos, que normalmente
tienen escasa biodisponibilidad mediante la ruta oral. La cantidad de agente farmacéutico que puede ser incorporado
por la microesfera depende de un nimero de factores que incluyen la concentracién de agente en la solucién, asi
como la afinidad de la carga para el portador. Las microesferas de compuesto no alteran las propiedades fisiol6gicas
y bioldgicas del agente activo. Por otra parte, el procedimiento de encapsulacion no altera las propiedades farmaco-
16gicas del agente activo. Cualquier agente farmacolégico puede incorporarse dentro de las microesferas. El sistema
es particularmente ventajoso para aportar agentes quimicos o biolégicos que de otro modo se destruirian o se harian
menos eficaces por las condiciones encontradas dentro del cuerpo del animal al que han de administrarse, antes de que
la microesfera alcance su zona diana (es decir, el drea en la que el contenido de la microesfera ha de liberarse) y para
aportar agentes farmacoldgicos que son escasamente absorbidos en el tracto gastrointestinal. Las zonas diana pueden
variar dependiendo del farmaco empleado.
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El tamafio de particula de la microesfera representa un papel importante para determinar la liberacién del agente
activo en el 4rea diana del tracto gastrointestinal. Las microesferas preferidas tienen didmetros entre aproximadamente
<0,1 y aproximadamente 10 micras, preferiblemente entre aproximadamente 0,5 micras y aproximadamente 5 micras.
Las microesferas son suficientemente pequefias para liberar eficazmente el agente activo en el drea diana dentro del
tracto gastrointestinal, tal como, por ejemplo, entre el estomago y el yeyuno. Las microesferas pequefias también
pueden administrarse parenteralmente suspendiéndose en un fluido portador apropiado (por ejemplo, solucidn salina
isotonica) e inyectarse directamente en el sistema circulatorio, intramuscularmente o subcutdneamente. EI modo de
administracién seleccionado variard, por supuesto, dependiendo del requerimiento del agente activo que se administra.
Las microesferas de aminodcido grandes (> 50 micras) tienden a ser menos eficaces como sistemas de aporte oral.

El tamaiio de las microesferas formadas poniendo en contacto compuestos con agua o una solucién acuosa que
contiene agentes activos puede controlarse manipulando una variedad de parametros fisicos o quimicos, tales como el
pH, la osmolaridad o la intensidad iénica de la solucidn encapsulante, el tamafio de los iones en solucién y mediante
la eleccion del 4cido usado en el procedimiento de encapsulacion.

Las mezclas de administracién se preparan mezclando una solucién acuosa del portador con una solucién acuosa
del ingrediente activo, justo antes de la administracién. Alternativamente, el portador y el ingrediente biol6gicamente
o quimicamente activo pueden mezclarse durante el procedimiento de fabricacién. Las soluciones pueden contener
opcionalmente aditivos tales como sales tamponadoras de fosfato, 4cido citrico, dcido acético, gelatina y goma ardbiga.

Pueden incorporarse aditivos estabilizantes en la solucién portadora. Con algunos farmacos, la presencia de tales
aditivos promueve la estabilidad y la capacidad de dispersion del agente en solucién.

Los aditivos estabilizantes pueden emplearse a una concentracion que varia entre aproximadamente 0,1 'y 5% (p/v),
preferiblemente aproximadamente 0,5% (p/v). Ejemplos adecuados, pero no limitativos, de aditivos estabilizantes
incluyen goma ardbiga, gelatina, metilcelulosa, polietilenglicol, dcidos carboxilicos y sales de los mismos y polilisina.
Los aditivos estabilizantes preferidos son goma ardbiga, gelatina y metilcelulosa.

La cantidad de agente activo es una cantidad eficaz para lograr el propdsito del agente activo particular. La cantidad
en la composicién tipicamente es una cantidad farmacolégicamente o biolégicamente eficaz. Sin embargo, la cantidad
puede ser menor que una cantidad farmacolégicamente o bioldgicamente eficaz cuando la composicién se usa en una
forma unitaria de dosificacion, tal como una cdpsula, una tableta o un liquido, debido a que la forma unitaria de dosifi-
cacién puede contener una multiplicidad de portador/composiciones de agente bioldgicamente o quimicamente activo
o puede contener una cantidad farmacoldgicamente o biolégicamente eficaz dividida. Las cantidades eficaces totales
pueden administrarse a continuacién en unidades acumulativas que contienen, en total, cantidades farmacoldgicamente
o biol6gicamente o quimicamente activas de agente biol6gicamente o farmacolégicamente activo.

La cantidad total de agente activo, y particularmente agente biolégicamente o quimicamente activo, que ha de
usarse puede ser determinada por los expertos en la técnica. Sin embargo, se ha encontrado sorprendentemente que con
algunos agentes bioldgicamente o quimicamente activos, el uso de los portadores actualmente descritos proporciona
un aporte extremadamente eficaz, particularmente en sistemas orales, intranasales, sublinguales, intraduodenales o
subcutdneos. Por lo tanto, pueden administrarse al sujeto cantidades de agente biolégicamente o quimicamente activo
menores que las usadas en formas unitarias de dosificacion por sistemas de aporte anteriores, mientras que se alcanzan
los mismos niveles en sangre y efectos terapéuticos.

La cantidad de portador en la presente composicién es una cantidad de aporte eficaz y puede determinarse para
cualquier portador o agente bioldgicamente o quimicamente activo particular mediante métodos conocidos por los
expertos en la técnica.

Formas unitarias de dosificacién también pueden incluir cualquiera de excipientes; diluyentes; desintegrantes;
lubricantes; plastificantes; colorantes y vehiculos de dosificacién, incluyendo, pero no limitados a, agua, 1,2-propano-
diol, etanol, aceite de oliva o cualquier combinacion de los mismos.

La administracién de las presentes composiciones o formas unitarias de dosificacion preferiblemente es oral o
mediante inyeccién intraduodenal.

Las composiciones de aporte de la presente invencién también pueden incluir uno o mds inhibidores de enzimas.
Tales inhibidores de enzimas incluyen, pero no se limitan a, compuestos tales como actinonina o epiactinonina y
derivados de los mismos. Estos compuestos tienen las férmulas siguientes:
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Me
NHOH
0
Me
Actinonina
CXXVI
Mc\/Me
HO
o
Epiactinonina

CXXVII

Derivados de estos compuestos se describen en la Patente de EE.UU. N° 5.206.384. Los derivados de actinonina
tienen la férmula:

CXXVIII

en la que R? es sulfoximetilo o carboxilo o un grupo carboxi substituido seleccionado de grupos carboxamida, hidroxia-
minocarbonilo y alcoxicarbonilo; y R® es un grupo hidroxilo, alcoxi, hidroxiamino o sulfoxiamino. Otros inhibidores
de enzimas incluyen, pero no se limitan a, aprotinina (Trasylol) e inhibidor de Bowman-Birk.

Los compuestos y las composiciones de la presente invencion son ttiles para administrar agentes biolégicamente o
quimicamente activos a cualesquiera animales, tales como aves; mamiferos, tales como primates y particularmente se-
res humanos; e insectos. El sistema es particularmente ventajoso para aportar agentes quimicamente o biolégicamente
activos que de otro modo serian destruidos o se harian menos eficaces por las condiciones encontradas antes de que el
agente activo alcance su zona diana (es decir, el drea en la que el agente activo de la composicion ha de liberarse) y
dentro del cuerpo del animal al que han de administrarse. Particularmente, los compuestos y las composiciones de la
presente invencion son utiles en agentes activos que se administran oralmente, especialmente los que normalmente no
son oralmente aportables.
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Descripcion de las modalidades preferidas

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién sin limitacién. Todas las partes se dan en peso a no ser que se indique
otra cosa.

Ejemplo 1
El compuesto XIX se preparé como sigue:

Un matraz de fondo redondo de tres bocas de 3 1 se dot6 de un agitador mecanico elevado y un termdémetro y
el matraz se enfrié en un bafio de hielo. Una solucién de dcido 8-aminocaprilico (100,0 g, 0,65 moles) en hidréxido
sodico acuoso 2 M (1,4 1) se cargd en el matraz de fondo redondo. La temperatura de la solucién se mantuvo a
aproximadamente 5°C y se afiadid en porciones durante 7 horas cloruro de O-acetilsaliciloilo (198,6 g, 0,76 moles, 1,2
equivalentes). La mezcla se agité a 5°C durante 12 horas para dar una solucién homogénea amarilla. La solucién se
acidificé con 4cido clorhidrico 1 M hasta pH 6,8 y se extrajo con acetato de etilo (2 x 600 ml). El pH en la capa acuosa
se reajusto hasta 6,3 y se extrajo adicionalmente con acetato de etilo (2 x 600 ml). Las capas organicas se combinaron,
se secaron sobre sulfato sédico anhidro, se filtraron y se evaporaron bajo presién reducida. El residuo se redisolvid
en un volumen minimo de hidréxido sédico acuoso 2 M y el pH de la solucién estaba entre 9,5 y 10. La mezcla se
acidificé con agitacion con dcido clorhidrico 1 M hasta un pH de aproximadamente 6,2 y se formé un sélido. El s6lido
se filtrd, se lavé con agua (3 x 300 ml) y se recristaliz6 en metanol al 55%/agua (v/v) para dar el Compuesto XVIII
como un sélido blanquecino (99,7 g, 57%).

Las propiedades se listan posteriormente.

pf 116-117°C, "H NMR (300 MHz, DMSO-d) 6: 12,70 (1 H, s ancho), 11,95 (1 H, s ancho) 8,81 (1H, t), 7,82 (1H,
m), 7,38 (1H, m), 6,84 (2H, m), 2,36 (2H, q), 2,18 (2H, t), 1,50 (4H, m ancho), 1,28 (6H, m). Andlisis Calculado para
C,sH, NO,: C, 64,50; H, 7,58; 1 N, 5,02. Encontrado: C, 64,26; H, 7,81; N, 4,93.

Procedimientos similares se usaron para preparar los Compuestos IV, XXVII y XXVIII.
Las propiedades se listan posteriormente.

Compuesto IV: Andlisis Calculado para C;;H;;NO,: C, 59,9, H, 5,87, N, 6,27. Encontrado: C, 58,89, H, 5,85,
N, 6,07. '"H NMR (300MHz, DMSO-d,): 6§ 1,8 (2H, m) 2,3 (2H, t) 3,1 (2H,q) 6,9 (2H, t) 7,4
(1H,t) 7,8 (1 H, d) 8,85 (1H, t) 12,0 (1H, s) 12,15 (1H, s).

Compuesto XXVII:  Analisis Calculado para C;3sH»;,NO,: C, 67,25, H, 8,48, N, 4,36. Encontrado: C, 67,23, H, 8,57,
N, 4,20. 'TH NMR (300MHz, DMSO-dy): 6 1,22-1,26 (m, 12H) 1,45-1,51 (m, 4H) 2,16 (t, 2H)
3,25 (qt, 2H), 6,85 (t, 2H), 7,37 (t, 1 H), 7,81 (d, 1H), 8,79 (t, 1H), 11,95 (s, 1 H), 12,72 (s, 1
H).

Compuesto XXVIIL: 'H NMR (300MHz, DMSO-d,): 6 1,26 (8H, m ancho), 1,49 (4H, m), 2,17 (2H, t), 3,26 (2H,
m), 6,86 (2H, m), 7,37 (1H, m), 7,83 (1H, m), 8,80 (1H, t), 11,95 (1H, s), 12,73 (1H, s).

Ejemplo 1A
Una sintesis alternativa del Compuesto XIX era como sigue:

Un matraz de fondo redondo de tres bocas de 5 1 se dot6 de una manta calentadora, un agitador mecénico elevado,
un embudo de adicién y un termémetro. La reaccion se realizé bajo una atmdsfera de argén. Se cargaron al matraz
de fondo redondo 4acido hidroxilamino-O-sulfénico (196,7 g, 1,74 moles, 1,10 equivalentes) y dcido férmico (1 1) y
se agitaron para formar una suspension blanca. Una solucién de ciclooctanona (200,0 g, 1,58 moles, 1,0 equivalentes)
en 4cido férmico (600 ml) se afiadié gota a gota a la suspensién blanca a través del embudo de adicién. Después de
la adicidn, el embudo de adicién se reemplazé por un condensador de reflujo y la reaccidn se calenté hasta reflujo
(temperatura interna aproximadamente 105°C) durante 1 hora para dar una solucién parda. Después de que la solucién
se enfriara hasta temperatura ambiente, se verti en una mezcla de cloruro aménico acuoso saturado (1,5 1) y agua (1,5
1). La mezcla acuosa se extrajo con cloroformo (3 x 1200 ml). Las capas de cloroformo combinadas se transfirieron
a un vaso de precipitados y se afiadié lentamente bicarbonato sédico saturado (2 1). La capa de cloroformo se separ6
a continuacidn, se seco sobre sulfato sédico anhidro y se evapor6 bajo presioén reducida para proporcionar un aceite
pardo. El aceite se puso en un matraz de fondo redondo de 500 ml con un agitador magnético. El matraz de fondo
redondo se puso en un bafio de aceite silicénico y se doté de una columna de destilacién a vacio de corto recorrido
equipada con un termémetro. Un receptor de tipo Cow se conectd a tres matraces de 250 ml. Se obtuvo 2-azaciclono-
nanona (145 g, 65%, pf 64-69°C) mediante destilacion a vacio (fraccidn con el intervalo de temperatura de la columna
de 80 a 120°C a presiones entre 3,0 y 3,4 mm de Hg).

Un matraz de fondo redondo de tres bocas de 5 1 se dot6 de una manta calentadora, un agitador mecénico elevado,
un condensador de reflujo y un termémetro. Una suspensién de 2-azaciclononanona (83 g, 0,59 moles, 1,0 equivalen-
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tes) en hidréxido sédico acuoso 5 M (650 ml, 8,23 moles, 5,5 equivalentes) se cargd a un matraz de fondo redondo. La
mezcla se calent6 hasta reflujo (temperatura interna aproximadamente 110°C) durante 4 horas para dar una solucién
amarilla transparente. La manta calentadora y el condensador de reflujo se retiraron. Después de que la solucién se en-
friara hasta temperatura ambiente, se diluy6 con agua (650 ml) y se enfrié adicionalmente en un bafio de hielo. Cloruro
de O-acetilsaliciloflo finamente dividido (114,7 g, 0,59 moles, 1,0 equivalentes) se afiadi6 en porciones a la solucién
con agitacién y se continu6 el enfriamiento durante 1 hora. Después de 30 minutos adicionales, el bafio de hielo se
retird y la agitacion se continué a temperatura ambiente durante 21 horas para dar una solucién amarillo pardusco.
La mezcla agitada se acidific6 con 4cido sulfiirico 2 M (aproximadamente 850 ml) hasta un pH de aproximadamente
1 y se form6 un sélido amarillo. El sélido se recogié mediante filtracidn y se disolvié en metanol caliente (1,7 1). Se
afiadié carbo6n vegetal activado (aproximadamente 5 g) al metanol y la solucién se agité durante 10 minutos. El carbén
vegetal activado se retir6 mediante filtracion y el residuo de carbon vegetal se lavo con 300 ml adicionales de metanol.
Se afiadi6 agua (2 1) a los filtrados combinados (es decir, los 2 1 de metanol) y precipité un sélido blanquecino al
reposar a 4°C durante la noche. El producto en bruto se filtré y se recristalizé en metanol al 65%/agua (v/v) para dar
el Compuesto XIX (69,1 g, 42%) como un sélido blanquecino.

Las propiedades se listan posteriormente:

pf 116-117°C; HPLC, 'H NMR y Andlisis Calculado para C,;sH, NO,: C, 64,50; H, 7,58; N, 5,02. Encontrado: C,
64,26; H, 7,81; N, 4,93.

Ejemplo 2
El Compuesto XXXI se prepard como sigue:

1-Aminoundec-1-eno. Una mezcla de 10-undecen-1-ol (5,00 g, 29,36 milimoles, 1 equivalente), trifenilfosfina
(7,70 g, 29,36 milimoles, 1 equivalente) y ftalimida (4,32 g, 29,36 milimoles, 1 equivalente) en tetrahidrofurano
seco (THF, 30 ml) se agité vigorosamente bajo argdén. Azodicarboxilato de dietilo (DEAD, 5,11 g, 29,36 milimoles, 1
equivalente) se diluy6 con THF (12 ml) y se afiadié gota a gota mediante una jeringa. Después de la adicién, la reaccién
se agitd a temperatura ambiente durante 4 horas. El disolvente se evapord bajo vacio y se afiadié éter (30 ml) para
precipitar el 6xido de trifenilfosfina y dicarboxilato de hidrazina que se retiraron mediante filtracion. El precipitado se
enjuag6 con éter (2 x 30 ml) y los filtrados combinados se evaporaron para proporcionar un sélido amarillo. El sélido
amarillo se trituré con hexanos calientes (3 x 50 ml) y se filtr6. Los hexanos combinados se evaporaron para dar 1-
ftalimidilundec-10-eno como una cera amarilla.

La cera amarilla se disolvié en una solucién etandlica (38 ml) de hidrato de hidrazina (1,47 g, 1 equivalente, 29,36
milimoles). La mezcla se calent6 a reflujo durante 2 horas. Después de que la mezcla se enfriara hasta temperatura
ambiente se afiadi6 dcido clorhidrico concentrado (30 ml) y el sé6lido se filtré a través de un filtro de vidrio sinterizado.
El residuo se lavé con agua (50 ml) y los filtrados combinados se evaporaron para proporcionar un sélido amarillo. El
solido amarillo se redisolvié en NaOH 1 M (100 ml) y se extrajo con éter (2 x 50 ml). El éter se seco y se evapord para
proporcionar un aceite amarillo. El aceite se purificé mediante destilacién de Kugelrohr (alrededor de 0,1 mm de Hg,
100°C) para proporcionar 1-aminoundec-10-eno (2) como un aceite amarillo claro (3,29 g, 66%).

Las propiedades se listan posteriormente.
"H NMR (300 mHz, DMSO-dy); 6 1,23 (14H, m ancho), 1,99 (2H, m), 2,48 (2H, m), 4,94 (2H, m), 5,77 (1H, m).

1-(0O-Acetilsaliciloilamino)undec-10-eno. Cloruro de O-acetilsaliciloflo (3,82 g, 19,25 milimoles, 1 equivalente)
en THF (30 ml) se enfrié en un bafio de hielo. Se afladieron a través de un jeringa trietilamina (1,95 g, 19,25 milimoles,
1 equivalente), seguido por 1-aminoundec-10-eno (3,26 g, 19,25 milimoles, 1 equivalente) en THF (10 ml). El bafio de
hielo se retird y la reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante 3,5 horas. Después de la retirada del disolvente, el
residuo se disolvié en EtOAc (50 ml) y se lavé con agua (2 x 30 ml). La capa orgdnica se secé y se evapord para pro-
porcionar 1-(O-acetilsaliciloilamino)undec-10-eno como un aceite incoloro, con un rendimiento cuantitativo, 6,59 g.

Las propiedades se listan posteriormente:

1H NMR (300 mHz, DMSO-d,: 6 1,26 (12H, s ancho), 1,47 (2H, m), 1,99(2H, m), 2,19 (3H, s), 3,15 (2H, q), 4,95
(2H, m), 5,78 (1H, m), 7,15 (1H, m), 7,30 (1H, m), 7,50 (2H, m) 8,24 (1H, ).

Compuesto XXXI

1-(O-Acetilsaliciloilamino)undec-10-eno (6,59 g, 19,25 milimoles, 1 equivalente) en diclorometano (108 ml) se
afiadi6é a una mezcla de agua (108 ml), dcido sulfirico (9 M, 13 ml), dcido acético glacial (2,16 ml) y cloruro de
metiltrialquil(Cs-C,o)amonio (0,32 g) (Adogen® 464, disponible de Aldrich Chemical Co.). La mezcla se agit6 vi-
gorosamente en un bafio de hielo y se afladié permanganato potdsico (9,13 g, 57,75 milimoles, 3 equivalentes) en
porciones durante 1,5 horas. Después de la adicidn, el bafio de hielo se retird y la solucién purpura resultante se agité
a temperatura ambiente durante 20 horas. La solucién se enfrié en un bafio de hielo y se afiadié bisulfito sédico (6,8
g) para disipar el permanganato en exceso. La capa orgdnica se separd y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo
(2 x 50 ml). Las capas orgédnicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se secaron y se evaporaron. Se afiadi6
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al residuo hidréxido sédico (2 M, 50 ml) y se agité durante 30 minutos. La solucién se diluyé con agua (50 ml), se
lavé con éter (50 ml) y se acidific6 hasta pH 1 con 4cido clorhidrico 2 M. Se formaba un sélido y se recogia mediante
filtracién. La recristalizacion del sélido en MeOH al 65%/H,0 daba XXXI como un sélido de color canela (2,78 g,
47% basado en la amina).

Las propiedades se listan posteriormente:

'H NMR (300 mHz, DMSO-de): 6 1,24 (10H, m ancho), 1,51 (4H, m), 2,17 (2H, t), 3,27 (2H, m), 6,86 (2H, m),
7,37 (1IHm), 7,82 (1H, m), 8,80 (1H, 1), 11,95 (1H, s), 12,72 (1H, s).

Los otros compuestos de la invencién pueden prepararse facilmente siguiendo los procedimientos descritos en los
Ejemplos 1-2.

Ejemplos 5-15
Evaluacion In vivo de Hormona del Crecimiento Recombinante en Ratas

Se prepararon composiciones de dosificaciéon mezclando los aminodcidos modificados y hormona de crecimiento
humana recombinante (thGH) segtin se lista en la Tabla 1 posterior en una solucién tamponadora de fosfato a un pH
de aproximadamente 7-8.

Se les administré a las ratas la composicion de dosificaciéon mediante sonda oral sublingual, administracién intra-
duodenal o administracién colénica. El aporte se evalué usando un ensayo de ELISA para rhGH de Medix Biotech,
Inc. Para la administracion intracolénica, una muestra se preparé y se dosificé a ratas en ayunas a 25 mg/kg de portador
en una solucién tamponadora que contenia propilenglicol (0-50%) y 1 mg/kg de rhGH.

Los resultados se ilustran en la Tabla 1 posterior.

Ejemplo Comparativo SA

Se administr6 thGH (6 mg/ml) mediante sonda oral a una rata, y el aporte se evalué de acuerdo con el procedi-
miento del Ejemplo 5.

Los resultados se ilustran en la Tabla 1 posterior.
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Tabla 1
Aporte In Vivo de thGH
Ejemplo { Portador | Dosisde | Dosisde | Método de Niveles Séricos
Portador | Farmaco | Administracién | Maximos Medios
(mg/kg) | (mg/kg) de rhGH (mg/ml)
5A ninguno 0 6 Oral <10+/-10
11 XIX 200 3 Oral 60,92+/-26,3
12 XIX 25 1 Colénico 111,52+/-16,4
13 XIX 100 3 Sublingual 119,14+4/-65,6
14 XIX 25 1 Intranasal 92,7+/-73,2
15 XXvIl 25 1 Colénico 73,72+/-4,9

Ejemplos 16-26
Evaluacion In Vivo de Hormona de Crecimiento Recombinante en Ratas
Preparacion de Soluciones de Dosificacion

Los agentes de aporte se reconstituyeron con agua destilada y se ajustaron hasta pH 7,2-8,0 bien con dcido clorhi-
drico acuoso o bien con hidréxido sédico acuoso. Se prepard una solucién de reserva de thGH mezclando rhGH, D-

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2284 168 T3

manitol y glicina y disolviendo esta mezcla en glicerol al 2%/agua. La solucién de reserva se afiadié a continuacién a
la solucién de agente de aporte. Se estudiaron varias relaciones de agente de aporte a agente activo.

Experimentos In Vivo

Ratas Sprague-Dawley macho que pesaban 200-250 g se mantuvieron en ayunas durante 24 horas y se les adminis-
tré ketamina (44 mg/kg) y clorpromazina (1,5 mg/kg) 15 minutos antes de la dosificacion. Se les administrd a las ratas
una de las soluciones de dosificacion descritas anteriormente mediante inyeccién subcutdnea, instilacién intranasal o
instilacién sublingual. Se recogieron muestras de sangre en serie desde la arteria de la cola para la determinacién de
la concentracién de calcio en suero o concentraciones de rhGH en suero. La dosis de thGH administrada en estos
experimentos era 0,1 mg/kg.

Las concentraciones de thGH en suero se cuantificaron mediante un estuche de prueba de inmunoensayo enzima-
tico para rgGH. Los resultados se dan en la Tabla 2 y las Figuras 1 y 2.

En la Figura 2, los circulos representan la respuesta después de la dosificacién SL de una solucién acuosa de
compuesto XIX y rhGH. Los cuadrados representan la respuesta después de la dosificacion IN de una solucién acuosa
de compuesto XIX y thGH. Los tridngulos representan la respuesta después de la dosificaciéon IC de una solucién
acuosa de compuesto XIX y rhGH. La dosis de compuesto XIX era 25 mg/kg y la dosis de thGH era 1 mg/kg.
Ejemplo Comparativo 16A

Se administré rhGH (1 mg/kg) mediante sonda oral a una rata y el aporte se evalué de acuerdo con el procedimiento
del Ejemplo 16.

Los resultados se ilustran en la Tabla 2 posteriormente.

Tabla 2

Potenciacion por el Agente de Aporte de la Biodisponibilidad de Hormona

de Crecimiento Humana Recombinante (thGH) Administrada

Mediante Administracion Subcutdnea

Ejemplo | Agente de Dosis de Agente {[rhGH] en Suero
Aporte de Aporte (mg/kg) Maximo (ng/ml)

16 XIX 1,0 22+3

16A Ninguno 0,0 4+2

17 XI1X 2,5 2545

18 XIX 25 30x6

27 CIX 1,0 16+3

Ejemplos 28-33
Evaluacion In Vivo de Interferon en Ratas

Se prepararon composiciones de dosificacién mezclando los compuestos de aminodcido modificados e interferén
@2b segin se lista en la Tabla 3 posteriormente en una solucién tamponadora de hidrocloruro Trizma® (Tris-HCI) a
un pH de aproximadamente 7-8. Se afadi6 propilenglicol (0-25%) como un agente solubilizante, si era necesario.

Se les administré a las ratas la composicién de dosificacion mediante sonda oral, administracion intraduodenal o
administracién intracolénica. El aporte se evalué mediante el uso de un ensayo ELISA para interferén humano « de

Biosource, Inc.

Los resultados de la administracion intracolénica se ilustran en la Tabla 3 posteriormente.
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Ejemplo Comparativo 28A

Interferén a2b (250 pg/kg) se administrd intracoldnicamente a ratas y el aporte se evalué de acuerdo con el proce-
dimiento del Ejemplo 14.

Los resultados se ilustran en la Tabla 3 posteriormente.

Tabla 3
Aporte In Vivo de Interferén Mediante Administracion Intracolonica
Ejemplo Portador Dosts de Dosis de Niveles en Suero
Portador Interferon Maximos Medios de
(mg/kg) (ng/kg) Interferén (pg/ml)
28A ninguno 0 250 0
31 XIX 100 250 11193 +/- 8559

Ejemplos 34-37
Evaluacion In Vivo de Calcitonina de Salmon en Ratas

Se prepararon composiciones de dosificaciéon mezclando los aminodcidos modificados y calcitonina de salmén
segun se lista en la Tabla 4 posteriormente. Se afiadieron 400 mg de portador a 2,9 ml de propilenglicol acuoso al
25%. La solucion resultante se agité y el pH se ajustd hasta 7,2 con hidréxido sédico (1,0 N). Se anadié agua para
llevar el volumen total hasta 2,0 ml. La muestra tenfa una concentracién de portador final de 200 mg/ml. Se afiadi6
calcitonina (10 pg) a la solucién. La concentracién de calcitonina total era 2,5 ug/ml.

Para cada muestra se anestesié un grupo de ratas en ayunas. Se les administré a las ratas la composicién de
dosificacién mediante sonda oral, instilacién intracolénica o administracién intraduodenal. Se recogieron muestras de
sangre en serie de la arteria de la cola. La calcitonina en suero se determind probando con un Calcium Kit (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Missouri, EE.UU. de A.).

Los resultados se ilustran en la Tabla 4 posteriormente.

Tabla 4

Aporte In Vivo de Calcitonina

Ejemplo | Portador | Dosisde | Dosisde | Método de Dilucién Maxima en el Calcio

Portador | Farmaco | Administraciéon | en Suero (% por debajo de la

(mg/kg) | (ug’kg) linea de base)
36 XIX 10 3 intracolénico 26,49 +/- 123
37 XIX 200 7,5 oral 25,48 +/- 4.7

Ejemplos 38-43

Evaluacion In Vivo de Calcitonina de Salmon en Ratas

Preparacion de la Solucion de Dosificacion

Los agentes de aporte se reconstituyeron con agua destilada y se ajustaron hasta pH 7,2-8,0 bien con 4cido clorhi-
drico acuoso o bien con hidréxido sédico acuoso. Se preparé una solucién de reserva de sCT disolviendo sCT en 4cido
citrico (0,085 N). La solucidén de reserva se afiadi6 a continuacidén a la solucién de agente de aporte. Se estudiaron
varias relaciones diferentes de agente de aporte a agente activo.
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Experimentos In Vivo

Ratas Sprague-Dawley macho que pesaban 200-250 g se mantuvieron en ayunas durante 24 horas y se les adminis-
tré ketamina (44 mg/kg) y clorpromazina (1,5 mg/kg) 15 minutos antes de la dosificacion. A las ratas se les administr
una de las soluciones de dosificacién descritas anteriormente mediante inyeccién subcutdnea. Se recogieron muestras
de sangre en serie de la arteria de la cola para la concentracion de calcio en suero.

Las concentraciones de calcio en suero se cuantificaron mediante el método de O-cresolftaleina-complexona (Sig-
ma) usando un espectrofotémetro UV/VIS (Perkin Elmer). Los resultados se dan en la Tabla 5.

Ejemplo 38A

Se administr calcitonina de salmén mediante sonda oral a ratas y el aporte se evalué de acuerdo con el procedi-
miento del Ejemplo 38. Los resultados se dan en la Tabla 5 posteriormente.

Tabla §
Mejora por el Agente de Aporte de la Biodisponibilidad de Calcitonina de Salmon
(sCT, dosificada en 0,2 pg/kg) Administrada Mediante Administracion Subcutanea
Ejemplo Agente de Dosis de Agente Porcentaje de Disminucion
Aporte de Aporte (ug/kg) en Calcio en Suero
38 XIX 2 17+3
38A Ninguno 0 17+2
39 XIX 20 25+4
40 XIX 200 25+5
41 XIX 2000 26£5

Ejemplos 44-50
Evaluacion In Vivo de Heparina en Ratas

Se prepararon composiciones de dosificacién mezclando los aminoédcidos modificados y heparina segtin se lista en
la Tabla 4. En un tubo de ensayo, 900 mg de portador se disolvieron en 3 ml de propilenglicol y 0,299 g de heparina
sodica se disolvieron en 3 ml de agua. Las soluciones se mezclaron mediante turbulencia. Se afiadi6 hidréxido sédico
(10 M) a la mezcla resultante hasta que se obtenia una solucién. El pH se ajusté a continuacién hasta 7,4 +/- 0,5 con
acido clorhidrico concentrado y la solucién final se sometid a sonicacién a 40°C durante 30 minutos.

A un grupo de ratas conscientes en ayunas se les administraban las composiciones de dosificacién mediante sonda
oral. Se recogieron muestras de sangre mediante puncién cardiaca después de la administracion de ketamina (44
mg/kg). La actividad de heparina se determiné utilizando el tiempo del tromboplastina parcial activado (APTT) de
acuerdo con el método de Henry, J.B., Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods; Philadelphia,
PA; WB Saunders (1979).

Los resultados se ilustran en la Tabla 6 posteriormente.

Ejemplo Comparativo 44A

Se administrd heparina (100 mg/kg) mediante sonda oral a ratas y la actividad de heparina se determiné de acuerdo
con el procedimiento del Ejemplo 44.

Los resultados se ilustran en la Tabla 6 posteriormente.
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Tabla 6
Aporte In Vivo de Heparina Mediante Administracion Oral
Ejemplo | Portador Dosis de Dosis de APTT Maximo
Portador Farmaco Medio (s)
(mg/kg) (mg/kg)
44A ninguno ninguno 100 20,7 +/- 0,17
48 XIX 300 100 119,99 +/- 56,3
49 XXX 50 25 127,56 +/- 22,97
50 XXXI 50 10 50,85 +/- 9,1
Ejemplo 51

Se siguid el método del Ejemplo 44, substituyendo la heparina por heparina de bajo peso molecular y variando las
cantidades de propilenglicol y agua para la solubilizacion, segtin fuera necesario.

Ejemplos 50-58
Evaluacion In Vivo de Hormona Paratiroidea en Ratas
Preparacion de soluciones de dosificacion

Los agentes de aporte se reconstituyeron con agua destilada y/o propilenglicol y se ajustaron hasta un pH aparente
de 7,2-8,0 bien con 4cido clorhidrico acuoso o bien con hidréxido sédico acuoso. Se prepar6 una solucién de reserva
de hormona paratiroidea disolviendo hormona paratiroidea en agua. La solucién de hormona paratiroidea se afiadié a
continuacién a la solucién de agente de aporte. Se estudiaron varias relaciones diferentes de agente de aporte a agente
activo.

Experimentos in vivo

Ratas Sprague-Dawley macho que pesaban 200-250 g se mantuvieron en ayunas durante 24 horas y se les adminis-
tr6 ketamina (44 mg/kg) y clorpromazina (1,5 mg/kg) 15 minutos antes de la dosificacion. A las ratas se les administrd
una de las soluciones de dosificacién descritas anteriormente mediante sonda oral o instilacion intracolénica. Se re-
cogieron muestras de sangre en serie de la arteria de la cola para la determinacién en suero de la concentracion de
hormona paratiroidea. Las concentraciones de hormona paratiroidea en suero se cuantificaron mediante un estuche de
prueba de radioinmunoensayo para hormona paratiroidea.

Administracion oral in vivo
La administracién oral de soluciones que contenian hormona paratiroidea (PTH) y los agentes de aporte que no
son a-aminodcidos se probaron in vivo en ratas. Los resultados muestran una disminucion significativa en la biodispo-

nibilidad oral de hormona paratiroidea en comparacién con la administracion similar del agente activo solo. Los datos
se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7

Potenciacion por el Agente de Aporte de la Biodisponibilidad Oral
de Hormona Paratiroidea (PTH)

Ejemplo Portador | Dosis de Método de Dosis de {PTH] en
Portador Administracion Agente Activo | Suero Maximo
mg/kg (ng'kg) (pg/ml)

51 XIX 100 intracolénico 25 130+ 20

52 XIX 250 oral 100 7525

53 XIX 250 oral 25 206

18
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REIVINDICACIONES
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o sales del mismo.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que dicho agente activo se selecciona del grupo que
consiste en un agente bioldgicamente activo y un agente quimicamente activo.

4. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que dicho agente biol6gicamente activo se selecciona
del grupo que consiste en un péptido, un mucopolisacarido, un carbohidrato, un lipido, un plaguicida o cualquier
combinacién de los mismos.

5. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicho agente biolégicamente activo se selecciona
del grupo que consiste en hormona de crecimiento humana, hormona de crecimiento bovina, hormona liberadora de
hormona de crecimiento, un interferén, interleuquina-II, insulina, heparina, calcitonina, eritropoyetina, factor natu-
rético auricular, un antigeno, un anticuerpo monoclonal, somatostatina, adrenocorticotropina, hormona liberadora de
gonadotropina, oxitocina, vasopresina, cromolina sédica, vancomicina, hormona paratiroidea, desferrioxamina (DFO)
o cualquier combinacién de los mismos.

6. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 2, en doce dicha composicién es adecuada para adminis-
trarse oralmente, intranasalmente, sublingualmente, intraduodenalmente, intramuscularmente o subcutdneamente a un
animal que necesite un agente activo.

7. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el agente activo es un agente biol6gicamente activo
y la composicion es adecuada para administrarse oralmente a un animal.

8. Una forma unitaria de dosificacién que comprende
(A) una composicién de acuerdo con la reivindicacién 2; y
(B)

(a) un excipiente,

(b) un diluyente,
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(c) un desintegrante,

(d) un lubricante,

(e) un plastificante,

(f) un colorante,

(g) un vehiculo de dosificacién, o

(h) cualquier combinacién de los mismos.

9. Una forma unitaria de dosificacién de acuerdo con la reivindicacién 8, que comprende una tableta, una cipsula
o un liquido.

10. Un método para preparar una composicién, comprendiendo dicho método mezclar
(A) al menos un agente biolégicamente activo;

(B) al menos un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1; y

(C) opcionalmente un vehiculo de dosificacién.

11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn 1, de la siguiente férmula

Compuesto XXXI
o una sal del mismo.
12. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 3, que comprende
(a) un compuesto de la siguiente férmula
OH 0
~(CH3J, OH
Y
H o
Compuesto XXXI

o una sal del mismo; y
(b) un agente biolégicamente activo.

13. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 12, en la que el agente biolégicamente activo es heparina.
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14. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, de la siguiente férmula

OH o]
5
AACHy), OH
N
H o)
10
Compuesto XIX
o una sal del mismo.
15
15. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 3, que comprende
(a) un compuesto de la siguiente formula
20
OH 0
AACH2), OH
"
25 H o)
Compuesto XIX
30 : .
o una sal del mismo; y
(b) un agente bioldgicamente activo.
35 16. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el agente biologicamente activo es hormona de
crecimiento humana.
17. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 15, en la que el agente bioldgicamente activo es interferdn.
20 18. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el agente biol6gicamente activo es calcitonina.
19. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 18, en la que el agente biolégicamente activo es calcitonina
de salmon.
45 20. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el agente biolégicamente activo es heparina.
21. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12, 13, 15 a 20, en donde dicha composicién
es adecuada para administrarse oralmente.
50 22. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 3, que comprende un compuesto de la siguiente férmula
OH (o]
ACHy), OH
55 N
H o
Compuesto XIX
60
o una sal del mismo; y
hormona paratiroidea.
65
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