ES 2541 309 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 541 309
@Int. Cl.:

A61K 9/48 (2006.01)
A61K 38/00 (2006.01)
A61P 5/50 (2006.01)
A61K 9/24 (2006.01)
A61K 9/20 (2006.01)
AG1P 5/18 (2006.01)

A61P 19/08 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  08.12.2006  E 06839273 (7)
Fecha y numero de publicacion de la concesion europea: 08.04.2015  EP 1957054

T3

Tl'tulo: Productos farmacéuticos peptidicos orales de accion rapida

Prioridad:

09.12.2005 US 748954 P
06.12.2006 US 567454

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
17.07.2015

@ Titular/es:

ENTERIS BIOPHARMA, INC. (100.0%)
83 Fulton Street
Boonton, NJ 07005, US

@ Inventor/es:
STERN, WILLIAM

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2541309 T3

DESCRIPCION
Productos farmacéuticos peptidicos orales de accién rapida
Antecedentes de la invencion
1.Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a productos farmacéuticos peptidicos orales en los que los compuestos activos
incluyen una pluralidad de aminoacidos y al menos un enlace peptidico en sus estructuras moleculares, para
proporcionar rapidamente una buena biodisponibilidad de dichos compuestos activos peptidicos cuando se
administran por via oral.

2.Descripcion de la técnica relacionada

Numerosas hormonas humanas, neurotransmisores y otros compuestos bioldgicos importantes tienen péptidos
como parte sustancial de sus estructuras moleculares. Muchas enfermedades responden de forma positiva a la
elevacion del nivel de estos compuestos peptidicos en pacientes. Se pueden administrar a los pacientes cantidades
terapéuticamente eficaces de dichos péptidos biolégicamente relevantes de varias formas. No obstante, como se
trata mas adelante, la administracion oral, que es el método preferido, es muy dificil con este tipo de compuesto
activo.

La calcitonina de salmén, por ejemplo, es una hormona peptidica que disminuye la captacion del calcio por el hueso.
Cuando se usa para tratar enfermedades relacionadas con los huesos y trastornos del calcio (tales como
osteoporosis, enfermedad de Paget, hipercalcemia de las neoplasias malignas y similares), tiene el efecto de ayudar
a mantener la densidad 6sea. Se han aislado muchos tipos de calcitonina (calcitonina humana, calcitonina de
salmon, calcitonina de anguila, calcitonina, calcitonina porcina y calcitonina de pollo). Existe una no homologia
estructural significativa entre los diversos tipos de calcitonina. Por ejemplo, solo hay un 50 % de identidad entre los
aminoacidos que forman la calcitonina humana y los que forman la calcitonina de salmén. A pesar de la diferencia en
la estructura molecular, la calcitonina de salmén se puede usar en el tratamiento humano de las enfermedades que
responden a la calcitonina tratadas anteriormente.

Los productos farmacéuticos peptidicos usados en la técnica anterior se han administrado con frecuencia mediante
inyeccion o mediante administracion nasal. La insulina es un ejemplo de un producto farmacéutico peptidico que se
administra con frecuencia mediante inyeccion. No obstante, las administraciones por inyeccién y nasal son
significativamente menos comodas e implican mas molestias para el paciente que, por ejemplo, la administracion
oral. A menudo, esta incomodidad o molestia es el resultado de una falta sustancial de cumplimiento del régimen
terapéutico por parte del paciente. La administracion oral mas preferida tiende a ser problematica, ya que los
compuestos activos peptidicos son muy sensibles a la degradacion en el estdbmago y los intestinos. Por tanto, en la
técnica existe la necesidad de una administracion oral mas eficaz y reproducible de productos farmacéuticos
peptidicos como la insulina, la calcitonina de salmén y otros que se tratan mas detalle en el presente documento.

Las enzimas proteoliticas tanto del estbmago como de los intestinos pueden degradar los péptidos y convertirlos en
inactivos antes de que puedan ser absorbidos por la circulaciéon sanguinea. Cualquier cantidad de péptido que
sobreviva a la degradacion por las proteasas del estbmago (que normalmente tienen un pH optimo acido), se
enfrenta mas adelante con las proteasas del intestino delgado y las enzimas secretadas por el pancreas (que
normalmente tienen un pH 6ptimo neutro o basico). Las dificultades especificas producidas por la administracion oral
de un péptido como la calcitonina de salmoén implican el tamafio relativamente grande de la molécula y la distribucion
de la carga que porta. Esto dificulta mas la entrada de la calcitonina de salmén en la mucosa a lo largo de las
paredes intestinales o que atraviese la membrana de borde en cepillo intestinal y lleque a la sangre. Estos
problemas adicionales pueden ademas contribuir a la limitada biodisponibilidad.

Las formas de dosificacion oral que superan al menos parcialmente muchas de las dificultades descritas
anteriormente se divulgan y reivindican en el documento EP-0517211 A1 (1992) y las patentes de EE.UU. N°
5,912,014 y 6,086,918 de Stern et al., expedidas el 15 de junio de 1999 y el 11 de julio de 2000, respectivamente..

Estas patentes describen formulaciones farmacéuticas peptidicas dirigidas a la liberacion del péptido en el intestino y
que potencian la biodisponibilidad administrando el péptido en una formulacién farmacéutica oral que comprende,
ademas del péptido, al menos un agente reductor del pH farmacéuticamente aceptable y al menos un potenciador de
la absorcién para estimular la biodisponibilidad del péptido. La formulacion farmacéutica esta recubierta con un
recubrimiento entérico capaz de conducir al péptido, el potenciador de la absorcion y el agente reductor del pH a
través el estbmago de un paciente, al tiempo que protege al péptido de la degradacion por las proteasas del
estdbmago. A continuacion, el recubrimiento se disuelve y el péptido, el potenciador de la absorciéon y el agente
reductor del pH se liberan juntos en el intestino del paciente.

No obstante, en algunos casos, la afeccién que se va a tratar con el péptido oral se beneficiaria de un remedio mas
rapido que el proporcionado por la disoluciéon relativamente lenta de un recubrimiento entérico y la liberacion
relacionada del o los componentes activos en el interior del intestino. Un ejemplo concreto de una afecciéon que se
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beneficia de un remedio rapido de este tipo implica el area de del alivio del dolor, en la que la velocidad a la cual se
logra el alivio es, obviamente, un factor, sino crucial, importante para un paciente. Adicionalmente, no siempre es
necesario que el o los agentes peptidicos activos se transporten hasta el estbmago y hacia el intestino. Es decir, en
el caso de determinados agentes peptidicos, incluidos, aunque sin limitaciones, varios analgésicos, puede ser de lo
mas eficaz que la absorcion del agente activo se produzca antes de la entrada de la formulacion en el intestino, por
ejemplo a medida que el material pasa por el eséfago o cuando esta dentro del estomago del paciente. En estas
circunstancias, aunque la biodisponibilidad oral sigue siendo un factor a tener en cuenta, los pacientes y/o clinicos
pueden querer aceptar una reducciéon limitada de la biodisponibilidad dicha reduccion esta equilibrada con un
correspondiente incremento de la velocidad de absorcion y, por tanto, de la accidon, mediante el agente o agentes
activos contenidos dentro de la formulacion.

Por consiguiente, desde hace tiempo existe la necesidad de una formulacion de un péptido oral que sea capaz de
una accion terapéutica mas rapida, es decir en contraste con las formulaciones descritas en las patentes tratadas
anteriormente, al tiempo que siga proporcionando un grado de biodisponibilidad deseable.

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con lo anterior, es un objeto de la presente invencion proporcionar un producto farmacéutico acabado
como se define en las reivindicaciones, para la liberacion oral rapida de un agente peptidico activo fisioldgicamente,
incluidas hormonas paratiroideas, el péptido H-tirosina-D-arginina-fenilalanina-L-lisina-H> (DALDA) y sus derivados
(en lo sucesivo en el presente documento denominados derivados de "DALDA", incluidos, entre otros, DMT-DALDA
(es decir, H-2,6-dimetiltirosina-D-arginina-fenilalanina-lisina-NHy), insulina, calcitonina, vasopresina. Como se usa en
el presente documento, los términos "acabado" y "completamente acabado" se definen de modo que significan que
el producto se proporciona en la forma final en la que se va a administrar.

En un aspecto, la enfermedad o trastorno se trata mediante la administracion de un producto farmacéutico acabado
adaptado para liberacion oral de un agente peptidico fisioldgicamente activo, en el que el producto acabado
comprende:

el producto definido por la reivindicacion 1.

Los agentes peptidicos activos preferidos incluyen, DALDA, DMT-DALDA, insulina, hormonas paratiroideas,
incluidos fragmentos hormonales truncados, en la forma de acido libre o amidada, vasopresina, calcitoninas tales
como calcitonina de salmon.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para potenciar la velocidad de liberacion de un agente
peptidico activo terapéutico liberado por via oral, en el que el procedimiento comprende liberar de forma selectiva el
agente peptidico activo junto con al menos un agente reductor del pH y al menos un potenciador de la absorcion,
dentro del canal de alimentacién de un paciente desde un producto farmacéutico acabado del tipo descrito
anteriormente que esta adaptado para la liberacién del agente peptidico activo, en el que una superficie externa del
producto farmacéutico acabado esta sustancialmente libre de un vehiculo protector resistente al acido y en el que
dicho agente reductor del pH y otros compuestos liberados del mismo se liberan en una cantidad que, si se afiade a
10 mililitros de una solucién 0,1 M de bicarbonato sédico acuoso, seria suficiente para disminuir el pH de dicha
solucién a no mas de 5,5. Se cree que la falta de un recubrimiento externo resistente al acido sobre el producto
farmacéutico conduce a un incremento significativo de la velocidad a la cual el agente peptidico activo se absorbe en
el plasma de la sangre del paciente respecto a un producto farmacéutico con recubrimiento entérico
correspondiente. Como se usa en el presente documento, debe tomarse que la palabra "correspondiente”, por
ejemplo una composicion correspondiente, un producto farmacéutico correspondiente, etc., significa, por ejemplo,
una composicién o producto farmacéutico que es exactamente idéntico al de la presente invencién pero que tiene un
recubrimiento entérico, en el que la formulacién reivindicada por la presente carece completamente de dicho
recubrimiento entérico.

En un aspecto adicional de la invencion el agente peptidico activo terapéutico, el al menos un agente reductor del pH
y el al menos un potenciador de la absorcion se liberan desde el producto farmacéutico acabado con mas rapidez
que desde una composicion farmacéutica correspondiente que comprende un vehiculo protector resistente a acido
(por ejemplo, un recubrimiento entérico). En una realizacion adicional mas, se alcanza una concentracion plasmatica
maxima del agente peptidico activo en el paciente en 60 minutos o menor.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para potenciar la biodisponibilidad de la calcitonina de
salmén liberada por via oral a través del producto farmacéutico acabado descrito anteriormente, en el que el
procedimiento comprende liberar de forma selectiva dicha calcitonina de salmén junto con al menos un agente
reductor del pH y al menos un potenciador de la absorcion en el canal de alimentacion del paciente tras el paso del
producto farmacéutico acabado a través de la boca del paciente; en el que el compuesto reductor del pH se libera
mediante dicho producto en una cantidad que, si el producto se afiadiera a 10 mililitros de una solucién 0,1 M de
bicarbonato sddico acuoso, seria suficiente para reducir el pH de dicha solucién a no mas de 5,5.

En un aspecto adicional de la invencion, la calcitonina de salmén, el al menos un agente reductor del pH y el al
menos un potenciador de la absorciéon se liberan desde el producto farmacéutico acabado con mas rapidez que
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desde una composicion farmacéutica correspondiente que comprende un vehiculo protector resistente a acido. En
una realizacion adicional mas, se alcanza una concentracién plasmatica maxima de la calcitonina de salmén en el
paciente en 60 minutos o menos.

Se cree que la presente invencion reduce la probabilidad de degradacion proteolitica del compuesto peptidico activo.
El efecto de las proteasas del estdmago, que normalmente son mas activas a pH acido, puede minimizarse, si no
eliminarse por completo, mediante la administracion del producto farmacéutico acabado al paciente con el estdmago
vacio, en el que el estbmago contendra pocas de estas proteasas. Después, se cree que el péptido esta protegido
adicionalmente del ataque proteolitico de las proteasas intestinales o pancreaticas, que normalmente son mas
activas a pH basico o neutro. Se cree que cantidades significativas de acido (con el que el agente peptidico activo
esta mezclado) reducen la actividad de las proteasas de accion a pH neutro o basico en el intestino (por ejemplo, las
proteasas luminales o digestivas y las proteasas de la membrana del borde en cepillo) disminuyendo el pH por
debajo del intervalo de actividad 6ptimo de estas proteasas intestinales.

Los potenciadores de la absorcion dentro del producto farmacéutico acabado se usan para potenciar el transporte
del agente peptidico a través de las capas mucosas intestinales, a través de la membrana del borde en cepillo y a la
sangre. De este modo, se cree que la invencion estimula el proceso por el cual el péptido atraviesa la membrana del
borde en cepillo intestinal en la sangre al tiempo que continta protegiendo el péptido de la degradacion proteolitica.

El uso simultaneo de potenciadores de la absorcion junto con un compuesto reductor del pH, de acuerdo con la
invencion, proporciona u efecto sorprendentemente sinérgico sobre la biodisponibilidad con respecto al potenciador
de la absorcion solo o al compuesto reductor de pH solo. Comparese la Tabla 4 (mas adelante), la formulacion |
(calcitonina de salmén sola), la Tabla 3, formulacion | (calcitonina de salmén y compuesto reductor del pH) y la
Tabla 4, formulacion |l (calcitonina de salmén y potenciador de la absorcién) con la formulacién 1l de la Tabla 4
(calcitonina de salmén, compuesto reductor del pH y potenciador de la absorcion).

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion se pondran de manifiesto a partir de la siguiente
descripcién detallada de la invencion.

Descripcion detallada de la invencién

Sorprendentemente se ha descubierto que la administracion de las formulaciones farmacéuticas de la presente
invencion, sin un recubrimiento entérico, aumenta la velocidad de absorcion del péptido (respecto a los productos
farmacéuticos con recubrimiento entérico correspondientes) sin reducir la biodisponibilidad por debajo de niveles
practicos. Aunque se produce alguna reduccion de la biodisponibilidad, no se espera que esta reduccion impida un
tratamiento médico eficaz o que excluya indebidamente las ventajas de mayor velocidad, especialmente en
aplicaciones en las que dicha velocidad es particularmente ventajosa, es decir, en el caso del alivio del dolor. La
presente invenciéon permite una absorcion mas rapida del péptido activo debido a la reduccion del tiempo necesario
para disolver el vehiculo (por ejemplo, una capsula o comprimido) y los ingredientes activos que se van a liberar.
También permite dicha liberacién mas alla aguas arriba en el canal de alimentacion, por ejemplo en el es6fago y/o el
estdmago, en lugar de esperar el paso del material en el intestino. Se proporcionan ingredientes con el producto
farmacéutico acabado de la invencion, preferentemente, aunque no necesariamente, en forma de comprimido de un
tamafo habitual en la industria farmacéutica, formado por una composiciéon farmacéutica oral que comprende uno o
mas de dichos ingredientes peptidicos activos (a dosis adecuadas). El producto farmacéutico acabado puede
prepararse adicionalmente, si se desea, en (por ejemplo), forma de capsula. Las dosis y la frecuencia de la
administracion de los productos se tratan con mas detalle mas adelante. Los pacientes que se pueden beneficiar son
cualquiera que sufra trastornos que responden favorablemente a niveles incrementados de un compuesto que
contiene péptido. Por ejemplo, de acuerdo con la invencién se puede usar calcitonina de salmoén, para tratar
pacientes que sufren trastornos del calcio o enfermedades dseas. La invencion se puede usar, por ejemplo, para
tratar la osteoporosis, la enfermedad de Paget, la hipercalcemia de las neoplasias malignas y similares, con
calcitonina oral, preferentemente calcitonina de salméon. Como alternativa, el agente peptidico activo puede
comprender en su lugar un agente anabdlico éseo tal como una hormona paratiroidea, ya sea de longitud completa o
truncada, que se puede administrar en forma de acido libre o0 amidada. Una realizacion concreta se refiere a la
administracion de PTH[1-31]NH, es decir, una hormona paratiroidea amidada truncada. Ademas, se pueden obtener
efectos analgésicos y/o cardiovasculares a través de la administracion de péptidos que incluyen los denominados
derivados de DALDA, tales como dmt-DALDA (H-2,6-dimetiltirosina-D-arginina-fenilalanina-lisina-NH;). Los
derivados de DALDA y otros péptidos utiles se describen con detalle en la solicitud de numero de serie 11/144,580
presentada el 2 de junio de 2005, concedida al propietario de la presente solicitud.

La calcitonina de salmén es un ingrediente activo para su uso de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, proporciona
una serie de ventajas, incluso sobre la calcitonina humana, aunque se use como agente farmacéutico para pacientes
humanos. Entre las ventajas proporcionadas por el uso de calcitonina de salmén en lugar de calcitonina humana
para el tratamiento de la osteoporosis humana son la mayor potencia, la analgesia y la mayor semivida. La
calcitonina de salmén es mas eficaz que la calcitonina humana natural en el tratamiento, ya que se necesitan dosis
menores que de calcitonina humana. Existe una no homologia sustancial entre la calcitonina de salmén y la humana,
con una identidad de unicamente el 50 % en las secuencias de aminoacidos de las dos calcitoninas.
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Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se cree que la composicién farmacéutica de la que esta compuesto el
producto farmacéutico acabado de la invencion supera una serie de barreras naturales diferentes y no relacionadas
a la biodisponibilidad. Varios componentes de las composiciones farmacéuticas actian superando diferentes
barreras mediante mecanismos adecuados a cada una y tienen como resultado efectos sinérgicos sobre la
biodisponibilidad de un ingrediente peptidico activo. Como se trata mas adelante, las propiedades fisicas y quimicas
inherentes de los péptidos hacen que determinados potenciadores de la absorcidon sean mas eficaces que otros en
el refuerzo de su biodisponibilidad.

El compuesto peptidico activo esta contenido dentro de una formulacién adoptada para administracién oral. De
acuerdo con la invencion, la degradacion proteolitica del péptido por las proteasas del estdmago (la mayoria de las
cuales son activas en el intervalo de pH acido) se reduce, preferentemente, debido a la administracion de la
formulacion al paciente con el estdmago vacio (aunque esto no es necesario para alcanzar resultados adecuados),
mientras que la degradacion por proteasas intestinales o pancreaticas (la mayoria de las cuales son activas en el
intervalo de pH de neutro a basico) se reduce debido al efecto del agente reductor del pH en el ajuste del pH del
ambiente intestinal a niveles subdptimos. Los potenciadores de la solubilidad ayudan al paso del agente peptidico
activo a través de la barrera epitelial intestinal.

Se cree que el agente reductor del pH disminuye el pH local (en el que el agente activo se ha liberado) a niveles por
debajo del intervalo 6ptimo para muchas proteasas intestinales. Esta disminucion del pH reduce la actividad
proteolitica de las proteasas intestinales, de modo que confiere protecciéon al péptido frente a la potencial
degradacion si el péptido esta presente en el intestino. La actividad de estas proteasas se reduce a causa del
ambiente temporalmente acido proporcionado por la invencién. Se prefiere proporcionar suficiente acido para reducir
temporalmente el pH intestinal local a 5,5, o menor, preferentemente a 4,7 o menor y, mas preferentemente, a 3,5 o
menor. La prueba del bicarbonato sédico descrita mas adelante (en la seccion titulada "el agente reductor del pH")
es indicativo de la cantidad de acido requerida. Preferentemente, las condiciones de pH reducido persisten durante
un periodo de tiempo suficiente para proteger al agente peptidico de la degradacion proteolitica hasta que al menos
parte del agente peptidico haya tenido la oportunidad de pasar a la circulacion sanguinea. Para la calcitonina de
salmon, los experimentos han demostrado una Tmax de 5-15 minutos para niveles en sangre de calcitonina de
salmén cuando los componentes activos se inyectan directamente en el duodeno, el ileon o el colon. Los
potenciadores de la absorcidon de la invencion estimulan de forma sinérgica la absorcién del péptido en la sangre,
mientras prevalecen las condiciones de actividad proteolitica reducida. EI mecanismo por el cual se cree que la
invencion logra el objetivo de una biodisponibilidad potenciada se ve ayudado por la liberacion de los componentes
activos del producto farmacéutico acabado juntos del modo mas simultaneo posible. El potenciador (como se
describe con mayor detalle mas adelante) ayuda al transporte del agente peptidico desde el canal de alimentacion a
la sangre y puede estimular el proceso de modo que se produzca mejor durante el periodo de tiempo de pH intestinal
reducido y de actividad proteolitica intestinal reducida. Muchos agentes de superficie activa pueden actuar tanto
como potenciadores de la solubilidad y potenciadores del transporte (captacion). De nuevo, sin desear quedar ligado
a teoria alguna, se cree que potenciar la solubilidad proporciona (1) una liberacion mas simultdnea de los
componentes activos de la invencion en la porcidon acuosa del tracto alimentario, (2) mejor solubilidad del péptido en,
y transporte a través de, una capa mucosa tal como la que se encuentra a lo largo de las paredes intestinales. Una
vez que el ingrediente peptidico activo alcanza, por ejemplo, las paredes intestinales, un potenciador de la captacion
proporciona mejor transporte a través de la membrana del borde en cepillo del intestino a la sangre, mediante
transporte transcelular o paracelular. Como se trata con mayor detalla mas adelante, muchos compuestos preferidos
pueden proporcionar ambas funciones. En estos casos, las realizaciones preferidas que usan ambas de estas
funciones pueden hacerlo anfadiendo solo un compuesto adicional a la composicién farmacéutica. En otras
realizaciones, otros potenciadores de la absorcidon pueden proporcionar las dos funciones por separado.

Cada uno de los ingredientes preferidos del producto farmacéutico acabado de la invencién se trata por separado
mas adelante. Se pueden usar combinaciones de varios agentes reductores o multiples potenciadores, ademas de
usar solo un agente reductor del pH y/o un solo potenciador. Algunas combinaciones preferidas también se tratan
mas adelante.

Ingredientes peptidicos activos

Los ingredientes peptidicos activos que se pueden beneficiar de la liberacion oral de acuerdo con la invencion
incluyen cualquier agente terapéutico que sea fisiolégicamente activo y tenga una pluralidad de aminoacidos y al
menos un enlace peptidico en su estructura molecular. La invencion, a través de varios mecanismos, suprime la
degradacion de los ingredientes activos por la proteasa que, de otro modo, tenderia a escindir uno o mas de los
enlaces peptidicos del ingrediente activo. La estructura molecular puede ademas incluir otros sustituyentes o
modificaciones. Por ejemplo, la calcitonina de salmén, como agente peptidico activo util en el presente documento,
esta amidada en su extremo C. Los péptidos tanto hechos por el hombre como naturales se pueden liberar por via
oral de acuerdo con la invencion.

Los compuestos peptidicos activos de la invencion insulina, vasopresina, calcitonina (incluyendo no solo calcitonina
de salmon sino también otras calcitoninas). Otros ejemplos incluyen, entre otros, el péptido relacionado con el gen
de la calcitonina, la hormona paratiroidea (de longitud completa o truncada, amidada o en forma de acido libre,
modificada adicionalmente o no), derivados de DALDA tal como dmt-DALDA y similares. En la técnica se conocen
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muchos otros. Se espera que cualquier compuesto farmacéutico que tiene enlaces peptidicos que seria objeto de
escision en el tracto gastrointestinal se beneficie de la liberacion oral de acuerdo con la presente invencion por la
reduccion en dicha escision proporcionada por la presente invencion.

Cuando se usa calcitonina de salmoén, preferentemente comprende de 0,02 a 0,2 por ciento en peso respecto al
peso total de la composicidon farmacéutica global. La calcitonina de salmén esta disponible comercialmente (por
ejemplo, en BACHEM, Torrance, CA). Como alternativa, la calcitonina se puede sintetizar mediante procedimientos
conocidos, algunos de los cuales se tratan brevemente mas adelante. Otros agentes peptidicos activos deberian
estar presentes a concentraciones mas altas o mas bajas en funcién de las concentraciones en sangre diana
deseadas y su biodisponibilidad en el sistema de liberacién oral de la invencion (varios se indican en la Tabla 6).

Los precursores de la calcitonina de salmén se pueden fabricar mediante sintesis quimica o recombinante conocida
en la materia. Los precursores de otros agentes peptidicos activos amidados pueden fabricarse de un modo similar.
Se cree que la produccién recombinante es significativamente mas rentable. Los precursores se convierten en
calcitonina de salmon activa mediante reacciones de amidacion que también se conocen en la materia. Por ejemplo,
la amidacién enzimatica se describe en la patente de EE.UU. N° 4.708.934 y las publicaciones de patente europea 0
308 067 y 0 382 403. Se prefiere la producciéon recombinante tanto para el precursor como para la enzima que
cataliza la conversion del precursor en calcitonina de salmoén. Dicha produccidon recombinante se trata en
Biotechnology, Vol. 11 (1993) pag.. 64-70, que describe adicionalmente una conversion de un precursor en un
producto amidado. El producto recombinante notificado en dicha referencia es idéntico a la calcitonina de salmén
natural y a la calcitonina de salmén producida usando sintesis peptidica quimica en soluciéon y en fase solida.
Durante la amidacion se puede usar un ceto-acido tal como un alfa-cetoacido, o sal o éster del mismo, en el que el
alfa-cetoacido tiene la estructura molecular RC(O)C(O)OH, y en el que R se selecciona del grupo que consiste en
arilo, un resto hidrocarburo C1-C4, un resto hidrocarburo C1-C4 halogenado o hidroxilado y un acido carboxilico C1-
C4 en lugar de un cofactor de la catalasa. Ejemplos de estos cetoacidos incluyen, entre otros, piruvato de etilo, acido
pirdvico y sales del mismo, piruvato de metilo, acido benzoilférmico y sales del mismo, acido 2-cetobutirico y sales
del mismo, acido 3-metil-2-oxobutanoico y sales del mismo y acido 2-cetoglutarico y sales del mismo.

La produccion de la calcitonina de salmén recombinante preferida (CTsr) puede proceder, por ejemplo, produciendo
el precursor de la calcitonina de salmén con extension de glicina en E. coli como una proteina de fusién soluble con
glutation-S-transferasa. El precursor de glicina extendida tiene una estructura molecular que es idéntica a la
calcitonina de salmén activa, a excepcién del extremo C (cuando la calcitonina de salmoén termina -pro-NH., mientras
que el precursor termina -pro-gly. Una enzima a-amidante descrita en las publicacion anteriores cataliza la
conversion de los precursores en calcitonina de salmén. Dicha enzima se produce, preferentemente, de forma
recombinante, por ejemplo, en células de ovario de hamster chino (CHO)) como se describe en el articulo de
Biotechnology citado anteriormente. Otros precursores de otros péptidos amidados se pueden producir de un modo
similar. Los péptidos que no requieren amidacion u otras funcionalidades adicionales también se pueden producir de
un modo similar. Otros agentes peptidicos activos estan disponibles comercialmente o se pueden producir mediante
técnicas conocidas en la materia.

El agente reductor del pH

La cantidad total del compuesto reductor del pH que se va a administrar con cada administracion de calcitonina de
salmon deberia ser, preferentemente, una cantidad que, cuando se libera en el intestino, por ejemplo, es suficiente
para reducir el pH intestinal local sustancialmente por debajo del pH éptimo para las proteasas que se encuentran
aqui. La cantidad requerida variara necesariamente con varios factores, incluido el tipo de agente reductor del pH
(que se trata mas adelante) y los equivalentes de protones proporcionados por un agente reductor del pH dado. En
la practica, la cantidad requerida para proporcionar una buena biodisponibilidad es una cantidad que, cuando el
producto farmacéutico de la invencién se afiade a una solucidon de 10 mililitros de bicarbonato sédico 0,1 M,
disminuye el pH de dicha solucion de bicarbonato sédico hasta no mas de 5,5 y, preferentemente, no superior a 4,6,
lo mas preferentemente no superior a 3,5. En algunas realizaciones se ha usado suficiente acido para disminuir el
pH, en la prueba anterior, hasta aproximadamente 2,8. Preferentemente, en la composicién farmacéutica de la
invencion se usan al menos 300 miligramos y, mas preferentemente, al menos 400 miligramos del agente reductor
del pH. Las preferencias anteriores se refieren al peso combinado total de todos los agentes reductores del pH en
los que se usan dos 0 mas de estos agentes en combinacién. La formulacién oral no debe incluir una cantidad de
ninguna base que, cuando se libera junto con el compuesto reductor del pH, prevendria la disminucién del pH de la
prueba de bicarbonato sédico descrita anteriormente a 5,5 o menor.

El agente reductor del pH de la invencién puede ser cualquier compuesto farmacéuticamente aceptable que no sea
toxico en el tracto gastrointestinal y que sea capaz de liberar iones hidrogeno (un acido tradicional) o de inducir un
contenido en iones hidrogeno superior del ambiente local. También puede ser cualquier combinacién de estos
compuestos. Se prefiere que al menos un agente reductor del pH usado en la invencién tenga una pKa no superior
a 4,2y, preferentemente, no superior a 3,0. También se prefiere que el agente reductor del pH tenga una solubilidad
en agua de al menos 30 gramos por 100 mililitros de agua a temperatura ambiente.
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El agente reductor del pH que alcanza el nivel de pH requerido no superior a 5,5 en la prueba de bicarbonato sodico
tratada anteriormente es un acido seleccionado del grupo que consiste en acido citrico, acido tartarico y una sal de
acido de un aminoacido.

Cuando el agente peptidico activo es calcitonina de salmén, determinadas proporciones entre el agente reductor del
pH y la calcitonina de salmén han demostrado ser especialmente eficaces. Se prefiere que la proporcion en peso del
agente reductor del pH y la calcitonina de salmén supere 200:1, preferentemente 800:1 y lo mas preferentemente
2000:1.

El potenciador de la absorcion

Los potenciadores de la absorcion estan preferentes, preferentemente, en una cantidad que constituye de 0,1 a 20,0
por ciento en peso, respecto al peso global de la composicion farmacéutica. Los potenciadores de la absorcion
preferidos son agentes de superficie activa que actdan tanto como potenciadores de la solubilidad como
potenciadores de la captacion. En términos generales, los "potenciadores de la solubilidad" mejoran la capacidad de
los componentes de la invencion para solubilizarse en el ambiente acuoso en el que se liberan inicialmente o en, por
ejemplo, el ambiente lipofilico de la capa mucosa que reviste las paredes intestinales, o en ambos. Los
"potenciadores del transporte (captacion)" (que con frecuencia son los mismos agentes de superficie activa usados
como potenciadores de la solubilidad) son aquellos que facilitan la facilidad con la cual los agentes peptidicos
atraviesan la pared intestinal.

Uno o mas potenciadores de la absorcion pueden realizar una funcién solo (por ejemplo, solubilidad) o uno o mas
potenciadores de la absorcion pueden realizar la otra funcién solo (por ejemplo, captacion), dentro del alcance de la
invencion. También es posible tener una mezccla de varios compuestos, algunos de los cuales proporcionan una
solubilidad mejorada, algunos de los cuales proporcionan una captacion mejorada y/o algunos de los cuales hacen
ambas cosas. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se cree que los potenciadores de la captacion pueden
actuar (1) aumentando el trastorno de la regidon hidrofobica del exterior de la membrana de las células, lo que
permite un aumento del transporte transcelular o (2) extrayendo las proteinas de la membrana, lo que produce un
incremento del transporte transcelular; o (3) ampliando el radio del poro entre las células para un incremento del
transporte paracelular.

Se cree que los agentes de superficie activa son utiles tanto como potenciadores de la solubilidad como como
potenciadores de la captacion. Por ejemplo, los detergentes son utiles en (1) la solubilizacion de todos los
componentes activos rapidamente en el ambiente acuoso en el que se liberan inicialmente (2) la potenciacion de la
lipofilicidad, especialmente el agente peptidico activo, que ayuda a su paso al interior y a través del moco intestinal,
(3) la potenciacion de la capacidad del agente peptidico activo normalmente polar para atravesar la barrera epitelial
de la membrana del borde en cepillo; y (4) el aumento del transporte transcelular o paracelular como se ha descrito
anteriormente.

Cuando los agentes de superficie activa se usan como potenciadores de la absorcion, se prefiere que sean polvos
de flujo libre para facilitar la mezcla y la carga de capsulas durante el proceso de fabricacion. Debido a las
caracteristicas inherentes de la calcitonina de salmén y otros péptidos (por ejemplo, su punto isoeléctrico, peso
molecular, composicién de aminoacidos etc.), determinados agentes de superficie activa interaccionan mejor con
determinados péptidos. De hecho, algunos pueden interaccionar de forma indeseable con las porciones cargadas de
la calcitonina de salmoén y prevenir su absorcion, de modo que se produce una disminucion de la biodisponibilidad. Al
intentar aumentar la biodisponibilidad de la calcitonina de salmén u otros péptidos que el agente de superficie activa
usado como potenciador de la absorcion se selecciona del grupo que consiste en carnitinas.

Una combinacion especialmente preferida que ha funcionado bien con la calcitonina de salmén mezcla agentes de
superficie activa catidnicos con agentes de superficie activa anidnicos que son derivados de colesterol, ambos
solubles a pH acido.

Una combinacién particularmente preferida es un acido biliar soluble en acido junto con un agentes de superficie
activa cationico. Una acilcarnitina y éster de sacarosa es una buena combinacién. Cuando un potenciador de la
absorcion concreto se usa solo, se prefiere que sea un agentes de superficie activa cationico. Las acilcarnitinas (por
ejemplo, lauroilcarnitina), fosfolipidos y acidos biliares son potenciadores de la absorcién particularmente buenos,
especialmente la acilcarnitina. Los tensioactivos aniénicos que son derivados de colesterol también se usan en
algunas realizaciones. Es intencion de estas preferencias evitar las interacciones con el agente peptidico que
interfieran con la absorcién del agente peptidico en la sangre.

Para reducir la probabilidad de efectos secundarios, los detergentes preferidos, cuando se usan como potenciadores
de la absorcién de la invencion, son biodegradables o reabsorbibles (por ejemplo, compuestos biolégicamente
reciclables, tales como acidos biliares, fosfolipidos y/o acilcarnitinas), preferentemente biodegradables. Se cree que
las acilcarnitinas son particularmente utiles en la potenciacion del transporte paracelular. Cuando un acido biliar (u
otro detergente aniénico que carece de hidrocarburos lineales) se usa en combinacidon con un detergente cationico,
la calcitonina de salmon se transporta mejor a y a través de la pared intestinal.
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En algunas realizaciones preferidas y sin intentar quedar ligado a la teoria, se incluyen agentes de intercambio de
iones catidnicos (por ejemplo, detergentes) para proporcionar potenciacion de la solubilidad por otro posible
mecanismo. En particular, pueden prevenir la unién de la calcitonina de salmén u otros agentes peptidicos activos al
moco. Los agentes de intercambio de iones catidnicos preferidos incluyen cloruro de protamina o cualquier otro
polication.

Otros ingredientes opcionales

En algunas realizaciones preferidas se incluye otro péptido (tal como albumina, caseina, proteina de soja, otras
proteinas animales o vegetales y similares) para reducir la adsorcién inespecifica (por ejemplo, la unién del péptido a
la barrera de moco intestinal), de modo que se reduce la concentracion necesaria del caro agente peptidico activo.
Cuando se afiade, el péptido es, preferentemente, de 1,0 a 10,0 por ciento en peso respecto al peso de la
composicion farmacéutica global. Preferentemente, este segundo péptido no es fisioldgicamente activo y, lo mas
preferentemente, es un péptido alimentario tal como un péptido de soja o similar. Sin desear quedar ligado a teoria
alguna, este segundo péptido puede aumentar también la biodisponibilidad actuando como un secuestrante de
proteasas que compite deseablemente con el agente peptidico activo por la interaccion con la proteasa. El segundo
péptido también puede ayudar al paso del compuesto activo a través del higado.

Todas las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir opcionalmente también diluyentes, glicantes,
lubricantes, capsulas de gelatina, conservantes, colorantes y similares farmacéuticos frecuentes en sus tamarios y
cantidades conocidos habituales.

Otras preferencias

Se prefiere que la proporcién en peso del o los agentes reductores del pH y el o los potenciadores de la absorcion
esté entre 3:1 y 20:1, preferentemente 4:1-12:1, y, lo mas preferentemente, 5:1-10:1. El peso total de todos los
agentes reductores del pH y el peso total de todos los potenciadores de la absorcién en una composicion
farmacéutica dada estan incluidos en las proporciones preferidas anteriores. Por ejemplo, si una composicion
farmacéutica incluye dos agentes reductores del pH y tres potenciadores de la absorcion, las proporciones anteriores
se computaran sobre el peso combinado total de ambos agentes reductores del pH y el peso total combinado de los
tres potenciadores de la absorcion.

Se prefiere que el agente reductor del pH, el agente peptidico activo y el potenciador de la absorcion (ya sean
compuestos individuales o una pluralidad de compuestos en cada categoria) esté disperso de forma uniforme en el
producto farmacéutico acabado. En una realizacion, el producto farmacéutico acabado se puede producir en forma
de un laminado que tenga dos o mas capas, en el que el agente peptidico activo esté contenido dentro de una
primera capa y el agente reductor del pH y el potenciador de la absorcion estén contenidos dentro de una segunda
capa laminada con dicha primera capa. En otra realizacion, la composicion del producto comprende granulos que
incluyen un aglutinante farmacéutico que tiene el agente peptidico activo, el agente reductor del pH y el potenciador
de la absorcion dispersados de forma uniforme dentro del aglutinante. Los granulos preferidos también pueden
consistir en un nucleo acido rodeado por una capa uniforme de acido organico, una capa de potenciador y una capa
de péptido rodeada por una capa externa de acido organico. Los granulos se pueden preparar a partir de una mezcla
acuosa que consiste en aglutinantes farmacéuticos, tales como polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa, junto
con los agentes reductores del pH, los potenciadores de la absorcion y los agente peptidicos activos usados en la
invencion.

Procedimiento de fabricacién

La forma de dosificacién de la presente invencidon comprende, en una realizacién preferida, un comprimido que
comprende una laminacién de al menos dos capas. Como se usa en el presente documento, el término "laminacion”
tendra su significado convencional como algo que esta compuesto por capas de material firmemente unido pero que
implica pocas, si algunas, interacciones entre las capas. El componente principal de la primera capa es normalmente
el agente reductor del pH descrito anteriormente. Los principales componentes de la segunda capa normalmente son
el péptido y el potenciador de la absorcion. Cuando se combinan de la forma descrita mas adelante, los
constituyentes forman un comprimido que tiene al menos dos capas. Las capas pueden estar adyacentes entre si,
por ejemplo, la primera capa encima del producto farmacéutico acabado con la segunda capa en la parte inferior o,
como alternativa, la primera capa puede estar dentro y, de este modo, estar contenida por la segunda capa. Aunque
se prefiere un comprimido de dos capas debido a su relativa facilidad de fabricacion, también es posible tener tres o
mas capas, en las que la segunda capa esta sustancialmente compuesta por el péptido y la tercera capa comprende
el tensioactivo.

La primera capa se fabrica mediante granulacion de al menos un agente reductor del pH para formar un primer
material de capa. Aunque el acido citrico es el agente reductor del pH preferido, el acido citrico solo no exhibe las
caracteristicas de compresibilidad requeridas. Por tanto, durante y después de la granulacion se pueden afiadir otros
materiales al agente reductor del pH para mejorar sus propiedades mecanicas. Especificamente, durante la
granulaciéon en un lecho fluido, se pueden afiadir materiales de carga tales como celulosa microcristalina y un
aglutinante de povidona en cantidades bien conocidas en la materia. Después, la granulacion resultante se seca vy,
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opcionalmente, se dimensiona en un molino de cualquier forma bien conocida para los expertos en la materia.
Adicionalmente, la granulaciéon se puede combinar con deslizantes y lubricantes tales como talco y estearato de
magnesio, tal como se ha descrito anteriormente, para mejorar mas la compresibilidad y la fluidez de la granulacion,
de modo que se forma el material de la primera capa.

El material de la segunda capa se forma combinando un péptido y al menos un potenciador de la absorcion (es decir
un tensioactivo). La segunda capa también se puede fabricar en un lecho fluido. Dado que el péptido exhibe una
actividad bioldgica relativamente alta en cantidades pequenias, la segunda capa se produce pulverizando el péptido y
un agente de unién, tal como povidona, sobre un tensioactivo o una mezcla de al menos un excipiente y el
tensioactivo. Como se ha descrito anteriormente, el tensioactivo normalmente es una acilcarnitina, prefiriéndose en
la presente invencién la lauroil-1-carnitina. El excipiente opcional normalmente comprende una cantidad de una
carga, tal como celulosa microcristalina, suficiente para proporcionar una adherencia adecuada entre las capas,
como entiende un experto en la técnica. A continuacion, la granulacion resultante se seca y, opcionalmente, se
dimensiona en un molino de cualquier forma bien conocida para los expertos en la materia. Por ultimo, la granulacion
se transfiere opcionalmente a un mezclador en el que la granulacion se mezcla opcionalmente con un disgregante tal
como croscarmelosa sodica o uno o mas de otros disgregantes adecuados en cantidades de hasta
aproximadamente 10,0 % del peso de la granulacion, prefiriéndose aproximadamente 2,0 % en peso. Aunque
opcionales, se prefieren los disgregantes porque se cree que potencian la biodisponibilidad del péptido facilitando
una liberacién mas completa del péptido casi al mismo tiempo que la liberacion del agente reductor del pH.

También se pueden afadir otros lubricantes y aditivos, tales como estearato de magnesio y acido estearico, asi
como otros excipientes tales como diéxido de silicio coloidal y povidona para mejorar las propiedades del material de
la segunda capa de un modo conocido en la materia.

Después, en una prensa de compresion de dos capas estandar se introduce una porcion del material de la primera
capa y se carga en un troquel o un molde. Después, el material de la primera capa se comprime parcialmente para
crear una primera capa. La compresion parcial normalmente es necesaria para prevenir la mezcla sustancial entre el
material de la primera capa y el material de la segunda capa cuando el material de la segunda capa se afiade al
troquel. Después de la compresion parcial del material de la primera capa, el material de la segunda capa se afade
después al troquel que contiene la primera capa. Los materiales de la primera y la segunda capa se comprimen
después juntos para formar un comprimido que tiene dos capas.

Normalmente, el material de la primera capa constituye aproximadamente del 50 % al 90 % del peso total del
comprimido final. Preferentemente, el material de la primera capa constituye aproximadamente el 70 % del peso total
del comprimido. Normalmente, el material de la segunda capa constituye aproximadamente del 50 % al 10 % del
peso total del comprimido final. Preferentemente, el material de la segunda capa constituye aproximadamente el
30 % del peso total del comprimido final.

Dado que el material de la primera capa se habia comprimido parcialmente antes en una capa, se evita el mezclado
sustancial del material de la segunda capa con el material de la primera capa. La estructura de dos capas de la
presente invencion impide sustancialmente el contacto entre el agente reductor del pH y el péptido y el tensioactivo.
Especificamente, en la interfaz entre las dos capas, normalmente menos del 0,1 % del péptido contacta con el
agente reductor del pH.

En una realizacion alternativa, el producto farmacéutico acabado de la invencidon (por ejemplo, calcitonina de
salmon) puede incluir una capsula de gelatina de tamafo 00 cargada con 0,25 mg de péptido, 400 mg de acido
citrico granular (disponible, por ejemplo en Archer Daniels Midland Corp.); 50 mg de acido taurodesoxicélico
(disponible, por ejemplo, en SIGMA) y 50 mg de lauroilcarnitina (SIGMA). Todos los ingredientes se adaptan,
preferentemente, para la insercion eventual en la capsula de gelatina y son, preferentemente, polvos que se pueden
afiadir a un mezclador en cualquier orden. Después, el mezclador se acciona durante aproximadamente 5 minutos
hasta que los polvos se mezclan completamente. Después, los polvos mezclados se cargan en un extremo grande
de las capsulas de gelatina. El otro extremo de la capsula se afade después y las capsulas se cierran
instantaneamente.

Dada la biodisponibilidad potenciada proporcionada por la presente invencion, la concentracion del agente peptidico
activo relativamente caro (por ejemplo, "calcitonina de salmoén, PTH, vasopresina, DALDA, DMT-DALDA, insulina,
etc.) en la preparacion farmacéutica de la invencion se puede mantener relativamente baja. Ejemplos de formulacion
especificos se exponen en los ejemplos que se proporcionan a continuacion.

Tratamiento de pacientes

Cuando se elige calcitonina de salmén como ingrediente activo para el tratamiento de la osteoporosis, se
recomienda la administracion periddica. La calcitonina de salmoén se metaboliza rapidamente con una semivida de
Unicamente 20-40 minutos tras la administracion subcutanea en un hombre. No obstante, su efecto beneficioso
sobre los osteoclastos es mucho mas duradero y puede durar hasta mas de 24 horas, a pesar de la rapida
disminucion en los niveles sanguineos. Normalmente no hay niveles detectables en sangre mas de dos horas
después de la inyeccion de la calcitonina de salmén a dosis convencionales. De acuerdo con lo anterior, se prefiere
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la administracién perioédica de una dosis aproximadamente 5 dias a la semana. La administracién subcutanea de
calcitonina de salmoén (100 unidades internacionales) con frecuencia ha dado lugar a una concentraciéon maxima en
suero de aproximadamente 250 picogramos por mililitro. Se ha demostrado que la calcitonina de salmoén
administrada por via nasal (200 unidades internacionales) es eficaz contra la osteoporosis a niveles maximos tan
bajos como de 10 picogramos por mililitro. Algunos pacientes han notificado algunas molestias gastrointestinales a
niveles maximos altos (por ejemplo, a o por encima de 200 picogramos por mililitro). De acuerdo con lo anterior, se
prefiere que la calcitonina de salmén alcance un pico sérico entre 10 y 150 picogramos por mililitro, mas
preferentemente entre 10 y 50 picogramos por mililitro. Los niveles en suero pueden medirse mediante técnicas de
radioinmunoensayo conocidas en la materia. El médico responsable puede vigilar la respuesta del paciente, los
niveles en sangre de calcitonina de salmén o los marcadores sustitutos de enfermedad 6sea (tales como piridinolina
o desoxipiridinolina), especialmente durante la fase inicial del tratamiento (1-6 meses). Después, podra alterar la
dosis algo para contar con el metabolismo individual de cada paciente y la respuesta.

La biodisponibilidad que se puede conseguir de acuerdo con la presente invencion permite la liberaciéon oral de
calcitonina de salmén en la sangre a la concentracion preferida identificada anteriormente, usando solo 300-3.000
microgramos de calcitonina de salmon por capsula, preferentemente 300-1.200 microgramos, especialmente entre
300 y 600 microgramos.

Se prefiere usar un solo comprimido o capsula en cada administraciéon porque una sola dosis del producto
proporciona mejor la liberacion simultanea del polipéptido, el agente reductor del pH y los potenciador de la
absorcion. Esto es altamente deseable porque el acido es mejor capaz de reducir el ataque proteolitico indeseable
sobre el polipéptido cuando el acido se libera en una proximidad estrecha de tiempo para liberar el polipéptido. Por
tanto, la liberacion casi simultanea se consigue mejor administrando todos los componentes de la invencién como un
solo comprimido o capsula. No obstante, la invenciéon también incluye, por ejemplo, dividir la cantidad requerida de
acido y potenciadores entre dos o mas comprimidos o capsulas que se pueden administrar juntos de forma que
proporcionan juntos la cantidad necesaria de todos los ingredientes. La expresién "composicion farmacéutica”, como
se usa en el presente documento, incluye una dosificacion completa adecuada para una administracion concreta a
un paciente humano, con independencia de cémo se subdivide siempre que sea para la administracion
sustancialmente simultanea.

A continuacién, se expone una serie de tablas que muestran el efecto sobre la biodisponibilidad causado variando
determinados parametros. Excepto en lo que respecta a los estudios humanos notificados en el presente
documento, las cantidades de los ingredientes se pueden modificar con respecto a las reivindicadas en el presente
documento para justificar las diferencias entre seres humanos y los animales usados en los modelos animales.

Tabla 1

Efecto del pH tampon sobre la absorcién de calcitonina de salmén en el duodeno de rata

L . Calcitonina maxima en plasma Biodisponibilidad absoluta en
Formulacion pH .
ng/ml porcentaje
. Citrato/acido citrico (77 mg)
5 0,4 0,02
Calcitonina (0,1 mg)
II. Citrato/acido citrico (77 mg)
4 1,9 0,10

Calcitonina (0,1 mg)

lll. Citrato/acido citrico (77
mg) 3 4.1 0,64
Calcitonina (0,1 mg)

IV. Citrato/acido citrico (77
mg) 2 4,8 0,69
Calcitonina (0,1 mg)

pH tampén

Procedimiento:

10



10

15

20

25

ES 2541309 T3

Se anestesié a ratas Wistar hembra (250-275 g) (n=3 para cada formulacién) con ketamina y xilazina antes de la
insercion de una canula en la arteria carétida. La canula estaba provista de una valvula de tres vias a través de la
cual se obtuvieron las muestras de sangre y se sustituyé por solucién salina fisiolégica. Se realizé una incision
central en la cavidad abdominal y se inyectaron 0,5 ml de la formulacion directamente en el duodeno expuesto. El pH
de la formulacién se ajustd mezclando cantidades variables de concentraciones molares iguales de acido citrico y
citrato sédico. Se obtuvo sangre (0,5 ml) antes y a 5, 15, 30, 60 y 120 minutos después de la administracion de la
formulacién. Las muestras de sangre se centrifugaron durante 10 minutos a 2.600 g y el sobrenadante de plasma
resultante se almacené a -20 °C. La concentracion de calcitonina en plasma se determind mediante un
radioinmunoensayo competitivo. La biodisponibilidad absoluta (es decir, respecto a una dosis intravenosa de
calcitonina) se calculé a partir de las areas bajo la curva obtenidas de los graficos de la concentracion plasmatica de
calcitonina en funcién del tiempo.

Resultados y discusién:

Cuando el pH del tampdn se redujo de 5 (formulacion I) a 4 (formulacion 1l), la biodisponibilidad absoluta aumenté 5
veces de 0,02 % a 0,1 %. Cuando el pH se redujo a 3 (formulacion lll), la biodisponibilidad absoluta aumenté 6,4
veces mas. Se produjo muy poco incremento en la biodisponibilidad de calcitonina cuando el pH se redujo a 2. La
biodisponibilidad global de la calcitonina aumentoé 32 veces cuando el pH del tampdn se redujo de 5 a 3.

Tabla 2
Efecto de la concentracién de acido citrico sobre la biodisponibilidad de la calcitonina de salmén en el
duodeno de rata
» Calcitonina maxima en plasma| Biodisponibilidad absoluta en
Formulacion .
ng/ml porcentaje
I. Acido citrico (9,6 mg)
Acido taurodesoxicélico (5 mg)
3,65 0,25
Manitol (22 mg)
Calcitonina (0,1 mg)
II. 1. Acido citrico (48 mg)
Acido taurodesoxicélico (5 mg)
17,44 2,43
Manitol (22mg)
Calcitonina (0,1mg)

Procedimiento:

Formulaciones que consisten en una cantidad constante de acido taurodesoxicolico y 2 cantidades diferentes de
acido citrico en un volumen total de 0,5 ml se administraron en los duodenos de ratas anestesiadas como se
describe en la leyenda de la Tabla 1. En las formulaciones se incluydé manitol como marcador para medir el
transporte paracelular. Se extrajeron muestras de sangre a varios tiempos y se analizaron para determinar la
calcitonina como se ha descrito anteriormente.

Resultados y discusion:

La biodisponibilidad de la calcitonina de salmén administrada en presencia de 9,6 mg de acido citrico (I) fue del 0,25
%, mientras que en presencia de 48 mg de acido citrico (Il) la biodisponibilidad fue de 2,43 %. En presencia de una
cantidad fija de acido taurodesoxicolico, la biodisponibilidad de la calcitonina de salmén aumentd casi 19 veces
cuando la cantidad de acido citrico en la formulacién solo se incremento 5 veces.

Tabla 3

Efecto de los potenciadores en presencia de acido citrico sobre la absorcién de calcitonina de salmén en el duodeno
de rata

Formulacion Calcitonina maxima en | Biodisponibilidad absoluta en

plasma ng/mi porcentaje
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I. Acido citrico (77 mg)
4,8 0,69

Calcitonina (0,1 mg)

II. 1. Acido citrico (48 mg)
Acido taurodesoxicélico (5 mg) 26,59 3,03

Calcitonina (0,1 mg)

1. 1. Acido citrico (48 mg)

Acido taurodesoxicélico (5 mg)
36,48 4,54
Cloruro de cetilpiridinio (5 mg)

Calcitonina (0,1 mg)

IV. 1. Acido citrico (48 mg)
Tween-20 (5 mg) 15,50 3,10

Calcitonina (0,1 mg)

V. Acido citrico (48 mg)

Ester de sacarosa-15 (5 mg)
38,93 5,83
Manitol (22 mg)

Calcitonina (0,1 mg)

VI. Acido citrico (48 mg)
Cloruro de lauroilcarnitina (5 mg) 38,89 4,53

Calcitonina (0,1 mg)

VII. Acido citrico (48 mg)
Diheptanoilfosfatidilcolina (5 mg) 20,93 2,97

Calcitonina (0,1 mg)

Procedimiento:

Formulaciones que consisten en acido citrico, calcitonina y varias clases de potenciadores en un volumen total de
0,5 ml se administraron en los duodenos de ratas anestesiadas como se describe en la leyenda de la Tabla 1. En la
formulacién V se incluyd manitol como marcador para medir el transporte paracelular. Se extrajeron muestras de
sangre a varios tiempos y se analizaron para determinar la calcitonina como se ha descrito anteriormente.

Resultados y discusién:

En ausencia de un potenciador, la biodisponibilidad absoluta de la calcitonina fue del 0,69 %. La inclusién de un
fosfolipido hidrosoluble (formulacion VII) aumento la biodisponibilidad 4,3 veces a 2,97 %. El potenciador mas eficaz
fue la clase de éster de azucar (formulacion V) en la que la biodisponibilidad de la calcitonina fue 5,83 %. El uso de
una mezcla de acido biliar y un detergente cationico (formulacion 1), un detergente no iénico (formulacion 1V) y una
acilcarnitina (formulacién VI) tuvo como resultado biodisponibilidades intermedias que varian de 3,03 % a 4,53 %.
Las diferencias en las biodisponibilidades de la calcitonina en presencia de varias clases de potenciadores son
menores en comparacion con las observadas cuando solo hay acido citrico y ningin potenciador presente en la
formulacion.
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Tabla 4

Efecto de la lauroilcarnitina en presencia de varios aditivos sobre la absorcion de calcitonina de salmén en el

duodeno de rata

Formulacion Calcitonina maxima en Biodisponibilidad gbsoluta en
plasma ng/mi porcentaje

I. Calcitonina (1 mg) 9,44 0,096
II. Cloruro de lauroilcarnitina (5 mg)

2,27 0,17
Calcitonina (0,1 mg)
. Cloruro de lauroilcarnitina (5 mg)
Acido citrico (48 mg) 38,89 4,53
Calcitonina (0,1 mg)
IV. Cloruro de lauroilcarnitina (1mg)
Acido citrico (48 mg) 27,72 4,81
Calcitonina (0,1mg)
V. Cloruro de lauroilcarnitina (5 mg)
Diheptanoilfosfatidilcolina (5 mg) 44,89 6,45
Acido citrico (48 mg) Calcitonina (0,1mg)
VI. Cloruro de lauroilcarnitina (5 mg)
Seroalbumina bovina (25 mg) 4,58 0,42
Calcitonina (0,1 mg)

Procedimiento:

Formulaciones que consisten en lauorilcarnitina, calcitonina y varios otros compuestos en un volumen total de 0,5 ml
se administraron en los duodenos de ratas anestesiadas como se describe en la leyenda de la Tabla 1. Se extrajeron
muestras de sangre a varios tiempos y se analizaron para determinar la calcitonina como se ha descrito
anteriormente.

Resultados y discusién:

En ausencia de acido citrico o cualquier potenciador (formulacion 1), la biodisponibilidad absoluta de la calcitonina
fue del 0,096 %. En presencia de 5 mg de cloruro de lauroilcarnitina (formulacién 11), la biodisponibilidad aumenté 1,8
veces a 0,17 %. Cuando se incluyé acido citrico con lauroilcarnitina (formulacion 1ll), la biodisponibilidad aumenté 27
veces mas a 4,53 %. Una reduccion de 5 veces en la cantidad de lauroilcarnitina pero no de acido citrico
(formulacién V) no redujo significativamente la biodisponibilidad de la calcitonina de salmén. La inclusion de 5 mg de
diheptanoilfosfatidilcolina en la formulacion 1ll para producir la formulacién V aumenté la biodisponibilidad
ligeramente (1,4 veces). La sustitucion de 25 mg de seroalbumina bovina por acido citrico (formulacion VI) redujo la
biodisponibilidad de 4,53 % (formulacion 1ll) a 0,42 %. Estos resultados, en conjunto, muestran el efecto sinérgico
entre una sustancia reductora del pH como el acido citrico y un potenciador como la lauroilcarnitina.
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Tabla 5
Efecto de la formulacién sobre la absorcién de calcitonina de salmén en el duodeno de perro
L Calcitonina maxima en Biodisponibilidad absoluta en
Formulacion .
plasma ng/mi porcentaje
I. Calcitonina (25mg) 1,15 0,015
. Acido citrico (192 mg)
10,65 0,37
Calcitonina (10 mg)
. Acido citrico (192mg)
Acido taurodesoxicélico (20 mg) 14,99 0,81
Calcitonina (5 mg)

Procedimiento:

Se implantaron quirdrgicamente puertos de acceso vascular modificados en el duodeno, ileon y colon de perros
beagle macho. El septo/cuerpos reservorio de los puertos se implantaron bajo la piel y se usaron como sitios de
administracion de las formulaciones de calcitonina. Antes y después de la administracion de formulaciones de
calcitonina en perros conscientes, los puertos se lavaron con 2 ml de la formulacién sin calcitonina. Se extrajo
sangre (2 ml) a través de tubos de angiocatéter en la vena de la para a t= 30,15 y 0 antes de la administracion de
calcitonina y a 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y cada 15 minutos después de 2 horas. Las muestras de sangre se
centrifugaron durante 10 minutos a 2.600 g y el sobrenadante de plasma resultante se almacené a -20 °C. La
concentracion de calcitonina en plasma se determind mediante un radioinmunoensayo competitivo. La
biodisponibilidad absoluta (es decir, respecto a una dosis intravenosa de calcitonina) se calculé a partir de las areas
bajo la curva obtenidas de los graficos de la concentracion plasmatica en funcion del tiempo obtenida.

Resultados y discusion:

La biodisponibilidad absoluta de la calcitonina administrada en agua (I) fue 0,015 %. En presencia de 192 mg de
acido citrico (Il), la biodisponibilidad de la calcitonina aumenté 25 veces. La inclusion de 20 mg de acido
taurodesoxicélico en la formulacion (Ill) produjo un incremento adicional por 2,2 veces de la biodisponibilidad
absoluta a 0,81 %. La combinacion de un compuesto reductor del pH, acido citrico y un potenciador, acido
taurodesoxicélico, tuvo como resultado un incremento global de 54 veces de la biodisponibilidad absoluta de la
calcitonina de salmén.

Tabla 6
Efecto del acido citrico y lauroilcarnitina sobre la biodisponibilidad de la vasopresina, la calcitonina y la insulina en
ratas
Péptido Formulacion Péptido maximo en plasma| Biodisponibilidad gbsoluta en
ng/ml porcentaje
Vasopresina (1 mg) 0,62 0,38
. Vasopresina (0,1 mg)
[Arg’]-Vasopresina .
Acido citrico (48 mg) 24,3 8,10
Lauroilcarnitina (5 mg)
Calcitonina (1 mg) 9,44 0,096
Calcitonina (0,1 mg)
Calcitonina de salmon |
Acido citrico (48 mg) 27,72 4,81
Lauroilcarnitina (5 mg)
Insulina humana Insulina (1 mg) 0,56 0,07
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Acido citrico (48 mg)

Insulina (1 mg)
Acido citrico (48 mg) 18,3 0,76

Lauroilcarnitina (5 mg)

Procedimiento:

Formulaciones que consisten en [Arg ®|-vasopresina, calcitonina de salmén recombinante o insulina
humana y se administraron los aditivos indicados en un volumen total de 0,5 ml en los duodenos de ratas
anestesiadas como se describe en la leyenda de la Tabla 1. Se extrajeron muestras de sangre a varios
tiempos y se analizaron para determinar el péptido indicado como se ha descrito anteriormente.

Resultados y discusion:

En ausencia de cualquier aditivo, la biodisponibilidad absoluta de la [arg.sup.8]-vasopresina administrada
intraduodenalmente fue del 0,38 %. Cuando se afadieron acido citrico y lauroilcarnitina a la formulacion, la
biodisponibilidad de la vasopresina aument6 a 8,1 %. La biodisponibilidad de calcitonina en ausencia de un acido y
un potenciador fue de 0,096 %, que fue menor que para la vasopresina no formulada. No obstante, cuando se
incluyeron acido citrico y lauroilcarnitina a la formulacion, la biodisponibilidad aument6 50 veces a a 4,53 %. En
ausencia de acido citrico, la insulina humana ni siquiera se pudo disolver en agua. En presencia de acido citrico,
todo el péptido se disolvio faciimente y la biodisponibilidad absoluta de la insulina humana administrada
intraduodenalmente fue del 0,07 %. La biodisponibilidad absoluta de la insulina aumento 10 veces cuando se incluyo
lauroilcarnitina en la formulacién. Estos resultados indican que la biodisponibilidad de los péptidos no formulados fue,
como maximo, 0,38 % y que la inclusiéon de un acido organico, tal como acido citrico, y un potenciador, tal como
lauroilcarnitina, aumento la biodisponibilidad del péptido hasta 8,1 %.

Tabla 7

Efecto del recubrimiento entérico sobre la absorcién de CTs a partir de capsulas en perros:

Recubrimiento Acido citrico Lauroil-carnitina CTs Crmax Tmax
entérico
(mg) (mg) (mg) (pg/ml + sem) (min £ sem)
Si 632 65 12,84 15763 + 4196 98 +13
No 643 66 13,07 3295 + 823 28 +4

Concentracion plasmatica maxima de CTs corregida a una dosis de 1 mg.

v Tiempo cuando la Concentracion plasmatica maxima de CTs detectada.

Las capsulas de HPMC tamafio 00 (hidroxipropilmetilcelulosa) se llenaron cada una con una mezcla en polvo que
consiste en acido citrico, lauroilcarnitina y calcitonina de salmén (CTs). La mitad de las capsulas se recubrieron con
una solucién de recubrimiento entérico de EUDRAGIT L30D-55 (un copolimero de acido metacrilico con éster
metilico de acido metacrilico, un recubrimiento entérico disponible en ROHM Tech Inc., Maidan, Mass.), y las
capsulas restantes no se recubrieron con recubrimiento entérico. El procedimiento de recubrimiento correspondio al
ensefiado en el documento USP 6,086,918 en la col. 11, linea 50 a col. 12, linea 11. El contenido promedio de la
capsula para las capsulas con recubrimiento entérico y sin recubrimiento entérico se muestra en la tabla. A ocho
perros en ayunas se administré por via oral 1 capsula sin recubrir y 2 semanas después se les administré por via
oral una capsula con recubrimiento entérico. Tras la administracion de cada capsula se extrajeron muestras de
sangre a intervalos de 15 minutos a partir de un catéter integrado durante hasta 4 horas. Las muestras de sangre se
centrifugaron y los sobrenadantes de plasma resultantes se almacenaron congelados a -20 °C. Las muestras de
sangre se analizaron después para determinar la CTs mediante un ELISA directo. Los resultados resumidos en la
tabla como la concentracion plasmatica maxima de CTs normalizada a una dosis de 1 mg indica que la CTs se
detectd en perros a los que se administré por via oral capsulas con recubrimiento entérico asi como capsulas sin
recubrir. En el plasma de perros a los que se administraron capsulas con recubrimiento entérico se detecto casi tres
veces mas CTs que en los que recibieron capsulas sin recubrimiento. La concentracién maxima de CTs en los
perros a los que se administraron por via oral capsulas sin recubrir se observd a los 30 minutos de su
administracion. La concentracion maxima de CTs en los perros a los que se administraron capsulas con
recubrimiento entérico se observé a los 98 minutos de su administracion. Estos resultados demuestran que una
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cantidad terapéuticamente eficaz de CTs puede absorberse a partir de capsulas que no tienen recubrimiento
entérico y en un marco de tiempo mucho mas rapido, mientras que la cantidad de CTs detectada en la sangre es
menos que la observada a partir de capsulas con recubrimiento entérico. La mayor velocidad puede ser una ventaja,
especialmente en el caso de los péptidos en los que la velocidad es mas importante que la biodisponibilidad global
(por ejemplo, analgésicos). También puede haber una ventaja en la eficiencia de la producciéon cuando no se
requiere el recubrimiento entérico.

Tabla 8
Efecto de la formulacién sobre la absorcion de CTs a partir de capsulas sin recubrimiento entérico entérico en
perros:

Acido citrico Lauroil-carnitina Sacarosa CTs Crax Tmax
(mg) (mg) (mg) (mg) (pg/ml + sem) (min £ sem)
679 67 0 5,37 5430 + 3203 26 +2,8
824 0 0 5,31 4612 + 2766 24 +3,9

0 70 712 6,17 1020 £ 570 41193
0 0 805 5,31 18112 225

Concentracion plasmatica maxima de CTs corregida a una dosis de 1 mg.
v Tiempo cuando la Concentracion plasmatica maxima de CTs detectada.

™ Solo se detecté CTs en 1 de 8 perros.

Las capsulas de HPMC tamafio 00 (hidroxipropilmetilcelulosa) se llenaron cada una con una mezcla en polvo que
consiste en acido citrico, lauroilcarnitina, sacarosa y calcitonina de salmén (CTs). El contenido promedio de la
capsula para las capsulas se muestra en la tabla. Cada semana se administro por via oral a ocho perros en ayunas
1 de las capsulas sin recubrir. Tras la administracion de la capsula se extrajeron muestras de sangre a intervalos de
15 minutos a partir de un catéter integrado durante hasta 4 horas. Las muestras de sangre se centrifugaron y los
sobrenadantes de plasma resultantes se almacenaron congelados a -20 °C. Las muestras de sangre se analizaron
después para determinar la CTs mediante un ELISA directo. Los resultados resumidos en la tabla como la
concentracion plasmatica maxima de CTs normalizada a una dosis de 1 mg indican que la concentracion mas alta de
CTs se detectd en perros a los que se administré por via oral capsulas sin recubrir que contenian acido citrico. En
ausencia de acido citrico pero en presencia de lauroilcarnitina, la concentracion maxima de CTs en el plasma de
perros disminuyd un 80 %. En ausencia de acido citrico y lauroilcarnitina, la concentracion maxima de CTs en
perros disminuy6 un 99 %. Estos resultados indican la importancia de un acido y un potenciador de la absorcion.

Tabla 9

Absorcién de péptidos sin CTs de capsulas sin recubrimiento entérico en perros:

Péptido Dosis mg Conax Tmax
(pa/ml + sem) (min + sem)
Dmt-DALDA 2,40 7484 + 1486 28 +4
PTH (1-31) NH2 15,8 240 £ 78 15
Insulina 6,98 460 + 95 15

Concentracion plasmatica maxima de CTs corregida a una dosis de 1 mg.

- Tiempo cuando la Concentracion plasmatica maxima de CTs detectada.

Las capsulas de HPMC de tamaio 00 se llenaron cada una con una mezcla en polvo que consiste en al menos 500
mg de acido citrico, 50 mg de lauroilcarnitina y 1 de los péptidos indicados. Cada semana se administré por via oral
a ocho perros en ayunas 1 de las capsulas sin recubrir. Tras la administracion de la capsula se extrajeron muestras
de sangre a intervalos de 15 minutos a partir de un catéter integrado durante hasta 4 horas. Las muestras de sangre
se centrifugaron y los sobrenadantes de plasma resultantes se almacenaron congelados a -20 °C. Las muestras de
plasma se analizaron después para detectar Dmt-DALDA, PTH(1-31)NH. o insulina, respectivamente. Los resultados
resumidos en la tabla indican que los 3 péptidos pudieron detectarse en plasma de perros a concentraciones
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suficientes para permitir un uso terapéutico. No obstante, la concentracion maxima del péptido detectado parece
depender del tamaiio, la secuencia y/o la estructura.
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REIVINDICACIONES

Un producto farmacéutico acabado adaptado para liberacion oral de un agente peptidico fisioldgicamente
activo, comprendiendo dicho producto:

(@) una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho péptido activo seleccionado del grupo que consiste en
calcitoninas, hormonas paratiroideas, H-tirosina-D-Arginina-fenilalanina-lisina-NH. y sus derivados, insulina 'y
vasopresina;

(b) al menos un agente reductor del pH farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo que
consiste en acido citrico, acido tartarico y una sal acida de un aminoacido; y

(c) al menos un potenciador de la absorcién seleccionado del grupo que consiste en acilcarnitinas,

en el que el agente reductor del pH esta presente en dicho producto farmacéutico acabado en una cantidad
que, si dicho producto se anadiera a 10 mililitros de una solucién de bicarbonato sédico acuoso 0,1M, seria
suficiente para disminuir el pH de dicha solucion a no mas de 5,5, y

en el que una superficie externa de dicho producto carece de un vehiculo protector resistente a acido, a
condicion de que dicho producto no comprenda una mezcla que consiste en acido citrico, lauroilcarnitina, talco,
calcitonina de salmén y H-2,6-dimetiltirosina-D-arginina-fenilalanina-lisina-NH, ("Dmt-DALDA").

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto reductor del pH esta
presente en una cantidad que, si dicho producto se anadiera a 10 mililitros de una solucién de bicarbonato
sédico 0,1M, seria suficiente para disminuir el pH de dicha soluciéon a no mas de 3,5.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1, que ademas comprende una cantidad de un segundo
péptido que no es un péptido fisiolégicamente activo eficaz para potenciar la biodisponibilidad de dicho agente
peptidico activo.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1, en el que al menos un agente reductor del pH tiene
una solubilidad en agua de al menos 30 gramos por 100 mililitros de agua a temperatura ambiente.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1, en el que dicho producto comprende granulos que
contienen un aglutinante farmacéutico y, disperso uniformemente en dicho aglutinante, dicho agente reductor
del pH, dicho potenciador de la absorcion y dicho agente peptidico activo.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1,en el que dicho producto comprende una laminacién
que tiene una primera capa que comprende el al menos un agente reductor del pH farmacéuticamente
aceptable y una segunda capa que comprende la cantidad terapéuticamente eficaz de dicho péptido activo;
comprendiendo ademas dicho producto dicho al menos un potenciador de la absorcién, en el que la primera 'y
la segunda capa estan unidas entre si, pero el al menos un agente reductor del pH y el péptido estan
separados dentro de la laminacién de forma que menos del 0,1 % del péptido esta en contacto con el agente
reductor del pH.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1,en el que el agente reductor del pH es seleccionado
del grupo que consiste en acido citrico y acido tartarico.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1, en la que el agente reductor del pH esta presente en
una cantidad de no menos de 300 miligramos.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1, en el que dicho agente peptidico es seleccionado del
grupo que consiste en calcitoninas y hormonas paratiroideas.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacién 1, en el que dicha hormona paratiroidea es
seleccionada del grupo que consiste en hormonas paratiroideas de longitud completa y amidadas.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1, en el que dicha hormona paratiroidea esta incluida en
su forma de acido libre o como un derivado amidado.

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacion 1, en el que la hormona paratiroidea es PTH[1-31]NH..

El producto farmacéutico acabado de la reivindicacién 1, en el que dicho agente peptidico es
seleccionado del grupo que consiste en vasopresina, insulina y H-tirosina-D-arginina-fenilalanina-lisina-
NH. y sus derivados.
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