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DESCRIPCION
Tetrahidrobiopterina para el tratamiento de afecciones asociadas con niveles elevados de fenilalanina
Antecedentes
Campo
La presente invencién se dirige en general a composiciones para tratar trastornos que responden a BH4.
Antecedentes de la tecnologia relacionada

La tetrahidrobiopterina (a la que se hace referencia en esta memoria como BH4) es una amina biogénica de la
familia de las pterinas de origen natural, que es un cofactor para una variedad de enzimas diferentes, que incluyen
hidroxilasa de fenilalanina (PAH), hidroxilasa de tirosina, hidroxilasa de triptéfano y sintasa de éxido nitrico. Las
pterinas estan presentes en los tejidos y fluidos fisiolégicos en formas reducidas y oxidadas, sin embargo, solo la
5,6,7,8, tetrahidrobiopterina es bioldgicamente activa. Es una molécula quiral y se sabe que el enantibmero 6R del
cofactor es el enantiémero biolégicamente activo. Para una revision detallada de la sintesis y los trastornos de BH4,
véase Blau et al., 2001 (Disorders of tetrahydrobiopterin and related biogenic amines. En: Scriver CR, Beaudet AL,
Sly WS, Valle D, Childs B, Vogelstein B, compiladores. The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease. 82
ed. New York: McGraw-Hill, 2001: 1275-1776).

Fiege, et al., Molecular Genetics and Metabolism 81:45-51 (2004) han estudiado la farmacocinética de la
tetrahidrobiopterina (BH4) administrada por via oral y han sugerido una "variabilidad bastante elevada de la BH4
administrada por via oral, probablemente debido a una absorcién diferente en el intestino y/o al efecto del primer
paso". El documento US 4.550.109 describe biopterinas lipoideas y tetrahidrobiopterinas que son solubles en aceite
y se pueden formular como un producto farmacéutico a base de aceite, Util para el tratamiento de la fenilcetonuria,
parkinsonismo, depresién, demencia senil, enfermedad de Alzheimer y enfermedades relacionadas con una carencia
de biopterina.

El documento WO 2005/049000 A2 describe métodos y composiciones para la intervencién terapéutica en la
hiperfenilalaninemia para tratar varios tipos de fenilcetonurias usando composiciones que comprenden BH4.

Se ha propuesto el uso de tetrahidrobiopterina para tratar una variedad de estados patoldgicos diferentes y existe
una necesidad de métodos alternativos y mejorados para administrar este farmaco.

Compendio de la invencién

La presente invencién se refiere a 6R-(L-eritro)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4), o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma, para uso en el tratamiento de afecciones asociadas con niveles elevados de fenilalanina, de
una manera que se mejora 0 maximiza su biodisponibilidad oral desde una administracion a la siguiente. Dicha
afeccion se selecciona a partir del grupo que consiste en fenilcetonuria leve (PKU), PKU clasica e
hiperfenilalaninemia. Dichos usos se pueden aplicar en el tratamiento de cualquier otro trastorno que responda a
BH4, incluyendo enfermedades metabdlicas, enfermedades cardiovasculares, anemia y trastornos neurosiquiatricos.
Los usos de la invencion permiten ventajosamente un mejor control de los sintomas clinicos, p. €j., una disminucion
de la fluctuacion de los niveles plasmaticos de fenilalanina, presion arterial, niveles de neurotransmisores u otros
parametros clinicos.

Tal y como se usa en esta memoria, BH4 se refiere a 6R-(L-eritro)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina. El término BH4 tal y
como se usa en esta memoria, también debe entenderse que significa opcionalmente una sal farmacéuticamente
aceptable de 6R-(L-eritro)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina, a menos que el contexto indique lo contrario.

En un primer aspecto, la invencion proporciona tetrahidrobiopterina (BH4) o una sal farmacéuticamente aceptable de
la misma, para uso en el tratamiento de afecciones asociadas con niveles elevados de fenilalanina, en donde la BH4
0 una sal de la misma es para administracion oral una vez al dia, 5 a 60 minutos después de una comida y en donde
la afeccién se selecciona a partir del grupo que consiste en fenilcetonuria leve (PKU), PKU clasica e
hiperfenilalaninemia.

En una realizacién ejemplar, se informa al paciente de que la absorcion de tetrahidrobiopterina aumenta cuando se
ingiere con alimentos, en comparacion con cuando se ingiere sin alimentos. En algunas realizaciones, se informa al
paciente de que la ingestion poco después de una comida, por ejemplo, una comida rica en grasas y calorias, da
como resultado un aumento en uno, dos, tres o todos los siguientes parametros: concentracion plasmatica media,
Cmax, AUC, AUC (0-t) y/o AUC (inf). En realizaciones ejemplares, se informa al paciente de que la administracion de
BH4 con una comida rica en grasas aumenta la Cmax y la AUC, en comparacién con la administracion de BH4 sin
alimentos (en ayunas). En algunas realizaciones, el aumento relativo puede ser de al menos el 20% o el 30% o mas.

En realizaciones alternativas o ademéas de las realizaciones precedentes, el método de administracién de
tetrahidrobiopterina comprende informar al paciente de que la absorcion de tetrahidrobiopterina aumenta cuando se
ingiere como un comprimido intacto, en comparacion con cuando se ingiere después de disolver en un liquido. En
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algunas realizaciones, se informa al paciente de que la ingestién de comprimidos intactos da como resultado un
aumento de cualquiera de los siguientes parametros: concentracion plasmatica media, Cméax, AUC, AUC (0-t) o AUC
(inf). En realizaciones ejemplares, se informa al paciente de que la administracién de BH4 como un comprimido
intacto aumenta la Cmax y la AUC, en comparacion con la administracion de BH4 después de disolverla en un
liquido. En algunas realizaciones, el aumento relativo puede ser de al menos un 20% o mas.

Cualquiera de las realizaciones anteriores se puede llevar a cabo proporcionando o administrando
tetrahidrobiopterina en un envase que contiene etiquetas impresas que informan al paciente del cambio en los
parametros de absorcion descritos anteriormente.

La presente invenciébn comprende la etapa de proporcionar al paciente que lo necesite, una cantidad
terapéuticamente eficaz de tetrahidrobiopterina. La cantidad terapéuticamente eficaz variara dependiendo de la
afeccion que se va a tratar, y el médico que realiza el tratamiento puede determinarla faciimente basandose en la
mejora de los sintomas clinicos deseados.

En una realizacion ejemplar, tales usos implican la administracion de BH4 en forma disuelta, en donde la formulacion
se disuelve en un liquido que incluye pero no se limita a agua, zumo de naranja y zumo de manzana. Por tanto, BH4
se puede ingerir como un producto liquido o se puede disolver previamente a partir de una forma de dosificacion
sélida o semisdlida antes de la ingestién. En una realizacion adicional, BH4 también se puede disolver en la cavidad
oral a partir de una forma de dosificacion sélida o semisélida antes de tragar la solucion disuelta.

En otra realizacién ejemplar, esos usos implican la administracion de BH4 en una forma de dosificacion sélida que
incluye, pero no se limita a, comprimidos, capsulas, caramelos, pastillas, polvos y granulos, o en forma semisolida,
que incluye, pero no se limita a, un rociado oral en gelatina, que se ingiere sin disolver en un liquido, incluyendo,
pero no limitado a, agua, zumo de naranja y zumo de manzana, antes de tragar.

En otra realizacion, esos usos implican la administracion de BH4, ya sea ingerida en forma de dosificacién sélida o
semisolida, o disuelta en un liquido, con alimentos, p. €j., requiere una comida con alto contenido en grasas o una
comida con alto contenido en grasas y/o calorias. La invencion contempla ademas que BH4, ya sea ingerida o
disuelta, se administra en un momento especifico que incluye, pero no se limita a, la mafnana, el dia, la noche, a la
misma hora del dia, con alimentos, p. e€j., una comida rica en grasas 0 una comida rica en grasas y/o rica en
calorias, una vez al dia. En una realizacion ejemplar, BH4 se ingiere una vez al dia como una forma de dosificacion
solida justo después de las comidas. En una realizacién preferida, la forma de dosificacion sélida es un comprimido
0 una capsula formulada. En realizaciones mas ejemplares, BH4 se ingiere 5 a 20 minutos después de una comida.
Independientemente de si se ingiere como una forma de dosificacion sélida, una forma de dosificacién liquida o
como una solucién disuelta, la exposicion in vivo (o biodisponibilidad) de BH4 es mayor cuando se ingiere justo
después de las comidas, en comparacion con controles en ayunas.

La BH4 se ingiere después de los alimentos. El periodo de tiempo entre el consumo de los alimentos y la ingestion
de BH4, ya sea tragada o disuelta, puede ser de al menos 5 minutos. Por ejemplo, BH4 se puede administrar 60
minutos, 30 minutos, 25 minutos, 20 minutos, 15 minutos, 10 minutos 0 5 minutos después de una comida.

En otra realizacion, para algunos pacientes, p. ej., adultos, los usos de la invenciéon implican administrar un
comprimido intacto en lugar de disolver el comprimido en un liquido, con el fin de mejorar la biodisponibilidad.

También se describe en esta memoria un método para estabilizar BH4 en el tracto intestinal de un paciente
mediante la disminucion del pH intestinal, p. ej., utilizando polimeros de intercambio de protones. También se
contemplan productos correspondientes que comprenden BH4 y excipientes acidificantes, tales como polimeros de
intercambio de protones.

En esta memoria se proporciona un método para aumentar el tiempo de residencia de BH4 en el intestino, que
incluye pero no se limita a ralentizar la motilidad intestinal usando un agente que ralentiza la motilidad intestinal, tal
como un acido graso y/o un éster de acido graso de glicerol. Esos agentes hidrofobos pueden aumentar el tiempo
que BH4 permanece en el intestino y pueden aumentar la cantidad de BH4 que se absorbe. El tiempo que BH4
permanece en el intestino, cuando se formula con ese o0 esos agentes, puede ser al menos una y media veces, al
menos dos veces, al menos tres veces, al menos cuatro veces o al menos cinco veces mas largo que el de una
formulacion de BH4 que no tiene un agente de ese tipo. Los acidos grasos adecuados incluyen &cido oleico, acido
estedrico, acido araquidico, acido palmitico, acido araquidédnico, acido linoleico, acido linolénico, acido erucidico,
acido miristico, acido laurico, acido miristélico y &cido palmitolitico. También se contempla para aumentar el tiempo
de residencia intestinal de BH4, inducir la retencion gastrica usando &acido alginico y la bioadhesién usando
policarbofilo. Se contemplan productos correspondientes que comprenden BH4 y agentes que ralentizan la motilidad
intestinal.

En esta memoria se proporciona un método para modificar la liberacién de BH4 usando una formulacién de
liberacion sostenida tal como HPMC, carbémero, etc. Se contemplan productos correspondientes que sean
formulaciones de liberacion sostenida.

También se describe en esta memoria una formulacién liquida de tetrahidrobiopterina (BH4) o una sal
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farmacéuticamente aceptable de la misma, que incluye una solucion acuosa de BH4 o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma, un antioxidante y un tampén del pH.

También se describe en esta memoria un método para preparar una formulacién liquida de tetrahidrobiopterina
(BH4) o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, que incluye proporcionar una solucién acuosa que
contiene BH4 o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, afadir un antioxidante y un tampén del pH a la
solucién que contiene BH4 o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, burbujeando la solucién acuosa que
contiene BH4 o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, antes o después de la adicion de antioxidante y
tampon del pH, con un gas inerte o dioxido de carbono, y sellando la solucién burbujeada que contiene BH4 o una
sal farmacéuticamente aceptable de la misma, antioxidante y tampdn del pH en un recipiente.

También se describe en la presente memoria un método mejorado para medir BH4 utilizando espectrometria de
masas en tandem y calcular la cantidad de biopterina reducida. Esos métodos pueden proporcionar una deteccion
de BH4 hasta con una sensibilidad para BH4 en el intervalo de 5 - 1000 ng/mL, con una exactitud y precision tal y
como se ejemplifica mediante un % de coeficiente de variacién (CV) por debajo del 15% (20% en el limite inferior de
cuantificacion, LLOQ). Por ejemplo, un método para medir BH4 usando HPLC (RP) acoplada con espectrometria de
masas en tandem (LC/MS/MS) comprende las etapas de: (1) someter a oxidacion muestras de sangre, plasma,
homogeneizados de tejido u orina; (2) someter a yodometria las muestras oxidadas; (3) hacer pasar dichas muestras
oxidadas a través de una columna de intercambio i6nico; (4) medir la biopterina total y oxidada en dichas muestras
usando HPLC y espectrometria de masas en tandem; y calcular la cantidad de biopterina reducida como la
diferencia entre dichas biopterinas totales menos dicha forma oxidada. Por ejemplo, las muestras se tratan con
oxidacion acida, en donde el método comprende las etapas de (1) tratar dichas muestras con KCI, HCI o TCA; (2)
someter dichas muestras oxidadas con acido a yodometria; (3) hacer pasar dichas muestras oxidadas a través de
una columna de intercambio idnico; (4) medir la biopterina total que comprende 6R-BH4, R-q-DHBP (que in vivo se
reduce inmediatamente a 6R-BH4, de manera que la biopterina reducida medida se basa principalmente en 6R-
BH4), DHBP y BP en dichas muestras, usando HPLC y espectrometria de masas en tandem. Por ejemplo, las
muestras se tratan mediante oxidacién alcalina, en donde el método comprende: (1) tratar dichas muestras con Ki, |
o NaOH; (2) someter dichas muestras oxidadas alcalinas a una acidificacion con HCI o TCA; (3) someter dichas
muestras oxidadas a yodometria; (4) hacer pasar dichas muestras a través de una columna de intercambio i6nico;
(5) medir la biopterina oxidada que comprende DHBP y BP usando HPLC y espectrometria de masas en tandem; y
(6) calcular la cantidad de biopterina reducida (6R-BH4 + R-g-DHBP) como la diferencia entre las biopterinas totales
menos la forma oxidada.

También se describe en esta memoria una soluciéon en fase mévil para la separacion mediante HPLC de fase
inversa de dihidrobiopterina, biopterina y analogos de las mismas, incluyendo una solucién acuosa que incluye
metanol, acetato de sodio, acido citrico, EDTA y 1,4-ditioeritritol. De manera similar, se contempla un método para
separar dihidrobiopterina y biopterina, o analogos de las mismas, a partir de una mezcla que contiene tanto las
formas base como dihidro, que incluye realizar una HPLC de fase inversa usando una fase moévil que comprende
una solucién acuosa que incluye metanol, acetato de sodio, acido citrico, EDTA y 1,4-ditioeritritol, sobre una mezcla
que contiene dihidrobiopterina y biopterina, o un analogo de dihidrobiopterina y un analogo de biopterina.

En esta memoria se describe un método para cuantificar las biopterinas en una mezcla de especies de biopterina,
que incluye proporcionar una mezcla que comprende biopterina y al menos una entre dihidrobiopterina y
tetrahidrobiopterina, o analogos de biopterina y al menos una entre dihidrobiopterina y tetrahidrobiopterina,
separando las especies de biopterina en la mezcla mediante HPLC de fase inversa, y, en el caso de
tetrahidrobiopterina y analogos de la misma, realizar una deteccion electroquimica oxidando la tetrahidrobiopterina y
los anélogos de la misma presentes, a través de un primer electrodo a formas quinonoides de dihidrobiopterina,
seguido de una reduccién de las formas quinonoides de nuevo a tetrahidrobiopterina y analogos de la misma
presentes en un segundo electrodo, y medir la corriente generada por la reaccién de reduccion para determinar la
concentracién de las especies, y/o en el caso de dihidrobiopterina, o analogos de la misma, biopterina o analogos de
la misma, midiendo esas especies mediante una deteccion de la fluorescencia después de una oxidacién después
de la columna de las especies de dihidrobiopterina a biopterina.

Para las composiciones y usos descritos en esta memoria, los componentes preferidos y los intervalos de
composicion de los mismos, se pueden seleccionar a partir de los diversos ejemplos proporcionados en esta
memoria.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un patrén de difraccion de rayos X en polvo caracteristico de la forma B polimorfa cristalina del
6R-(L-eritro)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina.

La Figura 2 es un grafico del patrén de difraccion de rayos X caracteristico mostrado por la forma A del diclorhidrato
de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 3 es un grafico del patrén de difraccion de rayos X caracteristico mostrado por la forma F del diclorhidrato
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de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 4 es un gréfico del patron de difraccién de rayos X caracteristico mostrado por la forma J del diclorhidrato
de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 5 es un grafico del patrén de difraccion de rayos X caracteristico mostrado por la forma K del diclorhidrato
de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 6 es un grafico del patrén de difraccién de rayos X caracteristico mostrado por la forma C hidrato del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 7 es un grafico del patrén de difraccién de rayos X caracteristico mostrado por la forma D hidrato del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 8 es un grafico del patron de difraccion de rayos X caracteristico mostrado por la forma E hidrato del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 9 es un grafico del patrén de difraccién de rayos X caracteristico mostrado por la forma H hidrato H del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 10 es un grafico del patron de difraccion de rayos X caracteristico mostrado por la forma O hidrato del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 11 es un gréafico del patrén de difraccion de rayos X caracteristico mostrado por la forma G solvato del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 12 es un grafico del patrén de difraccion de rayos X caracteristico mostrado por la forma | solvato del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 13 es un grafico del patrén de difraccion de rayos X caracteristico mostrado por la forma L solvato del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 14 es un gréafico del patrén de difraccién de rayos X caracteristico mostrado por la forma M solvato del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 15 es un grafico del patron de difraccion de rayos X caracteristico mostrado por la forma N solvato del
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La Figura 16 es un diagrama de flujo para la medicion de biopterina.
La Figura 17 es un resumen de la validacion del ensayo de biopterina.

La Figura 18 es una tabla que muestra los parametros farmacocinéticos de las biopterinas totales en plasma
después de una Unica administracién oral de sapropterina (BH4) a ratas.

La Figura 19 muestra la concentraciéon de biopterina en plasma y la proporcion de la forma reducida después de la
administracion de una dosis Unica de sapropterina (BH4) a ratas.

La Figura 20 muestra la concentraciéon de biopterina en plasma y la proporcion de la forma reducida después de la
administracion de una dosis Unica de sapropterina (BH4) a monos.

La Figura 21 es una tabla que muestra los parametros farmacodinamicos de las biopterinas totales en plasma
después de la administracién de una dosis Unica de sapropterina (BH4) a monos.

La Figura 22 muestra la pauta de eventos para la evaluacion de la seguridad.

La Figura 23 muestra las concentraciones plasmaticas medias de BH4 después de una administracion oral de 10
mg/kg de BH4 en forma de comprimidos disueltos e intactos en ayunas y comprimidos intactos bajo condiciones de
alimentacion a voluntarios sanos - ejes lineales.

La Figura 24 muestra las concentraciones plasmaticas medias de BH4 después de una administracion oral de 10
mg/kg de BH4 en forma de comprimidos disueltos e intactos en ayunas y comprimidos intactos bajo condiciones de
alimentacion a voluntarios sanos - ejes semilogaritmicos.

La Figura 25 muestra una tabla que resume los parametros farmacocinéticos de BH4 después de una administracion
oral de 10 mg/kg de BH4 en forma de comprimidos disueltos e intactos en ayunas y comprimidos intactos bajo
condiciones de alimentacién a voluntarios sanos.

La Figura 26 muestra una comparacion estadistica de los parametros farmacocinéticos para BHs después de una
administracion oral de 10 mg/kg de BH4 como comprimidos disueltos e intactos en ayunas y comprimidos intactos
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bajo condiciones de alimentacién a voluntarios sanos.

La Figura 27 muestra un estudio de la estabilidad de BH4 formulada con manitol al 5% en una solucién acuosa tanto
antes como después de dos semanas almacenada a -20°C.

La Figura 28 muestra un perfil de disoluciéon de una formulacion de capsulas de BH4 tanto antes como después de
un almacenamiento durante 54 dias a 40°C.

La Figura 29 muestra un perfil de disolucion de dos formulaciones de BH4: un comprimido bioadhesivo de BH4 y
granulos bioadhesivos de BH4.

La Figura 30 muestra un perfil de disolucién de varias formulaciones de liberacion sostenida de BH4.

La Figura 31 muestra un perfil de disolucién de varias formulaciones de liberacion sostenida de BH4.

La Figura 32 muestra un diagrama esquematico de formulaciones de dosificacién flotante de BH4.

La Figura 33 muestra un perfil de disolucién de varias formulaciones de dosificacion flotante.

La Figura 34 muestra un diagrama esquematico de formas de dosificacion de BH4 que generan gas.

La Figura 35 muestra un perfil farmacocinético de varias formulaciones de BH4.

La Figura 36 muestra un estudio de la estabilidad de formulaciones de BH4 intravenosas a pH 4 durante 35 dias.
La Figura 37 muestra un estudio de la estabilidad de varias formulaciones de BH4 intravenosas durante 350 horas.

La Figura 38 muestra un estudio de la estabilidad de formulaciones de BH4 intravenosas con diversas
concentraciones de BH4.

Descripcion de las realizaciones preferidas

La invencion proporciona tetrahidrobiopterina (BH4) o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso en
el tratamiento de afecciones asociadas con niveles elevados de fenilalanina, en donde la BH4 o una sal de la misma
se administra por via oral una vez al dia, 5 a 60 minutos después de una comida y en donde la afeccion se
selecciona a partir del grupo que consiste en fenilcetonuria leve (PKU), PKU clasica e hiperfenilalaninemia. La
invencion se basa en el descubrimiento de que la tetrahidrobiopterina (BH4) administrada por via oral tiene una baja
absorcion gastrointestinal, o que es un factor importante que contribuye a la baja biodisponibilidad de BH4.

La estructura quimica de 6R-(L-eritro)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4) se muestra a continuacién:
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La tetrahidrobiopterina es un compuesto organico soluble en agua, con baja solubilidad en lipidos. Basandose en un
analisis experimental in silico utilizando el programa informético BioLoom (versién 1.5 de Biobyte Corp en Claremont
California), se determind que el coeficiente de particion octanol-agua de BH4 era -1,17. Una penetracién 6ptima de
las membranas biolégicas tal y como se aproxima por el coeficiente de particion octanol/agua, se produce
aproximadamente a un log P de una solubilidad en lipidos 2 0 100 veces mayor. Aunque un ClogP bajo permite que
ese sustrato se solubilice facilmente en condiciones fisioldgicas, la capacidad del sustrato para penetrar en las
bicapas lipidicas dentro de las membranas biol6gicas esta restringida, lo que puede limitar la disponibilidad oral.

En estudios in vivo en ratas y monos descritos en esta memoria, se ha mostrado que solo el 8-11% de BH4 es
absorbido en el intestino y la mayoria se excreta con las heces, en comparacién con la administracion intravenosa
de BH4 en dosis similares. Esa variabilidad en la absorcién de BH4 también se ha mostrado en un estudio descrito
en esta memoria sobre el efecto de los alimentos en la biodisponibilidad de BH4 en seres humanos sanos. Aunque
la administracion de BH4 en agua y zumo de naranja en ayunas, daba como resultado concentraciones plasméaticas
medias y valores medios de Cmax y AUC (0-t) comparables, la administracién de BH4 junto con una comida rica en
grasas y calorias, daba lugar a un aumento significativo de las concentraciones plasmaticas medias y los valores
medios de Cmax y AUC (0-t) que cuando se administraba BH4 en agua.
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Aunque existen muchas publicaciones que describen una biodisponibilidad incrementada en condiciones de
alimentacion, ese efecto de los alimentos se observa tipicamente con farmacos lip6filos insolubles en agua (es decir,
solubles en lipidos) y no habitualmente con una sustancia activa altamente soluble en agua, tal como BH4. La
explicacién habitual de los aumentos de la biodisponibilidad de compuestos lipéfilos en condiciones de alimentacién,
es que las comidas ricas en grasas ayudan a solubilizar el farmaco ya que "similar disuelve similar" y esto lo pone
disponible para la absorcion. Otra posible explicacion es que las comidas ricas en grasas estimulan la secrecion de
acidos biliares que son biotensioactivos naturales que ayudan a solubilizar y emulsionar las grasas que ingerimos
para facilitar su digestiéon. También se cree que esos acidos biliares solubilizan compuestos insolubles en agua, lo
que los pone disponibles para la absorcion. Sin embargo, BH4 no necesita una solubilizacion para ser absorbida, ya
que su solubilidad es superior a 1000 mg/mL y el compuesto es uno de los farmacos mas solubles conocidos. Por lo
tanto, la mejora de su biodisponibilidad a través de comidas ricas en grasas y energéticas no es coherente con ese
mecanismo conocido.

Sin embargo, la administracién como una forma de dosificacion sélida o semisélida y/o con una comida rica en
grasas, puede maximizar la biodisponibilidad al aumentar el tiempo de residencia de BH4 en el medio acido del
estomago y el tracto gastrointestinal superior (TGl), en donde BH4 es quimicamente estable. La estabilidad de BH4
disminuye al aumentar el pH y su semivida en una soluciéon tampén a pH 6,8, que es aproximadamente el pH del
intestino delgado, es de aproximadamente 15 minutos. A pH 3,1, que se encuentra dentro del ambito del pH normal
del estbmago en voluntarios normales, la estabilidad de BH4 a una concentracién de 1 mg/mL es de mas de 3 horas.
La estabilidad quimica de BH4 puede aumentar ain mas cuando el pH del estbmago se reduce por debajo de 3,1.
Por lo tanto, un tiempo de residencia prolongado en el estbmago proporciona un farmaco intacto a la pared del
estomago para la absorcion, mientras que un vaciado rapido en el intestino degrada la BH4 y, por tanto, no esta
disponible para ser absorbida.

Por tanto, para maximizar la biodisponibilidad oral de BH4 en cada administracién, la BH4 debe tomarse con
alimentos, por ejemplo, un alimento con alto contenido en grasas o con una comida con alto contenido en grasas y/o
calorias.

Tal y como se usa en esta memoria, el término "biodisponibilidad" se refiere a la fraccion de una dosis administrada
de un farmaco que entra en la circulacion sistémica. Si el farmaco se administra por via intravenosa, entonces su
biodisponibilidad teéricamente seria del 100%. Sin embargo, si el farmaco se administra por otras vias (tal como por
via oral), su biodisponibilidad sera inferior al 100% como resultado, por ejemplo, de una absorcién incompleta en el
tracto Gl, una degradacion o un metabolismo antes de la absorcion y/o un efecto de primer paso hepatico.

La expresion "comida rica en grasas" se refiere generalmente a una comida de al menos aproximadamente 700 kcal
y al menos aproximadamente un 45% de grasa (porcentaje relativo de kcal que son grasas), o alternativamente al
menos aproximadamente 900 kcal y al menos aproximadamente un 50% de grasa. La expresion "alimento rico en
grasas" se refiere generalmente a un alimento que comprende al menos 20 g de grasa, o al menos 25, 30, 35, 40, 45
0 50 g de grasa, y/o al menos aproximadamente un 45% o 50% grasa. Una guia de la FDA define una "comida rica
en grasas" como aproximadamente el 50% del contenido calérico total de la comida, mientras que una "comida rica
en calorias" tiene aproximadamente de 800 a 1000 calorias. La FDA recomienda una comida rica en grasas y
calorias como comida de prueba para determinar la biodisponibilidad del efecto de los alimentos y los estudios de
bioequivalencia de la alimentacion. Esa comida de prueba debe obtener aproximadamente 150, 250 y 500-600
calorias a partir de proteinas, carbohidratos y grasas, respectivamente. Un ejemplo de comida de prueba consiste en
dos huevos fritos en mantequilla, dos lonchas de tocino, 114 g (cuatro onzas) de patatas salteadas y 225 g (ocho
onzas) de leche entera. Una sustitucion es posible si una cantidad similar de calorias de proteinas, carbohidratos y
grasas tiene un volumen de comida y una viscosidad comparables (Guidance for Industry, Food-Effect Bioavailability
and Fed Bioequivalence Studies, U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration,
Center for Drug Evaluation and Research (CDER), diciembre 2002).

En un primer aspecto, la invencién proporciona tetrahidrobiopterina (BH4) o una sal farmacéuticamente aceptable de
la misma para uso en el tratamiento de afecciones asociadas con niveles elevados de fenilalanina, en donde la BH4
o una sal de la misma se administra por via oral una vez al dia, 5 a 60 minutos después de una comida y en donde
la afeccién se selecciona a partir del grupo que consiste en fenilcetonuria leve (PKU), PKU clasica e
hiperfenilalaninemia.

En algunas realizaciones, se informa al paciente de que la administracion de tetrahidrobiopterina con alimentos tiene
un efecto sobre la farmacocinética. En una realizacion ejemplar, se informa al paciente de que la absorcion de
tetrahidrobiopterina aumenta cuando se ingiere con alimentos, en comparacién con cuando se ingiere sin alimentos.
En algunas realizaciones, se informa al paciente de que una ingestion poco después de una comida, por ejemplo,
una comida rica en grasas y calorias, da como resultado un aumento de uno, dos, tres o todos los siguientes
parametros: concentracién plasmatica media, Cmax, AUC, AUC (0-t) y/o AUC (inf). En realizaciones ejemplares, se
informa al paciente de que la administracion de BH4 con una comida rica en grasas aumenta la Cmax y la AUC, en
comparacién con la administracion de BH4 sin comida (en ayunas). En algunas realizaciones, el aumento relativo
puede ser de al menos un 20% o un 30% o superior.

En realizaciones alternativas o ademas de las realizaciones anteriores, se informa al paciente de que la absorcién de
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tetrahidrobiopterina aumenta cuando se ingiere como un comprimido intacto, en comparacién con cuando se ingiere
después de disolverla en liquido. En algunas realizaciones, se informa al paciente de que la ingestion de
comprimidos intactos da como resultado un aumento de cualquiera de los siguientes parametros: concentracion
plasmatica media, Cmax, AUC, AUC (0-t) o AUC (inf). En realizaciones ejemplares, se informa al paciente de que la
administracion de BH4 como un comprimido intacto aumenta la Cméax y la AUC, en comparacién con la
administracion de BH4 después de disolverla en un liquido. En algunas realizaciones, el aumento relativo puede ser
de al menos un 20% o superior.

Cualquiera de las realizaciones anteriores se puede llevar a cabo proporcionando o administrando
tetrahidrobiopterina en un envase que contiene etiquetas impresas que informan al paciente del cambio en los
parametros de absorcion descritos anteriormente.

La presente invencion comprende la etapa de proporcionar al paciente que lo necesite una cantidad
terapéuticamente eficaz de tetrahidrobiopterina. La cantidad terapéuticamente eficaz variara dependiendo de la
afeccion que se va a tratar, y el médico que indica el tratamiento puede determinarla faciimente basandose en una
mejora de los sintomas clinicos deseados.

En una realizacion ejemplar, esos usos implican la administracion de BH4 en forma disuelta, en donde la formulacion
se disuelve en un liquido que incluye pero no se limita a agua, zumo de naranja y zumo de manzana. Por tanto, BH4
se puede ingerir como un producto liquido o se puede disolver previamente a partir de una forma de dosificacion
sélida o semisdlida antes de la ingestién. En una realizacion adicional, BH4 también se puede disolver en la cavidad
oral a partir de una forma de dosificacion sélida o semisélida antes de tragar la solucion disuelta.

Estos enfoques maximizan la tasa de absorcién y la biodisponibilidad al garantizar que BH4 se disuelve
completamente en una solucion o fluidos biolégicos, antes de que se administre a sus sitios de absorcion, que son
principalmente el estbmago y el intestino. La disolucion de principios activos farmacéuticos o un farmaco en solucién
es un requisito previo para la absorcion en la circulaciéon sistémica (sanguinea y linfatica). Cuando formas de
dosificacién sélidas, como comprimidos y cépsulas, se administran por via oral, pasan a través de una serie
secuencial de etapas, tales como la desintegracion en granulos, la desagregacion en polvos y la disolucion antes de
la absorcion en la circulacion sistémica. Esa serie de etapas se pasa por alto mediante la administracion de formas
de dosificacién liquidas, semisoélidas y sélidas de disolucién rapida. Por lo tanto, la sustancia activa esta disponible
antes para la absorcién, y debido a que no existe una garantia de que una forma de dosificacion sélida libere toda la
sustancia activa que contiene antes de que transite por los sitios de absorcién, las formulaciones en las que la
sustancia activa esta presente en forma disuelta antes de que llegue a los sitios de absorcion, suelen presentar la
mayor biodisponibilidad.

Esas formas de dosificacion reducen la variabilidad en los niveles sanguineos debido a que se elimina la
desintegracion y disolucion in vivo de la forma de dosificacion en humanos. La tasa de desintegracion y disolucién in
vivo de una forma de dosificacion sélida de BH4 destinada a una liberacién inmediata en el estomago, depende de la
variabilidad de persona a persona en el pH del fluido gastrico - que se ha alimentado y sin alimentar (en ayunas) -y
la fuerza de la intensidad de la agitacién del estbmago, determinada por la fuerza de la motilidad gastrica y las tasas
de vaciado gastrico en el intestino delgado. Dado que las formas de dosificacion liquidas, semisélidas,
pastillas/caramelos y sélidas de disolucion rapida, no se tienen que someter a una desintegracién y disolucion, sus
niveles en sangre son menos variables que cuando se administra BH4 como formas de dosificacion sélidas de
liberacion inmediata (comprimidos y capsulas).

En otra realizacién ejemplar, esos usos implican la administracion de BH4 en una forma de dosificacion sélida que
incluye, entre otros, comprimidos, capsulas, caramelos, pastillas, polvos y granulos, o en forma semisdlida, que
incluyen, pero no se limitan a, rociar oralmente en gelatina que se mastica o se ingiere sin disolver en un liquido que
incluye, entre otros, agua, zumo de naranja y zumo de manzana, antes de tragar.

En otra realizacién, esos usos implican la administracién de BH4, ya sea de forma tragada como una forma de
dosificacién sélida o semisélida, o disuelta en un liquido, con alimentos, p. €j., un alimento con alto contenido en
grasas o una comida con alto contenido en grasas y/o calorias. La invencion contempla ademas que BH4, ya sea
tragada o disuelta, es para una administracion en un momento especifico que incluye, pero no se limita a, mafana,
dia, noche, a la misma hora del dia, con alimentos, p. €j., un alimento con alto contenido en grasas o una comida
con alto contenido en grasas y/o calorias, una o mas veces al dia. En una realizacion ejemplar, BH4 se ingiere una
vez al dia como una forma de dosificacion sélida justo después de las comidas. En una realizacién preferida, la
forma de dosificacién sélida es un comprimido o una céapsula formulados. En mas realizaciones ejemplares, BH4 se
ingiere 5 a 60 minutos o0 5 a 20 minutos después de una comida. Independientemente de si se ingiere como una
forma de dosificacién sélida, una forma de dosificacion liquida o como una solucion disuelta, la exposicion in vivo (o
biodisponibilidad) de BH4 es mayor cuando se ingiere justo después de las comidas que en comparacion con los
controles en ayunas.

La BH4 se ingiere después de la comida. El periodo de tiempo entre la ingesta de alimentos, por ejemplo, un
alimento con alto contenido en grasas o una comida con alto contenido en grasas y/o calorias y la ingestion de BH4,
ya sea tragada o disuelta, puede ser de al menos 5 minutos. BH4 se puede administrar 60 minutos, 30 minutos, 25
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minutos, 20 minutos, 15 minutos, 10 minutos o 5 minutos después de la ingestion de una comida.

En ofra realizacion, para algunos pacientes, p. ej., adulios, los usos de la invenciéon implican administrar un
comprimido intacto en lugar de disolver el comprimido en un liquido, con el fin de mejorar la biodisponibilidad.

La administracion de BH4 de acuerdo con los usos de la invenciéon da como resultado concentraciones plasmaticas
medias y/o tasa de absorcion gastrointestinal y/o valores medios para Cmax y/o AUC (0-t) y/o AUC (inf), que
exceden los valores de cuando BH4 se administra en ayunas.

La administracion de un comprimido intacto en ayunas daba como resultado un aumento promedio del 20% en la
Cmax y la AUC, en relacion con los comprimidos disueltos. La administracion de un comprimido disuelto en agua o
zumo de naranja o un comprimido intacto, después de una comida rica en grasas/calorias, daba lugar a aumentos
en la Cméax y la AUC que variaban desde aproximadamente un 30% (comprimido intacto) a un 80% (agua). La
administracion de BH4 como un comprimido intacto después de una comida rica en grasas y calorias daba como
resultado un aumento de aproximadamente un 30% en el grado de absorcidn, en comparacién con la administracion
sin alimentos. La administracion de BH4 como un comprimido intacto daba lugar a un aumento de aproximadamente
un 20% en el grado de absorcién en comparacion con la administracion de comprimidos disueltos.

"Concentracién plasmatica media" significa el promedio de las lecturas de concentracion en una serie de muestras
de plasma.

"Cmax" significa la concentracion plasmatica maxima observada.
"AUC" significa el area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo.

"AUC o+" significa el &rea bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo desde el momento 0 hasta el momento
de la tltima concentracién medible.

"AUC (n" significa el area calculada bajo la curva de concentracién plasmatica-tiempo desde el tiempo 0 hasta el
infinito.

La "tasa de absorcion gastrointestinal' de BH4 se estima a partir del area bajo la curva de aumento de la
concentracién plasmatica total de biopterina (ACp)-tiempo (AAUC) después de la administracién de BH4 utilizando la
siguiente formula:

Tasa de absorcion (%)=
(AAUC después de la dosis p.o. / AAUC después de la dosis i.v.) x (dosis i.v. / dosis p.o. x 100)

Preferiblemente, se usa 6R-BH4 pura al menos en un 99,5%. Se puede utilizar cualquier sal, incluida la sal
diclorhidrato, y cualquier forma cristalina de BH4 de acuerdo con los métodos y composiciones de la invencién. Una
variedad de sales y formas cristalinas se describen en el documento de publicacién de patente de EE.UU. n°
2006/0040946, y/o la formulacion sélida estable descrita en el documento de publicaciéon internacional n® WO
06/55511. Las diversas formas cristalinas se pueden formar convenientemente como un comprimido, polvo u otro
sélido para administracion oral.

También se describe en esta memoria un método para estabilizar BH4 mediante una disminucion del pH intestinal
usando polimeros de intercambio de protones. BH4 se administra por via oral a diario como una forma de
dosificacién soélida o liquida que comprende ingredientes inactivos que mejoran la estabilidad de BH4 mas alla del
estomago al reducir el pH del intestino y asi evitar que BH4 se oxide rapidamente. Dado que BH4 es mas estable en
medios acidos que en medios basicos, se incluyen excipientes/ingredientes inactivos acidificantes en formulaciones
de dosificaciones sélidas (comprimidos, capsulas, etc.) de BH4 para reducir el pH de los fluidos intestinales y, por lo
tanto, mejorar la estabilidad quimica. El area o ventana mas grande del tracto gastrointestinal (TGI) disponible para
la absorcion, optimiza la consistencia de la absorcion al expandir la ventana de absorcion limitada actual que se cree
que esta limitada al estbmago y al duodeno hasta el intestino. Esas formas de dosificacion incluyen, pero no se
limitan a, comprimidos efervescentes, polvos y granulos (para resuspender en un liquido antes de la administracion)
y materiales acidulantes. A diferencia de los acidos de molécula pequefa, los acidos poliméricos voluminosos
permanecen mas tiempo en el TGl y no son absorbidos por el TGl, pero donan sus protones a los fluidos del TGl
para reducir el pH del entorno. Ejemplos de excipientes/ingredientes inactivos que comprenden la formulacién, son
moléculas pequenas de acido carboxilico tales como los acidos maleico, fumarico y citrico o moléculas pequefias
inorganicas tales como &cido fosférico, acido acético y sus formas de sal. Otros ejemplos son acidos
farmacéuticamente aceptables, tales como clases de acidos carboxilicos poliméricos que incluyen poli(acidos
metacrilicos), carbdmeros, policarbofilo, Eudragits, formas acidas de croscarmelosa y acido glicélico de almidén, etc.
Las formulaciones también contienen excipientes adicionales para aumentar la estabilidad, tales como antioxidantes
(por ejemplo, tioles tales como cisteina, cisteina de N-acetilo, etc.; acido ascérbico, metionina; etc.) y otros
excipientes conocidos en el mercado para permitir su preparacion, y mejorar los atributos de calidad y rendimiento
de la formulacién.
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También se describe en esta memoria un método para aumentar el tiempo de residencia intestinal de BH4, que
incluye, pero no se limita a, la ralentizacion de la motilidad intestinal utilizando un agente que es capaz de ralentizar
la motilidad intestinal de BH4, tal como un &cido graso y/o un acido graso de glicerol. Los acidos grasos pueden
incluir acido oleico, acido estearico, acido araquidico, acido palmitico, acido araquidénico, acido linoleico, acido
linolénico, acido erucidico, acido miristico, acido laurico, acido miristélico y acido palmitico. También se contempla
para aumentar el tiempo de residencia intestinal de BH4, la induccién de una retencién gastrica usando acido
alginico y la bioadhesion usando policarbofilo. En una realizacién, las formas de dosificacién de BH4 se administran
como formulaciones flotantes orales que flotan y liberan BH4 de una manera definida en el liquido gastrico y se
retienen mas tiempo en el estdmago porque son mas resistentes al vaciado gastrico desde el estdmago que las
formulaciones que no son flotantes o que se disuelve rapidamente en el estomago. Este enfoque de disefio se basa
en la retencion gastrica de la forma de dosificacion mediante el uso de un excipiente generador de gas dentro de la
forma de dosificacion, excipientes de baja densidad que hacen que la forma de dosificacion flote en fluidos del TGl o
una combinacién de un gas y materiales de baja densidad en una forma de dosificacion, para permitir la flotacién de
la forma de dosificacion en el contenido fluido del TGl. Una retencién y liberacién prolongadas de la forma de
dosificacién en el medio estomacal, en donde BH4 es mas estable en sus fluidos acidos, mejorara tanto el tiempo de
residencia de la forma de dosificacion en el estbmago como la estabilidad de BH4 y, por lo tanto, hard que BH4 esté
disponible durante un periodo de absorcion mas prolongado en el estdmago y el duodeno que las formas de
dosificacién convencionales de comprimidos y capsulas. Las formulaciones de BH4 comprenderan uno o mas
antioxidantes, excipientes conocidos en el campo para permitir la preparacion y la desintegracién/disolucion de la
forma de dosificacion sélida y excipientes adicionales que generan un gas o una mezcla de gases (por ejemplo,
diéxido de carbono) al entrar en contacto la formulacién con medios acuosos y/o los fluidos del TGI. Se prefieren los
antioxidantes solubles en agua, por ejemplo, acido ascorbico, metionina y tioles (cisteina, N-acetilcisteina y glutation)
o antioxidantes que se convierten en un antioxidante soluble en el TGI, por ejemplo, palmitato de ascorbilo que se
convierte en &cido ascorbico en el TGl. Los excipientes afadidos a la formulacién incluyen carbonatos y
bicarbonatos que reaccionan directamente con BH4 para formar diéxido de carbono y &cidos poliméricos y
pequerios, descritos anteriormente para reaccionar con los carbonatos y bicarbonatos para producir dioxido de
carbono adicional, segun sea necesario.

En otra realizacion, se administran formas de dosificacién de BH4 que se adhieren durante un tiempo prolongado a
las superficies mucosas del TGl (es decir, una formulacién bioadhesiva), preferiblemente en, pero de ninguna
manera limitado a, el estbmago en donde debido a la acidez de los fluidos gastricos, BH4 es mas estable que en el
intestino. BH4 se libera de manera controlada desde la forma de dosificacién bioadhesiva. La forma de dosificacién
sélida estéa disefiada para contener BH4, uno o varios antioxidantes, excipientes conocidos en el campo para permitir
la preparacion de formas de dosificacion de calidad y controlar la desintegracion/disolucion de la forma de
dosificacién y un aditivo bioadhesivo tal como policarbofilo en su forma de acido libre o en forma de sal. Otros &cidos
poliméricos tales como poli(acidos metacrilicos), carbémeros y derivados de celulosa, por ejemplo, HPMC, HPC,
etc., se pueden combinar o sustituir por policarbofilo. Los antioxidantes son preferiblemente solubles, por ejemplo,
acido ascorbico, metionina, cisteina, N-acetilcisteina y glutation o se pueden convertir en un antioxidante soluble tal
como acido ascorbico en el TGl, por ejemplo, palmitato de ascorbilo. En una realizacién, los componentes de la
formulacion se mezclan juntos y se preparan como una forma de dosificacién solida, por ejemplo, comprimidos o
capsulas. La forma de dosificacion solida puede tener un recubrimiento entérico para administrar BH4 mas alla del
estomago en el intestino o no tener un recubrimiento entérico disefiado para liberar BH4 en el estbmago. En otra
realizacién, los componentes de la forma de dosificacion sélida se pueden subdividir en diferentes porciones y las
diversas porciones se mezclan por separado antes de procesarlas para formar formas de dosificacion multicapa. La
forma de dosificaciéon multicapa puede contener el bioadhesivo y algunos excipientes en la capa mas externa de un
comprimido, envuelto sobre otras capas que contienen BH4 (es decir, regién activa dentro de una envoltura
bioadhesiva) o como un tapén cilindrico envolvente que introducido en una capsula, en donde una o varias de las
otras capas se ensamblan debajo o dentro de la envoltura bioadhesiva. Alternativamente, el bioadhesivo y otras
capas en los tapones del comprimido o la capsula se pueden colocar en una configuracion en paralelo de dos o
multiples capas. Esos disefios permiten que el bioadhesivo interaccione con la membrana Gl o la membrana mucosa
Gl para anclar la forma de dosificacién a la membrana, lo que ralentiza su transito a través del tracto Gl y aumenta
asi el tiempo de residencia. Esas formas de dosificacion también pueden tener un recubrimiento entérico. Otra
realizacién adicional de la invencion es emplear ingredientes poliméricos inactivos (excipientes) con grupos
funcionales que se unen a la mucosa del TGl para retrasar el transito de la forma de dosificacién a través del TGI.
Las formas de dosificacién de BH4 se formulan con excipientes poliméricos tiolados (polimero-SH) tales como
policarbofilo-cisteina, poli(acido metacrilico)-cisteina, carboximetilcelulosa-cisteina, derivados de quitosano-cisteina,
etc. Esos polimeros tiolados confieren propiedades bioadhesivas y antioxidantes a BH4 que mejoran
considerablemente la absorcion. Otros excipientes incluidos en esas formulaciones son antioxidantes y excipientes
que ayudan al rendimiento y a la preparacion.

En todavia otra realizacion, se usan formas de dosificacion oral que contienen excipientes inactivos o ingredientes
activos para ralentizar la motilidad géastrica. La ralentizacién del transito de la forma de dosificacién de BH4 a través
del tracto gastrointestinal aumentara el tiempo de residencia de la molécula y, por lo tanto, permitira que se absorba
una fraccién superior de la dosis administrada. Los excipientes generalmente considerados seguros (GRAS)
empleados en formulaciones orales para retrasar el vaciado gastrico y/o retrasar la motilidad intestinal, comprenden
preferiblemente grasas dietéticas, tales como acidos grasos, glicéridos de acidos grasos y derivados de acidos
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grasos y glicéridos tales como Cremophor™ (derivados de aceite de ricino de polioxilo), etc. Los excipientes activos
incluyen agentes que ralentizan la motilidad intestinal, tales como agentes antimuscarinicos o anticolinérgicos
generales o selectivos (Ms).

También se describe en esta memoria un método para modificar la liberacion de BH4, usando una formulacién de
liberacion sostenida tal como HPMC, carbémero, etc. Este concepto comprende la administracion de formas de
dosificacién de BH4 en el tracto gastrointestinal, modificando o alterando la liberacién de BH4 desde una liberacién
inmediata a una liberacién lenta, prolongada, controlada o programada. La liberacion lenta, prolongada y controlada
se logra utilizando excipientes conocidos en la técnica y BH4 se protege dentro del sistema de administracion de una
degradacién quimica por la presencia de potenciadores de la estabilidad, tales como antioxidantes. Esto puede
maximizar la biodisponibilidad ya que BH4 se estabiliza dentro de la formulacién y en el entorno que rodea la
formulacion para permitir que la molécula activa se absorba intacta en la circulacion sistémica, a medida que la
formulacion transita a lo largo de toda la longitud del TGI. Este enfoque proporciona una ventana mas grande del
TGl para la absorcién y lo hace al evitar la degradacion de BH4 en el medio con pH mas alto, de modo que BH4 esta
disponible para ser absorbida. Se incluiran antioxidantes en la formulacién para evitar que el farmaco se degrade en
los fluidos intestinales debido al pH casi neutro de los fluidos intestinales. Una liberacién lenta, prolongada y
controlada también entregara BH4 en las regiones de baja tensién de oxigeno del TGl. La liberaciéon programada se
logra usando excipientes conocidos en la técnica, tales como polimeros sensibles al pH que se disuelven solo
cuando el pH alcanza un valor en el que el polimero es soluble.

En otra realizacion, la invenciéon contempla un recubrimiento entérico de la forma de dosificacion de BH4 para
determinar si la inclusién de excipientes acidos en una formulaciéon de BH4 realmente aumenta la absorcion de BH4
al reducir el pH del intestino y, por lo tanto, al estabilizar BH4 en el intestino para que esté disponible para la
absorcién. Por tanto, un recubrimiento entérico se utilizara para mantener los excipientes y el farmaco juntos en el
sitio donde se espera que el excipiente proteja a BH4. Si se permite que la forma de dosificacién de BH4 se
desintegre en el estdbmago, es posible que los excipientes acidos no se vacien juntos en el estbmago y no
proporcionen proteccion.

Un recubrimiento entérico protege a los compuestos susceptibles de una degradacion catalizada con acido en el
estomago de ser degradados por el acido en el estbmago. Los materiales del recubrimiento entérico evitan que el
comprimido o la capsula libere el compuesto activo en el estdmago ya que los materiales de recubrimiento entérico
son insolubles en &cido. Una vez que la forma de dosificacién con recubrimiento entérico llega al intestino, en donde
el valor del pH varia de 5 - 8, los materiales se vuelven solubles y liberan la sustancia activa en el intestino. Por el
contrario, las formulaciones de liberacién sostenida estan disefiadas para liberar medicamentos a lo largo de una
longitud/area del TGl lo mas amplia posible. Puede ser necesario recubrir una formulacion de liberacién sostenida
para que se libere justo después del estbmago, solo si los medicamentos que contiene son labiles frente al acido.

También se describe en esta memoria la administracion de BH4 en una forma de dosificacion sélida estéril o liquida
estéril mediante vias de administracion oral distintas, incluidas, pero no limitadas a, las vias de administracion tépica,
intravenosa, subcutanea, intramuscular, intratecal, oftdlmica e inhalatoria. BH4 se formula como una forma de
dosificacién sélida o liquida estéril con la concentracion apropiada deseada.

Las ventajas de una forma de dosificacion liquida estéril de BH4 para una administracion intravenosa pueden incluir:
(1) cinéticas mas predecibles, con el potencial de niveles séricos mas altos; (2) sin requerimientos de un tracto
gastrointestinal funcional; (3) sin requerimientos de una participacion del paciente; y (4) ausencia de un problema de
incumplimiento. Las formulaciones intravenosas de BH4 pueden ser particularmente beneficiosas para controlar
afecciones que requieren una administracion rapida de liquidos y medicamentos en todo el cuerpo o en
compartimentos corporales de dificil acceso por via oral u otras formas de administracion, que incluyen, pero no se
limitan a, rabia, meningitis, trasplante/conservacion de 6rganos, hemorragias subaracnoideas, traumatismo cerebral,
accidente cerebrovascular, cirugia de derivacion de arterias coronarias, vasoespasmo cerebrovascular,
transfusiéon/conservacion de sangre, hipertension pulmonar, enfermedad de células falciformes, preeclamsia y
enfermedad vascular posquimioterapia.

BH4 es muy susceptible a la oxidacion en solucion acuosa y en soluciones acuosas de pH fisiolégico (Davis, et al.,
Eur. J. Biochem. 173, 345-351 (1988); Kirsch, et al., J. Biol. Chem. 278, 24481-24490 (2003)). La mayoria de las
determinaciones de la estabilidad de BH4 se han llevado a cabo en soluciones con pH 7,4 de neutro a ligeramente
alcalino para imitar el comportamiento probable de la estabilidad de BH4 en condiciones de pH fisiolégico
plasmatico. Aunque el documento de Solicitud de Patente Europea n® 1 757 293 A describe formulaciones liquidas o
en forma de jarabe, esas formulaciones consisten en mezclas de polvo o granulaciones en estado soélido que
requieren una reconstituciéon con agua antes de la ingestion oral. El presente aspecto de la invencién contempla
formulaciones liquidas no limitadas a polvos o a granulaciones para constituir. La invencion también contempla
formulaciones liquidas mezcladas capaces de permanecer estables a temperatura ambiente durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir un procesamiento en instalaciones de llenado/acabado de productos estériles para
llenar ampollas, frascos o viales como un producto liquido o para llenar viales para congelar-secar como productos
liofilizados.

Las formulaciones liquidas y liofilizadas para reconstituir también se pueden administrar a través del canal nasal,
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oftdlmico y auditivo para efectos terapéuticos. La formulacion de un producto liofilizado requiere una disolucién
previa de BH4 en un liquido, preferiblemente acuoso, y el procesamiento del producto liquido en una instalacion
estéril (es decir, mezcla del compuesto, filtracion estéril y llenado del liquido filtrado estéril en viales antes de cargar
los viales llenos en un liofilizador para la liofilizacién). Mantener la estabilidad de BH4 solubilizada durante un
procesamiento estéril y evitar su degradacion, son requisitos previos clave para fabricar un producto liofilizado que
satisfaga la especificacion de impurezas para el producto con llenado y acabado. Por consiguiente, la composicién
del producto liofilizado contiene agentes estabilizantes adecuados que minimizan o evitan la degradacién de BH4
durante el proceso de llenado y acabado. Las formulaciones descritas en esta memoria estabilizaran las soluciones
de BH4 durante la fabricacién de llenado/acabado estéril, un proceso que requiere un minimo de seis horas, y
también proporcionaran un producto comercialmente estable.

Las formulaciones incluyen BH4, preferiblemente en una concentracién en un intervalo de 0,1 mg/mL a 10 mg/mL.
Debido a la alta solubilidad de BH4, también se pueden preparar formulaciones con concentraciones de hasta
aproximadamente 100 mg/mL, por ejemplo. La elaboracion constitutiva relativa general y los métodos descritos en
esta memoria son aplicables para preparar soluciones altamente concentradas.

Las formulaciones liquidas de BH4 se formulan preferiblemente en soluciones tampén con pH de 1 a 8,
preferiblemente en soluciones tampén con pH de 2 a 7. Los tampones de pH elegidos son compuestos
tamponadores capaces de proporcionar una capacidad tamponadora sustancial a un pH particular deseado, a juzgar
por la proximidad de la constante o constantes de ionizacion del tampdn al pH deseado de la formulacién liquida.
Por tanto, se puede emplear cualquier compuesto tamponador, siempre que una o varias de las constantes de
ionizacion del compuesto estén cerca del pH deseado de la formulacion. Ejemplos de tampones que se pueden
emplear en el intervalo de pH 1 - 8, comprenden varios acidos/bases y sus respectivos conjugados acidos/bases o
formas de sal, que incluyen pero no se limitan a: acido clorhidrico (pH 1 - 2), acido maleico (pH 1 - 3), acido fosfoérico
(pH 1 - 3), acido citrico (pH 3 - 6), acido acético (pH 4,7 + 1,0), fosfato de sodio dibasico (pH 6 - 8), trometamina
(TRIS, pH 8,3 £ 1,0), y similares.

Formulaciones intravenosas

Las formulaciones intravenosas se estabilizan usando un antioxidante o una combinacién de 2 o mas antioxidantes.
Las combinaciones de antioxidantes pueden ser sinérgicas para evitar una inestabilidad de la formulacion. El
burbujeo con gases inertes y/o didxido de carbono para eliminar el oxigeno disuelto de la solucién es opcional, pero
se prefiere cuando se usan concentraciones bajas de antioxidantes, y mas preferiblemente cuando se usan
concentraciones bajas de BH4 y antioxidantes. La estabilizacion de BH4 en una solucién acuosa esta influenciada
por las interacciones de la concentracién de BH4 con el antioxidante y el pH. Asi, por ejemplo, unas concentraciones
altas de BH4 requieren menos concentraciones de antioxidantes que concentraciones bajas de BH4. Ademas, BH4
es mas estable a pH bajo que a pH alto. Por lo tanto, las formulaciones de pH alto deseadas tienen preferiblemente
concentraciones de antioxidante mas altas, mas preferiblemente un

Los intervalos a modo de ejemplo para formulaciones liquidas de BH4 se proporcionan en las Tablas 1 y 2. Las
soluciones formuladas o mezcladas se burbujean opcionalmente con un gas inerte (por ejemplo, argén o nitrégeno)
o diéxido de carbono en el tanque de mezcla y los envases primarios preferiblemente se sellan en una capa de gas
inerte o diéxido de carbono para eliminar el oxigeno del espacio superior del envase. La formulacién se puede
aumentar a cualquier volumen, multiplicando las cantidades de los componentes por un factor de escala apropiado.

Tabla 1 Ejemplos generales de intervalos de composicién en una formulacién con pH bajo (por ejemplo, pH 4,0)

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 0,10 - 100 0,01 -10,00 Sustancia activa
L-cisteina 0,00 - 50,00 0,00 - 5,00 Antioxidante
Acido ascorbico 0,00 - 500,00 0,00 - 50,00 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 0,00 - 300,00 0,00 - 30,00 Antioxidante
Acido citrico 0,26 -19,87 0,03-1,99 Agente tamponador
Citrato de sodio, dihidrato 2,57 -192,75 0,26 - 19,27 Agente tamponador
Agua para inyeccion cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 2 Ejemplos generales de intervalos de composicién de una formulacién con pH neutro (p. €j., pH 7,0)

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 0,10-100 0,01 -10,00 Sustancia activa
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Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
L-cisteina 0,00 - 50,00 0,00 - 5,00 Antioxidante
Acido ascoérbico 0,00 - 500,00 0,00 - 50,00 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 0,00 - 300,00 0,00 - 30,00 Antioxidante
Fosfato monobasico de sodio, monohidrato 0,50-11,02 0,05-1,02 Agente tamponador
Fosfato dibasico de sodio 0,44 - 17,80 0,04 -1,78 Agente tamponador
Agua para inyeccion cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Los antioxidantes empleados para formulaciones liquidas se seleccionan preferiblemente a partir de uno o varios
compuestos basados en tiol (por ejemplo, L-cisteina), acido ascorbico y basados en sulfito (por ejemplo,
metabisulfito de sodio). Las soluciones se burbujean preferiblemente con gases inertes o diéxido de carbono para
expulsar el oxigeno de las soluciones de BH4 y luego se sellan herméticamente en ampollas o viales y frascos con
tapdn hermético, usando chapas metalicas tipo cerveza para bebidas en una capa de gases inertes (por ejemplo,
argon, nitrégeno) o gas no inerte como el diéxido de carbono, para evitar que se escapen los gases burbujeados en
los espacios superiores del envase. Las formulaciones liquidas orales preferiblemente contienen de forma adicional
edulcorantes y aromatizantes que mejoran el sabor de las formulaciones.

En una realizacion, como forma de dosificacion liquida, BH4 se estabiliza con antioxidantes y/o burbujeando gases
no oxidantes, preferiblemente esterilizados, tales como gases inertes (por ejemplo, nitrégeno, argén, helio, etc.) y/o
un gas no inerte como dioxido de carbono, para eliminar el oxigeno molecular de la formulacién. El producto se
introduce preferiblemente bajo una capa de gases inertes para minimizar o evitar que el oxigeno molecular se vuelva
a disolver en la formulacion. El liquido se introduce en un envase (por ejemplo, viales, ampollas, etc.) y se sella
herméticamente para evitar que el oxigeno entre en el envase. En otra realizacién, como forma de dosificacion
sélida estéril para administracién parenteral, una solucién de BH4 se liofiliza y se reconstituye en el ambulatorio
antes de la administracion. En otra realizacion adicional, la sustancia farmacéutica en forma de polvo estéril de BH4
se envasa directamente en envases estériles (por ejemplo, viales, bolsas, frascos 0 ampollas) en una instalacion de
llenado de polvo seco estéril. Por lo tanto, otro aspecto de la invencién es una formulacién en forma de polvo seco
de tetrahidrobiopterina (BH4) o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para constituir en una solucién
acuosa, que incluye una mezcla de polvo seco de BH4 o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, un
antioxidante y un tampén del pH.

Composiciones de formulaciones liquidas orales

Las formulaciones liquidas orales comprenden ademas de los componentes empleados en las formulaciones
liquidas e intravenosas generales, agentes edulcorantes y aromatizantes. Los agentes edulcorantes y aromatizantes
se afaden en cantidades suficientes para producir un dulzor y sabor aceptables. Las formulaciones liquidas orales
contienen uno o varios agentes estabilizantes. Opcionalmente, contienen conservantes antimicrobianos.
Preferiblemente se tamponan a pH bajo, por ejemplo, pH 1 - 4 y los agentes tamponadores se seleccionan para que
combine con el agente aromatizante, mejorando asi las propiedades organolépticas de la formulacién liquida oral.
Ejemplos de tampones preferidos (4cidos y bases conjugadas) son: &cido citrico, &cido tartarico, acido malico en
combinacion con sus bases conjugadas o formas de sal.

Ejemplos de edulcorantes incluyen azucares (p. €j., sacarosa, glucosa, sorbitol, manitol, fructosa, etc.), edulcorantes
intensos sin azucar (p. ej., aspartamo, acesulfamo K, ciclamato, sacarina, sucralosa, glicirricina, alitamo, neotamo,
neohesperidina DC, taumatina, monelina y similares).

Como también se describe en esta memoria, para las administraciones nasales, oftalmicas y oticas, BH4 se formula
como se ha descrito para las formas de dosificacién parenteral y es opcionalmente un producto estéril. Esas formas
de dosificacion se pueden proporcionar en una presentacién como una caja tipo kit con provisiones para varios dias.
Cada unidad dentro del kit puede estar compuesta por un vial o ampolla y un pulverizador (para la forma de
dosificacién nasal) o un gotero (en el caso de las formas de dosificacion oftalmica y 6tica). Una vez abierto el vial o
la ampolla, se enrosca el atomizador o el gotero en el vial 0 ampolla y se desecha el tapdn anterior. El producto en
forma de dosificacién se usa dentro de un periodo de caducidad prescrito y luego se desecha y se abre un nuevo
vial o ampolla para el uso. Otra realizacién es introducir las soluciones en envases estériles, herméticos,
desechables de plastico, de un solo uso, producidos mediante un proceso de fabricacion segun el sistema de
formado, llenado y sellado. Esos envases se abren y las soluciones se administran utilizando la via de
administracion deseada presionando para extraer el liquido contenido en ellos. Esas formas de dosificacién se
administran una vez al dia y se administran a través de las fosas nasales (producto nasal), o a través de los ojos
(oftédlmico) o se instilan gotitas en el canal auditivo (producto 6tico). Con respecto a una medicacion envasada segun
un envase de formado, llenado y sellado, la medicacion se presiona para que se introduzca por la via de
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administracién.

Tal y como se describe también en esta memoria, BH4 se administra por via bucal y transdérmica usando lonchas,
parches o peliculas formuladas o como productos topicos que se colocan en el sitio de la administracion. Los
comprimidos sublinguales se colocan debajo de la lengua. Esas formas de dosificacion se administran una vez al dia
y o bien se fijan a la membrana del lugar de administracién (via bucal y transdérmica) o se colocan como una forma
solida o de semisodosificacion en el sitio sublingual. Para evitar una irritacion del sitio de administracién, se recubre
con un compuesto basico, tal como carbonato o bicarbonato de sodio y se mezcla con BH4 para evitar una
interaccion con BH4 que la volveria inestable. Alternativamente, el compuesto basico se afade justo antes del uso
para elevar el pH de BH4, que es bastante bajo. Aihadir el excipiente basico en el momento de la preparacion sin
recubrir las particulas alcalinas para evitar una interaccion con BH4, conducird a la inestabilidad de BH4. Otra
realizacién es recubrir un comprimido sublingual con nicleo de BH4 con una solucion de recubrimiento que contiene
una sustancia bésica o alcalina. En el compartimento sublingual, el compuesto basico se disuelve primero e
interacciona con BH4 para elevar el pH del medio.

Envasado del envase primario para formulaciones liquidas de BH4

Los recipientes de envasado primario para formulaciones liquidas de BH4 son preferiblemente impermeables al
oxigeno, dioxido de carbono, nitrogeno y gases inertes. Después del llenado con formulaciones liquidas de BH4
burbujeadas en el recipiente primario, preferiblemente bajo una capa de nitr6geno, los envases se sellan de forma
preferible herméticamente para mantener el gas burbujeado en el liquido y el espacio superior del envase y evitar la
pérdida del gas burbujeado y la entrada de oxigeno en el envase.

Los envases primarios preferidos son ampollas selladas herméticamente asi como frascos y viales sellados
herméticamente con tapones metalicos como los empleados para sellar botellas de bebidas gaseosas y de cerveza.
Durante el uso, las ampollas se abren cortandolas y se usan en unas pocas horas, por ejemplo, aproximadamente
12 horas. Las ampollas se pueden utilizar para productos intravenosos y estériles para inyecciones. Los liquidos
inyectables estériles y los productos liofilizados también se pueden envasar en viales sellados con cierre de goma
que se aseguran con una tapa de aluminio rizada. Los antioxidantes en las formulaciones protegen a los productos
liquidos vy liofilizados de una pérdida imperceptiblemente lenta del gas burbujeado o de una entrada de oxigeno en el
vial durante la vida util del producto.

Las formulaciones liquidas de BH4 envasadas en frascos o viales para uso oral, oftalmico u ético, se aseguran
preferiblemente de forma hermética con una tapa metalica para bebidas o un tapén de goma asegurado con un sello
de aluminio rizado. Los canales de los frascos o los viales se pueden ranurar para aceptar un tapén de rosca.
Cuando se quita el sello hermético, se reemplaza con un tapon de rosca con o sin gotero. La presencia de
antioxidantes en la formulacién puede permitir que la formulaciéon con tapén de rosca sea estable para el uso
durante al menos dos semanas, por ejemplo, después de que se ha roto el sello hermético.

I. Sintesis de tetrahidrobiopterina

Se conocen en la técnica una variedad de métodos para la sintesis de tetrahidrobiopterinas, precursores, derivados
y analogos. Los documentos de patente de EE.UU. n® 5.698.408; 2.601.215; 3505329; 4.540.783; 4.550.109;
4.587.340; 4.595.752; 4.649.197; 4.665.182; 4.701.455; 4.713.454; 4.937.342; 5.037.981; 5.198.547; 5.350.851;
5.401.844; 5.698.408, la solicitud canadiense CA 2420374, las solicitudes europeas n® EP 079 574, EP 191 335y
publicaciones de patentes japonesas de Suntory JP 4-082888, JP 59-021685 y JP 9-157270, y de Sugimoto and
Matsuura, Bull. Chem. Soc. Japan, 48(12):3767-3768 (1975), Sugimoto and Matsuura, Bull. Chem. Soc. Japan,
52(1):181-183 (1979), Matsuura et al., Chem. Lett. (Japan), 735-738 (1984), Matsuura et al., Heterocycles, Vol. 23,
No. 12, 3115-3120, 1985 y Whiteley et al., Anal Biochem. 137(2):394-6 (1984), cada uno describe métodos para
preparar dihidrobiopterinas, BH4 y sus derivados que se pueden emplear como composiciones para la presente
invencion.

Los documentos de publicacién internacional n® WO2005049614, patente de EE.UU. 4.540.783, patente japonesa n®
59-021685, Schircks et al., Helv. Chim. Acta, 60: 211 (1977), Sugimoto et al., Bull. Chem. Soc. Jp, 52(1):181
(1979), Sugimoto et al., Bull. Chem. Soc. Jp, 48(12):3767 (1975), Visontini et al., Helv. Chim. Acta, 52:1225 (1969),
y Matsuura et al., Chem. Lett., p 735 (1984), describen métodos para sintetizar BH4.

Il. Formas cristalinas de la sal clorhidrato de 6R-tetrahidrobiopterina

El diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina existe en diferentes formas cristalinas, incluidas formas
polimérficas y solvatos, algunas de las cuales son mas estables que otras.

Formas cristalinas polimorfas de la sal diclorhidrato de (6R)-L-tetrahidrobiopterina
Forma B polimorfa
El polimorfo cristalino que se ha encontrado que es el mas estable, se denomina en esta memoria "forma B" o,

alternativamente, "polimorfo B". Los resultados obtenidos durante una investigacion y el desarrollo de diclorhidrato
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de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina revelaron que se han preparado varios sélidos cristalinos conocidos, pero en
ninguno se ha reconocido el polimorfismo y su efecto sobre la estabilidad de los cristales de BH4.

El polimorfo B es un anhidrato ligeramente higroscopico con la mayor estabilidad termodinamica, por encima de
aproximadamente 20°C. Ademas, la forma B se puede procesar y manipular faciimente debido a su estabilidad
térmica, la posibilidad de preparacién en condiciones especificas, su morfologia y tamafio de particula adecuados. El
punto de fusion esta cerca de 260°C (AHf > 140 J/g), pero no se puede detectar un punto de fusion claro debido a la
descomposicién antes y durante la fusion. Esas excelentes propiedades hacen que la forma B polimorfa sea
especialmente factible para aplicaciones farmacéuticas, que se preparan a temperaturas elevadas. El polimorfo B se
puede obtener como un polvo fino con un tamano de particula que puede oscilar entre 0,2 pm y 500 pm.

La forma B muestra un patron de difraccién en polvo de rayos X, expresado en valores d (A) de: 8,7 (vs), 6,9 (w),
5,90 (vw), 5,63 (m), 5,07 (m), 4,76 (m), 4,40 (m), 4,15 (w), 4,00 (s), 3,95 (m), 3,52 (m), 3,44 (w), 3,32 (M), 3,23 (s),
3,17 (w), 3,11 (vs), 3,06 (w), 2,99 (w), 2,96 (w), 2,94 (m), 2,87 (w), 2,84 (s), 2,82 (m), 2,69 (w), 2,59 (w), 2,44 (w). La
Figura 1 es un gréfico del patron de difraccién de rayos X caracteristico mostrado por la forma B del diclorhidrato de
(6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

Tal y como se usa en esta memoria, las siguientes abreviaturas entre paréntesis significan: (vs) = intensidad muy
fuerte; (s) = intensidad fuerte; (m) = intensidad media; (w) = intensidad débil; y (vw) = intensidad muy débil. En la
Figura 1 se muestra un patrdn de difraccion de polvo de rayos X caracteristico.

Se ha encontrado que otros polimorfos de BH4 tienen una estabilidad quimica y fisica satisfactoria para un manejo
seguro durante la produccion y la formulacion, ademas de proporcionar una alta estabilidad durante el
almacenamiento en su forma pura o en formulaciones. Ademas, se ha encontrado que la forma B y otros polimorfos
de BH4 se pueden preparar en cantidades muy elevadas (p. €j., escala de 100 kilos) y se almacenan durante un
periodo prolongado de tiempo.

Todas las formas cristalinas (polimorfos, hidratos y solvatos), incluida la forma B cristalina, se pueden utilizar para la
preparacion del polimorfo B mas estable. El polimorfo B se puede obtener mediante un equilibrio de fases de
suspensiones de formas amorfas u otras formas distintas del polimorfo B, tales como el polimorfo A, en disolventes
polares y no acuosos adecuados. Por tanto, las preparaciones farmacéuticas descritas en esta memoria se refieren
a una preparacion de la forma B polimorfa de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

Otras formas de BH4 se pueden convertir en la forma B, dispersando la otra forma de BH4 en un disolvente a
temperatura ambiente, agitando la suspension a temperatura ambiente durante un tiempo suficiente para producir la
forma B polimorfa, aislando después la forma B cristalina y eliminando el disolvente de la forma B aislada. Las
temperaturas ambientales, tal y como se usan en esta memoria, significan temperaturas en un intervalo de 0°C a
60°C, preferiblemente de 15°C a 40°C. La temperatura aplicada se puede cambiar durante el tratamiento y mientras
que se agita al disminuir la temperatura de forma escalonada o continua. Los disolventes adecuados para la
conversion de otras formas a la forma B incluyen, pero no se limitan a, metanol, etanol, isopropanol, otros alcoholes
C3 y C4, acido acético, acetonitrilo, tetrahidrofurano, éter metil-t-butilico, 1,4-dioxano, acetato de etilo, acetato de
isopropilo, otros acetatos C3-C6, metiletilcetona y otras metil-alquil C3-C5-cetonas. El tiempo para completar un
equilibrio de fases puede ser de hasta 30 horas y preferiblemente de hasta 20 horas 0 menos de 20 horas.

El polimorfo B también se puede obtener mediante cristalizaciéon a partir de mezclas de disolventes que contienen
hasta aproximadamente un 5% de agua, especialmente a partir de mezclas de etanol, acido acético y agua. Se ha
encontrado que la forma B poliforma del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina se puede preparar
mediante disolucion, opcionalmente a temperaturas elevadas, preferiblemente de una forma sélida de menor energia
que la forma B o de la forma del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina, en una mezcla de disolventes que
comprende etanol, acido acético y agua, adicion de semillas a la solucién, enfriamiento de la suspensién obtenida y
aislamiento de los cristales formados. La disolucién se puede llevar a cabo a temperatura ambiente o hasta 70°C,
preferiblemente hasta 50°C. Se puede utilizar la mezcla final de disolventes para la disolucién o el material de
partida se puede disolver primero en agua y los otros disolventes se pueden afadir juntos o uno después del otro. La
composicién de la mezcla de disolventes puede comprender una relacion en volumen de agua : acido acético :
tetrahidrofurano de 1 : 3 : 2 a1 :9 : 4 y preferiblemente 1 : 5 : 4. La soluciéon se agita preferiblemente. El
enfriamiento puede significar temperaturas que se reducen hasta -40°C a 0°C, preferiblemente que se reducen hasta
10°C a 30°C. Las semillas adecuadas son la forma B poliforma procedente de otro lote o de cristales que tienen una
morfologia similar o idéntica. Después del aislamiento, la forma B cristalina se puede lavar con un no disolvente, tal
como acetona o tetrahidrofurano y secar de la manera habitual.

El polimorfo B también se puede obtener mediante cristalizacién en soluciones acuosas mediante la adicion de no
disolventes tales como metanol, etanol y &cido acético. El proceso de cristalizacion y aislamiento se puede realizar
ventajosamente a temperatura ambiente sin enfriar la solucion. Por tanto, este procedimiento es muy adecuado para
llevarlo a cabo a escala industrial.

En una realizacion de las composiciones y usos descritos en esta memoria, se prepara una composicion que incluye
la forma B polimorfa de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina, mediante la disolucién de una forma soélida
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distinta de la forma B o de la forma B de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina en agua a temperatura
ambiente, afadiendo un no disolvente en una cantidad suficiente para formar una suspension, agitando
opcionalmente la suspensién durante un cierto tiempo, y posteriormente aislando los cristales formados. La
composicién se modifica adicionalmente a una composicion farmacéutica tal y como se describe a continuacion.

La concentracion de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina en la soluciéon acuosa puede ser del 10 al 80
por ciento en peso, mas preferiblemente del 20 al 60 por ciento en peso, en relacion con la solucién. Los no
disolventes preferidos (es decir, los disolventes Utiles para preparar suspensiones de BH4) son metanol, etanol y
acido acético. El no disolvente se puede afnadir a la solucion acuosa. Mas preferiblemente, la solucién acuosa se
anade al no disolvente. El tiempo de agitacién después de la formacion de la suspension puede ser de hasta 30
horas y preferiblemente de hasta 20 horas 0 menos de 20 horas. Un aislamiento mediante filtracion y secado se
lleva a cabo de manera conocida tal y como se ha descrito anteriormente.

La forma B poliforma es una forma cristalina muy estable, que se puede separar por filtraciéon, secar y moler
facilmente hasta obtener los tamafos de particula deseados para las formulaciones farmacéuticas. Estas
propiedades sobresalientes hacen que la forma B polimorfa sea especialmente viable para una aplicacion
farmacéutica.

Forma A poliforma

Se ha encontrado que otro polimorfo cristalino de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una forma
estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se denominara
en esta memoria "forma A" o "polimorfo A". El polimorfo A es ligeramente higroscopico y adsorbe agua hasta un
contenido de aproximadamente 3 por ciento en peso, que se libera continuamente entre 50°C y 200°C, cuando se
calienta a una tasa de 10°C/minuto. El polimorfo A es un anhidrato higroscépico, que es una forma metaestable con
respecto a la forma B; sin embargo, es estable durante varios meses en condiciones ambientales, si se mantiene en
un envase herméticamente cerrado. La forma A es especialmente adecuada como material intermedio y de partida
para producir formas polimorfas estables. La forma A polimorfa se puede preparar como un polvo sélido con un
intervalo de tamano de particula medio deseado, que normalmente oscila entre 1 um y aproximadamente 500 pum.

El polimorfo A que muestra un patrén de difraccion de polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos
expresados en valores d (A) de: 15,5 (vs.), 12,0 (m), 6,7 (m), 6,5 (m), 6,3 (w), 6,1 (w), 5,96 (w), 5,49 (m), 4,89 (M),
3,79 (m), 3,70 (s), 3,48 (m), 3,45 (m), 3,33 (s), 3,26 (s), 3,22 (m), 3,18 (m), 3,08 (m), 3,02 (w), 2,95 (w), 2,87 (m),
2,79 (w), 2,70 (w). La Figura 2 es un grafico del patron de difraccién de rayos X caracteristico, mostrado por la forma
A de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

El polimorfo A muestra bandas del espectro Raman caracteristicas, expresadas en nimeros de onda (cm-1) en:
2934 (w), 2880 (w), 1692 (s), 1683 (m), 1577 (w), 1462 (m), 1360 (w), 1237 (w), 1108 (w), 1005 (vw), 881 (vw), 813
(vw), 717 (m), 687 (m), 673 (m), 659 (m), 550 (w), 530 (w), 492 (m), 371 (m), 258 (w), 207 (w), 101 (s), 87 (s) cm-1.

La forma A polimorfa se puede obtener mediante liofilizacion o eliminacion de agua de soluciones de diclorhidrato de
(6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina en agua. La forma A polimorfa del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina
se puede preparar disolviendo diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina a temperatura ambiente en agua, (1)
enfriando la solucion a temperaturas bajas para solidificar la solucion, y eliminar el agua a presion reducida, o (2)
eliminando el agua de dicha solucion acuosa.

La forma A cristalina se puede aislar mediante filtracién y luego secar para evaporar el agua absorbida del producto.
Las condiciones y los métodos de secado son conocidos y el secado del producto aislado o la eliminaciéon de agua
de acuerdo con la variante (2) descrita en esta memoria, se puede llevar a cabo aplicando temperaturas elevadas,
por ejemplo de hasta 80°C, preferiblemente en el intervalo de 30°C a 80°C, al vacio o a temperaturas elevadas y
vacio. Antes del aislamiento de un precipitado obtenido en la variante (2), la suspensién se puede agitar durante un
cierto tiempo para equilibrar las fases. La concentracion de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina en la
solucién acuosa puede ser del 5 al 40 por ciento en peso, en relacion con la solucion.

Se prefiere un enfriamiento rapido para obtener soluciones sélidas como material de partida. Se aplica una presién
reducida hasta que el disolvente se elimina por completo. La liofilizacion es una tecnologia bien conocida en la
técnica. El tiempo para completar la eliminacién del disolvente depende del vacio aplicado, que puede oscilar entre
0,01 y 1 mbar, el disolvente utilizado y la temperatura de congelacién.

La forma A polimorfa es estable a temperatura ambiente o por debajo de la temperatura ambiente en condiciones
sustancialmente exentas de agua, lo que se demuestra con pruebas de equilibrio de fases de suspensiones en
tetrahidrofurano o éter terc-butil metilico agitado durante cinco dias y 18 horas respectivamente, bajo atmdésfera de
nitrégeno a temperatura ambiente. La filtracion y el secado al aire a temperatura ambiente producen una forma A
polimorfa sin cambios.

Forma F polimorfa

Se ha encontrado que otro polimorfo cristalino de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una forma
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estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se denominara
en esta memoria "forma F" o "polimorfo F". El polimorfo F es ligeramente higroscépico y adsorbe agua hasta un
contenido de aproximadamente el 3 por ciento en peso, que se libera continuamente entre 50°C y 200°C, cuando se
calienta con una tasa de 10°C/minuto. El polimorfo F es una forma metaestable y un anhidrato higroscoépico, que es
mas estable que la forma A a temperaturas ambientales mas bajas y menos estable que la forma B a temperaturas
mas altas y la forma F es especialmente adecuada como material intermedio y de partida para producir formas
polimorfas estables. La forma F polimorfa se puede preparar como un polvo sélido con un intervalo de tamafo de
particula medio deseado que normalmente oscila entre 1 pm y aproximadamente 500 um.

El polimorfo F muestra un patron de difraccion de polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos
expresados en valores d (A) de: 17,1 (vs.), 12,1 (w), 8,6 (w), 7,0 (w), 6,5 (w), 6,4 (w), 5,92 (w), 5,72 (w), 5,11 (w),
4,92 (m), 4,86 (w), 4,68 (m), 4,41 (w), 4,12 (w), 3,88 (w), 3,83 (w), 3,70 (m), 3,64 (w), 3,55 (m), 3,49 (s), 3,46 (vs),
3,39 (s), 3,33 (m), 3,31 (m), 3,27 (m), 3,21 (m), 3,19 (m), 3,09 (m), 3,02 (m) y 2,96 (m). La Figura 3 es un grafico del
patron de difraccion de rayos X caracteristico, mostrado por la forma F de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-
tetrahidrobiopterina.

El polimorfo F se puede obtener mediante equilibrio de fases de suspensiones de la forma A poliforma en
disolventes polares y no acuosos adecuados, que apenas disuelven dichas formas de energia inferior,
especialmente alcoholes tales como metanol, etanol, propanol e isopropanol. La forma F poliforma de diclorhidrato
de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina también se puede preparar dispersando particulas de la forma A soélida de
diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina en un disolvente no acuoso que apenas disuelve dicho diclorhidrato
de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina por debajo de la temperatura ambiente, agitando la suspension a dichas
temperaturas durante un tiempo suficiente para producir la forma F polimorfa, aislando después la forma F cristalina
y retirando el disolvente de la forma F aislada. Se puede realizar la eliminacién del disolvente y el secado al aire, aire
Seco 0 un gas protector seco como nitrégeno o gases nobles y a temperatura ambiente o por debajo de ella, por
ejemplo hasta 0°C. La temperatura durante el equilibrio de fases es preferiblemente de 5 a 15°C y lo mas
preferiblemente de aproximadamente 10°C.

Forma J polimorfa

Se ha encontrado que otro polimorfo cristalino de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una forma
estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se denominara
en esta memoria "forma J" o "polimorfo J". El polimorfo J es ligeramente higroscoépico y absorbe agua cuando se
manipula con humedad del aire. El polimorfo J es una forma metaestable y un anhidrato higroscépico, y se puede
transformar de nuevo en la forma E descrita a continuacion, de la cual se obtiene tras una exposicién a condiciones
de humedad relativa alta, tal como superior al 75% de humedad relativa. La forma J es especialmente adecuada
como material intermedio y de partida para producir formas polimorfas estables. La forma J polimorfa se puede
preparar como un polvo sélido con un intervalo de tamafo de particula medio deseado que normalmente oscila entre
1 um y aproximadamente 500 pm.

La forma J muestra un patron de difraccion de polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 14,6 (m), 6,6 (w), 6,4 (w), 5,47 (w), 4,84 (w), 3,29 (vs) y 3,21 (vs). La Figura 4 es un grafico del
patron de difraccion de rayos X caracteristico, mostrado por la forma J de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-
tetrahidrobiopterina.

El polimorfo J se puede obtener mediante deshidratacion de la forma E a temperaturas moderadas al vacio. En
particular, la forma J polimorfa del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina se puede preparar tomando la
forma E y eliminando el agua de la forma E, tratando la forma E en un secador de vacio para obtener la forma J a
temperaturas moderadas, que puede ser una temperatura en el intervalo de 25 a 70°C, y mas preferiblemente de 30
a 50°C.

Forma K polimorfa

Se ha encontrado que otro polimorfo cristalino del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una forma
estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se denominara
en esta memoria como "forma K" o "polimorfo K". El polimorfo K es ligeramente higroscopico y adsorbe agua hasta
un contenido de aproximadamente un 2,0 por ciento en peso, que se libera continuamente entre 50°C y 100°C,
cuando se calienta con una tasa de 10°C/minuto. El polimorfo K es una forma metaestable y un anhidrato
higroscopico, que es menos estable que la forma B a temperaturas mas altas y la forma K es especialmente
adecuada como material intermedio y de partida para producir formas polimorfas estables, en particular la forma B.
La forma K polimorfa se puede preparar como un polvo sélido con un intervalo de tamafo de particula medio
deseado, que normalmente oscila entre 1 um y aproximadamente 500 pm.

La forma K muestra un patron de difraccion de polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 14,0 (s), 9,4 (w), 6,6 (w), 6,4 (w), 6,3 (w), 6,1 (w), 6,0 (w), 5,66 (w), 5,33 (w), 5,13 (vw), 4,73 (m),
4,64 (m), 4,48 (w), 4,32 (vw), 4,22 (w), 4,08 (w), 3,88 (w), 3,79 (w), 3,54 (m), 3,49 (vs), 3,39 (m), 3,33 (vs), 3,13 (s),
3,10 (m), 3,05 (m), 3,01 (m), 2,99 (m) y 2,90 (m). La Figura 5 es un grafico del patrén de difraccién de rayos X
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caracteristico, mostrado por la forma K del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

El polimorfo K se puede obtener mediante cristalizacién a partir de mezclas de disolventes polares que contienen
pequefias cantidades de agua y en presencia de pequefas cantidades de acido ascérbico. Los disolventes para la
mezcla de disolventes se pueden seleccionar a partir de acido acético y un alcohol tal como metanol, etanol, n- o
isopropanol. En particular, la forma K poliforma de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina se puede
preparar disolviendo diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina en una mezcla de acido acético y un alcohol o
tetrahidrofurano que contiene pequefas cantidades de agua y una pequena cantidad de &acido ascorbico a
temperaturas elevadas, bajando la temperatura por debajo de la temperatura ambiental para cristalizar dicho
diclorhidrato, aislando el precipitado y secando el precipitado aislado a temperatura elevada, opcionalmente al vacio.
Los alcoholes adecuados son, por ejemplo, metanol, etanol, propanol e isopropanol, en donde se prefiere el etanol.
La proporcion de acido acético a alcohol o a tetrahidrofurano puede ser de 2:1 a 1:2 y preferiblemente
aproximadamente 1:1. La disolucién de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina se puede llevar a cabo en
presencia de un mayor contenido en agua y se puede anadir mas mezcla de antidisolvente para obtener una
precipitacion completa. La cantidad de agua en la composicién final puede ser del 0,5 al 5 por ciento en peso y la
cantidad de acido ascérbico puede ser del 0,01 al 0,5 por ciento en peso, ambas referidas a la mezcla de
disolventes. La temperatura para la disoluciéon puede estar en el intervalo de 30 a 100 y preferiblemente de 35 a
70°C y la temperatura de secado puede estar en el intervalo de 30 a 50°C. El precipitado se puede lavar con un
alcohol, tal como etanol, después del aislamiento, por ejemplo, mediante filtracién. El polimorfo K se puede convertir
facilmente en la forma B méas estable mediante equilibrio de fases, p. €j., en isopropanol y, opcionalmente, sembrar
con cristales de la forma B a una temperatura superior a la ambiental, tal como temperaturas de 30 a 40°C.

Formas hidrato de la sal diclorhidrato de (6R)-L-tetrahidrobiopterina

Tal y como se describe adicionalmente a continuacion, se ha encontrado que el diclorhidrato de (6R)-L-eritro-
tetrahidrobiopterina existe como varios hidratos cristalinos, que se describirdan y definirdn en esta memoria como
formas C, D, E, Hy O. Esas formas de hidratos son utiles como una forma estable de BH4 para las preparaciones
farmacéuticas descritas en esta memoria y en la preparacion de composiciones que incluyen polimorfos cristalinos
estables de BH4.

Forma C hidrato

Se ha encontrado que una forma cristalina de hidrato de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una
forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacién farmacéutica descrita en esta memoria, que se
denominara en esta memoria "forma C" o " hidrato C". La forma C hidrato es ligeramente higroscopica y tiene un
contenido en agua de aproximadamente 5,5 por ciento en peso, lo que indica que la forma C es un monohidrato. El
hidrato C tiene un punto de fusion cercano a 94°C (AHr es aproximadamente 31 J/g) y la forma C hidrato es
especialmente adecuada como material intermedio y de partida para producir formas polimérficas estables. La forma
C polimorfa se puede preparar como un polvo sélido con un intervalo de tamafo de particula medio deseado, que
normalmente oscila entre 1 pm y aproximadamente 500 pum.

La forma C muestra un patron de difraccion de rayos X en polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 18,2 (m), 15,4 (w), 13,9 (vs), 10,4 (w), 9,6 (w), 9,1 (w), 8,8 (m), 8,2 (w), 8,0 (w), 6,8 (m), 6,5 (W),
6,05 (m), 5,77 (w), 5,64 (w), 5,44 (w), 5,19 (w), 4,89 (w), 4,76 (w), 4,70 (w), 4,41 (w), 4,25 (m), 4,00 (m), 3,88 (m),
3,80 (m), 3,59 (s), 3,50 (m), 3,44 (m), 3,37 (m), 3,26 (s), 3,19 (vs), 3,17 (s), 3,11 (m), 3,06 (m), 3,02 (m), 2,97 (vs),
2,93 (m), 2,89 (m), 2,83 (m) y 2,43 (m). La Figura 6 es un gréfico del patrén de difraccién de rayos X caracteristico
mostrado por la forma C hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La forma C hidrato se puede obtener mediante equilibrio de fases a temperatura ambiente de una forma polimorfa tal
como una suspension del polimorfo B en un no disolvente, que contiene agua en una cantidad de preferiblemente
aproximadamente un 5 por ciento en peso, en relacién con el disolvente. La forma C hidrato del diclorhidrato de
(6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina se puede preparar suspendiendo diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina
en un no disolvente tal como heptano, alcoholes C1-C4, tales como metanol, etanol, 1- o 2-propanol, acetatos, tales
como acetato de etilo, acetonitrilo, acido acético o éteres tales como terahidrofurano, dioxano, éter terc-butilmetilico,
0 mezclas binarias o ternarias de esos no disolventes, a las que se afade suficiente agua para formar un
monohidrato, y agitando la suspension a temperatura ambiente o por debajo de ella (p. €j., de 0 a 30°C) durante un
tiempo suficiente para formar un monohidrato. Suficiente agua puede significar del 1 al 10 y preferiblemente del 3 al
8 por ciento en peso de agua, con referencia a la cantidad de disolvente. Los solidos se pueden separar por filtracion
y secar al aire aproximadamente a temperatura ambiente. El sélido puede absorber algo de agua y, por lo tanto,
posee un contenido en agua superior al valor teérico del 5,5 por ciento en peso. La forma C hidrato es inestable con
respecto a las formas D y B, y se convierte facilmente en la forma B polimorfa a temperaturas de aproximadamente
40°C al aire y una menor humedad relativa. La forma C se puede transformar en el hidrato D mas estable mediante
equilibrio en suspensién a temperatura ambiente.

Forma D hidrato

Se ha encontrado que otra forma cristalina de hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una
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forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se
denominara en esta memoria "forma D" o "hidrato D". La forma D hidrato es ligeramente higroscopica y puede tener
un contenido en agua de aproximadamente 5,0 a 7,0 por ciento en peso, lo que sugiere que la forma D es un
monohidrato. El hidrato D tiene un punto de fusién cercano a 153°C (AHr es de aproximadamente 111 J/g) y tiene
una estabilidad mucho mayor que la forma C e incluso es estable cuando se expone a la humedad del aire a
temperatura ambiente. Por lo tanto, la forma D hidrato se puede usar para preparar formulaciones o como material
intermedio y de partida para producir formas polimorfas estables. La forma D polimorfa se puede preparar como un
polvo sélido con un intervalo de tamafo de particula medio deseado que normalmente oscila entre 1 um y
aproximadamente 500 pm.

La forma D muestra un patron de difraccion de polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 8,6 (s), 6,8 (w), 5,56 (m), 4,99 (m), 4,67 (s), 4,32 (m), 3,93 (vs), 3,88 (w), 3,64 (w), 3,41 (w), 3,25
(w), 3,17 (m), 3,05 (s), 2,94 (w), 2,92 (w), 2,88 (m), 2,85 (w), 2,80 (w), 2,79 (m), 2,68 (w), 2,65 (w), 2,52 (vw), 2,35
(w), 2,34 (w), 2,30 (w) y 2,29 (w). La Figura 7 es un grafico del patron de difraccién de rayos X caracteristico,
mostrado por la forma D hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La forma D hidrato se puede obtener afiadiendo a aproximadamente temperatura ambiente, soluciones acuosas
concentradas de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina a un exceso de un no disolvente tal como hexano,
heptano, diclorometano, 1- o 2-propanol, acetona, acetato de etilo, acetonitrilo, acido acético o éteres tales como
tetrahidrofurano, dioxano, éter terc-butilmetilico, 0 mezclas de esos no disolventes, y agitando la suspension a
temperatura ambiente. El sélido cristalino se puede separar por filtracion y luego secar bajo atmésfera de nitrégeno
seco a temperatura ambiente. Un no disolvente preferido es isopropanol. La adicién de la solucién acuosa se puede
realizar gota a gota para evitar una precipitacién repentina. La forma D hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-
tetrahidrobiopterina se puede preparar afadiendo a aproximadamente temperatura ambiente soluciones acuosas
concentradas de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina hasta un exceso de un no disolvente y agitando la
suspension a temperatura ambiente. Un exceso de no disolvente puede significar una relacion entre el disolvente
acuoso y el no disolvente de 1:10 a 1:1000. La forma D contiene un pequefo exceso de agua, relacionado con el
monohidrato, y se cree que es agua absorbida debido a la naturaleza ligeramente higroscopica de ese hidrato
cristalino. Se considera que la forma D hidrato es la mas estable entre los hidratos conocidos a temperatura
ambiente y una humedad relativa inferior al 70%. La forma D hidrato se puede usar para formulaciones preparadas
en condiciones en las que ese hidrato es estable. La temperatura ambiente puede significar entre 20 y 30°C.

Forma E hidrato

Se ha encontrado que otra forma cristalina de hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una
forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se
denominara en esta memoria "forma E" o "hidrato E". La forma E hidrato tiene un contenido en agua de
aproximadamente 10 a 14 por ciento en peso, lo que sugiere que la forma E es un dihidrato. El hidrato E se forma a
temperaturas inferiores a la temperatura ambiente. La forma E hidrato es especialmente adecuada como material
intermedio y de partida para producir formas polimorfas estables. Es especialmente adecuada producir la forma J
exenta de agua, después de secar bajo atmdésfera de nitrégeno u opcionalmente al vacio. La forma E no es
higroscopica y es estable a humedades relativas bastante altas, es decir, a humedades relativas por encima de
aproximadamente el 60% y hasta aproximadamente el 85%. La forma E polimorfa se puede preparar como un polvo
sélido con un intervalo de tamano de particula medio deseado que normalmente oscila entre 1 pm y
aproximadamente 500 pm.

La forma E muestra un patrén de difraccion de rayos X en polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 15,4 (s), 6,6 (w), 6,5 (w), 5,95 (vw), 5,61 (vw), 5,48 (w), 5,24 (w), 4,87 (w), 4,50 (vw), 4,27 (w),
3,94 (w), 3,78 (w), 3,69 (m), 3,60 (w), 3,33 (s), 3,26 (vs), 3,16 (w), 3,08 (m), 2,98 (w), 2,95 (m), 2,91 (w), 2,87 (m),
2,79 (w), 2,74 (w), 2,69 (w) y 2,62 (w). La Figura 8 es un grafico del patron de difraccién de rayos X caracteristico,
mostrado por la forma E hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La forma E hidrato se puede obtener anadiendo soluciones acuosas concentradas de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-
tetrahidrobiopterina a un exceso de un no disolvente enfriado a temperaturas de aproximadamente 10 a -10°C y
preferiblemente de 0 a 10°C y agitando la suspension a dichas temperaturas. El sélido cristalino se puede separar
por filtracién y luego secar bajo atmdsfera de nitrogeno seco a temperatura ambiente. Los no disolventes son, por
ejemplo, hexano, heptano, diclorometano, 1- o 2-propanol, acetona, acetato de etilo, acetonitrilo, acido acético o
éteres tales como tetrahidrofurano, dioxano, éter terc-butilmetilico, o mezclas de tales no disolventes. Un no
disolvente preferido es isopropanol. La adicién de la soluciéon acuosa se puede realizar gota a gota para evitar una
precipitacion repentina. La forma E hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina se puede preparar
afadiendo soluciones acuosas concentradas de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina a un exceso de un
no disolvente, que se enfria a temperaturas de aproximadamente 10 a -10°C, y agitando la suspension a
temperatura ambiente. El exceso de no disolvente puede significar una relacion entre el disolvente acuoso y el no
disolvente de 1:10 a 1:1000. Un no disolvente preferido es tetrahidrofurano. Otro procedimiento de preparacion
comprende exponer la forma B polimorfa a una atmdésfera de aire con una humedad relativa del 70 al 90%,
preferiblemente alrededor del 80%. Se considera que la forma E hidrato es un dihidrato, por lo que puede absorber
algo de agua adicional. La forma E polimorfa se puede transformar en polimorfo J al secarse al vacio a temperaturas
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moderadas, lo que puede significar entre 20°C y 50°C a presiones entre 0 y 100 mbar. La forma E es especialmente
adecuada para formulaciones en formas semisoélidas debido a su estabilidad con humedades relativas elevadas.

Forma H hidrato

Se ha encontrado que otra forma cristalina de hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una
forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacién farmacéutica descrita en esta memoria, que se
denominara en esta memoria "forma H" o " hidrato H". La forma H hidrato tiene un contenido en agua de
aproximadamente 5,0 a 7,0 por ciento en peso, lo que sugiere que la forma H es un monohidrato higroscépico. La
forma H hidrato se forma a temperaturas inferiores a la temperatura ambiente. La forma H hidrato es especialmente
adecuada como material intermedio y de partida para producir formas polimorfas estables. La forma H polimorfa se
puede preparar como un polvo sélido con un intervalo de tamafo de particula medio deseado, que normalmente
oscila entre 1 um y aproximadamente 500 um.

La forma H muestra un patrén de difraccion en polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 8,6 15,8 (vs), 10,3 (w), 8,0 (w), 6,6 (w), 6,07 (w), 4,81 (w), 4,30 (w), 3,87 (m), 3,60 (m), 3,27 (m),
3,21 (m), 3,13 (w), 3,05 (w), 2,96 (m), 2,89 (m), 2,82 (w) y 2,67 (m). La Figura 9 es un grafico del patrén de difraccion
de rayos X caracteristico, mostrado por la forma H hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La forma H hidrato se puede obtener disolviendo a temperatura ambiente el diclorhidrato de (6R)-L-eritro-
tetrahidrobiopterina en una mezcla de acido acético y agua, afnadiendo luego un no disolvente para precipitar un
sélido cristalino, enfriando la suspension obtenida y agitando la suspension enfriada durante un tiempo determinado.
El sélido cristalino se separa por filtracion y luego se seca al vacio a temperatura ambiente. Los no disolventes son,
por ejemplo, hexano, heptano, diclorometano, 1- o 2-propanol, acetona, acetato de etilo, acetonitrilo, acido acético o
éteres como tetrahidrofurano, dioxano, éter terc-butilmetilico, o mezclas de tales no disolventes. Un no disolvente
preferido es tetrahidrofurano. La forma H hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina se puede
preparar disolviendo a temperatura ambiente el diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina en una mezcla de
acido aceético y una cantidad menor que la de acido acético de agua, afadiendo un no disolvente y enfriando la
suspension obtenida a temperaturas en el intervalo de -10 a 10°C, y preferiblemente de -5 a 5°C, y agitando la
suspensién a dicha temperatura durante un cierto tiempo. Cierto tiempo puede significar de 1 a 20 horas. La relacién
en peso entre &cido acético y agua puede ser de 2:1 a 25:1 y preferiblemente de 5:1 a 15:1. La relacién en peso
entre acido acético/agua y no disolvente puede ser de 1:2 a 1:5. La forma H hidrato parece ser un monohidrato con
un ligero exceso de agua absorbida debido a la naturaleza higroscopica.

Forma O hidrato

Se ha encontrado que otra forma cristalina de hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una
forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se
denominara en esta memoria "forma O" o "hidrato O". La forma O hidrato se forma a temperaturas cercanas a la
temperatura ambiente. La forma O hidrato es especialmente adecuada como material intermedio y de partida para
producir formas polimorfas estables. La forma O polimorfa se puede preparar como un polvo sélido con un intervalo
de tamanfo de particula medio deseado, que normalmente oscila entre 1 um y aproximadamente 500 pm.

La forma O muestra un patron de difraccion en polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 15,9 (w), 14,0 (w), 12,0 (w), 8,8 (m), 7,0 (w), 6,5 (w), 6,3 (m), 6,00 (w), 5,75 (w), 5,65 (m), 5,06
(m), 4,98 (m), 4,92 (m), 4,84 (w), 4,77 (w), 4,42 (w), 4,33 (w), 4,00 (m), 3,88 (m), 3,78 (w), 3,69 (s), 3,64 (s), 3,52
(vs), 3,49 (s), 3,46 (s), 3,42 (s), 3,32 (m), 3,27 (m), 3,23 (s), 3,18 (s), 3,15 (vs), 3,12 (m), 3,04 (vs), 2,95 (m), 2,81 (s),
2,72 (m), 2,67 (m) y 2,61 (m). La Figura 10 es un grafico del patrén de difraccion de rayos X caracteristico, mostrado
por la forma O hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La forma O hidrato se puede preparar mediante una exposicién de la forma F polimorfa a una atmésfera de
nitrégeno que contiene vapor de agua, con una humedad relativa resultante de aproximadamente 52% durante
aproximadamente 24 horas. El hecho de que la forma F, que es un anhidrato ligeramente higroscépico, se pueda
utilizar para preparar la forma O con un 52% de humedad relativa, sugiere que la forma O es un hidrato, que es mas
estable que la forma F en condiciones de temperatura y humedad ambiental.

Formas de solvato de la sal diclorhidrato de (6R)-L-tetrahidrobiopterina

Tal y como se describe adicionalmente a continuacién, se ha encontrado que el diclorhidrato de (6R)-L-eritro-
tetrahidrobiopterina existe como una serie de formas de solvatos cristalinos, que se describiran y definiran en esta
memoria como formas G, I, L, M y N. Esas formas de solvato son utiles como forma estable de BH4 para las
preparaciones farmacéuticas descritas en esta memoria y en la preparacion de composiciones que incluyen
polimorfos cristalinos estables de BH4.

Forma G solvato
Se ha encontrado que una forma cristalina de solvato de etanol del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina

es una forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se
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denominara en esta memoria "forma G" o "hidrato G." La forma G solvato de etanol tiene un contenido en etanol de
aproximadamente 8,0 a 12,5 por ciento en peso, lo que sugiere que la forma G es un solvato de monoetanol
higroscopico. La forma G solvato se forma a temperaturas por debajo de la temperatura ambiente. La forma G es
especialmente adecuada como material intermedio y de partida para producir formas polimorfas estables. La forma
G polimorfa se puede preparar como un polvo solido con un intervalo de tamafo de particula medio deseado que
varia tipicamente de 1 um a aproximadamente 500 um.

La forma G muestra un patron de difraccion de rayos X en polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 14,5 (vs), 10,9 (w), 9,8 (w), 7,0 (w), 6,3 (w), 5,74 (w), 5,24 (vw), 5,04 (vw), 4,79 (w), 4,41 (w),
4,02 (w), 3,86 (w), 3,77 (w), 3,69 (w), 3,63 (m), 3,57 (m), 3,49 (m), 3,41 (m), 3,26 (m), 3,17 (m), 3,07 (m), 2,97 (m),
2,95 (m), 2,87 (w) y 2,61 (w). La Figura 11 es un grafico del patrén de difraccién de rayos X caracteristico, mostrado

por la forma G solvato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La forma G solvato de etanol se puede obtener mediante una cristalizacién del diclorhidrato de L-eritro-
tetrahidrobiopterina disuelto en agua y afadiendo un gran exceso de etanol, agitando la suspensiéon obtenida a
temperatura ambiente o por debajo de ella y secando el sélido aislado al aire o bajo atmésfera de nitrégeno a
aproximadamente la temperatura ambiente. En este caso, un gran exceso de etanol significa una mezcla resultante
de etanol y agua con menos del 10% de agua, preferiblemente aproximadamente del 3 al 6%. La forma G etanolato
de diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina se puede preparar disolviendo aproximadamente a temperatura
ambiente hasta temperaturas de 75°C, diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina en agua o en una mezcla de
agua y etanol, enfriando una solucién calentada a temperatura ambiente y ademas hasta 5 a 10°C, anadiendo
opcionalmente etanol para completar la precipitacion, agitando la suspension obtenida a temperaturas de 20 a 5°C,
separando por filtracion el sélido blanco cristalino y secando el sélido al aire o bajo un gas protector como el
nitrégeno a temperaturas cercanas a la temperatura ambiente. El procedimiento se puede llevar a cabo en una
primera variante disolviendo el diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina aproximadamente a temperatura
ambiente en una cantidad menor de agua y luego afadiendo un exceso de etanol y agitando después la suspension
obtenida durante un tiempo suficiente para obtener un equilibrio de fases. En una segunda variante, el diclorhidrato
de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina se puede suspender en etanol, opcionalmente afadiendo una cantidad menor
de agua y calentando la suspensién y disolviendo el diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina, enfriando la
soluciéon. a temperaturas de aproximadamente 5 a 15°C, afiadiendo etanol adicional a la suspensiéon y luego
agitando la suspensién obtenida durante un tiempo suficiente para obtener un equilibrio de fases.

Forma | solvato

Se ha encontrado que una forma cristalina de solvato de &cido acético del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-
tetrahidrobiopterina es una forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en
esta memoria, que se denominara en esta memoria "forma I" o "hidrato I". La forma | solvato de acido acético tiene
un contenido en acido acético de aproximadamente 12,7 por ciento en peso, lo que sugiere que la forma | es un
monosolvato de acido acético higroscopico. La forma | solvato se forma a temperaturas por debajo de la temperatura
ambiente. La forma | solvato de acido acético es especialmente adecuada como material intermedio y de partida
para producir formas polimorfas estables. La forma | polimorfa se puede preparar como un polvo sélido con un
intervalo de tamafio de particula medio deseado que normalmente estd comprendido entre 1 pm y aproximadamente
500 pm.

La Forma | muestra un patron de difraccion en polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 14,5 (m), 14,0 (w), 11,0 (w), 7,0 (vw), 6,9 (vw), 6,2 (vw), 5,30 (w), 4,79 (w), 4,44 (w), 4,29 (w),
4,20 (vw), 4,02 (w), 3,84 (w), 3,80 (w), 3,67 (vs), 3,61 (m), 3,56 (w), 3,44 (m), 3,27 (w), 3,19 (w), 3,11 (s), 3,00 (m),
2,94 (w), 2,87 (w) y 2,80 (w). La Figura 12 es un gréfico del patrdn de difraccion de rayos X caracteristico, mostrado

por la forma | solvato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La forma | del solvato de acido acético se puede obtener mediante una disolucion del diclorhidrato de L-eritro-
tetrahidrobiopterina en una mezcla de acido acético y agua a temperatura elevada, afiadiendo mas acido acético a la
solucion, enfriando hasta una temperatura de aproximadamente 10°C y luego calentando la suspensién formada
hasta aproximadamente 15°C, y luego agitando la suspension obtenida durante un tiempo suficiente para obtener un
equilibrio de fases, que puede durar hasta 3 dias. A continuacién, el sélido cristalino se separa por filtracién y se
seca al aire 0 bajo un gas protector como nitrégeno, a temperaturas cercanas a la temperatura ambiente.

Forma L solvato

Se ha encontrado que una forma cristalina mixta de solvato/hidrato de etanol del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-
tetrahidrobiopterina es una forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en
esta memoria, que se denominard en esta memoria "forma L" o "hidrato L". La forma L puede contener 4% pero
hasta 13% de etanol y 0% a aproximadamente 6% de agua. La forma L se puede transformar en la forma G cuando
se trata en etanol a temperaturas desde aproximadamente 0°C a 20°C. Ademas, la forma L se puede transformar en
la forma B cuando se trata en un disolvente organico a temperatura ambiente (10°C a 60°C). La forma L polimorfa se
puede preparar como un polvo sélido con un intervalo de tamafo de particula medio deseado que normalmente esta
comprendido entre 1 um y aproximadamente 500 pm.
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La forma L muestra un patrén de difraccion de polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 14,1 (vs), 10,4 (w), 9,5 (w), 9,0 (vw), 6,9 (w), 6,5 (w), 6,1 (W), 5,75 (w), 5,61 (w), 5,08 (w), 4,71
(w), 3,86 (w), 3,78 (w), 3,46 (m), 3,36 (m), 3,06 (w), 2,90 (w) y 2,82 (w), La Figura 13 es un grafico del patron de
difraccion de rayos X -caracteristico, mostrado por la forma L solvato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-

tetrahidrobiopterina.

La forma L se puede obtener suspendiendo la forma E hidrato a temperatura ambiente en etanol y agitando la
suspension a temperaturas de 0 a 10°C, preferiblemente aproximadamente 5°C, durante un tiempo suficiente para
que se produzca un equilibrio de fases, que puede ser de 10 a 20 horas. Después, el sélido cristalino se separa por
filtracion y se seca preferiblemente a presion reducida a 30°C o bajo atmésfera de nitrégeno. Un andlisis mediante
TG-FTIR sugiere que la forma L puede contener cantidades variables de etanol y agua, es decir, puede existir como
un polimorfo (anhidrato), como una mezcla de solvato/hidrato de etanol, o incluso como un hidrato.

Forma M solvato

Se ha encontrado que una forma cristalina de solvato de etanol del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina
es una forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se
denominara en esta memoria "forma M" o "hidrato M". La forma M puede contener 4% pero hasta 13% de etanol y
0% a aproximadamente 6% de agua, lo que sugiere que la forma M es un solvato de etanol ligeramente
higroscopico. La forma M solvato se forma a temperatura ambiente. La forma M es especialmente adecuada como
material intermedio y de partida para producir formas polimorfas estables, ya que la forma M se puede transformar
en la forma G cuando se trata en etanol a temperaturas entre aproximadamente -10° a 15°C, y en la forma B cuando
se trata con disolventes organicos, tales como etanol, alcoholes C3 y C4, o éteres ciclicos tales como THF y
dioxano. La forma M poliforma se puede preparar como un polvo solido con un intervalo de tamafo de particula
medio deseado que normalmente oscila entre 1 um y aproximadamente 500 pm.

La forma M muestra un patron de difraccion de polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 18,9 (s), 6,4 (m), 6,06 (w), 5,66 (w), 5,28 (w), 4,50 (w), 4,23 (w) y 3,22 (vs). La Figura 14 es un
grafico del patron de difraccion de rayos X caracteristico, mostrado por la forma M solvato del diclorhidrato de (6R)-

L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La forma M del solvato de etanol se puede obtener mediante una disolucion de diclorhidrato de L-eritro-
tetrahidrobiopterina en etanol y una evaporacion de la solucién bajo atmosfera de nitrégeno a temperatura ambiente,
es decir, entre 10°C y 40°C. La forma M también se puede obtener secando la forma G bajo un ligero flujo de
nitrégeno seco con una tasa de aproximadamente 20 a 100 mL/min. Dependiendo del grado de secado bajo
atmadsfera de nitrogeno, la cantidad restante de etanol puede ser variable, es decir, de aproximadamente 3% a 13%.

Forma N solvato

Se ha encontrado que otra forma cristalina de solvato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina es una
forma estable preferida de BH4 para uso en una preparacion farmacéutica descrita en esta memoria, que se
denominara en esta memoria "forma N" o "hidrato N". La forma N puede contener en total hasta un 10% de
isopropanol y agua, lo que sugiere que la forma N es un solvato de isopropanol ligeramente higroscopico. La forma
N se puede obtener lavando la forma D con isopropanol y secando posteriormente al vacio a aproximadamente
30°C. La forma N es especialmente adecuada como material intermedio y de partida para producir formas polimorfas
estables. La forma N polimorfa se puede preparar como un polvo sélido con un intervalo de tamafno de particula
medio deseado que normalmente oscila entre 1 um y aproximadamente 500 um.

La forma N muestra un patron de difraccion de polvo de rayos X caracteristico con picos caracteristicos expresados
en valores d (A) de: 19,5 (m), 9,9 (w), 6,7 (w), 5,15 (w), 4,83 (w), 3,91 (w), 3,56 (m), 3,33 (vs), 3,15 (w), 2,89 (w),
2,81 (w), 2,56 (w) y 2,36 (w). La Figura 15 es un gréfico del patrdn de difraccion de rayos X caracteristico, mostrado
por la forma N solvato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina.

La forma N de isopropanol se puede obtener mediante una disolucion del diclorhidrato de L-eritro-
tetrahidrobiopterina en 4,0 mL de una mezcla de isopropanol y agua (mezclando una relaciéon en volumen de, por
ejemplo, 4:1). A esta solucién se afiade lentamente isopropanol (IPA, por ejemplo, aproximadamente 4,0 mL) y la
suspension resultante se enfria a 0°C y se agita durante varias horas (por ejemplo, aproximadamente de 10 a 18
horas) a esa temperatura. Se filtra la suspension y se lava el residuo sélido con isopropanol a temperatura ambiente.
El material cristalino obtenido se seca luego a temperatura ambiente (por ejemplo, aproximadamente 20 a 30°C) y
presién reducida (aproximadamente 2 a 10 mbar) durante varias horas (por ejemplo, aproximadamente 5 a 20
horas). TG-FTIR muestra una pérdida de peso del 9,0% entre 25 y 200°C, que se atribuye tanto al isopropanol como
al agua. Este resultado sugiere que la forma N puede existir en forma de solvato de isopropanol, o en forma de
solvato/hidrato de isopropanol mixto, o como una forma no solvatada que contiene una pequefia cantidad de agua.

Para la preparacion de las formas polimorfas, se pueden usar técnicas de cristalizacién bien conocidas en la técnica,
tales como agitacién de una suspension (equilibrio de fases en), precipitacion, recristalizacion, evaporacion, métodos
de sorcidon de agua como disolventes o descomposicidon de solvatos. Se pueden usar soluciones diluidas, saturadas
0 sobresaturadas para la cristalizacion, con o sin siembra con agentes de nucleacion adecuados. Se pueden aplicar
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temperaturas de hasta 100°C para formar soluciones. Se puede aplicar un enfriamiento para iniciar la cristalizacién y
precipitacion hasta -100°C y preferiblemente hasta -30°C. Se pueden usar polimorfos metaestables o formas
seudopolimérficas para preparar soluciones o suspensiones para la preparacion de formas mas estables y para
lograr concentraciones mas altas en las soluciones.

Se ha encontrado sorprendentemente que la forma D hidrato es la forma mas estable entre los hidratos y las formas
B y D son especialmente adecuadas para uso en formulaciones farmacéuticas. Las formas B y D presentan algunas
ventajas como una fabricaciéon focalizada, buen manejo debido al tamafo y la morfologia convenientes de los
cristales, muy buena estabilidad en condiciones de produccién de varios tipos de formulacion, estabilidad durante el
almacenamiento, mayor solubilidad y biodisponibilidad elevada. Por consiguiente, una realizacién de las
composiciones y métodos descritos en esta memoria es una composicion farmacéutica que incluye la forma B
polimorfa y/o la forma D hidrato del diclorhidrato de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

I1l. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones descritas en esta memoria se administran preferiblemente como formulaciones orales. Las
formulaciones orales son preferiblemente formulaciones soélidas tales como capsulas, comprimidos, pildoras y
grageas, o formulaciones liquidas tales como suspensiones acuosas, elixires y jarabes. Las diversas formas de BH4
descritas en esta memoria se pueden usar directamente como polvo (particulas micronizadas), granulos,
suspensiones 0 soluciones, 0 se pueden combinar junto con otros ingredientes farmacéuticamente aceptables para
mezclar por adicién los componentes y opcionalmente dividirlos finamente y después rellenar capsulas, compuestas,
por ejemplo, a partir de gelatina dura o blanda, comprimidos de compresion, pildoras o grageas, o suspenderlos o
disolverlos en vehiculos para suspensiones, elixires y jarabes. Se pueden aplicar recubrimientos después de la
compresién para formar pildoras.

Los ingredientes farmacéuticamente aceptables son bien conocidos para los diversos tipos de formulacién y pueden
ser, por ejemplo, agentes aglutinantes tales como polimeros naturales o sintéticos, excipientes, lubricantes,
tensioactivos, edulcorantes y aromatizantes, materiales de recubrimiento, conservantes, colorantes, espesantes,
adyuvantes, agentes antimicrobianos, antioxidantes y vehiculos para los diversos tipos de formulacién. La expresion
"farmacéutica o farmacologicamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones que estan
aprobadas por la Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos o una agencia reguladora
extranjera correspondiente para su administracion a humanos. Tal y como se usa en esta memoria, "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifiingicos, agentes isotdnicos y retardadores de la absorcién y similares. El uso de tales
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas, es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida
en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con las composiciones terapéuticas, se contempla
Su uso en composiciones terapéuticas. También se pueden incorporar a las composiciones ingredientes activos
complementarios.

La cantidad inicial de (6R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina usada para preparar la formulacién puede estar, por ejemplo,
en el intervalo de aproximadamente 30% en peso a aproximadamente 40% en peso de la formulacién, o en el
intervalo de aproximadamente 32% en peso hasta aproximadamente 35% en peso, o aproximadamente 33% en
peso. Cantidades especificas de BH4 en una formulacién contemplada en esta memoria incluyen 80 mg, 100 mg,
200 mg, 300 mg, 400 mg y 500 mg.

Los agentes aglutinantes ayudan a conservar una formulacion sélida. En algunos casos, se utilizan aglutinantes
anhidros para preservar el estado anhidro de las formas polimorfas. En algunos casos, el agente aglutinante puede
actuar como un agente de secado. Los aglutinantes ejemplares incluyen fosfato calcico dibasico anhidro y su
monohidrato. Otros ejemplos no limitantes de agentes aglutinantes Utiles en una composicion descrita en esta
memoria, incluyen goma de tragacanto, goma arabiga, almidén, gelatina y polimeros biolégicos degradables tales
como homopoliésteres o copoliésteres de acidos dicarboxilicos, alquilenglicoles, polialquilenglicoles y/o acidos
hidroxilcarboxilicos alifaticos; homopoliamidas o copoliamidas de acidos dicarboxilicos, alquilendiaminas y/o acidos
aminocarboxilicos alifaticos; copolimeros de poliéster-poliamida correspondientes, polianhidridos, poliortoésteres,
polifosfaceno y policarbonatos. Los polimeros biol6gicos degradables pueden ser lineales, ramificados o reticulados.
Ejemplos especificos son poli(acido glicolico), poli(acido lactico) y poli-d,1-lactido/glicolido. Otros ejemplos de
polimeros son polimeros solubles en agua tales como polioxaalquilenos (polioxaetileno, polioxapropileno y sus
polimeros mixtos, poliacrilamidas y poliacrilamidas hidroxilalquiladas, poli(acido maleico) y ésteres o amidas de los
mismos, poli(acido acrilico) y ésteres o amidas de los mismos, poli(alcohol vinilico) y ésteres o éteres de los mismos,
polivinilimidazol, polivinilpirrolidona y polimeros naturales como el quitosano.

Los agentes de desintegracion ayudan a la desintegracion rapida de formulaciones sélidas al absorber agua y
expandirse. Ejemplos de agentes de desintegracién incluyen polivinilpirrolidona (PVP, por ejemplo, comercializada
bajo el nombre POVIDONE), una forma reticulada de povidona (CPVP, por ejemplo, comercializada bajo el nombre
CROSPOVIDONE), una forma reticulada de carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC, por ejemplo, comercializada
bajo el nombre AC-DI-SOL), otras celulosas modificadas y almidén modificado. Los comprimidos formulados con
CPVP mostraban una desintegracion mucho mas rapida que los comprimidos formulados con PVP.
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Se pueden incluir antioxidantes y ayudar a estabilizar el producto de tetrahidrobiopterina, especialmente después de
la disolucién. Las soluciones acuosas de APl de pH bajo son mas estables que las soluciones de pH neutro o alto.
Los antioxidantes se incluyen en una formulacion descrita en esta memoria para evitar un deterioro por oxidacion.
Los antioxidantes generalmente se pueden clasificar en 3 grupos.

El primer grupo se conoce como antioxidantes verdaderos e inhiben la oxidacién al reaccionar con radicales libres
que bloquean la reaccion en cadena. Ejemplos incluyen antioxidantes fendlicos, que incluyen hidroxianisol butilado
(BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ), 4-hidroximetil-2,6-di-terc-butilfenol (HMBP) y
2,4,5-trihidroxibutirofenona (THBP); galatos de alquilo, que incluyen galato de propilo; acido galico; éacido
nordihidroguaiarético; y tocoferoles, que incluyen el alfa-tocoferol.

El segundo grupo, que consiste en agentes reductores, tiene potenciales redox mas bajos que el farmaco que se
pretende proteger y, por lo tanto, se oxida mas facilmente. Los agentes reductores también pueden actuar
reaccionando con radicales libres. Los ejemplos incluyen acido ascorbico, acido tioglicolico (TGA), palmitato de
ascorbilo, sulfitos, incluyendo sales de potasio y sodio de acido sulfuroso (por ejemplo, sulfito de potasio, sulfito de
sodio, metabisulfito de sodio y bisulfito de sodio) y tioglicerol.

El tercer grupo consiste en sinergistas antioxidantes que normalmente tienen un efecto antioxidante moderado pero
probablemente mejoran la accién de los antioxidantes en el primer o el segundo grupo, al reaccionar con iones de
metales pesados que catalizan la oxidacion. Ejemplos de agentes quelantes y sinergistas antioxidantes de ese tipo
incluyen &cido citrico, acido malico, acido editico y sus sales, lecitina y acido tartérico.

Los antioxidantes acidos ejemplares incluyen acido ascorbico, ésteres de acidos grasos de acido ascérbico tales
como palmitato de ascorbilo y estearato de ascorbilo, y sales de acido ascorbico tales como ascorbato de sodio,
calcio o potasio. También se pueden usar antioxidantes no acidos en las formulaciones de comprimidos estables.
Ejemplos no limitantes de antioxidantes no acidos incluyen betacaroteno y alfa tocoferol. Se pueden afnadir aditivos
acidos para mejorar la estabilidad de la formulacién del comprimido, incluyendo &cido citrico o acido malico. Los
antioxidantes de molécula pequefa incluyen, pero no se limitan a, tioles, por ejemplo, cisteina, N-acetilcisteina,
glutatién, etc., o polimeros tiolados (polimero-SH), por ejemplo, policarbofilo-cisteina, polimetacrilico-SH,
carboximetilcelulosa-cisteina, etc., o antioxidantes de molécula pequefia como acido ascorbico, metionina, palmitato
de ascorbilo, etc. Esos antioxidantes confieren estabilidad a la forma de dosificacidon durante el transito a través del
TGl, particularmente a medida que el pH del TGl aumenta al alejarse del estdmago.

En una realizacién, se prefiere una combinacion de al menos dos agentes reductores antioxidantes. En otra
realizacién, se prefiere una combinacion de al menos dos agentes antioxidantes reductores junto con un sinergista
antioxidante acido y/o un agente quelante.

Los lubricantes mejoran la estabilidad, la dureza y la uniformidad de las formulaciones soélidas. Los lubricantes
ejemplares incluyen fumarato de estearilo y estearato de magnesio. Otros ejemplos no limitantes de lubricantes
incluyen aceites, grasas, ceras o sales de acidos grasos naturales o sintéticos, tales como estearato de magnesio.

Opcionalmente, las formulaciones estables de la invencion también pueden comprender otros excipientes tales
como manitol, hidroxilpropilcelulosa, celulosa microcristalina u otros azlcares no reductores, tales como sacarosa,
trehalosa, melecitosa, planteosa y rafinosa. Los azlcares reductores pueden reaccionar con BH4. Otros ejemplos no
limitantes de excipientes Utiles en una composicidon descrita en esta memoria, incluyen fosfatos tales como fosfato
dicalcico.

Los tensioactivos para uso en una composicion descrita en esta memoria pueden ser aniénicos, aniénicos, anfoteros
o neutros. Ejemplos no limitantes de tensioactivos Utiles en una composicién descrita en esta memoria incluyen
lecitina, fosfolipidos, sulfato de octilo, sulfato de decilo, sulfato de dodecilo, sulfato de tetradecilo, sulfato de
hexadecilo y sulfato de octadecilo, oleato de Na o caprato de Na, &acidos 1-acilaminoetano-2-sulfénicos, tal como
acido 1-octanoilaminoetano-2-sulfénico, acido 1-decanoilaminoetano-2-sulfénico, acido 1-dodecanoilaminoetano-2-
sulfénico, acido 1-tetradecanoilaminoetano-2-sulfénico, acido 1-hexadecanoilaminoetano-2-sulfénico y &acido 1-
octadecanoilaminoetano-2-sulfénico, y acido taurocdlico y acido taurodesoxicélico, acidos biliares y sus sales tales
como &cido colico, acido desoxicolico y glicocolatos de sodio, caprato de sodio o laurato de sodio, oleato de sodio,
lauril sulfato de sodio, cetil sulfato de sodio, aceite de ricino sulfatado y dioctilsulfosuccinato de sodio,
cocamidopropilbetaina y laurilbetaina, alcoholes grasos, colesteroles, mono o diestearato de glicerol mono o dioleato
de glicerol y mono o dipalmitato de glicerol y estearato de polioxietileno.

Ejemplos no limitantes de agentes edulcorantes Utiles en una composicion descrita en esta memoria, incluyen
sacarosa, fructosa, lactosa o aspartamo. Ejemplos no limitantes de agentes aromatizantes para uso en una
composicién descrita en esta memoria, incluyen menta, aceite de gaulteria o0 aromas de frutas tales como aroma de
cereza o naranja. Ejemplos no limitantes de materiales de recubrimiento para uso en una composicién descrita en
esta memoria, incluyen gelatina, cera, goma laca, azlcar u otros polimeros biolégicos degradables. Ejemplos no
limitantes de conservantes para uso en una composicién descrita en esta memoria, incluyen metil o propil
parabenos, acido sérbico, clorobutanol, fenol y timerosal.

La forma de BH4 también se puede formular como un comprimido efervescente o polvo, que se desintegra en un
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ambiente acuoso para proporcionar una solucién para beber. También se pueden preparar formulaciones de
liberacion lenta para lograr una liberacién controlada del agente activo en contacto con los fluidos corporales en el
tracto gastrointestinal, y para proporcionar un nivel sustancial constante y eficaz del agente activo en el plasma
sanguineo. La forma cristalina se puede incluir para este fin en una matriz polimérica de un polimero biodegradable,
un polimero soluble en agua o una mezcla de ambos, y tensioactivos opcionalmente adecuados. La inclusién puede
significar en este contexto la incorporacion de microparticulas en una matriz de polimeros. Las formulaciones de
liberacion controlada también se obtienen mediante una encapsulacién de microparticulas dispersas o microgotitas
emulsionadas mediante tecnologias conocidas de recubrimiento mediante dispersién o emulsion.

La BH4 usada en una composicion descrita en esta memoria se formula preferiblemente como una sal diclorhidrato,
sin embargo, se contempla que otras formas de sal de BH4 posean la actividad biolégica deseada y, en
consecuencia, se pueden usar otras formas de sal de BH4. Especificamente, se prefieren las sales de BH4 con
acidos organicos o inorganicos. Ejemplos no limitantes de formas alternativas de sales de BH4, incluyen sales de
BH4 de acido acético, acido citrico, acido oxalico, acido tartarico, acido fumarico y acido mandélico.

Las sales de adicién de base farmacéuticamente aceptables se pueden formar con metales o aminas, tales como
metales alcalinos y alcalinotérreos o aminas organicas. También se pueden preparar sales de compuestos
farmacéuticamente aceptables con un catibn farmacéuticamente aceptable. Los cationes adecuados
farmacéuticamente aceptables son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen cationes alcalinos,
alcalinotérreos, de amonio y de amonio cuaternario. También son posibles carbonatos o hidrogenocarbonatos.
Ejemplos de metales usados como cationes son sodio, potasio, magnesio, amonio, calcio o hierro y similares.
Ejemplos de aminas adecuadas incluyen isopropilamina, trimetilamina, histidina, N,N'-dibenciletilendiamina,
cloroprocaina, colina, dietanolamina, diciclohexilamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaina.

Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables incluyen sales de &cidos organicos o inorganicos.
Ejemplos de sales acidas adecuadas incluyen los clorhidratos, acetatos, citratos, salicilatos, nitratos, fosfatos. Otras
sales adecuadas farmacéuticamente aceptables son bien conocidas por los expertos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, acidos acético, citrico, oxalico, tartarico o mandélico, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfdrico o
acido fosférico; con acidos organicos carboxilicos, sulfonicos, sulforados o fosforados o sulfamicos sustituidos en N,
por ejemplo, acido acético, acido propionico, acido glicélico, acido succinico, acido maleico, acido hidroximaleico,
acido metilmaleico, acido fumarico, acido malico, acido tartarico, acido lactico, acido oxalico, acido glucénico, acido
glucarico, acido glucurénico, acido citrico, acido benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido salicilico, acido 4-
aminosalicilico, &acido 2-fenoxibenzoico, &acido 2-acetoxibenzoico, acido embdnico, &cido nicotinico o &cido
isonicotinico; y con aminoacidos, como los 20 aminodacidos alfa implicados en la sintesis de proteinas en la
naturaleza, por ejemplo, acido glutamico o acido aspartico, y también con acido fenilacético, acido metanosulfénico,
acido etanosulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido etano 1,2-disulfénico, acido bencenosulfénico, acido 4-
metilbencenosulfénico, acido naftalen 2-sulfénico, acido naftalen 1,5-disulfénico, 2 o 3 fosfoglicerato, glucosa 6-
fosfato, acido N-ciclohexilsulfamico (con formacién de ciclamatos), o con otros compuestos organicos acidos, tales
como 4cido ascorbico.

Las formulaciones orales estables ejemplares contienen uno o varios de los siguientes ingredientes adicionales que
mejoran la estabilidad u otras caracteristicas de la formulacion: aglutinante, agente desintegrante, antioxidante acido
o lubricante 0 combinaciones de los mismos. Las formulaciones de comprimidos estables a modo de ejemplo
incluyen un aglutinante y un agente desintegrante, opcionalmente con un antioxidante &cido, y opcionalmente
incluyen ademas un lubricante. Las concentraciones ejemplares de aglutinante estan entre aproximadamente 1% en
peso y aproximadamente 5% en peso, o entre aproximadamente 1,5y 3% en peso; una relacion en peso ejemplar
entre aglutinante y BH4 estd en el intervalo de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:20. Las
concentraciones ejemplares de agente desintegrante estan entre aproximadamente 1% en peso y aproximadamente
20% en peso; una relaciébn en peso ejemplar entre agente desintegrante y BH4 esta en el intervalo de
aproximadamente 1:5 a aproximadamente 1:10. Las concentraciones ejemplares de antioxidante estan entre
aproximadamente 1% en peso y aproximadamente 3% en peso; una relacion en peso ejemplar entre antioxidante y
BH4 esta en el intervalo de aproximadamente 1:5 a 1:30. En un ejemplo, el acido ascérbico es el antioxidante y se
usa en una relacién con BH4 de menos de 1:1, p. ej., 1:2 0 menos, 1:10 o menos. Las concentraciones ejemplares
de lubricante en una formulacién de comprimido estable de la presente invencion estan entre aproximadamente
0,1% en peso y aproximadamente 2% en peso; una relacion en peso ejemplar entre lubricante y BH4 esta en el
intervalo de aproximadamente 1:25 a 1:65.

La formulacion sélida estable puede incluir opcionalmente otros agentes terapéuticos adecuados para la afeccion
que se va a tratar, p. €j., folatos, incluyendo precursores de folato, acidos félicos o derivados de folato; y/o arginina;
y/o vitaminas, tales como vitamina C y/o vitamina B2 (riboflavina) y/o vitamina B12; y/o precursores de
neurotransmisores tales como L-dopa o carbidopa; y/o 5-hidroxitriptéfano.

Los folatos ejemplares, incluyendo precursores de folato, acidos folicos o derivados de folato, se describen en los
documentos de patente de EE.UU. n® 6.011.040 y 6.544.994, e incluyen acido félico (pteroilmonoglutamato), acido
dihidrofélico, acido tetrahidrofélico, acido 5-metiltetrahidrofélico, acido 5,10-metilentetrahidrofélico, acido 5,10-
meteniltetrahidrofolico, acido 5,10-formiminotetrahidrofélico, acido 5-formiltetrahidrofélico (leucovorina), acido 10-
formiltetrahidrofélico, acido 10-metiltetrahidrofélico, uno o varios de los folilpoliglutamatos, compuestos en los que el
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anillo de pirazina del resto pterina del acido félico o de los folilpoliglutamatos se reduce para proporcionar
dihidrofolatos o tetrahidrofolatos, o derivados de todos los compuestos anteriores en los que las posiciones N-5 o N-
10 son portadoras de una unidad de carbono con varios niveles de oxidacion, o sales farmacéuticamente
compatibles de los mismos, o una combinacién de dos 0 méas de los mismos. Ejemplos de tetrahidrofolatos incluyen
acido 5-formil-(6S)-tetrahidrofélico, acido 5-metil-(6S)-tetrahidrofélico, acido 5,10-metilen-(6R)-tetrahidrofélico, acido
5,10-metenil-(6R)-tetrahidrofélico, acido 10-formil-(6R)-tetrahidrofélico, acido 5-formimino-(6S)-tetrahidrofélico o
acido (6S)-tetrahidrofdlico, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Las sales ejemplares incluyen
sales de sodio, potasio, calcio o amonio.

Las relaciones en peso relativas a modo de ejemplo entre BH4, folatos y arginina pueden ser desde
aproximadamente 1:10:10 a aproximadamente 10:1:1.

Las formulaciones estables de la invencién se pueden proporcionar, p. €j., en forma de comprimidos o pildoras o
capsulas en frascos de HDPE provistos de una capsula o bolsa desecante; o en envases de tipo blister de lamina
sobre lamina, o en envases tipo blister que comprenden una pelicula polimérica transparente, si es comercialmente
deseable.

IV. Tratamiento de enfermedades que responden a BH4
Hiperfenilalaninemia, trastornos neurosicoldgicos o neurosiquiatricos

Los compuestos de la invencion se pueden usar para el tratamiento de afecciones asociadas con niveles elevados
de fenilalanina o niveles disminuidos de tirosina o triptéfano, que se pueden deber, por ejemplo, a una actividad
reducida de la hidroxilasa de fenilalanina, hidroxilasa de tirosina o hidroxilasa de triptéfano. Las afecciones
asociadas con niveles elevados de fenilalanina incluyen especificamente fenilcetonuria, tanto leve como clasica, e
hiperfenilalaninemia tal y como se describe en esta memoria, y las poblaciones de pacientes ejemplares incluyen los
subgrupos de pacientes descritos en esta memoria asi como cualquier otro paciente que presente niveles de
fenilalanina por encima de lo normal.

Las afecciones asociadas con niveles disminuidos de tirosina o triptéfano incluyen deficiencia de neurotransmisores,
trastornos neuroldgicos y siquiatricos tales como Parkinson, distonia, degeneracion espinocerebelosa, dolor, fatiga,
depresion, otros trastornos afectivos y esquizofrenia. Una produccion en exceso de NO mediante nNOS se ha
relacionado con accidentes cerebrovasculares, migranas, enfermedad de Alzheimer y con tolerancia y dependencia
de la morfina. Se puede administrar BH4 para cualquiera de esas afecciones. Otros trastornos neurosiquiatricos
ejemplares para los que se puede administrar BH4, incluyen la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer,
esquizofrenia, trastorno esquizofreniforme, trastorno esquizoafectivo, trastorno sicético breve, trastorno delirante,
trastorno sicotico compartido, trastorno sicético debido a una afeccion médica general, trastorno sicético inducido por
sustancias, otros trastornos sicoticos, discinesia tardia, enfermedad de Machado-Joseph, degeneracion
espinocerebelosa, ataxia cerebelosa, distonia, sindrome de fatiga crénica, depresion aguda o crénica, sindrome de
estrés cronico, fibromialgia, migrana, trastorno por déficit de atencién con hiperactividad, enfermedad bipolar y
autismo.

Las formulaciones estables también se pueden usar para tratar pacientes que padecen una carencia de BH4, por
ejemplo, debido a un defecto en la ruta de su sintesis, que incluye, sin limitarse a, distonia sensible a la dopa (DRD),
carencia de reductasa de sepiapterina (SR) o carencia de reductasa de dihidropteridina (DHPR).

Los sujetos adecuados para un tratamiento con las formulaciones estables de la invencién, incluyen sujetos con una
concentracién plasmatica elevada de Phe en ausencia del agente terapéutico, p. €j., superior a 1800 uM/L o superior
a 1600 pM, superior a 1400 puM, superior a 1200 pM, superior a 1000 uM, superior a 800 uM o superior a 600 M,
superior a 420 pM, superior a 300 pM, superior a 200 pM o superior a 180 pM. Una PKU leve se clasifica
generalmente como concentraciones plasmaticas de Phe de hasta 600 pM/L, una PKU moderada como
concentraciones plasmaticas de Phe entre 600 uM/L y aproximadamente 1200 uM/L y una PKU clasica o grave
como concentraciones plasmaticas de Phe superiores a 1200 pM/L. Preferiblemente, un tratamiento con las
formulaciones estables solas o con una dieta restringida en proteinas disminuye la concentracion plasmatica de
fenilalanina del sujeto, a menos de 600 pM, o menos de 500 uM, o 360 uM + 15 uM o menos, o0 menos de 200 uM, o
menos de 100 uM. Otros sujetos adecuados incluyen sujetos a los que se ha diagnosticado una actividad hidroxilasa
de fenilalanina (PAH) reducida, fenilcetonuria atipica o maligna asociada con carencia de BH4, hiperfenilalaninemia
asociada con trastorno hepatico e hiperfenilalaninemia asociada con malaria. Una actividad PAH reducida puede ser
el resultado de una mutacién en la enzima PAH, por ejemplo, una mutacién en el dominio catalitico de PAH o una o
varias mutaciones seleccionadas a partir del grupo que consiste en F39L, L48S, 165T, R68S, A104D, S110C,
D129G, E178G, V190A, P211T, R241C, R261Q, A300S, L308F, A313T, K320N, A373T, V388M, E390G, A395P,
P407S y Y414C; o sujetos que sean mujeres embarazadas, mujeres en edad fértil que estén considerando un
embarazo o nifios entre 0 y 3 afos de edad, o 0-2, 0-1,5 0 0-1; o sujetos diagnosticados como que no responden en
24 horas a una prueba de carga de BH4 de dosis Unica o una prueba de carga de dosis mudltiple, tal como una
prueba de carga de 4 dosis o 7 dias. Poblaciones de pacientes ejemplares y pruebas de carga de BH4 ejemplares
se describen en el documento de publicacién de patente internacional n® WO 2005/049000.
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Los documentos de patente de EE.UU. n? 4.752.573; 4.758.571; 4.774.244; 4.920.122; 5.753.656; 5.922.713;
5.874.433; 5.945.452; 6.274.581; 6.410.535; 6.441.038; 6.544.994; y los documentos de publicaciones de patentes
de EE.UU. US 20020187958; US 20020106645; US 2002/0076782; US 20030032616, cada uno describe métodos
para administrar composiciones de BH4 para tratamientos sin PKU. Cada una de esas patentes proporciona una
descripcion general de métodos de administracion de composiciones de BH4 conocidos por los expertos en la
técnica, que se pueden adaptar para el tratamiento tal y como se describe en esta memoria.

Aunque las necesidades individuales varian, una determinacién de los intervalos éptimos de cantidades eficaces de
cada componente esta dentro del conocimiento de la técnica. Las dosificaciones tipicas de BH4 comprenden desde
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal por dia, que normalmente ascenderan hasta
aproximadamente 5 (1 mg/kg x 5 kg de peso corporal) a 3000 mg/dia (30 mg/kg x 100 kg de peso corporal). Aunque
se contempla una administracién diaria continua, para HPA puede ser deseable interrumpir la terapia con BH4
cuando los sintomas de los niveles de Phe se reducen por debajo de un cierto nivel umbral. Por supuesto, la terapia
puede reiniciarse en caso de que los niveles de Phe aumenten nuevamente. Las dosificaciones apropiadas se
pueden determinar mediante el uso de ensayos establecidos para determinar los niveles sanguineos de Phe junto
con los datos de respuesta a dosis relevantes.

En realizaciones ejemplares, se contempla que los métodos de la presente invencién proporcionaréan a un paciente
que lo necesite, una dosis diaria de entre aproximadamente 10 mg/kg y aproximadamente 20 mg/kg de BH4. Por
supuesto, un experto en la técnica puede ajustar esa dosis aumentandola o reduciéndola, dependiendo de la
eficacia que se logre mediante la administracién. La dosis diaria se puede administrar en una sola dosis o
alternativamente se puede administrar en mdltiples dosis a intervalos convenientemente espaciados. En
realizaciones ejemplares, la dosis diaria puede ser de 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7
mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 13 mg/kg, 14 mg/kg, 15 mg/kg, 16 mg/kg, 17 mg/kg, 18
mg/kg, 19 mg/kg, 20 mg/kg, 22 mg/kg, 24 mg/kg, 26 mg/kg, 28 mg/kg, 30 mg/kg, 32 mg/kg, 34 mg/kg, 36 mg/kg, 38
mg/kg, 40 mg/kg, 42 mg/kg, 44 mg/kg, 46 mg/kg, 48 mg/kg, 50 mg/kg o mas mg/kg.

Regimenes de dosis baja

En un método terapéutico de dosis baja de la invencion, se contemplan dosis bajas, por ejemplo, dosis de 0,1 a 5
mg/kg por dia, incluyendo dosis de 0,1 a 2 mg/kg, o 0,1 a 3 mg/kg, o 1 mg/kg a 5 mg/kg. Se prefieren dosis de
menos de 5 mg/kg por dia. De acuerdo con la invencion, se espera que tales dosis proporcionen mejoras con puntos
finales de estudio relevantes, y se espera que los derivados de BH4 tengan propiedades biolégicas mejoradas en
relacion con la BH4 natural a esas dosis. En particular, la invencion contempla que cualquiera de las 1',2'-diacil-
(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterinas o tetrahidrobiopterinas lipoidales descritas en esta memoria, muestren
propiedades biolégicas mejoradas con dosis bajas.

La invencién también contempla especificamente el uso de BH4, o un precursor o derivado de la misma, para el
tratamiento de enfermedades que responden a BH4 con una dosis en el intervalo de 0,1 a 5 mg/kg de peso
corporal/dia, a través de cualquier via de administracion que incluye pero no se limita a la administracién oral, con
una dosis una vez al dia o en dosis mdltiples (p. €j., 2, 3 0 4) divididas por dia, durante una duracion de al menos 1,
2,304 semanas o mas, o 1, 2, 3, 4, 5, 6 meses 0 mas. Las dosis ejemplares incluyen menos de 5 mg/kg/dia, 4,5
mg/kg/dia o menos, 4 mg/kg/dia o menos, 3,5 mg/kg/dia o menos, 3 mg/kg/dia o menos, 2,5 mg/kg/dia o menos, 2
mg/kg/dia o menos, 1,5 mg/kg/dia o0 menos, 1 mg/kg/dia o0 menos o 0,5 mg/kg/dia 0 menos. También se contemplan
dosis equivalentes por area de superficie corporal.

Para una persona de peso/area de superficie corporal promedio (por ejemplo, 70 kg), la invencion también
contempla una dosis diaria total de menos de 400 mg. Ejemplos de esas dosis diarias totales incluyen 360 mg/dia,
350 mg/dia, 300 mg/dia, 280 mg/dia, 210 mg/dia, 180 mg/dia, 175 mg/dia, 150 mg/dia o 140 mg/dia. Por ejemplo,
350 mg/dia o 175 mg/dia se pueden administrar facilmente con una formulacion de dosificacion oral de 175 mg, una
o dos veces al dia. Otras dosis diarias totales ejemplares incluyen 320 mg/dia o menos, 160 mg/dia o menos u 80
mg/dia o0 menos. Esas dosis se administran facilmente con una formulacién de dosificacién oral de 80 o 160 mg.
Otras dosis diarias totales ejemplares incluyen 45, 90, 135, 180, 225, 270, 315 o 360 mg/dia o menos, faciimente
administrables con una formulaciéon de dosificacion oral de 45 o 90 mg. Todavia otras dosis diarias totales
ejemplares incluyen 60, 120, 180, 240, 300 o 360 mg/dia, facilmente administrables con una formulacién de
dosificacién oral de 60 o 120 mg. Otras dosis diarias totales ejemplares incluyen 70, 140, 210, 280 o 350 mg/dia,
facilmente administrables con una formulaciéon de dosificacion oral de 70 o 140 mg. Las dosis diarias totales
ejemplares también incluyen 55, 110, 165, 220, 275 o 330 mg/dia, facilmente administrables con una formulacion de
dosificacién oral de 55 mg. Otras dosis diarias totales ejemplares incluyen 65, 130, 195, 260 o 325 mg/dia, o 75,
150, 225, 300 o 375 mg/dia, p. €j., en formulaciones de dosificacién de 65 mg o 75 mg.

Se entiende que la dosis adecuada de una composiciéon segun la presente invencién, dependera de la edad, la salud
y el peso del receptor, el tipo de tratamiento concurrente, si lo hay, la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del
efecto deseado (es decir, la cantidad de disminucion deseada de la concentracion plasmatica de Phe). La frecuencia
de la dosificacion también depende de los efectos farmacodinamicos sobre los niveles de Phe. Si el efecto dura 24
horas a partir de una dosis Unica. Sin embargo, la dosificacion mas preferida se puede adaptar a un sujeto individual,
como entenderd y determinard un experto en la técnica, sin una experimentacion indebida. Normalmente, esto
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implica el ajuste de una dosis estandar, por ejemplo, la reduccion de la dosis si el paciente tiene un peso corporal
bajo.

La frecuencia de la dosificacion de BH4 dependera de los parametros farmacocinéticos del agente y de las vias de
administracion. La formulacién farmacéutica éptima la determinara un experto en la técnica dependiendo de la via de
administracion y la dosificacion deseada. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 ed. (1990,
Mack Publ. Co, Easton PA 18042) pags. 1435 1712. Tales formulaciones pueden influir en el estado fisico, la
estabilidad, la tasa de liberacion in vivoy la tasa de aclaramiento in vivo de los agentes administrados. Dependiendo
de la via de administracion, se puede calcular una dosis adecuada segun el peso corporal, la superficie corporal o el
tamafno de los 6rganos. Los expertos en la técnica habitualmente realizan un ajuste adicional de los célculos
necesarios para determinar la dosis de tratamiento adecuada, sin una experimentacién indebida, especialmente de
cara a la informacién sobre la dosificacién y los ensayos descritos en esta memoria, asi como los datos
farmacocinéticos observados en ensayos clinicos en animales o seres humanos.

El régimen de dosificacion final lo determinara el médico que realiza el tratamiento, teniendo en cuenta factores que
modifican la accién de los farmacos, por ejemplo, la actividad especifica del farmaco, la gravedad del dafo y la
capacidad de respuesta del paciente, la edad, el estado, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad
de cualquier infeccion, el momento de la administracién y otros factores clinicos. A medida que se realicen los
estudios, surgira una informacion adicional sobre los niveles de dosificacion apropiados y la duracién del tratamiento
para enfermedades y afecciones especificas.

V. Terapia de combinacién

Ciertos usos de la invencion implican el uso combinado de las formulaciones estables de la invencion y uno o varios
otros agentes terapéuticos.

En una terapia de combinacion de ese tipo, la administracién de las formulaciones estables de la invencién puede
ser simultanea o puede preceder o seguir a la administracion del segundo agente terapéutico, p. €j., a intervalos que
van de minutos a horas, siempre que ambos agentes puedan ejercer su efecto terapéutico en periodos de tiempo
solapantes. Por tanto, la invencién contempla las formulaciones estables de la invencion para uso con un segundo
agente terapéutico. La invencién también contempla el uso de un segundo agente terapéutico en la preparacion de
un medicamento para la administracién con las formulaciones estables de tetrahidrobiopterina, precursores,
derivados o analogos de la invencion.

La terapia con tetrahidrobiopterina se puede combinar con una restriccion de proteinas en la dieta para lograr un
resultado terapéutico en pacientes con diversas formas de HPA. Por ejemplo, se podria administrar al sujeto la
composicién de BH4 y una composicion proteica médica baja en fenilalanina, en una cantidad combinada eficaz
para producir el resultado terapéutico deseado (es decir, una disminucion de la concentracion plasmatica de Phe y/o
la capacidad de tolerar mayores cantidades de ingesta de Phe/proteina sin producir un aumento concomitante de las
concentraciones plasmaticas de Phe). Este procedimiento puede implicar la administracion de la composicién de
BH4 y la composicién terapéutica de proteina dietética al mismo tiempo. Esto se puede lograr mediante la
administracion de una Unica composicién o una formulacién de proteina farmacoldgica que incluya todos los
requerimientos proteicos de la dieta y también incluya BH4 dentro de dicha formulacion proteica. Alternativamente, la
proteina dietética (complemento o comida proteica normal) se toma aproximadamente al mismo tiempo que una
formulacion farmacolégica (comprimido, inyeccion o bebida) de BH4.

En algunas realizaciones, la dieta restringida en proteinas es una que se complementa con aminoacidos, tales como
tirosina, valina, isoleucina y leucina. Al paciente se le puede coadministrar un complemento proteico bajo en Phe,
que puede incluir L-tirosina, L-glutamina, L-carnitina con una concentracion de 20 mg/100 g de complemento, L-
taurina con una concentracion de 40 mg/100 g de complemento y selenio. Puede comprender ademas las dosis
diarias recomendadas de minerales, por ejemplo, calcio, fésforo y magnesio. El complemento puede comprender
ademas la dosis diaria recomendada de uno o varios aminodcidos seleccionados a partir del grupo que consiste en
L-leucina, L-prolina, L-acetato de lisina, L-valina, L-isoleucina, L-arginina, L-alanina, glicina, L-asparagina
monohidrato, L-triptéfano, L-serina, L-treonina, L-histidina, L-metionina, acido L-glutdmico y acido L-aspartico.
Ademas, el complemento se puede reforzar con la dosificacion diaria recomendada de vitaminas A, D y E.
Opcionalmente, el complemento comprende un contenido en grasas que proporciona al menos un 40% de la energia
del complemento. Esos complementos se pueden proporcionar en forma de complemento en polvo o en forma de
barra proteica. En determinadas realizaciones, la dieta restringida en proteinas comprende un complemento proteico
y BH4 se proporciona en la misma composicion que el complemento proteico.

En otras alternativas, el tratamiento con BH4 puede preceder o seguir a la terapia con proteinas dietéticas, en
intervalos que van desde minutos a horas. En las realizaciones en las que la proteina y las composiciones de BH4
se administran por separado, generalmente se asegura que no expire un periodo de tiempo significativo entre el
momento de cada administracion, de modo que BH4 aun pueda ejercer un efecto ventajoso sobre el paciente. En
€s0s casos, se contempla que se administre BH4 aproximadamente 2-6 horas (antes o después) de la ingesta de
proteina dietética, por ejemplo, con un tiempo de retraso de solo aproximadamente 1 hora o menos. En
determinadas realizaciones, se contempla que la terapia con BH4 sea una terapia continua en la que se administra
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una dosis diaria de BH4 al paciente de forma indefinida. En otras situaciones, por ejemplo, en mujeres embarazadas
que solo tienen las formas mas leves de PKU y HPA, es posible que la terapia con BH4 solo continie mientras que
la mujer esté embarazada y/o amamantando.

Ademas, en adicion a las terapias basadas Unicamente en la administracién de BH4 y una regulacién de las
proteinas de la dieta, los usos de la presente invencién también contemplan una terapia de combinacion con una
tercera composicion que se dirige especificamente a uno o varios de los sintomas de HPA. Por ejemplo, se sabe
que un déficit en tirosina causado por HPA, da como resultado una carencia de los neurotransmisores dopamina y
serotonina. Por tanto, en el contexto de la presente invencién, se contempla que los usos basados en proteinas
dietéticas y BH4 podrian combinarse adicionalmente con la administracién de los neurotransmisores L-dopa,
carbidopa y 5-hidroxitriptéfano para corregir los defectos que resultan de una disminuciéon de las cantidades de
tirosina en la dieta.

Ademas, la terapia génica con PAH (Christensen et al., Mol. Gent. And Metabol. 76: 313-318, 2002; Christensen et
al., Gene Therapy, 7:1971-1978, 2000) y fenilalanina amoniaco liasa (PAL Liu et al., Arts. Cells. Blood. Subs and
Immob. Biotech. 30(4)243-257, 2002) se ha contemplado por los expertos en la técnica. Esas técnicas de terapia
génica se pueden usar en combinacion con las terapias combinadas de la invencion basadas en BH4/estriccién de
proteina dietética. En terapias de combinacion adicionales, se contempla que se pueda proporcionar fenilasa como
una enzima inyectable para acabar con concentraciones de Phe mas bajas en el paciente. Como la administracion
de fenilasa no generaria tirosina (a diferencia de la administracién de PAH), ese tratamiento aun seguird dando
como resultado que la tirosina sea un aminodcido esencial para esos pacientes. Por lo tanto, una complementacion
dietética con tirosina puede ser deseable para pacientes que reciben fenilasa en combinaciéon con la terapia con
BH4.

BH4 se puede coadministrar para trastornos neurosicoldégicos o neurosiquiatricos, de acuerdo con los usos de la
invencion, con uno o varios otros agentes activos neurosiquiatricos, que incluyen antidepresivos, precursores de
neurotransmisores tales como triptéfano, tirosina, serotonina, agentes que activan sistemas noradrenérgicos, tales
como lofepramina, desipramina, reboxetina, tirosina, agentes que actuan preferentemente sobre la serotonina,
inhibidores combinados de la captacion de noradrenalina y serotonina, tales como venlafaxina, duloxetina o
milnacipran, o farmacos que son inhibidores combinados de la recaptacion de dopamina y noradrenalina, tales como
el bupropion.

En una realizacién relacionada, BH4 se administra con otros agentes terapéuticos cominmente usados para tratar la
diabetes, la enfermedad vascular, la hiperlipidemia. Los agentes utilizados para tratar la diabetes incluyen, entre
otros, agentes que mejoran la sensibilidad hacia la insulina, tales como ligandos gamma de PPAR (tiazolidindonas,
glitazonas, troglitazonas, rosiglitazona (Avandia), pioglitazona), estimuladores de la secrecion de insulina, tales como
sulfonilureas (gliquidona, tolbutamida, glimeprida, clorpropamida, glipizida, gliburida, acetohexamida) y meglitinidas
(meglitinida, repaglinida, nateglinida) y agentes que reducen la produccién hepatica de glucosa, tales como
metformina. Un agente utilizado para tratar la enfermedad vascular incluye, pero no se limita a, antagonistas del
receptor de endotelina utilizados habitualmente para el tratamiento de la hipertensién y otros trastornos relacionados
con la disfuncién endotelial, tales como bosentan, darusentan, enrasentan, tezosentan, atrasentan, ambrisentan,
sitaxsentan; relajantes del musculo liso, tales como inhibidores de PDE5 (de accion indirecta) y minoxidil (de accién
directa); inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), tales como captopril, enalapril, lisinopril,
fosinopril, perindopril, quinapril, trandolapril, benazepril, ramipril; bloqueantes del receptor de angiotensina I, tales
como irbesartan, losartan, valsartan, eprosartan, olmesartan, candesartan, telmisartan; betabloqueantes, tales como
atenolol, metoprolol, nadolol, bisoprolol, pindolol, acebutolol, betaxolol, propranolol; diuréticos, tales como
hidroclorotiazida, furosemida, torsemida, metolazona; bloqueadores de los canales de calcio, tales como amlodipina,
felodipina, nisoldipina, nifedipina, verapamilo, diltiazem; bloqueadores del receptor alfa, doxazosina, terazosina,
alfuzosina, tamsulosina; y agonistas alfa centrales, tales como clonidina. Los agentes utilizados para tratar la
hiperlipidemia incluyen, pero no se limitan a, agentes que reducen el LDL, tales como estatinas (atorvastatina,
fluvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina célcica, simvastatina) y acido nicotinico, inhibidores de la
proteina de transferencia de éster de colesterilo (como torcetrapib), agentes que estimulan PPAR alfa, tales como
fibratos, gemfibrozil, fenofibrato, bezafibrato, ciprofibrato, agentes que se unen y evitan la readsorcion de acidos
biliares y reducen los niveles de colesterol como secuestradores de acidos biliares, colestiramina y colestipol e
inhibidores de la absorcién de colesterol.

BH4 también se puede administrar con un factor o una combinacién de factores que potencia o normaliza la
produccion del vasodilatador 6xido nitrico (NO) solo o en combinacién con un agente terapéutico. En una
realizacién, ese factor o factores potencian la actividad o la expresion de la biosintesis de novo de BH4 y se
seleccionan a partir del grupo que consiste en ciclohidrolasa | de trifosfato de guanosina (GTPCH1), sintasa de 6-
piruvoiltetrahidropterina (PTPS) y reductasa de sepiapterina. En una realizacion preferida de la invencion, la sintesis
de BH4 se incrementa aumentando la expresion de GTPCH1 mediante el uso de cualquiera o varios analogos o
agonistas de monofosfato de adenosina ciclica (AMPc), que incluyen forskolina, 8-bromo AMPc u otros agentes que
actian aumentando la sefalizacion celular mediada por AMPc, por ejemplo, citocinas y factores de crecimiento que
incluyen interleucina-1, interferon-gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), proteina c reactiva, HMG-
CoA-reductasas (estatinas tales como atorvastatina), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento
epidérmico (EGF), hormonas que incluyen adrenomedulina y benzoato de estradiol, y otros compuestos como
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NADPH y analogos de NADPH, cafeina, ciclosporina A metilxantinas que incluyen 3-isobutil-1-metil xantina, teofilina,
reserpina, peroxido de hidrdégeno.

Por tanto, una realizacién de la invencion se refiere al aumento de los niveles de GTPCH1 inhibiendo la degradacion
de nucleodtidos ciclicos 3',5' usando inhibidores de las once familias de fosfodiesterasas (PDE1-11) que incluyen
PDE1, PDE3, PDES5. Los inhibidores de PDE de la presente invencion incluyen viagra/sildanefil, cialis/tadalafil,
vardenafil/levitra, udenafil, 8-metoximetil-IBMX, UK-90234, dexametasona, hesperetina, hesperedinas, irsogladina,
vinpocetina, cilostamida, rolipram, beta-carbolina-3-carboxilato de etilo (beta-CCE), derivados de tetrahidro-beta-
carbolina, 3-O-metilquercetina y similares.

Otra realizacion de la invencion se refiere al aumento de los niveles de BH4 aumentando los niveles de enzimas que
sintetizan BH4 mediante terapia génica o una administracion dirigida al endotelio de polinucledtidos de la maquinaria
sintética de BH4. Otra realizacion adicional de la invencion se refiere al aumento de los niveles de BH4 mediante
complementacion con enzimas que sintetizan BH4, GTPCH1, PTPS, SR, PCD, DHPR y DHFR. Se contempla que
las enzimas que sintetizan BH4 incluyan todas las formas naturales y no naturales de las enzimas, incluyendo
mutantes de las proteinas.

Otra realizacion de la invencion se refiere al aumento de los niveles de BH4 desviando el sustrato 7,8-
dihidroneopterina trifosfato hacia la enzima PTPS que sintetiza BH4, en lugar de la fosfatasa alcalina (AP), mediante
una inhibicion de la actividad de AP. Los agentes o compuestos que inhiben la actividad de AP incluyen analogos de
fosfato, levamisol y L-Phe. Otra realizacion de la invencion se refiere a agentes o compuestos que inhiben la
fosfatasa alcalina, que incluyen ARN inhibidor pequefio (ARNip), ARN antisentido, ADN bicatenario, moléculas
pequenfias, anticuerpos neutralizantes, fragmentos de anticuerpos de cadena simple, quiméricos, humanizados para
inhibir la sintesis de fosfatasa alcalina.

Otra realizacién de la invencién incluye agentes o compuestos que mejoran la actividad de catalizadores o
cofactores necesarios para la sintesis de enzimas de la ruta de sintesis de novo de sintesis de BH4.

Otra realizacion de la invencion incluye agentes o compuestos que evitan la degradacion de las enzimas necesarias
para la sintesis de BH4. Otra realizacién adicional de la invencién incluye agentes o compuestos que evitan la
degradacién de los catalizadores necesarios para la sintesis de BH4 y sus enzimas sintéticas, incluyendo GTPCHT1,
PTPSy SR.

Otra realizacion de la invencién se refiere al aumento de los niveles de BH4 incrementando la reduccién de BH2 a
través de la ruta de recuperacioén. In vivo, BH4 se oxida a BH2. BH2 existe como la forma quinoide (qBH2) y como
7,8-dihidropterina que se reduce a BH4 mediante DHPR y DHFR respectivamente. Una realizacion de la invencién
se refiere a incrementar la regeneracién o recuperacion de BH4 a partir de BH2, modulando la actividad y la sintesis
de las enzimas PCD, DHPR y DHFR usando agentes o compuestos de la ruta NADPH, tioles,
percloromercuribenzoato, perdxido de hidrogeno y similares.

Otra realizacién de la invencion se refiere a agentes que estabilizan BH4 al disminuir la oxidacion de BH4 usando
agentes o compuestos tales como antioxidantes que incluyen acido ascorbico (vitamina C), alfa tocoferol (vitamina
E), tocoferoles (por ejemplo, vitamina A), selenio, betacarotenos, carotenoides, flavonas, flavonoides, folatos,
flavonas, flavanonas, isoflavonas, catequinas, antocianidinas y calconas.

En una realizacién adicional, ese factor o factores pueden aumentar la actividad o la expresion de la sintasa de éxido
nitrico y, por lo tanto, mejorar la generacién de NO.

En otra realizacion adicional, la invencion contempla factores que inhiben la proteina reguladora de la
retroalimentacion de GTPCH, GFRP. Una realizacién de la invencion se refiere a agentes o compuestos que inhiben
la unién de BH4 al complejo GTPCH1/GFRP, evitando de ese modo la inhibicion de la retroalimentacion mediante
BH4. Los agentes o compuestos de esta invencion incluyen inhibidores competitivos, tales como formas alternativas
de BH4 con afinidades alteradas hacia el complejo, analogos estructurales, etc. Otra realizacion adicional de la
invencion incluye agentes o compuestos que mejoran la union de L-fenilalanina a CTPCH1/GFRP, induciendo la
sintesis de BH4. Otra realizacion de la invencion incluye agentes o compuestos que aumentan los niveles de L-Phe,
tales como precursores de L-fenilalanina, lo que sirve para inhibir la inhibicion de la retroalimentacion de GTPCH1
mediante GFRP y BH4.

Otra realizacion adicional de la invencién se refiere a agentes o compuestos que modulan la actividad o la sintesis
de GFRP. Una realizacién de la invencion incluye agentes o compuestos que inhiben la actividad de GFRP. Otra
realizacién de la invencion incluye el uso de ARNSsi, moléculas pequefias, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y
similares para inhibir la sintesis de GFRP.

V1. Ensayos con biopterina

La concentracién de biopterina total y biopterina oxidada en plasma, sangre y otros tejidos se determina segun el
método de Fukishima y col. (Anal. Biochem. 102:176 (1980). La biopterina tiene cuatro formas diferentes que
incluyen dos formas de biopterina reducida, R-tetrahidrobiopterina (BH4) y R-dihidrobiopterina quinonoide (g-BH2) y
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dos formas de biopterina oxidada, dihidrobiopterina (BH2) y biopterina (B). De esas cuatro formas, solo las formas
reducidas de biopterina tienen actividad coenzimatica. La biopterina reducida se convierte en B mediante yodilacion
en condiciones acidas, mientras que en condiciones alcalinas se convierte en pterina. La biopterina oxidada se
convierte en B mediante yodilacién en condiciones acidas y alcalinas. Aprovechando esta propiedad, la cantidad de
biopterina total se determina mediante yodilacién en condiciones acidas y la de biopterina oxidada se determina
mediante yodilacién en condiciones alcalinas, de modo que la cantidad de biopterina reducida se calcula a partir de
la diferencia en la cantidad de las mismas. Cuando se usa como coenzima, BH4 se convierte en g-BH2. g-BH2 se
convierte inmediatamente a BH4 mediante la reductasa de dihidropterina o, si no se reduce, se oxida a BH2 o
DHPT. Debido a que es dificil que la biopterina exista en la forma de g-BH2 in vivo, la biopterina reducida se puede
cambiar bien con BH4.

Las muestras de plasma y sangre completa recogidas se someten inmediatamente a una oxidacion con una solucion
oxidante acida (solucién de HCI 0,6 N en agua que contiene yoduro de potasio (Kl) al 0,6%, yodo al 0,3% (12) y acido
tricloroacético (TCA) 0,6 N) y una solucién oxidante alcalina (hidréxido de sodio 0,7 N (NaOH)). La determinacién de
B se realiza mediante HPLC y la radiactividad se mide haciendo un recuento del centelleo liquido.

Medicién de BH4 usando HPLC de fase inversa (RP) acoplada con espectrometria de masas en tandem
(LC/MS/MS): se mostré que el uso combinado de cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa (RP) y
espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS), es selectivo para BH4 en plasma humano, sensible para BH4 en
el intervalo de 5 - 1000 ng/mL. El método estd asociado con aproximadamente un 50% de conversion de BH4
debido a la oxidacion durante la recogida y el almacenamiento. Las muestras son estables durante méas de 3 meses
en plasma con sal dipotasica de acido etilendiaminotetraacético (K2EDTA). Una recuperacién a partir de las etapas
previas del tratamiento es de aproximadamente el 75%. Se determin6é que la exactitud y la precision del método
tienen un % de coeficiente de variacion (CV) por debajo del 15% (20% en el limite inferior de cuantificacion, LLOQ).

El uso combinado de HPLC y espectrometria de masas en tdndem mostré ser una mejora con respecto a solo una
HPLC para determinar el articulo de la prueba, BH4 debido a: (1) su mayor selectividad hacia el farmaco-BH4
(mientras que la HPLC mide la biopterina total), (2) intervalo cualitativo mas amplio, (3) proporcion de conversion
establecida, (4) caracterizacion amplia y utilidad probada en sujetos humanos y (5) medicién novedosa y util en
diferentes especies y matrices.

El método mejorado comprende las siguientes etapas. Las muestras de sangre, plasma, homogeneizados de tejidos
u orina se someten a una oxidacion acida o alcalina. Con oxidacion acida, (1) las muestras se tratan con cloruro de
potasio (KCI), acido clorhidrico (HCI) o TCA durante una hora; (2) las muestras oxidadas con acido se someten
luego a yodometria; (3) las muestras pasan a través de una columna de intercambio i6nico; (4) la biopterina total que
comprende BH4, g-BH2 (que se reduce inmediatamente in vivo a BH4, de manera que la biopterina reducida medida
se basa principalmente en BH4), BH2 y B se miden usando HPLC y espectrometria de masas en tdndem. Con
oxidacion alcalina, (1) las muestras se tratan con KIl, 12 o NaOH durante una hora; (2) las muestras oxidadas
alcalinas se someten luego a una acidificacién con HCI o TCA; (3) se someten a yodometria; (4) las muestras pasan
a través de una columna de intercambio i6nico; (5) se mide la biopterina oxidada que comprende BH2 y B; (6) se
miden diferentes especies usando HPLC y espectrometria de masas en tandem; y (7) la cantidad de biopterina
reducida (BH4 + g-BH2) se calcula como la diferencia entre las biopterinas totales menos la forma oxidada.

Los diagramas de flujo para la medicion de biopterina y el resumen de la validacién del ensayo se proporcionan en
las Figuras 16y 17.

Ensayo optimizado

Un método de HPLC que utiliza deteccion electroquimica (ECD) y deteccion de fluorescencia (FL), es ventajoso ya
que permite la medicion de cada uno de los compuestos de biopterina discretos (BH4, BH2 y B) asi como de los
analogos.

BH4 es un cofactor del sistema enzimatico de la sintasa de 6xido nitrico (NOS), que produce éxido nitrico (NO). La
produccion de NO es importante para mantener la homeostasis vascular. Cuando los niveles intracelulares de BH4
estan limitados, la produccion de NO disminuye (debido a una disminucién de la actividad de la NOS) y conduce a la
generacioén del superéxido (O2-), un radical libre dafino. Un exceso de O2z- puede provocar una disfuncién endotelial
y puede contribuir a la oxidacion de BH4 a BH2. Una relacion baja entre BH4 y BH2 puede promover una lesién
endotelial, mientras que una relacion alta entre BH4 y BH2 puede promover la salud endotelial. Por lo tanto,
caracterizar la relacion entre BH4 y BH2 puede servir como un indicador de salud endotelial.

Las concentraciones de diferentes biopterinas (BH4, BH2 y B) o de anélogos se determinan utilizando inicialmente la
HPLC de fase inversa para la separacion, seguida de deteccion mediante ECD y FL.

BH4, que es una molécula no fluorescente, sensible a redox, se mide usando ECD. BH4 (y sus analogos) se miden
usando ECD en donde BH4 (o un analogo) es oxidada por el electrodo 1 hasta una forma quinonoide de
dihidrobiopterina (p. ej., gBH2), un producto intermedio de dihidrobiopterina de vida corta, que luego se reduce de
nuevo a BH4 (o un analogo) en el electrodo 2. El detector usa entonces la corriente generada por esa reaccion de
reduccion para determinar la concentracion de BH4 o de un andlogo de la misma (la gBH2 endbgena es
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despreciable).

BH2, B y sus analogos se pueden medir en la misma inyeccién mediante deteccion de la fluorescencia. Una
oxidacion posterior al ECD de BH2 o un analogo de la misma usando una celda de proteccién de acondicionamiento
con el potencial 6ptimo, oxida BH2 o un analogo de la misma a B o al analogo de biopterina correspondiente. Esto
es deseable porque BH2 no es activa de forma fluorescente ni se mide facilmente y se tiene que convertir a B, que
se mide facilmente usando fluorescencia. La BH2 endégena, una vez convertida a B, y la B endégena se distinguen
entre si por dos picos fluorescentes distintos, debido a los diferentes tiempos de retencion en la columna de HPLC
para cada molécula.

En total, los métodos se pueden usar para medir las especies BH4, BH2 y B, y andlogos de las mismas. Las
biopterinas se miden preferiblemente usando una fase movil que contiene MeOH al 2%, tal y como se describe en
esta memoria. Los analogos de biopterina, tales como los derivados de biopterina de valina, pueden ser mas
adecuados para contenidos mas altos en metanol en la fase mévil, p. gj., una fase movil que contiene MeOH al 10%.

Por tanto, un método para detectar biopterinas en una mezcla de especies de biopterina puede incluir (a) separar las
especies de biopterina en la mezcla mediante HPLC de fase inversa; y en el caso de BH4 y sus andlogos, (b1)
realizar una deteccién electroquimica oxidando BH4 y sus andlogos presentes en un primer electrodo a formas
quinonoides de dihidrobiopterina, seguida por una reduccién de las formas quinonoides de nuevo a BH4 y sus
andlogos, presentes en un segundo electrodo y medir la corriente generada por la reaccién de reduccion para
determinar la concentracion de las especies; y/o (b2) en el caso de BH2, andlogos de la misma, biopterina o
andlogos de la misma, midiendo esas especies mediante una deteccion de la fluorescencia después de la oxidacion
post-columna de las especies de BH2 a biopterina. Preferiblemente, la fase moévil es una de las descritas en esta
memoria.

En una realizacién, la fase mévil preferida incluye acetato de sodio, acido citrico, EDTA y 1,4-ditioeritritol (DTE) con
metanol. Las concentraciones preferidas son acetato de sodio 50 mM, acido citrico 5 mM, EDTA 48 uM y DTE 160
pHM con metanol al 2%.

VIl. ESEMPLOS

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencion. Los expertos en la
técnica deben apreciar que las técnicas descritas en los ejemplos que siguen, representan técnicas que el inventor
ha descubierto que funcionan bien en la puesta en practica de la invencién y, por tanto, se puede considerar que
constituyen modos preferidos para su puesta en practica.

Ejemplo 1
Curva de tiempo y concentracion para biopterina en plasma después de una Unica dosis oral en la rata

Los fines de este estudio eran evaluar la farmacocinética de BH4 después de una Unica administracion oral en ratas.
Se administraron por via oral dosis Unicas de BH4 (10 y 100 mg/kg) a ratas macho Sprague Dawley (6 semanas de
edad) en ayunas.

Resultados

Las concentraciones maximas de biopterina total en plasma 2 horas y 1 hora después de la dosificacion eran 108
ng/mL (es decir, aproximadamente 3 veces el nivel endégeno) y 1227 ng/mL (es decir, aproximadamente 30 veces
el nivel endbgeno), respectivamente (Figura 18). A partir de entonces, la biopterina tenia una semivida de
eliminacion (t12) de aproximadamente 1,1 horas, volviendo al nivel endégeno 9 horas después de la dosificacién
para la dosis de 10 mg/kg y 24 horas después de la dosificacién para la dosis de 100 mg/kg (Figura 18).

La biodisponibilidad (F) después de una administracion oral de 10 y 100 mg/kg era de 6,8% y 11,8%,
respectivamente, en funcion del area bajo la curva de la concentracién plasmatica-tiempo (AAUC), obtenida al restar
el nivel endégeno durante una administracion intravenosa de 10 mg/kg. La tasa de absorcion Gl era del 8,8%
cuando se media empleando marcadores radiactivos en la orina. Una estimacion del valor real seria
aproximadamente un 10% de la biodisponibilidad oral basada en esos datos.

La relacion entre biopterina reducida y biopterinas totales en plasma (es decir, la relacion de forma reducida) era
relativamente estatica (73% -96%) (Figura 19).

Ejemplo 2
Curva de tiempo y concentracion para biopterina en plasma después de una dosis oral Unica a monos

Los fines de este estudio eran evaluar la farmacocinética de sapropterina después de una unica administracion oral
en monos cynomolgus. Se administr6 una dosis Unica de sapropterina (10 mg/kg) por via oral a monos de tipo
cynomolgus hembra (3/grupo) en ayunas.
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Resultados

La concentracién plasmatica total de biopterina (AC) alcanz6 su valor maximo 3 horas después de la dosificacion
(344 ng/mL, aproximadamente 20x los niveles endoégenos) (Figura 20). La semivida de eliminacion plasmatica de la
biopterina era de aproximadamente 1,4 horas, volviendo al nivel enddégeno 24 horas después de la administracién.
La relacion entre biopterina reducida y biopterinas totales era casi constante durante el periodo de prueba. La
biodisponibilidad (F) después de una administracion oral de 10 mg/kg a monos hembras era de aproximadamente el
9%, medida como las relaciones AAUC oral/iv (Figura 21).

Ejemplo 3

Biodisponibilidad relativa de tetrahidrobiopterina (BH4) administrada después de una disolucién de uno o varios
comprimidos en agua o administrada como uno o varios comprimidos intactos, y efecto de los alimentos sobre la
absorcion en sujetos sanos

Objetivos

Los objetivos principales del estudio eran: (1) evaluar la biodisponibilidad relativa de la tetrahidrobiopterina (BH4,
clorhidrato de sapropterina) cuando se administraba después de la disolucién de uno o varios comprimidos en agua
0 se administraba como comprimidos intactos; (2) comparar el efecto de los alimentos sobre la biodisponibilidad de
BH4 en sujetos sanos. El objetivo secundario del estudio era evaluar la seguridad y la tolerabilidad de dosis orales
Unicas de BH4 en sujetos sanos.

Metodologia

Este estudio era un estudio cruzado, abierto, aleatorizado, de tres tratamientos, seis secuencias y tres periodos en el
que 30 sujetos debian completar 3 periodos de dosificacién de dosis Unica y se aleatorizaron en uno de los seis
grupos de secuencias (Grupos 1, 2, 3, 4,5y 6):

Grupo 1:a, b, c
Grupo 2: b, c, a
Grupo 3:c,a, b
Grupo 4:a, ¢, b
Grupo 5: b, a, c
Grupo 6:¢c, b, a
en donde todos los grupos de dosificacion recibieron 10 mg/kg de BH4 por via oral de la siguiente manera:

a: administrada después de una disolucion del o de los comprimidos en agua, proporcionada en ayunas en
condiciones de ayuno

b: administrada en forma de uno o varios comprimidos intactos, proporcionada en ayunas en condiciones de ayuno

¢: administrada como uno o varios comprimidos intactos, proporcionada 30 minutos después de comenzar a ingerir
una comida rica en calorias y grasas en condiciones prandiales.

Cada sujeto recibié una dosis Unica de 10 mg/kg de BH4 durante cada periodo de tratamiento. Un periodo de
aclaramiento de al menos siete dias separaba cada administracion de la dosis. Se realiz6 una evaluacion posterior al
estudio 5-7 dias después del término del tercer periodo de tratamiento. Las muestras de sangre para el andlisis
farmacocinético (PK) se extrajeron en tiempos de recogida programados durante cada periodo de estudio: 30
minutos antes de la dosis y 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 5,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0, 18,0 y 24,0 horas después de
la dosis.

Dosis y modo de administracion

Los comprimidos de BH4 se administraron como dosificaciones de 10 mg/kg por cada periodo de tratamiento. Los
comprimidos se administraron mediante a) disolucion en agua administrada en ayunas, b) como comprimidos
intactos administrados en ayunas, o ¢) como comprimidos intactos administrados en estado prandial.

Cada dosis del farmaco en estudio se prepar6 y se administré en forma liquida (solucién) mezclada con agua. El
agua suministrada era agua corriente a temperatura ambiente. Las soluciones de la dosificacién se prepararon
dentro de los 15 minutos del tiempo de dosis pautado. La disolucion del comprimido en liquido duraba
aproximadamente de 1 a 3 minutos. Los comprimidos se rompieron o trituraron en la copa dosificadora antes de la
disolucién para mejorar la tasa de disolucion.
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A la hora designada para la dosificacién de la mafana, se administr6 BH4 por via oral como la cantidad de
comprimidos equivalente a una dosis de 10 mg/kg, disuelta en 120 mL de agua o zumo de naranja. Se observé de
cerca a cada sujeto, ya que la dosis completa de 120 mL se consumia 15 minutos después de la preparacién.
Inmediatamente después de consumir la dosis, se lavo la copa dosificadora con 60 mL de agua y el sujeto consumié
el agua del lavado. Se afadi6 un segundo lavado con agua de 60 mL a la taza dosificadora y luego el sujeto
consumié el segundo lavado. Todo el procedimiento de dosificacion se completé en un periodo de tiempo de 1
minuto. Una persona capacitada inspecciond la copa dosificadora y la boca de cada sujeto inmediatamente después
de completar la dosis para asegurarse de que se habia consumido la dosis completa. Alternativamente, el sujeto
ingiri6 una pildora que contenia BH4 en lugar de disolverla en agua. Para cada individuo, los periodos de
dosificacién tenian lugar con un minimo de 7 dias entre las dosis.

Pauta de ingesta de los alimentos

La noche del ingreso se sirvié un refrigerio. Luego se requirié que todos los sujetos ayunaran durante al menos 10
horas antes de la dosificacion.

Condiciones de ayuno

Los sujetos que recibieron tratamientos administrados en ayunas, recibieron la dosis después de completar un
ayuno nocturno minimo de 10 horas.

Los sujetos continuaron ayunando durante 4 horas después de la dosis. Se permiti6 agua a voluntad durante el
estudio, excepto desde 1 hora antes hasta 1 hora después de la dosis. Se proporcionaron comidas estandarizadas
aproximadamente 4 y 10 horas después de la administracién del farmaco y en momentos apropiados a partir de
entonces.

Condiciones de no ayuno

A los sujetos que recibieron tratamientos administrados en condiciones que no eran de ayuno, se les administré la
dosis después de consumir una comida en el desayuno rica en calorias y grasas. Los sujetos recibieron el siguiente
desayuno estandar rico en grasas (aproximadamente 50% del contenido cal6rico total de la comida), rico en calorias
(aproximadamente 1000 calorias) que comenz6 30 minutos antes de la administracién pautada de la dosis y termind
(ultimo bocado tomado) 5 minutos antes de la dosificacién.

2 huevos fritos en mantequilla

2 lonchas de tocino

2 tostadas con mantequilla

114 g (4 onzas) de patatas salteadas
225 g (8 onzas) de leche entera.

Esta comida contenia aproximadamente 150 calorias de proteinas, 250 calorias de carbohidratos y 500-600 calorias
de grasas. Se sustituy6é una comida equivalente con una documentacion del menu y el contenido calérico.

Después, los sujetos ayunaron durante 4 horas después de la dosis. Se permitié agua a voluntad durante el estudio,
excepto desde 1 hora antes hasta 1 hora después de la dosis. Las comidas estdndar se proporcionaron
aproximadamente 4 y 10 horas después de la administracién del farmaco y en momentos apropiados a partir de
entonces.

Duracion del tratamiento

Tres periodos de tratamiento de dosis Unica se separaron entre si con un minimo de 7 dias.

Se realiz6 una consulta de seguimiento 5 a 7 dias después de la ultima consulta médica del tratamiento.
Variables de seguridad: evaluacion y métodos

Se evaluo la seguridad para todos los sujetos que tomaban al menos una dosis de BH4.

Mediciones de la eficacia y la seguridad evaluadas y diagrama de flujo

La seguridad se evalué registrando la incidencia de eventos adversos, los cambios en los parametros de un ECG de
12 derivaciones, los signos vitales y los resultados del examen fisico, y los cambios en los valores iniciales de las
pruebas de laboratorio. El cronograma de esas evaluaciones se muestra en la Figura 22.

Examenes fisicos y signos vitales
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Cada sujeto se sometioé a un examen fisico de rutina por parte del investigador del estudio. El examen fisico incluia
una evaluacién de la cabeza, ojos, oidos, nariz, garganta, cuello, corazén, térax, pulmones, abdomen, extremidades,
pulsos periféricos, estado neurolégico, piel, y se evaluaron otros estados fisicos notables. Este protocolo del estudio
no requeria examenes genitourinarios.

Se midieron la altura (en centimetros) y el peso (en kilogramos) y se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) (IMC =
peso (kg)/[altura (m)]?).

La presion arterial se midi6 en posicion sentada de acuerdo con las recomendaciones de la American Heart
Association. Los sujetos estaban en reposo con los pies en el suelo durante 5 minutos en posicion sentada cuando
se midid la presion arterial.

La frecuencia cardiaca (pulso) se midié mientras que el sujeto estaba sentado.

Se realiz6 un registro de un electrocardiograma (ECG) estandarizado de 12 derivaciones en la clasificacién al
término del estudio. Los ECGs fueron evaluados por un investigador capacitado. Se guardaron copias del ECG y los
informes de la evaluacién como parte del expediente de cada sujeto.

El investigador principal revis6 y evalu6 el historial médico, los resultados de las pruebas del laboratorio clinico y los
registros del ECG para determinar la capacidad de eleccion clinica de cada sujeto para participar en el estudio.

Evaluaciones de laboratorio clinico
Hematologia:

Se evalué lo siguiente: hemoglobina, hematocrito, recuento de leucocitos total y diferencial, recuento de glébulos
rojos (RBC) y recuento de plaquetas.

Ademas, se analizé la sangre para detectar el antigeno de superficie de la hepatitis B, el anticuerpo de la hepatitis C
y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

Quimica:

Se evalud lo siguiente: albimina, nitrégeno ureico en sangre (BUN), creatinina, bilirrubina total, fosfatasa alcalina
(ALP), aspartato transaminasa (AST), alanina transaminasa (ALT), sodio (Na*), potasio (K*), cloruro (CI),
deshidrogenasa lactica (LDH), acido urico y glucosa.

Andlisis de orina:

Se evalu6 lo siguiente mediante el método de la tira reactiva de orina: pH, densidad especifica, proteina, glucosa,
cetonas, bilirrubina, sangre, nitrito y urobilindgeno. Si los valores de proteina, sangre oculta o nitrito estan fuera de
rango, se realiza un examen microscopico.

También se analizaron muestras de orina en busca de drogas de abuso (anfetaminas, barbitdricos,
benzodiazepinas, cannabinoides, cocaina y opiaceos).

Eventos adversos

En este estudio, un evento adverso (EA) se defini6 como cualquier evento médico adverso en un sujeto o un sujeto
en investigacion clinica al que se le administra BH4, en cualquier dosis, tenga o no una relacion causal con el
evento. Por lo tanto, un EA puede ser cualquier signo desfavorable e involuntario (incluido un hallazgo anormal de
laboratorio), sintoma o enfermedad asociados temporalmente con el uso de BH4, estén o no relacionados con BH4.
Esta definicion incluia enfermedades o lesiones intercurrentes y exacerbacién (aumento de la frecuencia, gravedad o
especificidad) de afecciones preexistentes.

El periodo de notificacion de EAs comenzaba con la primera administracion de BH4. El periodo de notificacién de
eventos adversos graves (EAGs) comenzaba antes, desde el momento de la firma del consentimiento informado.
Los EAGs se definirdn méas adelante en esta seccion. El investigador realizd un seguimiento de todos los EAs hasta
la resolucion o, si se determin6 que el EA era crénico, se identificé una causa. Si un EA seguia sin resolverse al final
del estudio, el Pl y el monitor médico realizaban una evaluacion clinica para determinar si se justificaba un
seguimiento continuado del EA y se documentaban los resultados. Una evaluacién de la gravedad era una de las
responsabilidades del investigador en la evaluacion de los EAs y EAGs. El investigador era responsable de aplicar
su juicio clinico para evaluar la relacién causal de cada EA con BH4.

Eventos adversos graves
Un evento adverso grave (EAG) se defini6 como cualquier EA que tuviera al menos uno de los siguientes resultados:

Dio como resultado la muerte
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Era potencialmente mortal, es decir, puso a los sujetos en riesgo inmediato de muerte a partir de que tuvo lugar
el evento

Esta definicién no incluia una reaccién que, si hubiera ocurrido en una forma mas grave, podria causar la
muerte.

Hospitalizacién necesaria del paciente o prolongacion de una hospitalizacion existente

El ingreso de un sujeto en el hospital como paciente internado como consecuencia de un EA, incluso si el sujeto era
dado de alta el mismo dia, se calific6 como hospitalizacién. Una consulta en urgencias no constituia una
hospitalizacion.

Daba como resultado una discapacidad o incapacidad persistente o significativa

Un evento se calificaba como que da lugar a una discapacidad o incapacidad persistente o significativa, si implicaba
una interrupcién sustancial de la capacidad del sujeto para llevar a cabo las funciones de una vida normal. Esa
definicién no pretendia incluir experiencias de importancia médica relativamente menor o temporal.

Era una anomalia congénita o un defecto congénito, es decir, un EA que habia tenido lugar en la infancia o el feto de
un sujeto expuesto al farmaco del estudio antes de la concepcion o durante el embarazo.

Era un evento médico importante que no satisfacia ninguno de los criterios anteriores, pero que podia poner en
peligro al sujeto o requerir una intervencion médica o quirirgica para prevenir uno de los resultados enumerados
anteriormente.

Méas de uno de los resultados anteriores se podia aplicar a cualquier evento especifico.
Idoneidad de las mediciones

Las mediciones de seguridad en ese estudio eran examenes fisicos de rutina, signos vitales, incidencia y gravedad
de eventos adversos y procesos clinicos y de laboratorio.

Mediciones de la concentracion de farmacos

Las caracteristicas farmacocinéticas (PK) en sangre (plasma) se evaluaron después de cada dosis del medicamento
en estudio. Todos los sujetos permanecieron sentados en posicién erguida durante 4 horas después de la dosis. Las
muestras de sangre se extrajeron 30 minutos antes de la dosis y 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 5,0, 6,0, 8,0,
10,0, 12,0, 18,0 y 24,0 horas después de la dosis. Las muestras se recogieron en tubos de 6 mL Vacutainer® con
tapa morada de K2-EDTA, adecuadamente etiquetados. Las muestras de sangre se centrifugaron a
aproximadamente 3000 rpm a 4°C durante 10 minutos. A partir del plasma resultante, se extrajo exactamente 1 mL
de cada muestra usando una pipeta y se colocé en un tubo de partes alicuotas que contenia 0,1% de p/v de
ditioeritritol. La muestra se tapd y se agité en vértex durante aproximadamente 10 segundos usando un VWR Mini
Vortexer a velocidad 6. Después de completar estos pasos, la muestra se congelo instantaneamente en un bafo de
isopropilo/hielo seco y se coloco en un congelador a -70°C hasta el andlisis.

Se extrajeron aproximadamente 80 mL de sangre durante cada periodo de tratamiento (5 mL por punto temporal)
para el andlisis PK.

Farmacocinética:

El andlisis farmacocinético (PK) de los datos de concentracion-tiempo de BH4 en plasma se realizé utilizando
métodos no compartimentalizados para obtener estimaciones de los siguientes parametros PK:

Concentracion plasmatica maxima (Cmax) y tiempo hasta la concentracidn maxima (Tmax), obtenido
directamente a partir de los datos sin interpolacion;

Az, la constante de la tasa de eliminacion terminal aparente, determinada por regresion logaritmica lineal de las
concentraciones plasmaticas terminales;

Area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo desde el momento cero hasta el momento de la tltima
concentracion medible [AUC (0-1)], calculada por el método trapezoidal lineal;

La semivida de eliminacién aparente (t'2), calculada como 0,693/Az;

Area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo desde el tiempo 0 hasta el infinito [AUC (inf)] en donde
AUC (inf) = AUC (0-t) + Ci/Az y Ct es la Ultima concentracion medible.

Estimacion de la tasa de absorcion

A los sujetos se les administré una dosis oral o intravenosa de 10 mg/kg de BH4, seguida de mediciones en serie de
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la concentracion plasmatica de biopterina total, para determinar la tasa de absorcion de BH4 a partir del tracto
gastrointestinal desde el area bajo la curva del aumento de la concentracion plasmatica de biopterina total (ACp)-
tiempo (AAUC). Se habia anticipado que se requeria una dosis menor de BH4 cuando se administraba por via
intravenosa, en comparacion con la BH4 administrada por via oral para lograr el mismo nivel de biodisponibilidad.
Por ejemplo, se pueden requerir 10 mg/kg de BH4 administrados por via oral para lograr el mismo nivel de
biodisponibilidad que 1 mg/kg de BH4 administrado por via intravenosa. Debido a que la forma de administracién
mejoraba la biodisponibilidad, es posible que solo se requieran 5 mg/kg de BH4 para alcanzar el mismo nivel de
biodisponibilidad que una dosis iv de 1 mg/kg de BH4.

La tasa de absorcion de BH4 desde el tracto gastrointestinal se estimé a partir del area bajo la curva del aumento de
la concentracién plasmatica de biopterina total (ACp)-tiempo (AAUC) después de la administracion de BH4,
utilizando las siguientes formulas:

Estimacion de AUC
Tasa de absorcion (%)=
(AAUC después de una dosis p.o. / AAUC después de una dosis i.v.) x (dosis i.v. / dosis p.o. x 100)
Métodos estadisticos:

La comparacién de los parametros farmacocinéticos Cmax, AUC (0-t) y AUC (inf) para BH4 se llev6 a cabo utilizando
un modelo de analisis de varianza (ANOVA) con secuencia, sujeto dentro de secuencia, tratamiento y periodo como
las variables de clasificacion, utilizando los logaritmos naturales de los parametros como las variables dependientes.
Las comparaciones de interés eran entre el comprimido disuelto e intacto en estado de ayunas y el comprimido
intacto en los estados de alimentacion y en ayunas.

Los datos procedentes de todos los sujetos que completaron al menos dos periodos de estudio, se incluyeron en los
andlisis estadisticos de la PK. Todos los sujetos que recibieron al menos una dosis del farmaco del estudio, se
incluyeron en los analisis de seguridad.

Todos los andlisis de la PK y estadisticos asociados se realizaron utilizando SAS® para Windows® version 9.1.3 o
superior.

Para proporcionar una potencia suficiente para cumplir los objetivos del estudio, se consideré adecuado un tamarno
de muestra de aproximadamente 30 sujetos, cada uno con 3 periodos de tratamiento, para proporcionar
estimaciones de las diferencias comparativas de interés. No se realizé ningin calculo formal del tamafo de la
muestra.

Resultados
Farmacocinética
Comprimidos intactos frente a disueltos

Las concentraciones plasmaticas medias de BH4 eran menores cuando se administraba BH4 como un comprimido
disuelto en comparacion con un comprimido intacto (Figuras 23 y 24). La Cmax media era mayor para el comprimido
intacto al igual que los valores medios para AUC (0-t) y AUC (inf) (Figura 25). Las relaciones medias geométricas,
entre comprimido intacto y disuelto, variaron de 118% a 121% vy los limites superiores de los intervalos de confianza
del 90% asociados eran superiores al 125% (Figura 26), lo que indica un aumento estadisticamente significativo en
la absorcion cuando el comprimido intacto se administraba con una comida rica en calorias y grasas en la diferencia
de la absorcion entre la administracién del comprimido disuelto e intacto. La mediana y el intervalo de Tméax eran
esencialmente los mismos para los comprimidos disueltos e intactos (Figura 25), lo que sugiere que el aumento
observado con el comprimido intacto era en el grado pero no en la tasa de absorcion.

Efecto de los alimentos ricos en calorias y grasas en la absorcion de farmacos

Como era de esperar, la administracion del comprimido intacto con una comida estandar rica en grasas y rica en
calorias daba como resultado un aumento sustancial de las concentraciones medias en plasma de BHa4 (Figura 23) y
los valores medios para Cmax, AUC (0-t) y AUC (inf) (Figura 25). Las relaciones medias geométricas (entre con
alimentacion y en ayunas) oscilaron entre el 126% y el 139% (Figura 26) y, en consecuencia, los limites superiores
de los intervalos de confianza asociados del 90% eran superiores al 125%, lo que indica una diferencia
estadisticamente significativa en el efecto de los alimentos sobre la absorcién, en comparacion con comprimidos
intactos. La mediana y el intervalo de Tmax eran esencialmente los mismos en condiciones de alimentacién y en
ayunas (Figura 25), lo que sugiere que el aumento observado con la comida era en el grado pero no en la tasa de
absorcion.

Seguridad:
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No hubo eventos adversos graves (EAGs) en este estudio. Cinco (5) sujetos informaron de un total de 9 eventos
adversos (EAs). Ocho (8) de esos 9 EAs se evaluaron como leves y 1 se evalué como de gravedad moderada. El EA
mas comun era dolor de cabeza; 1 sujeto experimentd dolor de cabeza moderado que se evalué como no
relacionado con el farmaco del estudio, y un sujeto experiment6 dolor de cabeza leve en dos ocasiones, las cuales
se evaluaron como posiblemente relacionadas. En total, se consideré que cinco eventos no estaban relacionados y
cuatro estaban posiblemente relacionados con el farmaco del estudio. Las evaluaciones de salida del estudio, las
evaluaciones de ECG y los exdmenes fisicos se completaron sin hallazgos clinicamente significativos.

Conclusiones:

La administracion de BH4 como un comprimido intacto daba lugar a un aumento de aproximadamente el 20% en el
grado de absorcién, en comparacion con un comprimido disuelto.

La administracion de BH4 como un comprimido intacto con una comida rica en calorias y grasas en condiciones de
alimentacion, daba como resultado un aumento de aproximadamente un 30% en el grado de absorcion, en
comparacion con las condiciones de ayuno.

No se identificaron problemas clinicamente significativos ni problemas de seguridad relacionados con los parametros
de seguridad en esa poblacién del estudio. No hubo EAs considerados graves en este estudio. Entre los 9 EAs
comunicados, todos menos uno, un caso de dolor de cabeza, eran leves y se determind que no estaban
relacionados con el farmaco del estudio. Los casos de fatiga y dolor de cabeza eran los Unicos EAs que estaban
posiblemente relacionados con el farmaco del estudio, pero se evaluaron como de gravedad leve.

Ejemplo 4
Enfoques de formulacién para mejorar la biodisponibilidad de BH4

Se seleccionaron dos formulaciones de control (formulacién intravenosa de BH4 y comprimido de BH4 para solucién
oral) y seis formulaciones de prueba para someterlas a ensayo en estudios con animales. Cada prototipo de
formulacion contenia 80 mg o 100 mg de BH4.

Formulaciones intravenosas de BH4

La Tabla 3 especifica la composicion de una formulacion intravenosa. BH4 se hizo pasar a través de un tamiz de
acero inoxidable de malla n® 20 antes del uso, mientras que se utilizé6 manitol tal como se recibié. Esa formulacion se
introdujo en forma de polvo en un frasco y se reconstituy6 con agua estéril para inyeccién antes de la administracion.
Cada frasco contenia 100 mg de BH4 y 5 g de manitol en un frasco transparente de copoliéster de tereftalato de
polietileno (PETG) con un tap6n blanco de rosca de polietileno de alta densidad (HDPE). Antes de la administracién,
la formulacion se constituyé con 100 mL de agua estéril para inyecciéon para obtener una concentracién final de 1
mg/mL. La formulacién IV se suministré6 como un polvo seco en un frasco, y cada frasco contenia el APl y manitol. El
polvo se disolvié en agua estéril para inyeccion y se filir6 antes de la administracion por via IV.

Tabla 3 Composicion de la formulacién iv de BH4

Ingredientes % (p/v) mg/mL
BH4 0,1 1,0
Manitol (bajo en endotoxinas), USP/Ph.Eur. 5,0 50,0
Agua esterilizada para inyeccion cs 100 mL cs1mL

Comprimido de BH4 para solucidn oral

La Tabla 4 especifica la composicién de una formulacién de solucién oral. Se colocaron diez (10) comprimidos de
BH4 (100 mg) en un frasco de PETG graduado de 125 mL con un cierre de HDPE blanco. Antes de la
administracion, la formulacion se constituyd con 100 mL de agua estéril para inyeccion para obtener una
concentracion final de 10 mg/mL.

Tabla 4 Composicion de un comprimido de BH4, 100 mg

Ingredientes % (p/p) mg/comprimido
BH4 33,33 99,99
Acido ascérbico, USP/EP 1,67 5,01
Crospovidona, USP/EP 4,5 13,5
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Ingredientes % (p/p) mg/comprimido
Fosfato dicalcico anhidro, USP/EP 2,18 6,54
Manitol (Parteck M 200), UPS/EP 57,06 171,18
Riboflavina universal, USP/EP 0,01 0,03
Estearil fumarato de sodio (PRUV), NF/EP 1,25 3,75
Total 100,00 300,00

Prototipo de formulacion para ralentizar la motilidad gastrointestinal

La Tabla 5 especifica la composicién de un prototipo de tiempo de vaciado gastrico retardado. BH4 se hizo pasar a
través de un tamiz de acero inoxidable de malla n® 20 antes del uso. EI Capmul GMO-50 se fundié en un bafio de
agua a 37°C. Se pesaron BH4 y acido ascorbico y se afadieron lentamente al Capmul fundido mientras se agitaba
vigorosamente. La dispersion sélida se afiadié gota a gota a una capsula de tamafo n® 2 usando una pipeta. Se
colocaron tres capsulas llenas en un frasco de polietileno de alta densidad (HDPE) de 100 cc con un cierre sellado
mediante induccion térmica.

Tabla 5 Composicion de formulacion oral de capsulas de BH4 con tiempo de vaciado gastrico retardado

Ingredientes % (p/p) mg/capsula
BH4 25 80
Mono/dioleato de glicerilo (Capmul GMO-50) 65 208
Polvo fino de &cido ascoérbico 10 32
Total 100 320

Prototipo bioadhesivo

La Tabla 6 especifica la composicion de un prototipo bioadhesivo. Todos los materiales, excepto Carbopol 71G, se
hicieron pasar a través de un tamiz de acero inoxidable de malla n® 20. Todos los materiales se pesaron y se
afnadieron a una bolsa de plastico que tenia un cierre de cremallera, que luego se agité durante unos minutos hasta
que la mezcla pareci6é uniforme. El polvo se comprimié en un comprimido utilizando un instrumental B estandar,
redondo, concavo y de cara plana de 0,6 cm (1/4“) en una prensa manual de Globe Pharma MTCM-I a 41 bar (600
psi). Tres comprimidos junto con una bolsa desecante de gel silice se envasaron en 100 cc de HDPE con cierre
sellado mediante induccion térmica.

Tabla 6 Composicion de la formulacion de comprimidos orales bioadhesivos de BH4

Ingredientes % (p/p) mg/comprimido
BH4 48,5 80,00
Carbopol 71 G 20,0 32,99
Policarbofilo (Noveon AA1) 20,0 32,99
Polvo fino de &cido ascérbico 10,0 16,49
Estearil fumarato de sodio (PRUV) 1,5 2,47
Total 100,0 164,94

Prototipo de liberacion sostenida

La Tabla 7 especifica la composicién de un prototipo de liberacion sostenida sometido a ensayo en el mono. Todos
los materiales, excepto Methocel K100M Premium CR, se hicieron pasar a través de un tamiz de acero inoxidable de
malla n® 20. Todos los materiales se pesaron y se afnadieron a una bolsa de plastico con cierre de cremallera, que
luego se agitdé durante unos minutos hasta que la mezcla parecié uniforme. El polvo se comprimié formando un
comprimido usando un instrumental B estandar, redondo, concavo y de cara plana de 0,6 cm (1/4“) en una prensa
manual de Globe Pharma MTCM-I a 82 bar (1200 psi). Los comprimidos junto con una bolsa desecante de gel silice
se envasaron en 100 cc de HDPE con cierre sellado mediante induccién térmica.
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Tabla 7 Composicion de la formulacion de comprimidos de liberacion sostenida de BH4

Ingredientes % (p/p) mg/comprimido
BH4 53,5 80,00
Methocel K100M premium CR 35,0 52,34
Polvo fino de acido ascorbico 10,0 14,95
Estearil fumarato de sodio (PRUV) 1,5 2,24
Total 100,0 149,53

Prototipo de polimero donante de protones

La Tabla 8 especifica la composicion de un prototipo de polimero donante de protones sometido a ensayo en el
mono. Todos los materiales, excepto Eudragit L100-55 y Kollidon CL, se tamizados previamente utilizando un tamiz
de acero inoxidable de malla n® 20. Todos los materiales se pesaron y se afiadieron a una bolsa de plastico con
cierre de cremallera, que luego se agité durante unos minutos hasta que la mezcla parecié uniforme. Se introdujo
una cantidad de polvo previamente pesada en una cdpsula de tamario n® 2.

Se prepar6 una solucion de recubrimiento disolviendo Eudragit L100-55 y Carbowax PEG 4600 en alcohol etilico. Se
pesaron Eudragit L100-55 y Carbowax PEG 4600 y se afiadieron a un frasco graduado de copoliéster de tereftalato
de polietileno (PETG) de 125 mL. El alcohol etilico se anadi6 al frasco de PETG y se colocé en un bafo de agua a
40°C sometiendo a ultrasonidos hasta que la solucién era transparente.

Las capsulas rellenas de polvo se sumergieron manualmente en la solucién de recubrimiento y se dejaron secar a
40°C durante 20 minutos. Las capsulas secas se pesaron y luego se hicieron rodar sobre Syloid FP244 para eliminar
la pegajosidad residual. Se envasaron tres capsulas en un frasco de HDPE de 100 cc con un cierre sellado mediante
induccion térmica.

Tabla 8 Composicion de la formulacion de capsulas donantes de protones para BH4

Composicion de los ingredientes de la capsula % (p/p) mg/capsula
BH4 40,0 80
Eudragit L100-55 44,5 89
Crospovidona (Kollidon CL) 4,0 8
Polvo fino de acido ascorbico 10,0 20
Estearil fumarato de sodio (PRUV) 1,5 3
Total 100,0 200
Composicion de los ingredientes del recubrimiento de la capsula % (p/p) mg/cépsula’
Eudragit L100-55 5,0 ND
Polietilenglicol 4600 (Carbowax Sentry) 5,0 ND
Alcohol etilico, prueba 200 100 mL ND

' Después del recubrimiento de la capsula y el secado en el horno a 40°C, la capsula gana aproximadamente del 1
al 3% en peso con el recubrimiento de polimero,
ND = No determinado

Sistema de administracion flotante

La Tabla 9 especifica la composicion de un sistema de administracién flotante. Todos los materiales, excepto el
Eudragit L100-55, se hicieron pasar a través de un tamiz de acero inoxidable de malla n® 20. Este prototipo de
comprimido comprendia tres capas; la capa intermedia contenia la sustancia farmacéutica, que estaba intercalada
entre dos capas externas insolubles en agua. Los materiales internos y externos se pesaron y se afadieron por
separado a bolsas de plastico con cierres de cremallera, que luego se agitaron hasta que las mezclas parecieron
uniformes.

Se pesaron las dos capas externas (12 mg cada una) y la capa interna (14,5 mg). Una de las capas externas se
anadio a la prensa, seguida de la capa interna y luego la ultima capa externa. Las capas se comprimieron formando
un comprimido usando un instrumental B, redondo, concavo y de cara plana de 0,5 cm (3/16“) en una prensa manual
de Globe Pharma MTCM-I a 14 bar (200 psi).
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Se prepard una solucién de recubrimiento disolviendo Ethocel y PEG 4600 en una mezcla de alcohol etilico y agua
purificada. Los ingredientes se afadieron a un frasco de PETG, que se mezcl6 y se colocd en un bafo de agua a
40°C sometido a ultrasonidos hasta que la solucién se volvié transparente.

Los comprimidos se sumergieron manualmente en la solucién de recubrimiento y se dejaron secar durante 20
minutos a 40°C. Cada comprimido se volvié a pesar después del recubrimiento. Se colocaron siete (7) comprimidos
dentro de cada una de las capsulas alargadas de tamafio n° 2. Se envasaron tres capsulas en un frasco de HDPE
de 100 cc con un cierre de sellado mediante induccion térmica.

Tabla 9 Composicion de la formulacion de dosificacion flotante de BH4

Ingredientes

Capas exteriores 1y 3 % (p/p) mg/comprimido
Eudragit L100-55 49,5 5,94
Acido esteérico 49,5 5,94
Estearil fumarato de sodio (PRUV) 1,0 0,12
Total 100,0 12,00
et %) | mgoonprmic
BH4 79,0 11,46
Acido esteérico 10,0 1,45
Polvo fino de acido ascorbico 10,0 1,45
Estearil fumarato de sodio 1,0 0,15
Total 100,0 14,51
7 comprir%%gidglnﬁa capsula % (p/p) mg/capsula
BH4 29,8 80,19
Acido esteérico 34,6 93,31
Polvo fino de acido ascorbico 3,8 10,15
Eudragit L100-55 30,8 83,16
Estearil fumarato de sodio (PRUV) 1,0 2,70
Total 100,0 269,51
Solucién de reclggﬁli(vjilggtts fje comprimidos % (p/p) mg/capsula’
Ethocel estandar 10 FP 5,0 ND
Carbowax PEG 4600 5,0 ND
Etanol 200 Proof 95,0 mL ND
Agua purificada 5,0 mL ND

' Después del recubrimiento de la capsula y el secado en el horno a 40°C, la capsula gana aproximadamente de un
3 a un 8% en peso en el recubrimiento de polimero,
ND = No determinado

Sistema de administracion flotante generador de gas

La Tabla 10 especifica la composicién de un sistema de administracion flotante generador de gas. Esta formulacion
estaba compuesta por un comprimido con nucleo que contenia el farmaco rodeado por una capa externa generadora
de gas. Todos los materiales, excepto el bicarbonato de sodio y Methocel K100M CR, se tamizaron previamente
usando un tamiz de acero inoxidable de malla n® 20. Los materiales del nicleo interior y de la capa externa se
pesaron y se afadieron por separado a bolsas de plastico con cierres de cremallera, que se cerraron y agitaron
hasta que la mezcla se volvié uniforme. El polvo mezclado para el ndcleo interno (35 mg) se comprimi6é formando un
comprimido usando un instrumental B redondo, biselado y de cara plana de 0,3 cm (1/8“) en una prensa manual de
Globe Pharma MTCM-| a 55 bar (800 psi).
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Se prepar6 una solucion de recubrimiento disolviéndola usando Ethocel y PEG 4600 en alcohol etilico. Los
comprimidos del nicleo interno se sumergieron manualmente en la solucién de recubrimiento y se dejaron secar
durante 20 minutos a 40°C. Se peso el polvo mezclado para la capa externa (40 mg). Se afadié la mitad a la prensa,
seguida del comprimido con ndcleo interior y luego la segunda mitad de la capa externa. El comprimido se
comprimié usando un instrumental B redondo, biselado, de cara plana de 0,5 cm (3/16“) en una prensa manual de
Globe Pharma MTCM-I a 55 bar (800 psi). Se colocaron cuatro (4) comprimidos en cada capsula de tamafio n® 2.

Tabla 10 Composicion de la formulacién para una dosificacion de BH4 flotante generadora de gas

Nucleo ir!l%%idtljee,;fgmprimido % (p/p) mg/comprimido
BH4 58,3 20,39
Polvo fino de acido ascorbico 19,4 6,80
HPMC K100MCR 19,4 6,80
Estearil fumarato de sodio (PRUV) 2,9 1,02
Total 100 35,01
Capa ex:g%aecgjf:%srnprimido % (p/p) mg/comprimido
HPMC K100MCR 46,1 18,46
Acido citrico anhidro 34,2 13,68
Bicarbonato de sodio 17,1 6,84
Estearil fumarato de sodio 2,6 1,03
Total 100 40,01
Cuatro com,!aﬁ%?c%iné/evsuna capsula % (p/p) mg/capsula
BH4 27,2 81,55
Polvo fino de acido ascorbico 9,1 27,18
HPMC K100MCR 33,7 101,03
Acido citrico anhidro 18,2 54,70
Bicarbonato de sodio 9,1 27,35
Estearil fumarato de sodio 2,7 8,18
Total 100 299,99
Soluciéggggiggte)fimiento % (p/p) mg/cépsula’
Ethocel estandar 10 FP 5,0 ND
1 Después del recubrimiento de la capsula y el secado en el horno a 40°C, la capsula gana peso en el recubrimiento

de polimero.
ND = No determinado

Prototipo de granulos bioadhesivos

La Tabla 11 especifica la composicién de un prototipo de granulos bioadhesivos. Todos los materiales, excepto
Methocel K100M CR, se tamizaron previamente utilizando un tamiz de acero inoxidable de malla n® 20. Todos los
materiales, excepto el estearil fumarato de sodio (PRUV), se pesaron y se colocaron en un recipiente granulador de
tamario n® 1 (LB Bohle Mini Granulator BMG). El polvo se mezcl6 a una velocidad impulsora de 300 rpm y una
velocidad del triturador de 2500 rpm, durante cinco minutos, hasta que la mezcla se volvié uniforme. Manteniendo
las velocidades del impulsor y del triturador, se afiadié a la mezcla gota a gota 5 mL de alcohol etilico hasta que se
formaron granulos. La masa humeda se retir6 del recipiente de granulacion y se tamizé a través de un tamiz de
acero inoxidable de malla 18. Los granulos se recogieron y se colocaron en un horno a 40°C para que se secaran
durante una hora. Se determin6 que la pérdida por secado de los granulos era del 1,93% después de una hora de
secado. Los granulos se pesaron y se colocaron en una bolsa de plastico con cierre de cremallera. Se anadio
estearil fumarato de sodio (PRUV) a los granulos secos en la bolsa. La bolsa se cerré y se agité hasta que el estearil
fumarato de sodio (PRUV) aparecia distribuido uniformemente entre los granulos. Se pesaron los granulos (134 mg).
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Se llenaron cépsulas alargadas de tamafio 2 con porciones de los granulos alternando con gotas de aceite vegetal
parcialmente hidrogenado (350 pl). Se envasaron tres capsulas en un frasco de HDPE de 100 cc con un cierre de
sellado mediante induccién térmica.

Tabla 11 Composicion de la formulacién de capsulas de granulos bioadhesivos de BH4

Ingredientes % (p/p) mg/capsula

BH4 60 80,00
Methocel K100M CR 19 25,33
Carbopol 971 10 13,33
Polvo fino de &cido ascérbico 10 13,33
Estearil fumarato de sodio (PRUV) 1 1,33

Aceite Pureco HSC-1 350 pL
Total 100 133,33

Liberacion de los farmacos in vitro

Las pruebas de liberacion in vitro de los farmacos a partir de comprimidos, se realizaron de acuerdo con las
especificaciones del aparato Il de USP 27, utilizando un medidor de disoluciéon Distek 2100C (Distek, Inc., North
Brunswick, Nueva Jersey), junto con un sistema de espectroscopia de UV visible de Agilent (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA). El medio de disoluciéon usado para la prueba de liberacién de BH4 eran 900 mL de HCI 0,1 N.
Durante la prueba de disolucién, el medio de cada recipiente se mantuvo a 37°C + 0,5°C y se agit6 a 50 rpm. Se
tomé un volumen de muestra de 5 mL en puntos de tiempo predeterminados. Para determinar la concentracion de
BH4 en las muestras, se diluyeron 250 uL de cada muestra con 500 pyL de HCI 0,1 N y se midi6 la absorcién a 265
nm utilizando un espectrémetro UV (8453 Espectrofotometro UV-Visible, Agilent Technologies, Santa Clara, CA).
Los datos se recopilaron utilizando el programa informatico ChemStation (Rev. A.09.01[76], Agilent Technologies,
Santa Clara, CA). Todas las pruebas de disolucién se realizaron por triplicado.

Prueba de flotabilidad del comprimido

La flotabilidad de los comprimidos del prototipo flotante se determin6 en primer lugar colocando los comprimidos en
vasos de plastico con 25-50 mL de HCI 0,1 N. Esa prueba determinaba el tiempo necesario para que los
comprimidos flotaran, asi como la duracién de su flotacion sin agitacién. Los prototipos que flotaban durante al
menos cuatro horas, se sometieron a pruebas de disolucion. Durante la prueba de disolucion, se determind la
flotabilidad de los comprimidos usando el método de paleta con una tasa de rotacion de 50 rpm. El estado de los
comprimidos se comprobé visualmente en varios momentos.

Prueba de desintegracion

La prueba de desintegracion se llevo a cabo de acuerdo con las especificaciones de la prueba de desintegracién de
USP-27, utilizando un medidor de la desintegracion de la serie Distek 3100 (Distek Inc., North Brunswick, NJ). El
medio de desintegracion utilizado era 900 mL de HCI 0,1 N o 900 mL de fosfato potasico 0,2 M pH 5,8. Durante la
prueba de desintegracion, el medio en los recipientes se mantuvo a 37° £ 0,5°C. Los comprimidos y las capsulas se
inspeccionaron visualmente en busca de desintegracién.

Prueba de dureza de los comprimidos

La dureza de los comprimidos se determind usando un medidor de la dureza de comprimidos, Dr. Schleuniger
Pharmatron 8M (Dr. Schleuniger® Pharmatron Inc., Manchester, NH). Los comprimidos se colocaron en la
abrazadera del medidor de dureza y se midi6 la dureza en kilopondios (Kp).

Espesor del comprimido

El espesor de los comprimidos se midié utilizando un indicador Mitutoyo Digimatic (Mitutoyo Absolute, Dr.
Schleuniger Pharmatron Inc., Manchester, NH). Los comprimidos se colocaron debajo del medidor de espesor y el
valor indicado se registré en milimetros (mm).

Resultados y discusion

Se desarrollaron varios prototipos basados en tres conceptos: retencién géastrica, polimero donante de protones para
cambiar el pH intestinal y formas de dosificacién de liberacion sostenida. Las secciones siguientes describen el
desarrollo de la formulacion de cada prototipo.
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Formulacion intravenosa de BH4 - Después de la constitucion con agua estéril, la solucion resultante era isotdnica,
pH 3,2 y contenia 1 mg/mL de BH4, y era apta para una administracion intravenosa después de una filtracion estéril
a través de un filtro de 0,22 micras. La estabilidad de la solucién de 1 mg/mL almacenada a temperatura ambiente
se analizé mediante HPLC cada hora, durante tres horas. Las muestras de soluciones més antiguas se almacenaron
luego a -20°C y se analizaron mediante HPLC después de 2 semanas. La Figura 27 indica que la solucion era
estable a temperatura ambiente durante al menos 3 horas después de la constitucién y que era estable durante al
menos 2 semanas durante un almacenamiento a -20°C.

Comprimido de BH4 para solucidn oral

Cada frasco estaba envasado de forma que contuviera diez (10) comprimidos de BH4, 100 mg. Se afadieron cien
(100) mL de agua purificada o agua estéril para inyeccion al contenido de cada frasco. Tras agitar vigorosamente el
frasco, los comprimidos se desintegraron rapidamente en 5 minutos. La solucién resultante contenia 10 mg/mL de
BH4 para administracién oral. No todos los ingredientes del comprimido eran solubles y, aunque la solucion final
parecia turbia o traslicida, el ingrediente farmacéutico activo estaba completamente disuelto y las particulas finas
eran ingredientes inactivos poco solubles.

Prototipo de formulacion para ralentizar la motilidad gastrointestinal

Esta formulacién para capsula se compone de BH4 y acido ascorbico disperso en un derivado de acido graso
semisolido (mono/dioleato de glicerilo, punto de fusién de 86°F (30°C)). También se seleccioné el mono/dioleato de
glicerilo (MOG) porque el MOG es quimicamente compatible con BH4. El perfil de disolucién presentado en la Figura
28 mostraba que mas del 90% del farmaco se liberaba en 2 horas y el perfil de disolucién permanecia sin cambios
después de almacenar las capsulas a 40°C durante 57 dias.

La dispersion del farmaco en OMG fundido, un semisélido, se introdujo manualmente en capsulas de gelatina dura.
La densidad del semisoélido es superior a 1 g/mL y era posible introducir al menos una dosis de 80 mg con una carga
de farmaco del 25% en una capsula de tamafio n? 2. Se espera que una capsula de tamafio n® 0 pueda contener al
menos 200 mg de farmaco usando la misma formulacién. Se observé una fuga de &cido graso desde la céapsula
durante el almacenamiento a 40°C. Preferiblemente, las capsulas o las formulaciones de céapsulas de gelatina
blanda se fijaron para evitar fugas de acido graso durante el almacenamiento.

Prototipo bioadhesivo

Muchos bioadhesivos se preararn a base de polimeros sintéticos o naturales. La mayoria de los polimeros
bioadhesivos sintéticos actuales son derivados del poli(acido acrilico) o de la celulosa. Ejemplos de polimeros a
base de poli(acido acrilico) incluyen pero no se limitan a carbopol, policarbofilo, poli(acido acrilico) (PAAc), etc. Los
celulésicos incluyen pero no se limitan a hidroxipropilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). Se desarrollaron
dos prototipos bioadhesivos para someterlos a ensayo en estudios con animales. El primer prototipo era una
formulaciéon de comprimido bioadhesivo y el segundo una capsula que contenia granulos bioadhesivos.

Se seleccionaron polimeros de policarbofilo y carbémero para el desarrollo del primer prototipo de comprimido
bioadhesivo. Carbopol 71 G es una forma granular de carbdmero y tiene buenas propiedades de flujo en polvo.
Todos los lotes de comprimidos fabricados eran de buena calidad, con un contenido en farmaco aceptable (evidente
por una liberacion de farmaco cercana al 100% en los perfiles de disolucién) y una dureza aceptable. La Tabla 12
especifica el peso, el espesor y la dureza de un comprimido representativo del prototipo bioadhesivo que contiene
carbémero y policarbofilo.

Tabla 12 Peso, espesor y dureza de un comprimido representativo para el prototipo bioadhesivo que contiene
carbémero y policarbofilo

Numero de lote del comprimido Presién de la compresién bar (psi) | Peso (mg) | Espesor (mm) | Dureza (Kp)

11210-83 41 (600) 165,4 5,24 10,5
11229-4 41 (600) 166,7 5,64 10,3
11229-4 55 (800) 164,1 5,27 14,4
11229-4 69 (1000) 164,9 5,12 18

Se utilizaron polimeros de carbémero y HPMC para el desarrollo de los segundos granulos bioadhesivos. Se
seleccion6 HPMC porque se utiliza como un sistema hidrocoloide de baja densidad y de liberacion controlada del
farmaco, independientemente del pH. Los granulos se prefirieron a los comprimidos para aumentar la posibilidad de
una bioadhesion al aumentar el area de superficie de la forma de dosificacion. Para facilitar la separacion de la
capsula llena de granulos en medio de disolucion, los granulos se recubrieron parcialmente con aceite hidrogenado.
Sin el recubrimiento de aceite, los granulos se hidrataban y formaban una matriz en forma de capsula sin
desintegrarse en granulos individuales.
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Los perfiles de liberacion de los dos prototipos bioadhesivos (comprimido y granulos) se muestran en la Figura 29,
que muestra que el perfil de liberacion del comprimido era mas largo que el de los granulos. La liberacién de
farmaco era aproximadamente del 90% en cuatro horas y del 95% en una hora para las formas de dosificacion
bioadhesivas en comprimidos y granulos, respectivamente. Después de almacenar a 40°C con humedad ambiental,
durante un mes sin proteccién contra la humedad (sin sellado mediante induccién térmica), el prototipo de
comprimido mostraba una desaceleracion en la disolucién del farmaco (Figura 29). Para los prototipos que contenian
carbomero, se debian tomar precauciones para proteger contra la humedad, para proteger el comprimido de una
posible hidratacion prematura.

Prototipo de liberacion sostenida

La hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) se utiliza como vehiculo hidréfilo para la preparacion de sistemas de
administracion oral controlada de farmacos (Colombo, Adv. Drug Deliv. Rev., 1993, 11, 37). Se sabe que las
matrices HPMC controlan la liberacion de una variedad de farmacos (Chattaraj, et al. Drug Develop. Ind. Pharm.,
1996, 22, 555; Pabon, et al., Drug Develop. Ind. Pharm., 1992, 18, 2163; Lee, et al., Drug Develop. Ind. Pharm.,
1999, 25, 493; Basak, et al., Indian J. Pharm. Sci., 2004, 66, 827; Rajabi-Siabhoomi, et al., J. Pharm. Pharmacol.,
1992, 44, 1062). En este estudio se evaluaron varios grados de viscosidad de HPMC (K4M, K15M y K100 M) para
controlar la liberacién de BH4. Los perfiles de disolucion de los comprimidos realizados con varios grados de HPMC,
se muestran en la Figura 30. Los perfiles de liberacion de farmaco eran similares al 20% de HPMC,
independientemente del grado de viscosidad; més del 80% del farmaco se liberaba en 2 horas. Cuando el polimero
de HPMC se exponia a un medio acuoso, experimentaba una rapida hidratacién y relajacion de la cadena para
formar una capa de gel (Naruhashi et al., Pharm Res. 2003,19: 1415-1421). Es posible que la HPMC al 20% no
forme una capa de barrera de gel sustancial para ralentizar significativamente la liberacion de BH4.

Los perfiles de disolucion de comprimidos producidos con concentraciones variables (20% a 40%) con un grado de
viscosidad elevada de HPMC (Methocel K100M CR), se presentan en la Figura 30. Se encontré que un comprimido
que contenia de un 35% a 40% de Methocel K100M CR, retardaba la liberacién del farmaco hasta cuatro horas,
mientras que con un 20% de HPMC se liberaba el farmaco en dos horas (Figura 31). Se seleccion6 un comprimido
que contenia 35% de HPMC (Methocel K100M) como prototipo para la prueba en estudios con animales porque
contenia la menor cantidad de HPMC requerida para ralentizar la liberacion del farmaco hasta cuatro horas. Como
tales, los comprimidos eran de buena calidad con un contenido en farmaco aceptable, como lo demuestra la
liberacion de farmaco cercana al 100% en los perfiles de disolucion.

Prototipo de polimero donante de protones

Para aumentar la absorcion oral de BH4, una estrategia consiste en estabilizar el farmaco disminuyendo el pH del
intestino delgado proximal. Para manipular el pH luminal intestinal, se seleccion6 Eudragit L100-55, un polimero
liberador de protones, comunmente utilizado para el recubrimiento entérico. Este polimero no es soluble en
condiciones acidas y se vuelve soluble y libera protones en condiciones desde débilmente acidas (pH > 5,5) a
alcalinas, debido a sus grupos carboxilo, controlando de ese modo que el pH luminal intestinal sea &cido. Naruhashi
y col. (2003) encontraron que el pH en el lumen disminuia de una manera dependiente de la concentracién de
Eudragit L100-55 y que la absorcion de cefadroxil y cefixima desde el asa ileal aumentaba en presencia del polimero
acido (Nozawa et al., J. Pharm Sci. 2003, 92 (11), 2208-2216). Nozawa, et al (2003) mostraron que Eudragit
disminuia el pH en las asas intestinales y aumentaba la cinética de desaparicion tanto de cefadroxil como de
cefixima desde las asas.

Las formulaciones en polvo que contenian BH4 y Eudragit L100-55, como se muestran en la Tabla 8, se
comprimieron formando comprimidos y se introdujeron en capsulas. La formulacién del comprimido liberaba
aproximadamente un 27% de farmaco en una hora en un fluido gastrico simulado (SGF) durante la prueba de
disolucién. Sin embargo, durante la prueba de desintegracion, el comprimido permanecia intacto en el SGF y
tampén fosfato (PB) a pH 5,8 durante al menos 2 horas. Incluso en presencia de un superdesintegrante
(crospovidona o croscarmelosa), el comprimido no se desintegraba. Es posible que el farmaco acidifique Eudragit,
creando un entorno de micropH bajo, de modo que el polimero permanece unido e insoluble.

La formulacion de farmaco-Eudragit con polvo introducido en la capsula se desintegraba rapidamente en SGF. Para
dirigir la liberacién de protones en el intestino proximal, se aplico un recubrimiento entérico a la capsula. Después del
recubrimiento de la cépsula y el secado en el horno a 40°C, la capsula ganaba aproximadamente del 1 al 3% en
peso en recubrimiento de polimero. Cuando se sometia a ensayo usando el aparato Il de disolucién USP (paleta),
medio de disolucion HCI 0,1 N mantenido a 37°C con una velocidad de rotacion de 50 rpm, la capsula recubierta
liberaba aproximadamente el 25% de farmaco en una hora. Después de 1 hora de tratamiento previo con acido (HCI
0,1 N), la capsula recubierta se coloc6 en un aparato de desintegracion USP con 500 mL de tamp6n fosfato a pH 5,8
mantenido a 37°C, la capsula recubierta se desintegraba en aproximadamente 1 hora. El prototipo de capsula con
recubrimiento entérico se preferia al comprimido o la capsula sin recubrimiento porque era méas probable que la
capsula con recubrimiento entérico liberara el polimero liberador de protones en el sitio diana.

Sistema de entrega flotante
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Se desarrollaron dos sistemas de entrega flotantes. El primer prototipo era una forma de dosificacién unitaria
multiple flotante; los fines de esa forma de dosificacion eran aumentar la posibilidad de que una de las unidades
permaneciera en la region gastrica y, por lo tanto, prolongara el tiempo de residencia gastrica de los farmacos. Esa
forma de dosificacién consistia en siete comprimidos de capa triple en una capsula; la capa intermedia contenia el
farmaco, que estaba intercalado entre dos capas externas insolubles en agua (Figura 32). Las capas externas
contenian acido estearico, un acido graso hidréfobo e insoluble en agua, que proporcionaba la flotabilidad necesaria
al comprimido flotante. Cada comprimido se revisti6 manualmente con una soluciéon alcohdlica de etilcelulosa y
polietilenglicol PM 4600 (PEG). La etilcelulosa formaba una pelicula insoluble en agua alrededor del comprimido y el
PEG, que actuaba como un formador de poros, modulaba la tasa de liberacion. Los perfiles de disolucion de
comprimidos recubiertos con etilcelulosa y diversas concentraciones (20% a 40%) de soluciones de PEG, se
presentan en la Figura 33. Se observé que el comprimido de capa triple recubierto lograba una cinética de liberacién
cercana al orden cero. Como se esperaba, la tasa de disolucién del farmaco aumentaba a medida que aumentaba la
concentracion de PEG. Los comprimidos flotaban en un medio gastrico simulado durante al menos cuatro horas
durante los estudios de disolucion. La Tabla 9 muestra la composicién de la formulacién sometida a ensayo en
estudios con animales.

El segundo prototipo era una forma de dosificacion generadora de gas. Se habia formulado de tal manera que
cuando entraba en contacto con contenidos géastricos acidos, se liberaba diéxido de carbono y quedaba atrapado en
los hidrocoloides hinchados, lo que proporcionaba flotabilidad a la forma de dosificacion (Figura 33). Esa formulacion
flotaba en un medio gastrico simulado durante al menos cuatro horas durante los estudios de disolucion. Sin
embargo, para que un sistema de ese tipo funcione de manera uniforme, los comprimidos deben producirse en un
entorno de humedad reducida para evitar una reaccion acida y basica prematura. Podia haber una interaccién
potencial entre la BH4 y el bicarbonato de sodio en el comprimido durante el almacenamiento. Por estas razones,
esa forma de dosificacion no se sometioé a ensayo en estudios con animales.

Se desarrollaron seis prototipos de formulaciones de prueba para estudios de biodisponibilidad animal que
incorporaban varios enfoques de formulacion, incluyendo un polimero donante de protones para disminuir el pH
intestinal, formas de dosificacion de retencién gastrica y formulaciones de liberacién sostenida,.

Ejemplo 5
Biodisponibilidad de nuevas formulaciones de BH4

El objetivo de este estudio era mejorar la absorciéon de BH4 mediante el desarrollo de formas de dosificacion que
aumentan el tiempo de residencia del farmaco en el tracto gastrointestinal (Gl).

Métodos: Se utilizaron tres monos de tipo cynomolgus, sanos que pesaban entre 3 y 4 kg en un estudio abierto, no
cruzado de 8 periodos, para determinar la biodisponibilidad de siete formulaciones en comparacién con una
formulacion de BH4 de control disuelta. Después de un ayuno nocturno, los monos recibieron, en distintas
ocasiones, una dosis Unica de 80 mg de la misma nueva formulacion por via oral o intravenosa, con un intervalo de
al menos un periodo de aclaramiento de 1 semana entre las diversas nuevas formulaciones estudiadas. Para la
administracion intravenosa, se recogieron muestras de sangre antes de la dosificacion y luego 5, 15 y 30 minutos y
1,0, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, 12 y 24 horas después de la dosis. Para la administracién oral, se tomaron muestras de
sangre antes de la dosificacién y luego 15 y 30 minutos y 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 12 y 24 horas después de cada
dosis. Después de la separacion del plasma mediante centrifugacién, partes alicuotas de 200 uL de cada muestra,
se transfirieron rapidamente a tubos individuales que contenian DTE al 0,1% y se congelaron a -70°C hasta que
estuvieran listas para el ensayo de L-biopterina total.

Formulaciones del estudio: Las formulaciones administradas se encuentran en la Tabla 13. Tres de las
formulaciones se disefiaron conceptualmente para tener retencidon géastrica mediante mecanismos bioadhesivos o
flotantes para aumentar el tiempo de residencia Gl (granulos flotantes de mdltiples particulas a base de carbémero y
granulos bioadhesivos). Otros conceptos se basaban en ralentizar la motilidad Gl para aumentar el tiempo de
residencia de la formulacién (monooleato de glicerilo), reducir el pH del intestino delgado y, por lo tanto, mejorar la
estabilidad quimica de BH4 para permitir una absorcién del farmaco intacto (bomba de protones) o una formulacién
de liberacion sostenida para averiguar si mejora la absorcion.

Tabla 13
Fase Prototipo Forma de Concepto Ingredientes
dosificacién
Fase | Formulacién IV Solucion IV, Control BH4, D(-)-manitol
1 mg/mL ’
Comprimidos . - .
Fase Il Kuvan para 1Sglucnon oral, Control Coomprlmldos de BH4 fabricados por Lyne (lote
solucién mg/mL n? 140651)
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Forma de

Fase Prototipo dosificacion Concepto Ingredientes
Fase Il | Monooleatode | Gapsula, Motilidad Gl lenta | BH4, Capmul GMO-50, 4cido ascérbico
glicerol 80 mg ’ ’
Fase IV Prototipo de Comprimido, |Retencién gastrica, BH4, Carbopol 71G, Noveon AA1, acido
carbomero 80 mg Bioadhesivo ascorbico, PRUV
Prototipo de Comprimido, . . . BH4, Methocel K100M Premium CR, acido
Fase V HPMC 80 mg Liberacién sostenida ascérbico, PRUV
. BH4, Eudragit L100-55, acido ascorbico,
Fasey| |PrOlofipode | Cépsula, Polimero donante 4 | Kolidon GL, PRUV, Recubrimiento (Eudragit
Eudragit 80 mg gl ool P L100-55, Carbowax PEG 4600, de alcohol
P etilico 200 proof)
Maltioles Capa interna (BH4, acido ascorbico, acido
Fase VII Unidades com;?rimidos Retencién gastrica, gzizgzgg’ ES(;{'Z),it?_i%%-%)gegF?ljégido
multiflotantes en capsula, flotante R 0, Igh 'S ’ 1 ,FP
80 mg ecubrimiento (Ethocel Standard 10FP,
Carbowax PEG 4600, 95% de etanol)
Granulos Granulos en Retencion astrica Intergranular (BH4, Methocel K100M Premium
Fase VIl capsula, 9 ’ CR, Carbopol 971, &cido ascorbico),

bioadhesivos Bioadhesivo

80 mg Extragranular (PRUV, aceite Pureco HSC-1)

Ensayo en plasma para biopterina: Las concentraciones de BH4 en plasma se determinaron mediante el uso de un
método de LC/MS/MS de fase inversa, especifico y validado. La curva estandar era lineal en el intervalo de
concentracién de 50 ng/mL a 2500 ng/mL. El limite inferior de cuantificacion para L-biopterina era de 50 ng/mL con
precision intradiaria mostrada por coeficientes de variacion menor al 5%. La L-biopterina es estable en plasma de
mono congelado, estabilizado con DTE al 0,1% a -70°C hasta que se analiza. Las concentraciones de BH4 se
calcularon a partir de las concentraciones de L-biopterina determinadas.

Analisis farmacocinético y estadistico: Se determinaron los parametros farmacocinéticos para la BH4 plasmatica
después de la administracion de las formulaciones orales e intravenosas. Los parametros farmacocinéticos se
proporcionan en la Tabla 14.

Tabla 14
Fase, AUCuitima AUC- Cmax (ng/mL) | Cuatima® (ng/mL) Tmax ti2
Formulacion (ng-h/mL) | (ng-h/mL) (h) (h)
2. comprimido disuelto 641 (88) | 805 (36) 93,6 (31,3) 9,60 (2,20) 2,33(0,58) | 11,7 (2,1)
3. monooleato de glicerilo 716 (154) | 858 (317) 133 (83) 6,47 (3,60) 2,00 (0) |12,1(10,3)
4. polimero bioadhesivo 593 (50,6) | 648 (114) 108 (15) 4,46 (3,36) |2,67(0,58) | 6,89 (3,51)
5. liberacién sostenida 355 (134) | 472 (36) 86,0 (43,1) 12,9 (12,4) |3,33(0,58) 5,30 (1,73)
6. donante de protones 276 (49,8) | 282 (49) 68,3 (25,3) 2,97 (0,71) |3,33(0,58) | 1,59 (0,74)
7. forma de dosificaciéon flotante | 304 (78) b 59,9 (31,8) 5,90 (0,94) 4,00 (2,00) b
8. granulaciones bioadhesivas 292 (79) |366 (40,6) | 42,5(12,6) 5,11 (2,43) 3,0 (0) 15,3 (8,2)

Resultados

El objetivo de este estudio era identificar formulaciones que mejoran la biodisponibilidad de BH4 en comparacién con
la formulacién de comprimido disuelto de control. Los perfiles de concentracidon plasmatica media de BH4-tiempo de
las diversas formas de dosificacion y la formulacion de control después de la administracion oral de BH4, se
muestran en la Figura 35, y los parametros farmacocinéticos de BH4 obtenidos a partir de los perfiles de
concentracién plasmatica de farmaco-tiempo se proporcionan en la Tabla 14. La formulacion de control (fase 2) es el
comprimido disuelto.

Tal y como se muestra en la Figura 35, la formulacién de monooleato de glicerilo proporcionaba la AUCutima mas
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elevada y la AUC- que eran 716 ng-h/mL y 858 ng-h/mL respectivamente. La formulacion de comprimido de BH4 de
control disuelto mostraba una AUCuima y una AUC- que eran 641 ng-h/mL y 805 ng-h/mL respectivamente (Tabla
14). El orden de clasificacién de las formulaciones, desde la mas disponible a la menos biodisponible, es:
monooleato de glicerilo > comprimido disuelto > comprimido de polimero bioadhesivo > comprimido de liberacion
sostenida > formas de dosificacién flotantes > producto en capsula de granulaciones bioadhesivas > producto en
capsula de donante de protones.

Ejemplo 6
Preparacién de una formulacion intravenosa de tetrahidrobiopterina
Evaluacion de la estabilidad de la formulacion previa

En general, el objetivo de este estudio era evaluar la estabilidad de BH4 en soluciones tamp6n con pH de 1 a 7
(véase la Tabla 15) y en presencia y ausencia de antioxidantes y con o sin gas inerte en las soluciones de reaccién
(véase la Tabla 16).

Tabla 15 Componentes y composicion de soluciones tampén que se van a utilizar en los estudios de estabilidad de
la formulacion previa de BH4

Componentes Cantidades
Tampén pH 1,2 (HCI 0.1 N)
HCI concentrado (12 N) 8,33 mL
Cloruro de sodio 292¢
Agua destilada/desionizada cs 1000 mL
Tampén pH 2,1 (HCI 0,01 N)
Tampén pH 1,2 (HCI 0,1 N) 100 mL
Cloruro de sodio 7,799
Agua destilada/desionizada cs 1000 mL
Tampén pH 3
Acido fosférico, 15 M, 85% 0,347 mL
Fosfato monobasico de sodio, anhidro (NaH2PO4) 6,17 ¢
Cloruro de sodio 6,16 g
Agua destilada/desionizada cs 1000 mL
Tampén pH 4
Acido acético, glacial, 100% 2,38 mL
Acetato de sodio, trihidrato 1,29 ¢
Cloruro de sodio 8,22 ¢g
Agua destilada/desionizada cs 1000 mL
Tampdén pH 5
Acido acético, glacial, 100% 0,87 mL
Acetato de sodio, trihidrato 4,78 g
Cloruro de sodio 6,72 ¢
Agua destilada/desionizada cs 1000 mL
Tampén pH 6
Acido 4-morfolinetanosulfénico (MES) monohidrato 4,99 g
Sal de sodio de MES 575¢
Cloruro de sodio 7,239
Agua destilada/desionizada cs 1 000 mL
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Tampén pH 7

Fosfato monobasico de sodio, monohidrato (NaH2POa) 2,56 ¢
Fosfato dibasico de sodio, anhidro (Na2zHPO4) 4,44 g
Cloruro de sodio 2,18¢
Agua destilada/desionizada cs 1000 mL

Tabla 16 Composicién de las soluciones tampén para los estudios de estabilidad que contienen BH4 con o sin
antioxidante y si estan sometidas a burbujeo de gas o no

Numero de grupo del estudio

oH 1 2 3 5 6
Estudio de | Estudio de tamp6n + | Estudio de tamp6n + | Estudio de tampén + Estudio de tamp6n +
tampon acido ascérbico L-cisteina burbujeo con argon burbujeo con oxigeno
1 |1mg/mLde |1mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4y1 1 mg/mLdeBH4en 1 mg/mL de BH4 en
BH4 en mg/mL de acido mg/mL de L-cisteina [tamponapH 1,2y tamponapH 1,2y
tampoén a pH |ascérbico en tampén |en tampén a pH 1,2 | sellado con capa de sellado con capa de
1,2 apH1,2 argon y burbujeo con oxigeno y burbujeo con
argén 02
2 |[1mg/mLde |1 mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4en 1 mg/mL de BH4 en
BH4 en mg/mL de acido mg/mL de L-cisteina |tamp6napH 2,1y tamponapH 2,1y
tampoén a pH |ascérbico en tamp6n |en tampén a pH 2,1 | sellado con capa de sellado con capa de
2.1 apH21 argon y burbujeo con oxigeno y burbujeo con
argon O2
3 |[1Tmg/mLde |1mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4 en 1 mg/mL de BH4 en
BH4 en mg/mL de acido mg/mL de L-cisteina tampon a pH 3y sellado [tampdn a pH 3 y sellado
tampdn a pH |ascérbico en tamp6n |en tampdn a pH 3 con capa de argén y con capa de oxigeno y
apH3 burbujeo con argén burbujeo con O2
4 |1mg/mLde |1mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4en 1 mg/mL de BH4 en
BH4 en mg/mL de acido mg/mL de acido tampo6n a pH 4 y sellado [tamp6n a pH 4 y sellado
tampodn a pH |ascérbico en tampoén |ascérbico en tampdn | con capa de argén y con capa de oxigeno y
apH4 apH4 burbujeo con argén burbujeo con O2
5 |[1mg/mLde |1mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4 en 1 mg/mL de BH4 en
BH4 en mg/mL de acido mg/mL de L-cisteina (tampoén a pH 5y sellado [tampdn a pH 5y sellado
tampdén a pH |ascérbico en tamp6n |en tampdn a pH 5 con capa de argén y con capa de oxigeno y
apH5 burbujeo con argén burbujeo con O2
6 [1mg/mLde |1mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4en 1 mg/mL de BH4 en
BH4 en mg/mL de acido mg/mL de L-cisteina (tampo6n a pH 6y sellado [tampdn a pH 6 y sellado
tampoén a pH |ascérbico en tampén |en tampdn a pH 6 con capa de argén y con capa de oxigeno y
6 apH®6 burbujeo con argén burbujeo con Oz
7 [1Tmg/mLde |1mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4y1 |1 mg/mLdeBH4 en 1 mg/mL de BH4 en
BH4 en mg/mL de acido mg/mL de L-cisteina (tampoén a pH 7 y sellado |tampdn a pH 7 y sellado
tampén a pH |ascérbico en tamp6n |en tampdn a pH 7 con capa de argén y con capa de oxigeno y
7 apH7 burbujeo con argén burbujeo con O2

Mas especificamente, se evalud la influencia de combinar dos antioxidantes en presencia o ausencia de gas inerte a
pH 4 para auxiliar a la formulacion de un producto liquido, y a pH 7 para determinar la contribucién de la
inestabilidad a pH fisiolégico a la baja biodisponibilidad del compuesto en monos y seres humanos (véanse las
Tablas 17 y 18). Se espera que la estabilidad de BH4 dependa de la temperatura. Por lo tanto, la estabilidad del
compuesto se evalud a 2-8°C, 25°C, 30°C y 37°C para ayudar a determinar la vida util predictiva a largo plazo del
compuesto a diferentes temperaturas. Una determinacién de la estabilidad del compuesto a una temperatura
fisiolégica de 37°C, proporciona datos para ayudar a estimar la vida util de la estabilidad de una forma de
dosificacién oral formulada en las regiones de absorcién del tracto Gl.
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Tabla 17 Composicion de soluciones tampoén para el estudio de la estabilidad de BH4 a pH 4

pH 4 pH 4
Estudio de tampdn + &cido ascoérbico + L- Estudio de tampdn + &cido ascorbico + L-cisteina + burbujeo con
cisteina argon
1 mg/mL de BH4 y 1 mg/mL de &cido 1 mg/mL de BH4 + 1 mg/mL de &cido ascorbico + 1 mg/mL de L-

ascorbico y 1 mg/mL de L-cisteina en tampdn |cisteina en tampon a pH 4 y burbujeo con argén y sellado con capa
apH4 de argoén

Tabla 18 Composicion de soluciones tamp6n para el estudio de la estabilidad de BH4 a pH 7

pH7 pH7
Estudio de tampdn + &cido ascoérbico + L- Estudio de tampdn + &cido ascorbico + L-cisteina + burbujeo con
cisteina argon
1 mg/mL de BH4 y 1 mg/mL de acido 1 mg/mL de BH4 + 1 mg/mL de &cido ascorbico + 1 mg/mL de L-

ascorbico y 1 mg/mL de L-cisteina en tampén |cisteina en tampon a pH 7 y burbujeo con argén y sellado con capa
apH7 de argoén

Los tiempos de muestreo propuestos para los estudios que se van a realizar en varias soluciones tampén, se
estimaron comparando la semivida de un solo estudio a pH 3,1 con los datos obtenidos por Davis et al. (1988; Eur.
J. Biochem. 173, 345-351, (1988)), en tampones Tris y fosfato a pH 6,8. El estudio de estabilidad de una solucién a
pH 3,1 proporcionaba un t12 estimado de 17769 min (12,3 dias) y el trabajo de Davis et al. proporcionaba un ti2 de
10 min en tampon fosfato a pH 6,8 y 14 min en tampdn Tris a pH 6,8. Estos dos estudios sugieren una reduccién de
un orden de magnitud en la semivida (es decir, un aumento de la reactividad de un orden de magnitud) de BH4 para
cada vez que aumenta el pH (véase la Tabla 19). Basandose en esta aproximacion, inicialmente se tomaron
muestras de soluciones desde pH 1,2 a pH 3 semanalmente y se hicieron correcciones en el tiempo de muestreo si
era necesario después de recoger los 2 primeros puntos de datos. Los tiempos de muestreo estimados a 25°C se
proporcionan en la Tabla 19.

Tabla 19 Tiempos de muestreo sugeridos con diversos pH basados en la semivida medida de BH4 y las semividas
teoricas obtenidas a partir de las mismas

pH | ti2 medido (min) | ti2 estimado basado en un ti2 obtenido a pH 3 Tiempo de muestreo sugerido
(min) @ inicialmente °©

1,0 - 776900,0 (1234 dias) Cada 7 dias

2,0 - 177690,0 (123,4 dias) Cada 7 dias

3,0 17769,0 (12,34 17769,0 (12,34 dias) Cada 96 horas

dias)

4,0 - 1776,9 (1,23 dias) Cada 12 horas

5,0 - 177,7 (0,12 dias) Cada %2 hora

6,0 - 17,7 (0,01 dias) Cada 5 minutos

6,8 10 (Fosfato)

b 14 (Tris)
7,0 - 1,8 Cada %2 minuto ¢

a 112 estimado se basa en cambiar por un orden de magnitud, la semivida obtenida a pH 3,0 para cada cambio de
una vez en el pH. El pH <3 aumenta ascendiendo mientras que el pH >3 disminuye reduciendo en un orden de
magnitud de manera escalonada para coincidir aproximadamente con los datos de pH 6,8 obtenidos por Davis et al.
b Datos obtenidos por Davis et al. 1988; EUR. J. Biochem., 173, 345-351, (1988)

¢ El muestreo se puede modificar

d Las soluciones de la reaccidén se muestrean y se extinguen lo mas rapido posible y requieren un cronémetro y 2
personas, una para tomar muestras/extinguir y la otra para registrar con precisién el tiempo en un cuaderno en
minutos y/o segundos

Los estudios se realizaron en soluciones tampon a pH 1 - 7 y a 5°C, 25°C, 30°C y 37°C. Aunque esos estudios se
realizaron en recipientes no sellados herméticamente, los antioxidantes solos (acido ascérbico o L-cisteina) o
combinados (acido ascorbico + L-cisteina) reducian la tasa de pérdida o degradacién de BH4 (véanse la Figura 36 y
la Figura 37). Burbujear una solucién que contiene acido ascorbico y L-cisteina mejoraba sustancialmente la
estabilidad de BH4.
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La tasa de degradacion de BH4 depende de la concentracién (véase la Figura 38). Por lo tanto, se mostré que las
formulaciones de BH4 en dosis altas y altamente concentradas requieren una concentracibn mas baja de
estabilizantes para una estabilizacion sinérgica de las formulaciones.

Estos resultados demuestran que la formulacion de formulaciones liquidas estables y de larga vida util se puede
producir de acuerdo con los métodos y composiciones descritos en esta memoria, incluyendo liquidos inyectables
estériles, liquidos orales y polvos liofilizados y estériles para formulaciones de constitucion.

Ejemplo 7
Formulaciones liquidas y liofilizadas de tetrahidrobiopterina para uso oral y parenteral
Ejemplo de composiciones de formulaciones

Tabla 20 Formulacion especifica tamponada a pH 4 que tiene acido ascérbico como estabilizante

Componentes Cantidad (mg) % de Peso/volumen Funcién
BH4 1,00 0,10 Sustancia activa
Acido ascorbico 10,00 1,00 Antioxidante
Acido citrico 6,56 0,66 Agente tamponador
Citrato de sodio, dihidrato 5,53 0,55 Agente tamponador
Agua para inyeccion cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 21 Formulacién tamponada a pH 4,0 que contiene una combinacion de dos estabilizantes: acido ascérbico y
metabisulfito de sodio

Componentes Cantidad (mg) % de Peso/volumen Funcién
BH4 1,00 0,10 Sustancia activa
Acido ascorbico 2,50 0,25 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 2,50 0,25 Antioxidante
Acido citrico 6,56 0,66 Agente tamponador
Citrato de sodio, dihidrato 5,563 0,55 Agente tamponador
Agua para inyeccién cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 22 Formulaciéon tamponada a pH 4,0 que contiene una combinacion de tres estabilizantes: L-cisteina, acido
ascorbico y metabisulfito de sodio

Componentes Cantidad (mg) % de Peso/volumen Funcién
BH4 1,00 0,10 Sustancia activa
Acido ascorbico 2,00 0,20 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 2,00 0,20 Antioxidante
L-cisteina 4,00 0,40 Antioxidante
Acido citrico 6,56 0,66 Agente tamponador
Citrato de sodio, dihidrato 5,53 0,55 Agente tamponador
Agua para inyeccion cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 23 Formulaciéon tamponada a pH 7,0 que contiene solo acido ascoérbico como Unico estabilizante

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 10,00 1,00 Sustancia activa
Acido ascérbico 50,00 5,00 Antioxidante
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Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
Fosfato monobasico de sodio, monohidrato 10,24 0,10 Agente tamponador
Fosfato dibasico de sodio 17,76 0,18 Agente tamponador
Agua para inyeccioén cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 24 Formulacién tamponada a pH 7,0 que contiene &cido ascorbico y metabisulfito de sodio como
estabilizantes

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 10,00 1,00 Sustancia activa
Acido ascorbico 20,00 2,00 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 15,00 1,50 Antioxidante
Fosfato monobésico de sodio, monohidrato 10,24 0,26 Agente tamponador
Fosfato dibasico de sodio 17,76 0,44 Agente tamponador
Agua para inyeccion cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 25 Formulacién tamponada a pH 7,0 que contiene ascorbico, metabisulfito de sodio y L-cisteina como
estabilizantes

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 10,00 1,00 Sustancia activa
Acido ascérbico 20,00 2,00 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 15,00 1,50 Antioxidante
L-cisteina 10,00 1,00 Antioxidante
Fosfato monobasico de sodio, monohidrato 10,24 0,26 Agente tamponador
Fosfato dibasico de sodio 17,76 0,44 Agente tamponador
Agua para inyeccién cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Formulaciones liquidas de dosis elevada

Tabla 26 Formulacion tamponada a pH 6,0 que contiene solo &cido ascorbico como estabilizante

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 50,00 0,10 Sustancia activa
Acido ascorbico 7,50 0,75 Antioxidante
Acido citrico 5,30 0,53 Agente tamponador
Citrato de sodio, dihidrato 51,4 5,14 Agente tamponador
Agua para inyeccion cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 27 Formulacién tamponada a pH 6,0 que contiene una combinacion de dos estabilizantes: acido ascérbico y
metabisulfito de sodio

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 50,00 5,00 Sustancia activa
Acido ascérbico 2,50 0,25 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 2,50 0,25 Antioxidante
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Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
Acido citrico 5,30 0,53 Agente tamponador
Citrato de sodio, dihidrato 51,4 5,14 Agente tamponador
Agua para inyeccioén cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 28 Formulaciéon tamponada a pH 6,0 que contiene una combinacion de tres estabilizantes: L-cisteina, acido
ascorbico y metabisulfito de sodio

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 50,00 0,10 Sustancia activa
Acido ascérbico 2,00 0,20 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 2,00 0,20 Antioxidante
L-cisteina 1,00 0,10 Antioxidante
Acido citrico 5,30 0,53 Agente tamponador
Citrato de sodio, dihidrato 51,4 5,14 Agente tamponador
Agua para inyeccion cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 29 Formulacién oral tamponada a pH 3,0 con tampén citrato y que contiene solo acido ascorbico como
estabilizante

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 10,00 1,00 Sustancia activa
Acido ascérbico 20,00 2,00 Antioxidante
Sacarosa 200,00 20,00 Edulcorante
Sabor a naranja 1,00 0,10 Agente saborizante
Acido citrico 8,98 0,90 Agente tamponador
Citrato de sodio, dihidrato 2,13 0,21 Agente tamponador
Agua para inyeccioén cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Tabla 30: Formulacion oral tamponada a pH 3,5 con tampdn tartrato y que contiene acido ascérbico y metabisulfito
de sodio como estabilizantes

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 10,00 1,00 Sustancia activa
Acido ascorbico 20,00 2,00 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 5,00 0,50 Antioxidante
Sacarosa 200,00 20,00 Edulcorante
Sabor a uva 1,00 0,10 Agente saborizante
Acido tartarico 1,34 0,13 Agente tamponador
Tartrato de sodio dihidrato dibasico 8,39 0,84 Agente tamponador
Agua para inyeccioén cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente
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Tabla 31: Formulacion oral tamponada a pH 3,5 en tampén a base de acido malico y que contiene acido ascorbico y
metabisulfito de sodio como estabilizantes

Componentes Cantidad (mg) % de peso/volumen Funcién
BH4 10,00 1,00 Sustancia activa
Acido ascorbico 20,00 2,00 Antioxidante
Metabisulfito de sodio 15,00 1,50 Antioxidante
Sacarosa 200,00 20,00 Edulcorante
Sabor a manzana 1,00 0,10 Agente saborizante
Acido malico 3,07 0,31 Agente tamponador
Malato de sodio dibasico 4,91 0,49 Agente tamponador
Agua para inyeccion cs 1,00 mL 1,00 mL Diluyente

Las soluciones formuladas o mezcladas anteriores se burbujean opcionalmente con un gas inerte (por ejemplo,
argon o nitrégeno) o didxido de carbono en el tanque de mezcla, y los recipientes primarios se sellan preferiblemente
con una capa de gas inerte o didéxido de carbono para eliminar el oxigeno del espacio superior del recipiente. Las
formulaciones se pueden aumentar progresivamente hasta cualquier volumen multiplicando las cantidades de los
componentes por un factor multiplicador apropiado.

Ejemplo 8

Determinacion mediante LC/MS/MS de tetrahidrobiopterina (BH4) en plasma humano midiendo la concentracion de
L-biopterina después de una oxidacién en condiciones béasicas

La tetrahidrobiopterina (BH4) es una molécula terapéutica pequefia para el tratamiento de pacientes con
fenilcetonuria (PKU). Es importante tener un método preciso y especifico para medir las concentraciones de BH4 en
el plasma humano. Sin embargo, es un desafio cuantificar BH4 en plasma humano debido a su baja concentracién
enddgena y su inestabilidad. En condiciones basicas, BH4 se oxida a dihidrobiopterina (BH2) y finalmente a L-
biopterina. Ademas, la relacion de conversion de oxidacion entre BH4 y L-biopterina es casi constante hasta 23
semanas. Por lo tanto, midiendo la concentracion de L-biopterina tras la oxidacién en condiciones basicas y
aplicando un indice de conversion molar, podemos determinar de manera confiable las concentraciones de BH4 en
plasma humano.

Los métodos publicados se basan en el método clésico desarrollado por Fukushima y Nixon (Anal. Biochem., 102,
176-188 (1980)) usando HPLC con deteccién de fluorescencia. En el método LC/MS/MS, la muestra de plasma
humano se estabilizé con antioxidante, se enriquecié con una soluciéon de patrén interno (IS) y se basificé con
solucion de hidréxido de sodio, después se oxid6 con solucién de yodo. Después de incubar en la oscuridad a
temperatura ambiente, se afade &cido ascérbico para reducir el exceso de yodo. Las muestras oxidadas se
extrajeron mediante precipitacion de proteinas. La L-biopterina en los extractos reconstituidos se analiz6 utilizando
HPLC de fase inversa con deteccion MS/MS Turbo lon Spray®. Los iones negativos para L-biopterina se controlaron
en modo MRM. Las relaciones entre el farmaco y el area de pico de IS para los patrones, se utilizaron para crear
una curva de calibracion lineal, utilizando andlisis de regresién de minimos cuadrados ponderados 1/x2.

La tasa de conversion de oxidacion de BH4 a L-biopterina se evalué en multiples puntos de tiempo: 0, 1, 2, 4, 8, 12y
23 semanas, y se encontré que era compatible en todos los puntos de tiempo sometidos a ensayo con una tasa de
conversion molar nominal del 47,3%, determinada a partir de los tres primeros puntos de tiempo consecutivos. La
diferencia entre la tasa de conversion en otros puntos de tiempo y el valor nominal varia de -2,3 a 6,3%. El método
LC/MS/MS se valid6 para cuantificar L-biopterina en plasma humano con K2 EDTA en el intervalo de calibracion
lineal de 5 a 1000 ng/mL (equivalente a 11 a 2114 ng/mL para BH4). La precisién y la exactitud del ensayo se evalud
con muestras de control de calidad (QCs) y los resultados mostraban una precisién intradiaria entre 4,7 y 14,5% de
CV; una precision intradiaria entre -7,1 a 7,4% de los valores nominales; y una precision intradiaria y una exactitud
de 7,4 a 16,4% de CV y de -8,3 a 3,7% de los valores nominales, respectivamente. La recuperacion media de
extraccion de L-biopterina era del 65,3%. En plasma humano con K2 EDTA se encontré que la L-biopterina, era
estable a temperatura ambiente durante al menos 4 horas y después de 4 ciclos de congelacién y descongelacion, y
a -70°C durante al menos 275 dias.

Ejemplo 9
Determinacion de BH4/BH2/B usando HPLC con deteccion electroquimica y de fluorescencia

Se realizé un estudio para desarrollar un método para determinar las concentraciones de tetrahidrobiopterina (BH4),
dihidrobiopterina (BH2) y biopterina (B) en plasma humano usando cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
de fase inversa, con deteccion de fluorescencia (FD) y deteccidn electroquimica (ECD). El método se basa en Cai, et
al. (Cardiovascular Research 55: 838-849, 2002).

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2851177713

Se prepararon soluciones madre de BH4 (en HCI 20 mM), BH2 y B (en DMSQO) hasta tener una concentracion final
de 10 mM y se almacenaron a -80°C. Se prepararon soluciones de trabajo estandar de calibracién a partir de una
soluciéon madre 100, 10, 7,5, 5, 2,5 y 1 nM en plasma humano con K2 EDTA modificado con 1,4-ditioeritritol (DTE) al
0,1% (p/v). Se prepararon soluciones de trabajo de control de calidad de BH4, BH2 y B 5, 8, 25 y 50 nM en plasma
humano con K2 EDTA modificado con DTE al 0,1% (p/v) y se almacenaron a -80°C.

Para el procesamiento de las muestras, el plasma se diluyé 1:10 en tampo6n de resuspensién. A 180 ul del plasma
diluido, se afnadieron 20 pl del tampdn de precipitacién 10X. Este procedimiento de dilucién y precipitacion del
plasma se aplic6 a todos los patrones de plasma, muestras de plasma y QCs de plasma. Después de la adicion del
tampon de precipitacion 10X, la muestra se centrifug6 a velocidad maxima a 4°C durante 5 min para eliminar restos
de plasma no especificos. A continuacion se transfirieron 150 mL de material sobrenadante a un vial de muestra y
luego se colocaron en un muestreador automatico para una inyeccién de 100 mL.

La fase movil (2 L) se preparé con 13,6 g de acetato de sodio (50 mM), 2,1 g de acido citrico (5 mM) 36 mg de EDTA
(48 mM), 49,4 mg de DTE (160 mM) y metanol al 2% en volumen en agua. El pH se ajustd a 5,22. Se prepar6
tampon de resuspensién (20 mL) con 20 mL de PBS pH 7,4 (50 mM), 20 uL de DTE 1 M (1 mM) y 100 mL de EDTA
100 uM. EI tampdn de precipitacion 10X (25 mL) se prepard en el momento con 2,88 mL de acido fosférico (1 M),
9,39 g de &cido tricloroacético (2 M) y 20 mL de DTE 1 M (1 mM).

La tetrahidrobiopterina (BH4), la dihidrobiopterina (BH2) y la biopterina (B) se separaron empleando separacion con
HPLC de fase inversa. La BH4 se midié mediante deteccion electroquimica en la que BH4 se oxida con el electrodo
1 a dihidrobiopterina quinonoide (gBH2) y luego se reduce a BH4 en el electrodo 2. El detector utiliza después la
corriente generada por esta reaccién de reduccion para determinar la concentracién de BH4. BH2 y B se pueden
medir en la misma inyeccion usando deteccion de la fluorescencia. La oxidacion posterior de BH2 en la columna
utilizando una celda protectora acondicionadora con el potencial 6ptimo, oxida BH2 a biopterina.

La separacion con HPLC se llevd a cabo en una columna ACE C-18 (250 mm x 4,6 mm), 5 uM, con un caudal de 1,3
mL/min, con un tiempo de ejecucion de 13 minutos. Los ajustes de la deteccién electroquimica eran E1: +100 mV
(corriente de fondo +500 nA a +600 nA) y E2: -300 mV (corriente de fondo -50 nA a -60 nA). La oxidacion posterior a
la columna se fij6 en 900 mV. Los ajustes de la deteccion de fluorescencia eran longitud de onda de excitacion: 350
nM y longitud de onda de emisién: 450 nM.

La linealidad y el intervalo del método se evaluaron en funcién de la precision y la exactitud de los patrones en
plasma y tampon. La concentracion de la curva estandar se establecié usando al menos 4-6 concentraciones
distintas de cero para cada analito. La concentracion de los patrones era 1, 2,5, 5, 7,5, 10 y 100 nM. Los resultados
mostraban un ajuste lineal de 1 a 100 nM para BH4, BH2 y B con R2 de >0,99.

La exactitud se determind mediante un andlisis replicado de muestras de control de calidad que contenian
cantidades conocidas (2, 8, 25 y 50 nM) del analito y se expresaba como un porcentaje de exactitud. La precision
también se calcula en funcion de los datos de los controles de calidad. La precisiéon intraensayo y la precision
interensayo se evaluaron en funcién del % de CV. En tres ciclos experimentales distintos, se prepararon y analizaron
concentraciones de cada analito en plasma. Ademas, se “enriquecié” BH4, BH2 y B en 10 nM en muestras de
plasma humano para determinar la exactitud y la recuperacién. Las mediciones de BH4, BH2 y B 8, 25 y 50 nM
mostraron ser exactas dentro del 112%-89% y demostraron una precision (% de CV) de 2,5%-20%. Los
experimentos de recuperacion enriquecidos usando BH4, BH2 y B 10 nM en muestras clinicas de plasma humano,
demostraron recuperaciones entre 70% y 130%. Los resultados demuestran que el método es exacto y preciso para
muestras con concentraciones superiores a 2 nM.

Para comprobar la presencia de una interferencia endégena en seis lotes diferentes de plasma, se enriqueci6 con 10
nM de BH4, BH2 y B a seis lotes diferentes de plasma y se determiné la exactitud y la precision para cada muestra
de plasma. Los experimentos de selectividad muestran que los seis individuos tenian unos niveles basales de BH4
enddgenos entre el limite cuantificable inferior y 2,48 nM. De manera similar, las concentraciones de BH2 y B
variaban de 0,02 a 10 nM. La recuperacion de los analitos enriquecidos 10 nM oscilaba entre 69% y 87%. La
variabilidad (% de CV) entre las muestras de plasma individuales y los analitos cuando se enriquecian a 10 nM,
oscilaba entre el 23% y el 37%. La variabilidad de los niveles endégenos de BH4, BH2 y B oscilaba entre 0 y 9,96
nM. Juntos, los resultados indican una tendencia que sugiere una interferencia de la matriz o una pérdida durante la
extraccion, pero no indican una fuerte selectividad entre los individuos.

Para medir el efecto de la matriz, se compararon las curvas estandar preparadas en plasma o tampdn en cuanto a
exactitud (recuperacion), linealidad y correlacion. La comparacion de los patrones preparados en plasma frente a los
patrones preparados en tampén, demuestra un efecto de matriz modesto y una correlacién generalmente buena. Los
tres analitos tenian excelentes ajustes lineales para plasma y tampén. BH4 y B no demostraron efectos de matriz
significativos en todo el intervalo de concentracion. Sin embargo, BH2 tenia menos recuperacién con la
concentracion estandar mas alta (100 nM). Las muestras de control de calidad preparadas en tampén y plasma
demostraron una buena exactitud. En general, los efectos de la matriz parecen minimos, con una tendencia hacia
una menor recuperacion en tampon, en comparacion con el plasma. Debido a que BH4 y BH2 se oxidan facilmente,
el plasma recogido y los tampones de muestras deben contener antioxidantes y tener un pH bajo cuando sea
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posible.

Para someter a ensayo la capacidad de diluir con exactitud una muestra de tamp6n y plasma enriquecida con 250
nM de BH4, BH2 y B, el plasma se diluyé usando plasma en blanco en una serie de diluciones por triplicado. Las
muestras diluidas se analizaron y compararon con el valor nominal después de aplicar el factor de dilucion. La
dilucion de concentraciones elevadas de BH4, BH2 y B se puede realizar con exactitud. Para BH4, las
concentraciones observadas después de la dilucién tenian una exactitud de entre 83% y 104% para concentraciones
entre 83,33 nM y 3,07 nM. BH2 tenia una exactitud de 74%-80% en todo el intervalo cuantitativo (83 nM-3 nM). B
tenia una exactitud de 119%-113% en todo el intervalo cuantitativo (83 nM-3 nM). Por lo tanto, una muestra que esta
por encima del limite cuantitativo, se puede diluir con exactitud.

Se prepararon cuatro concentraciones de analitos (2, 8, 25 y 50 nM) en plasma y se congelaron durante un minimo
de 24 horas para un ciclo y un minimo de 12 horas para otros ciclos durante un minimo de tres ciclos. Las muestras
se descongelaron sin ayuda a temperatura ambiente entre los periodos de congelacién. Se evalu6 la exactitud y la
variabilidad después de todos y cada uno de los ciclos de descongelacién sin ayuda, para establecer el nimero
maximo de ciclos a los que se podia someter una muestra. Las muestras que contienen BH4, BH2 y B se pueden
someter a hasta 3 ciclos de congelacidon-descongelacion sin un cambio significativo en la exactitud o la precision de
la medicién. Las muestras de plasma con BH4 8 nM-50 nM tienen una exactitud de 121%-91% y un % de CV inferior
al 10%. De manera similar, las mediciones de BH2 tenian una exactitud de 77%-88% en todo el intervalo cuantitativo
del ensayo. Las mediciones de B tenian una exactitud de 98% al 99% en todo el intervalo cuantitativo con una
precision (% de CV) del 5% al 8%. La muestra 2 nM de BH4, BH2 y B no result6 ser exacta ni precisa después de
repetidos procesos de congelacion y descongelacién. Por lo tanto, los patrones, los controles de calidad y las
muestras del estudio se pueden congelar y descongelar hasta 3 veces.

Debido a que los analitos son sensibles a la oxidacién, examinamos la estabilidad en estado congelado a largo plazo
para imitar las condiciones de almacenamiento esperadas. Se prepararon cuatro niveles de concentracion (2, 8, 50 y
100 nM) de BH4, BH2 y B en plasma y se almacenaron a -70°C durante 8 semanas. Las muestras de estabilidad se
analizaron con material de nuevo aporte y en las semanas 3, 5, 6 y 8. BH4 y B tenian una buena estabilidad en
estado congelado a largo plazo. BH2 demostr6 una concentracion de muestra reducida después de un
almacenamiento prolongado. Durante las 8 semanas de almacenamiento, las muestras de plasma con BH4 tenian
una exactitud de 93% al 94% y un % de CV entre el 31% y el 0,21%, observandose la mayor variacién con la
concentracion 2 nM. Las mediciones de BH2 tenian una exactitud de 63% al 85% en todas las concentraciones
sometidas a ensayo, con una exactitud reducida con concentraciones 2 nM y 100 nM. La precision (% de CV)
oscilaba entre el 37% y el 18% para esas muestras. Las mediciones de B tenian una exactitud de 88%-101% con las
concentraciones sometidas a ensayo, con una precision (% de CV) del 23%-0,14%, con la mayor variabilidad con la
concentracién 2 nM. Juntos, estos datos respaldan la recomendacion de almacenar las muestras durante un maximo
de 8 semanas, sin una pérdida apreciable de concentracion de analito. BH2 parece ser la méas susceptible a la
degradacién (oxidacion).

Para medir la estabilidad de BH4, BH2 y B en el muestreador automatico, 8 nM de cada analito en disolvente de
reconstituciéon permanecieron en el muestreador automatico durante 0,25, 4 y 11 horas. Se compard la exactitud y la
precision de las mediciones. La medicion de BH4 observada era exacta dentro del 5% del valor teérico en cada
punto de tiempo, con exactitud y precision en las tres mediciones de 102% y 0,054% respectivamente. La medicién
de BH2 tenia una exactitud decreciente y una variabilidad creciente después de 4 horas. Después de 11 horas en el
muestreador automatico, se midi6 aproximadamente el 50% de BH2. Esto indica una baja estabilidad del
muestreador automatico en tampon de ejecucion. La medicién de B siguié siendo exacta dentro del 125% del valor
tedrico después de 11 horas. Por lo tanto, se recomiendan tiempos de ejecuciéon de no més de 4 horas.

Para determinar la contaminacion de la inyeccion, se insertd una muestra de plasma de referencia extraida después
de la concentracién estandar mas alta de 100 nM. Esto se hizo para imitar la posibilidad de sobrestimar la
concentracién de analito en una muestra de baja concentracion, debido a una contaminacién. La contaminacién de
la inyeccion de BH4, BH2 y B es minima y no representa mas del 1% del area del pico del limite superior de
cuantificacion de 100 nM. La contaminaciéon de la inyeccion representa aproximadamente un 5%-20% del limite
inferior de cuantificacion, basado en el area de pico promedio obtenida a partir del control de baja calidad (2 nM).
Por lo tanto, preferiblemente las muestras deben ordenarse de menor a mayor (es decir, primero muestras antes de
la dosis, seguido de muestras posteriores a la dosis) y preferiblemente se realizaran lavados adicionales para limpiar
la columna periédicamente durante una ejecucién para minimizar una contaminacion potencial.

Se desarrollé un método cualificado que era robusto, especifico, exacto y preciso. Este método es apropiado para
cuantificar los niveles de BH4, BH2 y B en plasma para estudios farmacocinéticos y farmacolégicos.
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REIVINDICACIONES

1. Tetrahidrobiopterina (BH4) o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso en el tratamiento de
afecciones asociadas con niveles elevados de fenilalanina, en donde la BH4 o una sal de la misma es para
administrar por via oral una vez al dia, 5 a 60 minutos después de una comida y en donde la afeccién se selecciona
a partir del grupo que consiste en fenilcetonuria leve (PKU), PKU clasica e hiperfenilalaninemia.

2. La BH4 o la sal para uso segun la reivindicacion 1, en donde la BH4 o una sal de la misma es para administrar
entre 5y 20 minutos después de una comida.

3. La BH4 o la sal para uso segun la reivindicaciéon 1 o 2, en donde la BH4 o una sal de la misma es para administrar
por la manana.

4. La BH4 o la sal para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la comida es una comida rica
en grasas y rica en calorias que contiene al menos aproximadamente 700 kcal y al menos aproximadamente un 45%
de grasa.

5. La BH4 o la sal para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la BH4 o una sal de la
misma es para administrar con una dosis diaria total de 1 mg/kg a 20 mg/kg.

6. La BH4 o la sal para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la BH4 o una sal de la
misma es para administrar disuelta en un liquido o como una forma de dosificacién sélida, preferiblemente en donde
la forma de dosificacion sélida es un comprimido o una capsula.

7. La BH4 o la sal para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la BH4 o una sal de la
misma es para administrar con la comida para incrementar la absorcion de BH4.
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FIG. 32

Diagrama esquematico de forma de dosificacién flotante

Capa de recubrimiento
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liberacion controlada
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FIG. 33

Perfil de disolucidn de prototipo de sistema flotante (80 mg de BH4) con diversos niveles
de recubrimento PEG

Aparato USP Paddle, 50 rpm, 37°C, 900m{, HCI 0.1N
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FIG. 34

Diagrama esquematico de forma de dosificacion de generacion de gas

Capa de gel
de liberacion
sostenida
erosionable
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‘Comprimido con niicleo de BH4

Capa de Generacidn de gas

92



140

BH4, ng/mL

ES 2851177713

FIG. 35
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FIG. 36

Estabilidad de BH4 en tampén a pH 4 en
presencia y ausencia de antioxidantes y burbujeo con argéon

e

-
o

mgg

®
»O
L N a] |

Pa

BD ol 0o

5 10 15 20 25
Dias

OmNE kg O®

Onicamente tampon
Tampén + gcido ascérbico
Tampon + cisteina

Argén burbujeado
Oxigeno burbujeado

Tampon + 4cido ascérbico + L-cisteina
Tampén + acido ascérbico + L.cisteina
+ Argén burbujeado

94

30

35



%. de sapropterina. 2ZHCI restante

ES 2851177713

FIG. 37

Estabilidad de BH4 en tampon a pH 7 en presencia y ausencia
de antioxidantes ¥y burbujeado con argén
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FIG. 38

Estabilidad de BH4 restante en solucién tampon a pH 4
con el tiempo como una funcién de la concentraciéon
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