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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas soélidas que comprenden derivados de biopterina y usos de dichas composiciones
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas sélidas que comprenden derivados de biopterina, asi
como a procedimientos para obtener dichas composiciones farmacéuticas sélidas. La invencién también se refiere a
las composiciones farmacéuticas soélidas de la invencion para tratar enfermedades.

Antecedentes de la invencion

Las biopterinas y sus derivados son moléculas de interés farmacéutico. Por ejemplo, la tetrahidrobiopterina (BH4,
sapropterina) ha sido aprobada recientemente para el tratamiento de la hiperfenilalaninemia (HFA) en pacientes
adultos y pediatricos de 4 afos de edad y mayores con fenilcetonuria (FCN). Con este propésito, la
tetrahidrobiopterina se formula en el farmaco comercial (a la venta bajo el nombre de Kuvan) como un comprimido
soluble con manitol (E421), hidrogenofosfato de calcio, anhidro, crospovidona tipo A, acido ascorbico (E300),
estearilfumarato de sodio y riboflavina (E101). Véase también en este contexto el documento WO 2006/055511, que
se dirige a una formulacion soélida estable de tetrahidrobiopterina, procedimientos para producirlas y procedimientos
de tratamiento que usan dichas formulaciones.

Otros compuestos de biopterina terapéuticamente prometedores son 4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina y
4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina. Ambos compuestos han demostrado presentar propiedades diferentes de las de
otros inhibidores de NO, lo que hace al compuesto potencialmente mas adecuado que los analogos de arginina
“clasicos” (Werner et al., (1996). Biochemical Journal 320, 93-6, o la patente de EE. UU. 5.922.713, que divulga un
procedimiento de efectuar la inhibicién de la 6xido nitrico sintasa y la reduccion del nivel de 6xido nitrico mediante el
uso de una composicion que comprende un compuesto de pterina). Ambos compuestos han demostrado ser eficaces
en el TCE experimental (véase, por ejemplo, el documento WO 2004/084906, que se refiere al uso de derivados de
pteridina para el tratamiento de la presién intracraneal, isquemia secundaria y trastornos asociados con un nivel
incrementado de especies reactivas del oxigeno citotdxicas, patente de EE. UU. 8.222.828, patente europea
0 906 913, o Terpolilli et al., J Neurotrauma. 2009; 26(11): 1963-75 que se dirige a investigar la eficacia terapéutica de
un inhibidor de la oxido nitrico sintasa basado en tetrahidrobiopterina en el traumatismo craneoencefalico
experimental). Sin embargo, estos derivados de biopterina aun no han sido aprobados para el tratamiento médico. De
esta manera, hay una necesidad de proporcionar composiciones farmacéuticas que sean adecuadas para sus
aplicaciones terapéuticas en seres humanos. Idealmente, dicha composicién farmacéutica debe ser facil de preparar,
facil de usar y, con todo, estable; en este contexto se advierte que los derivados de biopterina hidrogenados son
sensibles frente a la oxidacion, cuando se almacenan durante un largo tiempo o cuando se proporcionan en solucion.

De esta manera, un objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica que contenga
derivados de biopterina que satisfaga estas necesidades.

Sumario de la invenciéon

Este problema se resuelve mediante los modos de realizacién de la invenciéon como se define en las reivindicaciones,
se describe en la descripcion y se ilustra en los ejemplos y figuras.

En un modo de realizacion, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica sélida que comprende

a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, OH

A~ OH

N
Iz

(0

y/o un compuesto que tiene la férmula (11):

OH

NH,
N7 Na CH,
)L P OH
H.N N N
H

(Iny
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b) al menos una sal de fosfato.

En un modo de realizacion en la composicion farmacéutica de la presente invencion, la al menos una sal de fosfato es
un fosfato de sodio, un fosfato de potasio o un fosfato de amonio. La sal de fosfato se puede seleccionar del grupo
que consiste en Na;HPO4 (libre de agua), Na;HPO4 « 2 H,0, NapHPO4 ¢ 7 H20, NapHPO, » 12 H2O, NaH:PO, (libre de
agua), NaH,PO4 ¢ H,O, NaH;PO, « 2 H,O, KoHPO, (libre de agua), KoHPO4 3 HoO, KH2PO4 (libre de agua) y
mezclas de los mismos.

En algunos modos de realizacion de la composicion farmacéutica de la presente invencion, la sal de fosfato es
Naz;HPO, » 2 H,0 vy la cantidad del Na;HPO4 « 2 H>O presente en la composicion se elige de tal manera que la
proporcion molar del Na;HPO4 2 H,O con respecto al compuesto (I) o compuesto (ll) varie desde 0,04 a 0,4.

En modos de realizacién adicionales de la composiciéon farmacéutica de la presente invencion, el fosfato de sodio es
NaH2PO4 * 2 H,O vy la cantidad del NaH,PO4 « 2 H>O presente en la composicion se elige de tal manera que la
proporcion molar del NaH2PO4 * 2 H,0O con respecto al compuesto (I) o compuesto (ll) varie desde 0,01 a 0,09.

En otros modos de realizacion, la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende dos sales de fosfato
de sodio diferentes. Opcionalmente, las dos sales de fosfato de sodio diferentes son NaH2PO4 ¢ 2 H,O y Na;HPO4 « 2
H-0.

En algunos modos de realizacién de la composicion farmacéutica de la presente invencion, la cantidad del NaH2POy4 ¢
2 HO y Na;HPO, « 2 H,O presentes en la composicion se elige de tal manera que la proporcion molar de tanto
NaH2PO4 ¢ 2 H,O como Na;HPO4 * 2 H;O con respecto al compuesto () o compuesto (1) varie desde 0,02 a 0,5.

En algunos modos de realizacién de la composicion farmacéutica de la presente invencion, la cantidad del NaH2POy ¢
2 Hy0 y Na;HPO4 * 2 H,O presentes en la composicion se elige de tal manera que la proporcion molar de cada uno de
NaH2PO, ¢ 2 H,0 y NasHPO4 2 H,O con respecto al compuesto (I) o compuesto (Il) varie desde 0,02 a 0,5.

En modos de realizacién adicionales de la composicion farmacéutica de la presente invencion, el compuesto (1) y/o el
compuesto (Il) estan presentes como la base libre.

En algunos modos de realizaciéon de la composicién farmacéutica de la presente invencion, la composicion
farmacéutica es una composiciéon farmacéutica liofilizada.

En otro modo de realizacion de la composicion farmacéutica de la presente invencion, el compuesto (1) es un
compuesto que tiene la formula (la):

NH, |, OH
VIS ey
PP OH
HNT NN

(Ta).

En otro modo de realizacion de la composicion farmacéutica de la presente invencion, el compuesto (II) es un

compuesto que tiene la formula (Ila):
NH, OH
H
NT X N\. R s -CH,
/“\ p OH
HNT "N N

En algunos modos de realizacion de la composicién farmacéutica de la presente invencion, la composicion
farmacéutica comprende un excipiente farmacéutico adicional.

(I1a).

En otro modo de realizaciéon de la composicidon farmacéutica de la presente invencion, el excipiente farmacéutico
adicional es una sal inorganica. La sal inorganica se puede seleccionar de MgCl,, CaCl,, NH4Cl, KCI, o NaCl,
preferentemente la sal inorganica es NaCl.

En algunos modos de realizacion de la composicion farmacéutica de la presente invencion, la cantidad del NaCl
presente en la composicion de la presente invencion se elige de tal manera que la proporcion molar del NaCl con
respecto al compuesto () o compuesto (ll) varie desde 1,5 a 4, preferentemente desde 1,8 a 3,7.

En algunos modos de realizacion, la composicion farmacéutica de la presente invencion comprende adicionalmente
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agua de cristalizacion.

En otros modos de realizaciéon, la composicion farmacéutica de la presente invencion estda adaptada para
reconstituirse en agua.

En modos de realizacién adicionales, la composicion farmacéutica de la presente invencion esta adaptada para su
administracion mediante infusion o inyeccion.

En algunos modos de realizacion de la composicion farmacéutica de la presente invencion, el compuesto (1) es
(6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina.

En modos de realizacion adicionales de la composicion farmacéutica de la presente invencion, el compuesto (1) es
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina.

En otros modos de realizacion de la composicion farmacéutica de la presente invencion, el compuesto (l) es una
mezcla diasteredmera que comprende mas (6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina que
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina.

En algunos modos de realizacién de la composicion farmacéutica de la presente invencioén, la cantidad de la
(6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina y la (6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina se elige de tal manera
que la proporcion de la cantidad de (6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina con respecto a la
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina varie desde 0,5 a 2, preferentemente alrededor de 1,3.

En modos de realizacién adicionales, la composicion farmacéutica de la presente invencién, una dosificacion unitaria
de la composicién contiene 650+ 60 mg de la base libre de 4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina,
140 + 30 mg de agua de cristalizacion, 70 + 7 mg de hidrogenofosfato de disodio dihidratado (Na;HPO, * 2 H,0),
16,5 + 2 mg de dihidrogenofosfato de sodio dihidratado (NaH,PO4 « 2 H,0) y 350 + 30 mg de cloruro de sodio (NaCl).

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica liofilizada de la presente invencion para su
uso en el tratamiento de una enfermedad. En algunos modos de realizacion, la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en un traumatismo craneoencefalico, lesién cerebral no traumatica, preferentemente apoplejia o
meningitis, presion craneal elevada, lesion cerebral secundaria.

La presente invencién se refiere adicionalmente a un procedimiento para preparar una composicién farmacéutica
sélida liofilizada que comprende

a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, H OH
N N CH,
/!-E\ = COH
H,N N N
H

M
y/o un compuesto que tiene la féormula (11):

OH

NH,
N LN CH,
,l P> OH

HNT N

b) al menos una sal de fosfato y opcionalmente NaCl;

Iz

(I

y

comprendiendo el procedimiento:

aa) disolver un compuesto de férmula (l11) y/o el compuesto de formula (11):
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NH OH X 2 HCLx 2 H20
g cH
N7 7 3
Jl\ AN CH
H2N N ;_*!i
(111)

con un tampon, en el que el tampdn comprende el fosfato;
bb) liofilizar la solucion obtenida en aa).

En algunos modos de realizacion, el procedimiento de la presente invencion comprende adicionalmente la etapa de
5 disolver el liofilizado obtenido en bb) en un fluido farmacéuticamente aceptable para la preparacién de una solucién
inyectable.

En consecuencia, la presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para preparar una solucion
inyectable que comprende:

a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, . OH
NN CH,
PP on

HANT N7 N
)

10
y/o un compuesto que tiene la féormula (11):
NH, OH
N N\j)\(CHa
/l P OH
HNT ONT N
an
y
b) al menos una sal de fosfato y opcionalmente NaCl;
15 comprendiendo el procedimiento:
aa) disolver el compuesto de férmula (l11) y/o (II):
NH OH x 2 HCLx 2 H,0
4 CH
SO0
)l\ P OH
HNT TN TN
H @, o
NH, OH
N N\TH/CHa
PP on
HN" "N” N
H
(1)
con un tampon, en el que el tampdn comprende el fosfato;
20 bb) liofilizar la solucion obtenida en aa);

cc) reconstituir el liofilizado obtenido en bb) en un fluido farmacéuticamente aceptable para la preparacion de
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una solucion inyectable, en el que se carga el liofilizado obtenido en bb) en un vial, preferentemente un vial de
50 ml, preferentemente en una cantidad de aproximadamente 1-1,5 g, preferentemente 1,25 g de formulacion
solida.

En otros modos de realizacion en el procedimiento de la presente invencion, el tampdn en aa) es un tampon de
hidrogenofosfato de sodio que comprende al menos una sal de fosfato.

En otros modos de realizacion en el procedimiento de la presente invencion, el tampon en aa) comprende NaOH,
tampon de hidrogenofosfato de sodio y agua. Opcionalmente, el NaOH es una disolucién de NaOH 5 N.

En otro modo de realizacion del procedimiento de la presente invencion, el tampdn de hidrogenofosfato de sodio se
prepara mediante disolucion por separado de NaH,PO4 * 2 H,O y Na,HPO4 ¢ 2 H,O. En un modo de realizacion
adicional del procedimiento de la presente invencion, el tampdn de hidrogenofosfato de sodio tiene un pH de 7,4
mediante la adicion de la disolucion de NaH2;PO, « 2 H,0 a la disolucion de Na;HPO4 « 2H,0.

En algunos modos de realizacion del procedimiento de la presente invencion, el tampon comprende un 12-16 % (p/p)
de NaOH 5 N, un 8-12 % (p/p) de tampodn de hidrogenofosfato de sodio y un 74-78 % (p/p) de agua para inyeccion.

En otro modo de realizacion del procedimiento de la presente invencion, la solucién obtenida en aa) se filtra de
manera estéril, preferentemente con un filtro de 0,22 uym.

En modos de realizaciéon adicionales del procedimiento de la presente invencion, el tampoén tiene un pH de
aproximadamente 8, 9, 10, 11, 12, 13 0 14.

En audn otro modo de realizacién del procedimiento de la presente invencion, la solucion en la etapa aa) tiene un pH
de aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11, preferentemente entre 6,5-7,6, lo mas preferentemente 7,4.

En otros modos de realizacion del procedimiento de la presente invencion, se carga el liofilizado obtenido en bb) en
viales, preferentemente en una cantidad de aproximadamente 1-1,5 g, preferentemente 1,25 g de formulacion sélida.
En modos de realizacion adicionales del procedimiento de la presente invencion, el tampoén se prepara con tampon
desgasificado. En algunos modos de realizacion, el tampon se desgasifica con nitrégeno hasta que el contenido de
oxigeno sea de <1,0 ppm.

En otro modo de realizacion del procedimiento de la presente invencién, después de la preparacion de la solucion; la
liofilizacion se inicia como maximo 2 horas mas tarde.

En el contexto de la presente invencién, también se divulga una composicion farmacéutica obtenible mediante el
procedimiento de la presente invencion.

Adicionalmente, en el contexto de la presente invencion también se divulga el uso de la composicion farmacéutica
liofilizada de la presente invencion en la fabricacion de un medicamento para tratar un sujeto que tiene traumatismo
craneoencefalico, tal como traumatismo craneoencefalico cerrado, presion craneal elevada, pero también lesion
cerebral secundaria o lesion cerebral no traumatica, tal como apoplejia o meningitis.

En el contexto de la presente invencion, también se divulga un procedimiento de tratamiento de una enfermedad en
un sujeto, que comprende la etapa de administrar una composicion farmacéutica liofilizada de la presente invencion a
un sujeto que lo necesita. En algunos modos de realizacion, en el procedimiento de tratamiento de una enfermedad
en un sujeto, la dosis maxima diaria es de 20 mg/kg de peso corporal y dia, preferentemente, 17,5, 15,0 o0 12,5, 10,
8,5, 7,5, 5,0 02,5 mg/kg de peso corporal y dia.

En aun otro modo de realizacion, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica sélida que comprende

a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, OH
i CH
N7 N ®
/U\ = OH
HNT "N TN
H

(D

y/o un compuesto que tiene la féormula (l1):
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NH, OH

N CH,

/m = OH
HNT TN

Iz

(I

y

b) al menos una sal inorganica, preferentemente NaCl.

En dicho modo de realizacion, se puede elegir la cantidad del NaCl presente en la composicion de la presente
invencion de tal manera que la proporcion molar del NaCl con respecto al compuesto (I) o compuesto (ll) varie desde
1,5 a 4, preferentemente desde 1,8 a 3,7, desde 1,85 a 3,6, desde 1,9 a 3,4, lo mas preferentemente desde 1,9 a 2,5.

En un modo de realizacion, la proporcion molar de NaCl con respecto al compuesto (I) o compuesto (Il) es de
aproximadamente 2,2.

Breve descripcion de los dibujos

La fig.1 muestra la preparacion de la sustancia farmacéutica diclorhidrato de
4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina dihidratado (VAS203).

La fig.2 muestra un procedimiento de fabricacion de la especialidad farmacéutica VAS203 de acuerdo con la
invencion.

La fig.3 muestra la estabilidad de viales de VAS203 de 1 g (lote n.° 928606), almacenados a 2-8 °C (tabla 5).
Descripcion detallada de la invencién

Un objetivo de la presente invencién fue proporcionar composiciones farmacéuticas. Adicionalmente, estas
composiciones deben ser estables y faciles de usar. En el presente documento, se ha descubierto que al usar sales
de fosfato sélidas (solas o en conexién con una sal inorganica, tal como NaCl o KCI) en conexién con derivados de
biopterina sdlidos, tales como los compuestos de férmula (I) o (ll), se da como resultado composiciones
farmacéuticas (formulaciones) que estan muy bien adaptadas para conseguir un valor de pH o intervalo de pH, asi
como una osmolalidad, que, tras la disolucién, sea directamente adecuado para su administracion terapéutica. Las
composiciones farmacéuticas soélidas son particularmente muy adecuadas y faciles de usar, puesto que ya estan
adaptadas para su administracion intravenosa, asegurando también asi un uso preservado. Ademas, se esta
resolviendo el problema de la oxidaciéon de los derivados de biopterina en liquidos proporcionando composiciones
solidas.

De esta manera, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica sélida que comprende

a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, OH
N CH
NT TR N °
/U\ P OH
H.N N N
H .
(D
y/o un compuesto que tiene la féormula (l1):
NH, OH
N7 N\ CH,
/l . OH
HNT N7 N

ay
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b) al menos una sal de fosfato.
Ademas, la presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica sélida que comprende

a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, OH
NT TR N\j)\rCHa
)|\ = OH
H_N N N
H

y/o un compuesto que tiene la féormula (l1):
NH, OH
LN CH,
/U\ o~ OH
HN" "N N

b) al menos una sal inorganica, en particular NaCl.

(11)

(1D

y

Cuando se usa en el presente documento, el término "sélido" o "composicion sdélida", se refiere a particulas (iones,
atomos o moléculas o compuestos) que estan estrechamente agrupadas entre si. Las fuerzas entre particulas son
fuertes, de modo que las particulas no se pueden mover libremente, sino que Unicamente pueden vibrar. Como
resultado, un sélido tiene una forma definida estable y un volumen definido. Los solidos Unicamente pueden cambiar
su forma mediante fuerza, como cuando se rompen o cortan. En los sdlidos cristalinos, las particulas (atomos,
moléculas o iones) se agrupan en un patron repetitivo regularmente ordenado. Hay varias estructuras de cristal
diferentes y la misma sustancia puede tener mas de una estructura (o fase solida). El término "soélido" también
engloba solidos/sustancias/composiciones amorfas o no cristalinas. Habitualmente el estado de agregacion se
determina a temperatura ambiente y presion ambiente. La temperatura ambiente representa cominmente el pequefio
intervalo de temperaturas a las que el aire no se percibe como frio ni caliente, a menudo el intervalo se denota entre
20 y 23,5 °C, con un promedio de 21 °C (70 °F). Con presion ambiente se quiere decir una presion de entre 900 y
1200 hPa (hectopascal), preferentemente de aproximadamente 1000 hPa. Los sélidos se pueden transformar en
liguidos mediante fusion y los liquidos se pueden transformar en sélidos mediante congelacion. Los soélidos también
pueden cambiar directamente a gases a través del procedimiento de sublimacion.

La composicion sélida de la presente invencion se puede administrar (habitualmente tras su disolucion en un liquido,
tal como agua) a una persona (“administracion”). Esto proporciona la administracion de una dosis terapéuticamente
eficaz de la composicion soélida de la presente invencion a un sujeto.

La "cantidad terapéuticamente eficaz" es una dosis del compuesto de férmula (1) y/o el compuesto de formula (Il) que
produce los efectos para los que se administra. La dosis exacta depende del propdsito del tratamiento y se puede
establecer por un experto en la técnica usando técnicas conocidas. Como se conoce en la técnica y se describe
anteriormente, pueden ser necesarios ajustes para la administracion sistémica frente a localizada, edad, peso
corporal, salud general, sexo, dieta, momento de administracion, interaccion con farmacos y la gravedad de la
afeccion, y se podran establecer con experimentacion rutinaria por los expertos en la técnica. En este contexto, se
advierte de nuevo que ambos compuestos, 4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina y 4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina
son farmacéuticamente activos. También se advierte que 4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina se puede obtener
mediante oxidacién (también oxidacion espontanea) a partir de 4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina. De esta
manera, una composicion de la invencién puede comprender Unicamente 4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina o
4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina o bien una mezcla de estos dos compuestos en cualquier proporcion.

Las composiciones sélidas de la presente invencién son aplicables tanto a tratamiento en seres humanos como a
aplicaciones veterinarias. Los compuestos descritos en el presente documento que tienen la actividad terapéutica
deseada se pueden administrar en un vehiculo farmacéuticamente aceptable a un paciente/sujeto, como se describe
en el presente documento. Dependiendo de la manera de introduccion, los compuestos se pueden formular de una
variedad de formas como se analiza a continuacién. La composiciéon sélida de la presente invencion se puede
administrar sola o en combinacién con otros tratamientos.
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La composicién sdlida de la presente invencién puede estar adicionalmente "adaptada para su administracion
intravenosa". Esto quiere decir que la composicion sdélida se mezcla preferentemente con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, preferentemente un fluido farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, agua o tampon
o cualquiera del fluido de reconstitucion como se describe a continuacién, de modo que la composicién sdlida se
pueda usar para su aplicacion intravenosa. La administracion intravenosa es la infusion o inyeccion de sustancias
liquidas directamente en una vena habitualmente con una jeringuilla y una aguja hueca que atraviesa la piel hasta
una profundidad suficiente para que se administre el material en el cuerpo del sujeto.

De esta manera, en modos de realizacion adicionales, la composicion farmacéutica de la presente invencién esta
adaptada para su administracion mediante infusion o inyeccion. Con una "infusion" se quiere decir una administracion
continua durante un determinado periodo de tiempo. Por ejemplo, dicha administracion puede llevar de entre
10 minutos a 4 dias. De esta manera, puede llevar como maximo 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 32, 40, 48, 56, 68, 72, 86 o 96 horas. Un medio de "inyeccion" es un procedimiento de
infusion temporal de insertar fluido en el cuerpo de un sujeto. Habitualmente dicha administracion lleva menos de
10 minutos. Sin embargo, se puede repetir una inyeccion varias veces al dia. Por ejemplo, puede tener lugar una
inyeccion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 veces al dia. Adicionalmente, la(s) inyeccion/inyecciones se puede(n) administrar
durante 1, 2, 3 0 4 dias. Sin embargo, la administracion por medio de inyeccion o infusién también puede llevar mas
tiempo si es necesario. Es obvio que la duraciéon exacta depende de muchos factores.

Tipicamente las composiciones para su administracion intravenosa son la composicién farmacéutica sélida de la
presente invencion mezclada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, con tampoén acuoso
isoténico estéril, para formar una solucién farmacéutica. Cuando sea necesario, esta composicién/solucién también
puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local, tal como lignocaina, para aliviar el dolor en el sitio de la
inyeccion. Generalmente, los ingredientes se suministran por separado o bien mezclados entre si en forma de
dosificacion unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado libre de agua en un recipiente
herméticamente cerrado, tal como un vial, una ampolla o sobre, que indique la cantidad de compuesto (I) y/o
compuesto (ll). Cuando la composicién/solucion se va a administrar mediante infusién, se puede distribuir con un
frasco para infusidon que contenga solucion salina o agua de calidad farmacéutica estéril. Cuando la composicion se
administra mediante inyeccion o infusidon, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccion o
solucion salina, de modo que se puedan mezclar los ingredientes antes de su administracion.

El término "farmacéuticamente aceptable" quiere decir aprobado por una agencia reguladora u otra farmacopea
generalmente reconocida para uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. Generalmente
"farmacéuticamente aceptable” también quiere decir "fisioldgicamente aceptable”, lo que quiere decir que el
fluido/vehiculo esta en consonancia con o es caracteristico del funcionamiento normal de un sujeto vivo y no provoca
toxicidad o cualquier otro efecto adverso. Dicho fluido/vehiculo normalmente tiene aproximadamente el mismo pH y/o
osmolalidad que, por ejemplo, fluidos, tales como la sangre de un animal.

El "fluido farmacéuticamente aceptable" puede ser uno de la siguiente lista no limitante de disolventes acuosos o no
acuosos. Los disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, tales como aceite de oliva,
y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Los disolventes acuosos incluyen agua, soluciones
alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo solucion salina y medios tamponados, solucion de
iones de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa e ion de sodio, Ringer lactato o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos
incluyen reponedores de nutrientes y fluidos, reponedores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de
Ringer) y similares. Un fluido farmacéuticamente aceptable preferente es un disolvente acuoso, por ejemplo, agua
estéril para inyeccion.

En algunos modos de realizacion, la composicion farmacéutica solida de la presente invencion se reconstituye antes
de su administracion. En otros modos de realizacion, la composicion farmacéutica de la presente invencién esta
adaptada para reconstituirse en agua. "Reconstituirse en agua" quiere decir devolver una composicion (deshidratada
o concentrada) al estado liquido mediante la adicién de un fluido farmacéuticamente aceptable como se describe
anteriormente. Preferentemente, la composicion soélida de la presente invencion se reconstituye en agua.

La invencion puede comprender composiciones sdlidas diferentes. Por ejemplo, la composicion sélida puede
comprender el compuesto (l) y/o compuesto (II) ademas de una sal de fosfato. Por una "sal de fosfato" se quiere decir
que se puede usar cualquier sal de fosfato conocida. Las sales de fosfato se refieren a muchas combinaciones
diferentes del fosfato quimico con sales y minerales. En un modo de realizacion en la composicion farmacéutica de la
presente invencioén, la al menos una sal de fosfato es un fosfato de sodio, un fosfato de potasio o un fosfato de
amonio. La sal de fosfato se puede seleccionar del grupo que consiste en NaoHPO, (libre de agua), NazHPO, « 2 H,0,
NazHPO4 o7 Hzo, NazHPO4 e12 Hzo, NaH2PO4 (Iibre de agua), NaH2PO4 . Hzo, NaH2PO4 2 Hzo, KzHPO4 (Iibre de
agua), K;HPO4 * 3 H20, KH2PO4 (libre de agua) y mezclas de los mismos.

En algunos modos de realizacion de la composicion farmacéutica de la presente invencion, la sal de fosfato es
Naz;HPO, » 2 H,0 y la cantidad del Na;HPO,4 * 2 H,O presente en la composicion se elige de tal manera que la
proporcion molar del Na;HPO4 « 2 H,O con respecto al compuesto () o compuesto (ll) varie desde 0,04 a 0,4,
preferentemente desde 0,05 a 0,35, desde 0,075 a 0,25, desde 0,09 a 0,2. En un modo de realizacion, la proporcién
molar del NazHPO4 ¢ 2 H,0 con respecto al compuesto () o compuesto (1) es de aproximadamente 0,144.
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En modos de realizacién adicionales de la composiciéon farmacéutica de la presente invencion, el fosfato de sodio es
NaH2;PO4 * 2 H20, y la cantidad del NaH,PO4 « 2 H,O presente en la composicion se elige de tal manera que la
proporcion molar del NaH;PO4 « 2 H,O con respecto al compuesto (I) o compuesto (ll) varie desde 0,01 a 0,09,
preferentemente desde 0,015 a 0,07, desde 0,02 a 0,05, desde 0,025 a 0,04, desde 0,035 a 0,05. En un modo de
realizacion, la proporcion molar del NaH.PO4 ¢« 2 H,O con respecto al compuesto (I) o compuesto (II) es de
aproximadamente 0,038.

En otros modos de realizacién, la composicion farmacéutica de la presente invencién comprende dos sales de fosfato
de sodio diferentes. Opcionalmente, las dos sales de fosfato de sodio diferentes son NaH2PO4 ¢ 2 H,O y Na;HPO4 « 2
H-0.

En algunos modos de realizacién de la composicion farmacéutica de la presente invencion, la cantidad del NaH2POy ¢
2 H2O y NapHPO, * 2 H,O presentes en la composicion se elige de tal manera que la proporciéon molar de tanto
NaH2;PO4 « 2 H,O como Na;HPO4 « 2 H2O con respecto al compuesto (I) o compuesto (ll) varie desde 0,02 a 0,5,
preferentemente desde 0,03 a 0,45, desde 0,04 a 0,3, desde 0,05 a 0,25, desde 0,06 a 0,2, desde 0,07 a 0,15. En un
modo de realizacion, la proporciéon molar de tanto NaH,PO4 * 2 H,O como Na;HPO4 ¢ 2 H>O con respecto al
compuesto (I) o compuesto (I) es de aproximadamente 0,18.

En algunos modos de realizacién de la composicion farmacéutica de la presente invencion, la cantidad del NaH2POy4 ¢
2 H,0 y Na;HPO, « 2 H,O presentes en la composicion se elige de tal manera que la proporcion molar de cada uno de
NaH;PO4 ¢ 2 HO y NapHPO, « 2 H,O con respecto al compuesto (I) o compuesto (IlI) varie desde 0,02 a 0,5,
preferentemente desde 0,025 a 0,4, desde 0,025 a 0,3, desde 0,025 a 0,2, desde 0,03 a 0,1. En algunos modos de
realizacion, la cantidad de NaH;PO4 * 2 H,O presente en la composicion se elige de tal manera que la proporcion
molar del NaH2PO4 « 2 H,O con respecto al compuesto (1) o compuesto (II) varie desde 0,01 a 0,09 y la cantidad del
NazHPO, * 2 H,O presente en la composicion se elige de tal manera que la proporcion molar del NazHPO,4 » 2 H,O
con respecto al compuesto (I) o compuesto (1) varie desde 0,04 a 0,4. Aqui, también se aplican las demas cantidades
de las sales de fosfato aplicadas de manera individual Na;HPO4 ¢ 2 H,O y NaH2PO4 ¢« 2 H,O como se describe
anteriormente. En algunos modos de realizacion, la composicion farmacéutica sélida comprende al menos 1, 2, 3, 4,
5, 6 0 mas sales de fosfato. En un modo de realizacién, la composiciéon farmacéutica sélida de la presente invencién
comprende 2 sales de fosfato (diferentes).

Cuando se usa en el presente documento, se entiende que el término "aproximadamente" quiere decir que puede
haber variacion en el intervalo o valor respectivo (tal como pH, concentracion, porcentaje, molaridad, tiempo, etc.) que
puede ser de hasta un 5 %, hasta un 10 %, hasta un 15 % o hasta e incluyendo un 20 % del valor dado. Por ejemplo,
si una formulacion comprende aproximadamente 5 mg/ml de un compuesto, se entiende que esto quiere decir que
una formulacién puede tener entre 4 y 6 mg/ml, preferentemente entre 4,25 y 5,75 mg/ml, mas preferentemente entre
4,5y 5,5 mg/ml e incluso mas preferentemente entre 4,75 y 5,25 mg/ml, siendo lo mas preferente 5 mg/ml. Lo mismo
también se aplica a la molaridad. Por ejemplo, se ha de entender una molaridad de aproximadamente 1 como una
molaridad de entre 0,8 a 1,2, preferentemente 0,85 a 1,15, mas preferentemente entre 0,9 a 1,1, incluso mas
preferentemente entre 0,95 a 1,05, siendo lo mas preferente 1.

De forma alternativa, la presente invencion se refiere a composiciones sélidas, que comprenden el compuesto (1) y/o
compuesto (ll) y una sal inorganica diferente de una sal de fosfato. En estas composiciones, la sal inorganica puede
ser cualquiera de los componentes exclusivos, salvo el compuesto (1) o (Il) (en este caso, no hay presente ninguna sal
de fosfato). De forma alternativa, en la composicion de la invencion puede estar presente una sal inorganica en
combinacién con al menos un fosfato. Cuando se hace referencia en el presente documento, el término “sal
inorganica” quiere decir cualquier sal inorganica adecuada. Opcionalmente, la sal inorganica se selecciona de MgCly,
CaClz, NH.CI, KCI o NaCl. En algunos modos de realizacion preferentes, la sal inorganica es NaCl. En algunos
modos de realizacion de la composicion farmacéutica de la presente invencion, la cantidad del NaCl presente en la
composicion de la presente invencion (solo o junto con al menos un fosfato) se elige de tal manera que la proporcion
molar del NaCl con respecto al compuesto (I) o compuesto (ll) varie desde 1,5 a 4, preferentemente desde 1,8 a 3,7,
desde 1,85 a 3,6, desde 1,9 a 3,4, lo mas preferentemente desde 1,9 a 2,5. En uno de dichos modos de realizacion, la
proporcion molar del NaCl con respecto al compuesto (I) o compuesto (1) es de aproximadamente 2,2

En las composiciones de la invencion, los compuestos (1) y/o compuesto (ll) pueden estar presentes como mezclas
diasteredmeras o mezclas de 11, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 estereocisémeros para el compuesto (I) y 1, 2, 3, 4, 50
6 estereoisdmeros para el compuesto (ll), preferentemente de uno o dos estereoisémeros.

De esta manera, el compuesto de formula (1) puede comprender mezclas diasteredmeras del compuesto de formula
() o mezclas de uno o mas estereocisomeros del compuesto de formula (I). El compuesto (I) puede ser
(6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina. En modos de realizacion adicionales, el compuesto (I) es
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina. En otros modos de realizacién, el compuesto (I) es una mezcla
diasteredmera que comprende mas (6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina que
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina. En algunos modos de realizacion, la cantidad de |la
(6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina y la (6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina se elige de tal manera
que la proporcion de la cantidad de (6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina con respecto a la
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina varie desde 0,5 a 2, preferentemente desde 0,5 a 1,9, desde 0,7 a 1,8,
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desde 0,8 a 1,7, desde 0,9 a 1,6, desde 1 a 1,5, lo mas preferentemente desde 1,1 a 1,4. En un modo de realizacién,
la cantidad de la (6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina y la (6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina se
elige de tal manera que la proporcién de la cantidad de (6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina con respecto a la
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina sea de alrededor de 1,3. En algunos modos de realizacion, la
composicion farmacéutica de la presente invencion comprende Unicamente el compuesto (l).

El compuesto (l) también puede ser un compuesto que tenga la formula (la):

NH, " OH
RS
N7 N . s .CH,
_Jl\ = OH
H,N N N
H

(Ta).

De manera similar, cuando se hace referencia en el presente documento, el compuesto de formula (Il) puede
comprender mezclas estereoisémeras del compuesto de férmula (lI) o mezclas de uno o mas estereoisémeros del
compuesto de formula (l1). En algunos modos de realizacion de la composicion farmacéutica de la presente invencion,
el compuesto (1) es 4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina. En otro modo de realizacién, el compuesto (Il) es un compuesto
que tiene la formula (lla):

NH, OH

/& < OH
H,N N N
H

(ITa).

En algunos modos de realizacién, la composiciéon farmacéutica de la presente invencion comprende Unicamente el
compuesto (1I).

En las composiciones farmacéuticas solidas, también puede estar presente el compuesto (I) y/o el compuesto (ll)
como la base libre. Cuando se hace referencia en el presente documento, una "base libre" se refiere a la forma basica
pura de una amina, en lugar de su forma de sal. Adicionalmente, este término se usa para describir la forma de amina
desprotonada de un compuesto. Un contraidon comun es un ion de un acido inorganico, tal como un cloruro cargado
negativamente. Por ejemplo, comparese la base libre amina (NH.) con clorhidrato de amina (NH;" CI') al afiadir HCI.

Como se menciona anteriormente, los derivados de biopterina son sensibles frente a la oxidacién en liquidos. Por lo
tanto, la composicién farmacéutica sélida también se puede proporcionar como una composicion farmacéutica
liofilizada. Cuando se usa en el presente documento, el término "liofilizado/a" quiere decir criodesecacion, que es un
procedimiento de deshidratacion. La criodesecacion se efectia congelando el material y entonces reduciendo la
presion circundante para permitir que se sublime directamente el agua congelada en el material desde la fase solida a
la fase gaseosa. En algunos modos de realizacion, el contenido de agua residual final en el producto liofilizado esta
entre un 0% a un 15 %, preferentemente entre un 0 % a un 12 %, (p/p). Los procedimientos para realizar la
liofilizacion son conocidos por el experto en la técnica.

Como es evidente para el experto en la técnica, las composiciones farmacéuticas pueden comprender
adicionalmente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas excipientes farmacéuticos adicionales. Un "excipiente farmacéutico" o
aditivos son compuestos afiadidos a los compuestos de formula (1) y/o (Il). Estos aditivos pueden cumplir una funcién
especifica. Se pueden afadir para incrementar la masa, favorecer la fabricacién, mejorar la estabilidad, potenciar la
administracion de farmacos y la seleccion, y modificar la seguridad de los farmacos o el perfil farmacocinético. Los
ingredientes que se usan durante la fabricacion de la especialidad farmacéutica, pero puede que no estén presentes
en la composicion sdlida de la presente invencion, también se consideran excipientes (los ejemplos incluyen agua
para productos liofilizados y gases inertes en la camara volatil de los recipientes). Los excipientes farmacéuticos
adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, trehalosa, manitol, sorbitol, glicina, histidina, rafinosa,
gelatina, malta, arroz, harina, yeso, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, ion de sodio,
leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, dextrosa, dextrano, agua, etanol y similares. Si se desea, la
composicion también puede contener cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes o agentes
tamponadores del pH. Estas composiciones pueden adoptar la forma de soluciones, suspensiones, emulsion y
similares.

Por ejemplo, si la composicion sdlida de la presente invencién comprende un compuesto de férmula (1) y/o de férmula
(I y una sal de fosfato, un posible excipiente farmacéutico adicional puede ser una sal inorganica. La sal inorganica
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puede ser cualquier sal inorganica como se describe anteriormente. Por otro lado, si la composicion farmacéutica de
la presente invencion comprende un compuesto de formula (1) y/o de férmula (Il) y una sal inorganica, un excipiente
farmacéutico adicional puede ser una sal de fosfato. La sal de fosfato puede ser cualquier sal de fosfato como se
describe anteriormente.

Ademas de los excipientes farmacéuticos que pueden estar presentes en las composiciones farmacéuticas solidas de
la presente invencion, en algunos modos de realizacion la composicion farmacéutica de la presente invencion puede
comprender agua de cristalizaciéon, por supuesto, igualmente también pueden estar presentes excipientes
farmacéuticos adicionales. Como se usa en el presente documento de acuerdo con su habitual significado en la
técnica, el "agua de cristalizacion" o "agua de hidratacién" quiere decir agua que se produce en el interior de los
cristales, en la presente invencion, ambas sales inorganicas, tales como Na;HPO4 o NaH»PO4, asi como el derivado
de biopterina del compuesto (I) o compuesto (Il), puede tener agua de cristalizacion. Mientras que en las sales de
fosfato solidas, tales como Na;HPO4 ¢« 2 H,O o NaH,PO,4 * 2 H»O, el agua de cristalizacion esta presente en
cantidades estequiométricas definidas, la cantidad de agua de cristalizacion presente en la forma solida del
compuesto (I) o compuesto (ll) puede variar dependiendo de las condiciones para la sintesis y/o cristalizacion del
compuesto que se usa para la preparacion de la formulacién sélida de la presente invencién. Sin pretender vincularse
a ninguna teoria, se cree que el agua de cristalizacion que esta presente en la forma sélida del compuesto (I) o
compuesto (Il), por ejemplo, puede estar unida por medio de enlaces de hidrégeno a los dos grupos amino del
compuesto (I) o (Il) que estan presentes como base libre. Con propésitos ilustrativos, se hace referencia en este
contexto a una dosificacion unitaria de la composicion que contiene 650+ 60 mg de la base libre de
4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina, 140 + 30 mg de agua de cristalizacion, 70 + 7 mg de Na;HPO, « 2
H20, 16,5 £+ 2 mg de NaH2PO4 * 2 H»O, y 350 + 30 mg de cloruro de sodio (NaCl). En esta dosificacion unitaria, las
dos sales de fosfato de sodio estan presentes como dihidratos, mientras que el agua de cristalizacion que esta
presente en la cantidad de 140 + 30 mg de agua de cristalizacion Unicamente se refiere al agua que esta presente en
asociacion con la base libre del compuesto (1) y/o compuesto (ll).

Como se acaba de describir, la composicidon farmacéutica de la presente invencién se puede proporcionar en una
dosificaciéon unitaria. Una “dosificacion unitaria” de las composiciones farmacéuticas sélidas de la presente invencion
quiere decir que los ingredientes se mezclan entre si en una dosificacion unitaria, lo que implica tipicamente una
mezcla de componentes farmacoldgicos activos, tales como el compuesto (1) y/o compuesto (Il), y componentes no
farmacologicos (excipientes), tales como al menos una sal de fosfato y/o al menos una sal inorganica.
Adicionalmente, una dosificacién unitaria puede comprender excipientes adicionales, tales como al menos una sal de
fosfato o al menos una sal inorganica y/o junto con otro material no reutilizable que no se pueda considerar ni
ingrediente ni envase (tal como un recubrimiento de capsula, por ejemplo). Igualmente el término dosificacion unitaria
también puede englobar envases no reutilizables (especialmente cuando cada especialidad farmacéutica esta
envasada individualmente). La dosificacion unitaria también puede comprender composiciones farmacéuticas solidas
reconstituidas de la presente invencion.

Para una dosificacion unitaria ejemplar, se esboza a continuacién un calculo de las proporciones molares de los
ingredientes de esta dosificacion unitaria.

Composicion |Masa molar |Mol (media) |forma

CgH16N6O2 Compuesto de 650 +/- 60 mg |240,27 g/mol |0,0027053 solido
férmula (i)

CgH14N6O2 Compuesto de 650 +/- 60 mg |238,26 g/mol |0,0027282 solido
férmula (ii)

H.0 Agua de 140 +/- 30 mg 18,02 g/mol 0,0077691
cristalizacion

NaCl Cloruro de sodio |350 +/-30mg |58,44 g mol™ [0,005989 sal

Naz;HPO,+ 2 H,O Hidrogenofosfato |70 +/- 7 mg 177,99 g/mol | 0,0003932 Solido
de disodio dihidratado
dihidratado

NaH,PO4+ 2 H,O Dihidrogenofosfato | 16,5 +/-2mg |156,01 g/mol |0,0001057 Sodlido
de sodio dihidratado
dihidratado

Proporciéon molar entre nnaci / Ncompuesto () = 0,005989 mol / 0,0027053 mol ~ 2,214
Proporciéon molar entre nnaci / Ncompuesto iy = 0,005989 mol / 0,0027282 mol ~ 2,195
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Proporcidon molar entre NnacHpos4 - 2 H20 + NNaH2PO4 « 2 H20 / Ncompuesto () = 0,0003932 mol + 0,0001057 mol /
0,0027053 mol ~ 0,18

Proporcidon molar entre Nna2vpo4 - 2 H20 + NNaH2PO4 - 2 H20 / Ncompuesto iy = 0,0003932 mol + 0,0001057 mol /
0,0027282 mol ~ 0,18

Proporciéon molar entre Nna2HpPo4 - 2 H20 / Neompuesto () = 0,0003932 mol / 0,0027053 mol ~ 0,145

Proporciéon molar entre Nna2HpPo4 - 2 H20 / Neompuesto (i) = 0,0003932 mol / 0,0027282 mol ~ 0,144

Proporciéon molar entre NnaH2po4 - 2 H20 / Neompuesto () = 0,0001057 mol / 0,0027253 mol ~ 0,038

Proporciéon molar entre nnaH2pro4 - 2 H20 / Neompuesto (i) = 0,0001057 mol / 0,0027282 mol ~ 0,038

Ncompuesto (i) = Mcompuesto (i)/ Mcompuesto (i) = 0,710 g/ 240,27 g m0|-1 =0,002955 mol

Ncompuesto (i) = Mcompuesto (i)/ Mcompuesto (i) = 0,590 g /240,27 g m0|-1 =0,0024556 mol

Ncompuesto (i) = Mcompuesto (i)/ Mcompuesto (i) = 0,650 g /240,27 g m0|-1 =0,0027053 mol

Ncompuesto (i) = Mcompuesto (ii)/ Mecompuesto (i) = 0,7109/238,25¢g m0|-1 =0,00298 mol

Ncompuesto (i) = Mcompuesto (ii)/ Mcompuesto (iy = 0,590 g /238,259 m0|-1 =0,0024763 mol

Ncompuesto (i) = Mcompuesto (ii)/ Mecompuesto (i) = 0,650 g /238,259 m0|-1 =0,0027282 mol

NNact = Mnaci/ Mnaci = 0,380 g /58,44 g mol'1 =0,0065023 mol

NNact = Mnact / Mnaci = 0,320 g /58,44 g mol'1 =0,0054757 mol

NNact = Mnaci / Mnaci = 0,350 g /58,44 g mol'1 =0,005989 mol

NNa2HPO4 * 2 H20 = MNa2HPO4 * 2 H20 | MNaztpos * 2 Heo = 0,077 g/ 177,99 g mol™ = 0,0004326 mol

NNa2HPO4 * 2 H20 = MNa2HPO4 * 2 H20 | MNaztpos * 2 Heo = 0,063 g / 177,99 g mol™ = 0,0003539 mol

NNa2HPO * 2 H20 = MNa2HPO4 * 2 H20 | MinazHpoa * 2 H20 = 0,07 g / 177,99 g mol™ = 0,0003932 mol

NNaH2PO4 * 2 H20 = MNaH2PO4 * 2 H20 / Miatizpos * 2 H2o = 0,185 g / 156,01 g mol™ = 0,0001185 mol

NNaH2PO4 * 2 H20 = MNaH2P04 * 2 H20 / MiNatizros * 2 H2o = 0,145 g / 156,01 g mol™ = 0,000929 mol

NNaH2PO4 * 2 H20 = MNaH2PO4 * 2 H20 | Miarzpoa * 2 H2o = 0,165 g / 156,01 g mol™ = 0,0001057 mol

NH20= Mu20 / Mp20= 0,17 9/18,02 g mol'1 =0,0094339 mol

NH20= Mu20 / Muz0= 0,11 9/18,02 g mol'1 =0,0061043 mol

NH20= Mu20 / Mu2o= 0,14 9/18,02 g mol'1 =0,0077691 mol

En resumen, una dosificacion unitaria contiene 650 + 60 mg de la base libre de 4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina y/o
de 4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina, 140 + 30 mg de agua de cristalizacién, 70 + 7 mg de Na;HPO4 * 2
H20, 16,5+ 2 mg de NaH,PO4 2 H>O y 350 + 30 mg de NaCl. En modos de realizacion tipicos, esta dosificacion
unitaria se refiere a y se envasa para su administracion en un vial de 50 ml, puesto que después de la reconstitucion
con un volumen de 50 ml de vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como agua ad inject, se obtiene una solucion
para inyeccion o infusion que se puede administrar inmediatamente. De esta manera, por ejemplo, si se usa una
dosificacion unitaria diferente, por ejemplo, un vial de 30 ml, se ajustan en consecuencia las cantidades de todos los
componentes de la composicion. En el ejemplo de un vial de 30 ml, la cantidad de cada componente se reduciria a
3/5 (un 60 %). Eso quiere decir que una dosificacion unitaria de 30 ml contendra 390 + 36 mg de la base libre de
4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina y/o de 4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina, 84 + 18 mg de agua de
cristalizacion, 42 + 4,2 mg de Na,HPO, « 2 H»0, 9,9 + 1,2 mg de NaH;PO4 « 2 H,O y 210 + 18 mg de NaCl.

La composiciéon farmacéutica de la presente invenciéon también puede comprender moléculas adicionales, por
ejemplo, compuestos relacionados generados durante el procedimiento de produccion de la composicion
farmacéutica de la presente invencién. De esta manera, la composicion farmacéutica de la presente invencion puede
comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o mas compuestos adicionales. Estos compuestos adicionales se pueden seleccionar
de uno o mas de los compuestos, incluyendo, pero sin limitarse a, el grupo que consiste en
4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina  (que se puede generar mediante oxidacion  espontanea de
4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina, véase anteriormente), 4-amino-L-biopterina,
(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina, 1-[(6R,S)-2,4-diamino-5,6,7,8-tetrahidropteridin-6-ilJpropanal,
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1-[(6R,S)-2,4-diamino-5,6,7,8-tetrahidropteridin-6-ilJpropano,
(1R,2S)-1-[(6R,S)-2-(acetilamino)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidropterin-6-il]-1,2-diacetoxi-propano,
2,4-diamino-7,8-dihidropteridina o 2,4-diaminopteridina, por nombrar unos pocos compuestos ilustrativos.

Como se esboza anteriormente, los derivados de pteridina han demostrado presentar propiedades diferentes de las
de otros inhibidores de NO, lo que hace al compuesto potencialmente mas adecuado que los analogos de arginina
“clasicos”. De esta manera, la presente invencion también se refiere a un uso de una composicion farmacéutica
liofilizada de la presente invencion para el tratamiento de una enfermedad. En algunos modos de realizacion, la
enfermedad se selecciona del grupo que consiste en un traumatismo craneoencefalico, lesion cerebral no traumatica,
preferentemente apoplejia o0 meningitis, presion craneal elevada, lesion cerebral secundaria.

El término "traumatismo craneoencefalico” o "traumatismo cerebral" se produce cuando una fuerza externa lesiona el
cerebro de manera traumatica. EI TCE se puede clasificar en base a la gravedad, mecanismo (traumatismo
craneoencefalico penetrante o cerrado) u otras caracteristicas (por ejemplo, que se produzca en una localizacion
especifica 0 en una area extensa). Se puede producir un traumatismo craneoencefalico como consecuencia de un
impacto focal en la cabeza, por una aceleracion/deceleracion repentina en el craneo o por una combinacién compleja
tanto de movimiento como de impacto repentino, asi como ondas de choque o penetracién por un proyectil. La escala
de coma de Glasgow (ECG), el sistema mas comunmente usado para clasificar la gravedad del TCE, cataloga el nivel
de consciencia de una persona en una escala de 3-15 en base a reacciones verbales, motoras y de apertura ocular
con respecto a estimulos. En general, se acepta que un TCE con una ECG de 13 o por encima es leve, 9-12 es
moderado y 8 o por debajo es grave. Existen sistemas similares para nifios pequefios. Desde el punto de vista del
diagndstico, se distingue adicionalmente entre TCE abiertos y cerrados. Se considera que un TCE abierto es una
lesién en la que las meninges cerebrales (duramadre) estan destruidas mecanicamente y el cerebro esta en contacto
con el entorno a través de esta abertura. A menudo, un TCE abierto se asocia con la salida de liquido y restos de
tejido cerebral. En un TCE cerrado, el craneo permanece intacto, y el dafio primario del cerebro (traumatismo) se
caracteriza por lesiones locales, tales como contusiones o hematomas y/o dafios en el tejido cerebral difusos.
Cuando se hace referencia en el presente documento, el término "craneo" es el conjunto del esqueleto 6seo y
cartilaginoso existente del neurocraneo y viscerocraneo (craneofacial) de la cabeza de los vertebrados. "Intracraneal”
quiere decir dentro del craneo.

Por el contrario, una "lesién cerebral no traumatica" no implica una fuerza mecanica externa para adquirir una lesion
cerebral. Las causas de una lesion cerebral no traumatica pueden incluir falta de oxigeno, glucosa o sangre. Las
infecciones pueden provocar encefalitis (inflamacién del cerebro), meningitis (inflamacion meningea) o toxicidad
celular como, por ejemplo, provocada por insuficiencia hepatica fulminante, como pueden los tumores o venenos.
Estas infecciones se pueden producir a través de apoplejia, infarto de miocardio, semiahogamiento, estrangulamiento
o0 un coma diabético, envenenamiento u otras causas quimicas, tales como alcoholismo o sobredosis de drogas,
infecciones o tumores y afecciones degenerativas, tales como enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson.
Una enfermedad neurodegenerativa aguda esta representada por “apoplejia“, que se refiere a la pérdida de la funcion
cerebral debida a alteraciones en el aporte de sangre al cerebro, especialmente cuando se produce rapidamente, y, a
menudo, se asocia con enfermedad cerebrovascular. Esto se puede producir después de isquemia (falta de
circulacién sanguinea) provocada por obstruccion (trombosis, embolia arterial), o de una hemorragia del sistema
nervioso central (SNC) o de los vasos sanguineos intracraneales. Como resultado, el area afectada del cerebro no
puede funcionar normalmente.

Otra enfermedad que se puede tratar es la "meningitis”, que es una inflamacién aguda de las membranas que
recubren el cerebro y la médula espinal, conocidas colectivamente como las meninges. La inflamacién puede estar
provocada por infeccidon con virus, bacterias u otros microorganismos y menos comunmente por determinados
farmacos.

Ademas del dafio provocado en el momento de la lesion, el traumatismo cerebral (lesion cerebral no traumatica o
traumatismo craneoencefalico) provoca “lesién secundaria” o “lesiéon cerebral secundaria”, que hace referencia a una
variedad de acontecimientos que tienen lugar en los minutos y dias después de la lesion. Estos procesos, que
incluyen alteraciones en la circulacién sanguinea cerebral y en la presion dentro del craneo, contribuyen
sustancialmente al dafio desde la lesion inicial. Los acontecimientos de lesiones secundarias pueden incluir, por
ejemplo, dafio en la barrera hematoencefalica, liberacion de factores que provocan inflamacién, sobrecarga de
radicales libres, liberacion excesiva del neurotransmisor glutamato (excitotoxicidad), flujo de entrada de iones de
calcio y sodio en las neuronas y disfuncién de las mitocondrias. Los axones lesionados en la sustancia blanca del
cerebro se pueden separar de sus cuerpos celulares como resultado de lesiones secundarias, matando
potencialmente a esas neuronas. Otros factores en la lesion secundaria son los cambios en la circulacién sanguinea
al cerebro; desintegracion temporal repetida de la barrera hematoencefalica; isquemia (circulacién sanguinea
insuficiente); hipoxia cerebral (oxigeno insuficiente en el cerebro); edema cerebral (inflamacion del cerebro); y presion
intracraneal aumentada (la presion en el craneo).

También puede ser que la presion intracraneal se pueda elevar debido a inflamacién o a un efecto de masa de una
lesién, tal como una hemorragia. Como resultado, se reduce la presion de perfusion cerebral (la presion de la
circulacién sanguinea en el cerebro); se produce isquemia. Cuando la presiéon en el craneo aumenta demasiado,
puede provocar muerte cerebral o hernia, en la que las partes del cerebro se oprimen por estructuras en el craneo. El
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término “presion intracraneal” (PIC) quiere decir la presion en el interior del craneo y, de esta manera, en el tejido
cerebral y liquido cefalorraquideo (LCR). El cuerpo tiene varios mecanismos mediante los que mantiene la PIC
estable, con presiones del LCR que varian en aproximadamente 1 mmHg en adultos normales a través de cambios
en la produccion y absorcion del LCR. La PIC se mide en milimetros de mercurio (mmHg) y, en reposo, es
normalmente de 7-15 mmHg para un adulto en decubito supino. Los cambios en la PIC se atribuyen a cambios de
volumen en uno o mas de los compartimentos contenidos en el craneo. Una "presién elevada en el craneo" o "presion
intracraneal elevada" quiere decir una presion incrementada en el craneo de un sujeto en comparacién con un sujeto
normal sano. Como la presion intracraneal esta normalmente entre 7-15 mmHg; de esta manera, a 20-25 mmHg, el
limite superior de la normal, ya se considera una presion intracraneal elevada y se puede necesitar un tratamiento
para reducir esta presion. De esta manera, como se puede considerar una presién intracraneal elevada cualquier
presiéon mas alta de 20 mmHg en el craneo de un sujeto en decubito supino, preferentemente una presion es mas alta
de 25 mmHg, mas alta de 26 mmHg, mas alta de 27 mmHg, mas alta de 28 mmHg, mas alta de 29 mmHg, mas alta
de 30 mmHg, mas alta de 31 mmHg, mas alta de 32 mmHg, mas alta de 33 mmHg, mas alta de 34 mmHg o mas alta
de 35 mmHg.

En esta linea, en el contexto de la presente invencion, se divulga adicionalmente el uso de la composicion
farmacéutica liofilizada de la presente invencion en la fabricacion de un medicamento para tratar un sujeto que tiene
un traumatismo craneoencefalico cerrado, presion craneal elevada y lesidon cerebral secundaria. Cuando se hace
referencia en el presente documento, un "traumatismo craneoencefalico cerrado" quiere decir un tipo de traumatismo
craneoencefalico en el que el craneo y la duramadre permanecen intactos (véase también anteriormente).

En el contexto de la presente invencion, también se divulga un procedimiento de tratamiento de una enfermedad en
un sujeto, que comprende la etapa de administrar una composicion farmacéutica liofilizada de la presente invencion a
un sujeto que lo necesita.

Para la administracion, el médico responsable y los factores clinicos determinan la pauta posolégica. Como es bien
conocido en la técnica médica, las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos factores,
incluyendo la estatura del paciente, area de superficie corporal, edad, compuesto particular que se va a administrar,
sexo, tiempo y via de administracion, salud general y otros farmacos que se estén administrando simultaneamente.
Una dosis tipica diaria puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 2,5 mg/kg a 12,5 mg/kg de peso corporal; sin
embargo, también se contemplan dosis por debajo o por encima de este intervalo ejemplar, considerando
especialmente los factores mencionados anteriormente.

Las dosificaciones se dan preferentemente una vez al dia durante como maximo 4 dias, sin embargo, durante la
evolucion del tratamiento las dosis se pueden dar en intervalos de tiempo mucho mas largos y en necesidad se
pueden dar en intervalos de tiempo mucho mas cortos, por ejemplo, diariamente. En un caso preferente, se supervisa
la respuesta inmunitaria usando procedimientos descritos en el presente documento y procedimientos adicionales
conocidos por los expertos en la técnica y las dosificaciones se optimizan, por ejemplo, en tiempo, cantidad y/o
composicion. Las dosificaciones varian, pero una dosificacion preferente para la administracion intravenosa del
compuesto (1) y/o compuesto (Il) es desde aproximadamente 2,5 mg/kg a 12,5 mg/kg de peso corporal y dia.

Si la pauta es una inyeccidon o una infusidn continua a corto plazo, también debe estar en el intervalo de
aproximadamente 1 pug a aproximadamente 1 mg de unidades por kilogramo de peso corporal por minuto,
respectivamente. Se puede supervisar la evolucion mediante evaluacion periddica.

Opcionalmente se pueden emplear ensayos in vitro para ayudar a identificar intervalos de dosificacion optimos. La
dosis precisa que se va emplear en la formulacion también depende de la via de administracion y la gravedad de la
enfermedad, y se debe decidir de acuerdo con el criterio del facultativo y las circunstancias de cada paciente. Se
pueden extrapolar dosis eficaces a partir de curvas dosis-respuesta procedentes de sistemas de prueba en modelos
animales o in vitro. Preferentemente, la composiciéon farmacéutica se administra directamente o en combinacién con
un adyuvante.

La dosis maxima diaria (DMD) se basa en la cantidad del compuesto (I) y/o (ll), que se usa tipicamente para la
indicacion principal de sujetos (por ejemplo, adultos) por dia. Sin embargo, la pauta posoldgica puede diferir de
inyecciones a infusiones o incluso infusiones y/o inyecciones multiples al dia. En algunos modos de realizacién, en el
procedimiento de tratamiento de una enfermedad en un sujeto, la dosis maxima diaria es de 12,5 mg/kg de peso
corporal, preferentemente 12,5, 11,5, 10,5, 9,5, 8,5, 7,5, 6,5, 5,5, 4,5, 3,5, 2,5 mg/kg de peso corporal. En algunos
modos de realizacion, la dosis maxima diaria es de 10,0, 9,0 o preferentemente 8,5 mg/kg de peso corporal, o incluso
mas baja, tal como 7,5, 5,0, 2,5 mg/kg de peso corporal.

Como se usa en el presente documento, un intervalo que se define como “(desde) X a Y” se equipara a un intervalo
que se define como "entre X e Y". Ambos intervalos incluyen especificamente el limite superior y también el limite
inferior. Esto quiere decir que, por ejemplo, un intervalo de “2,5 mg/kg a 12,5 mg/kg” o “entre 2,5 mg/kg a 12,5 mg/kg”
incluye una concentracion de 2,5, 3,5, 4,5, 5,5, 6,5, 7,5, 8,5, 9,5, 10,5, 11,5 y 12,5, asi como cualquier valor
intermedio dado.

También se contempla que las composiciones farmacéuticas se empleen en enfoques de coterapia, es decir, en
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coadministracion con otros medicamentos o farmacos, por ejemplo, otros farmacos para prevenir, tratar o aliviar
enfermedades, tales como lesién cerebral no traumatica o traumatica.

Los “sujetos” que se tratan en la presente invencion son preferentemente mamiferos, tales como seres humanos,
monos, gatos, perros, caballos, cerdos, ganado vacuno, ratones o ratas, siendo preferentes los seres humanos.

La presente invencion también contempla un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica sélida
liofilizada que comprende

a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, H OH
N N CH,
);\ > OH

HNT "N N
H

@

y/o un compuesto que tiene la féormula (11):

NH, OH
LN CH,
/l Z OH

HNT N N
H

(1)
y
b) al menos una sal de fosfato;
comprendiendo el procedimiento:
aa) disolver el compuesto de férmula (l1l) y/o (II):
X 2 HCL x 2 H:0

NH, OH
] H H
N CH,
|
= OH
HNT N N
H
NH, OH
N CH,
/“\ = OH
HNT NN

con un tampdn, en el que el tampén comprende el fosfato; y

@y, o

(1)

bb) liofilizar la solucion obtenida en aa).

En este contexto, se advierte que mientras el compuesto de férmula (l1) esta facilmente disponible como tal a partir de
sintesis, el producto de sintesis tipico del compuesto de férmula (l) es su diclorhidrato dihidratado mostrado en la
férmula (Ill). Por este motivo, en el procedimiento de preparacion de una composicion sélida de la invencién que
contiene el compuesto de féormula (1), 4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina, el material de partida es tipicamente
diclorhidrato de 4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina dihidratado, el compuesto de formula (l11).

También, la presente invencidon se refiere adicionalmente a un procedimiento para preparar una composicion
farmacéutica sélida liofilizada que comprende
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a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, o OH
N N CH,
Az O
HNT N7 TN
(M
y/o un compuesto que tiene la féormula (l1):
NH, OH
N7 Nnj)\rCHs
/lL - OH
HNT N7 N
(11

y
b) al menos un acido inorganico, preferentemente NaCl;
comprendiendo el procedimiento:

aa) disolver el compuesto de férmula (lll) y/o de formula (11):

NH, OH
” CH
X |
/“\ - OH
H_N N H

NH, OH
N N\ CH,
/l = OH
H, N N N
H

(1D

x 2 HCLx 2 H:0

@y, o

con un tampon;
bb) liofilizar la solucion obtenida en aa).

El tampdn como se describe en aa) se usa para disolver el compuesto de férmula (lll) y/o de féormula (Il) para dar una
soluciéon tampén-compuesto. En general, un tampdn es una soluciéon que contiene un acido (o una base) débil y la sal
de ese acido (0 esa base) débil. Adicionalmente, resiste cambios en el pH cuando se le afiaden pequefias cantidades
de un acido o un alcali. Varios fosfatos pueden formar diversas combinaciones de tampones diferentes. Tres posibles
fosfatos de sodio pueden incluir NaH.PO,, dihidrogenofosfato de sodio, Na;HPO,, hidrogenofosfato de disodio,
NazPQg, fosfato de sodio.

El tampon en aa) también puede ser un tampoén de hidrogenofosfato de sodio que comprenda al menos una sal de
fosfato. Un "tampon de hidrogenofosfato de sodio” es un tampén que comprende una sal de fosfato de sodio. En
algunos modos de realizacion, el tampdn de fosfato de sodio comprende al menos una sal de fosfato de sodio como
se describe anteriormente. En otros modos de realizacion, el tampdn de fosfato de sodio comprende 2, 3, 4, 5 0 mas
sales de fosfato de sodio, preferentemente las dos sales de fosfato diferentes como se describe anteriormente. En
otro modo de realizacién del procedimiento de la presente invencioén, el tampon de hidrogenofosfato de sodio se
prepara mediante disolucion por separado de NaH;PO,4 ¢ 2 H,O y Na;HPO4 « 2 H20.

El término “disolucion por separado” quiere decir que la disolucién de cada fosfato de sodio tiene lugar espaciada una
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de la ofra, por ejemplo, en materiales de vidrio diferentes. En un modo de realizacion adicional del procedimiento de la
presente invencion, el tampon de hidrogenofosfato de sodio tiene un pH de 7,4 mediante la adicion de la disolucién de
NaH2PO4 ¢ 2 H20 a la solucion de Na;HPO4 « 2 HL0.

Ademas, el tampoén en aa) puede comprender NaOH, tampoén de hidrogenofosfato de sodio y agua. Opcionalmente,
el NaOH es una solucion de NaOH 5 N. Una “solucion de NaOH 5 N” quiere decir una solucion de NaOH (hidroxido de
sodio) que tiene una normalidad de 5 (5 N). Si la concentracion de una solucién de hidroxido de sodio es ¢ (NaOH) =
5 mol/l, entonces su normalidad es de 5 N.

En algunos modos de realizacion del procedimiento de la presente invencion, el tampon comprende un 12-16 % (p/p)
de NaOH 5 N, un 8-12 % (p/p) de tampodn de hidrogenofosfato de sodio y un 74-78 % (p/p) de agua para inyeccion.

En modos de realizacion adicionales del procedimiento de la presente invencion, el tampoén tiene un pH de
aproximadamente 8, 9, 10, 11, 12, 13 0 14.

En aun otro modo de realizacion del procedimiento de la presente invencion, la solucién en la etapa aa) tiene un pH
de aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11, preferentemente entre 6,5-7,6, lo mas preferentemente
aproximadamente 7,4.

El tampodn se puede preparar de formas diferentes. Por ejemplo, se puede preparar bajo desgasificacion para dar un
tampon desgasificado. Un "tampdn desgasificado” se refiere a la retirada de gases disueltos, por ejemplo, oxigeno, a
partir de liquidos, especialmente agua o soluciones acuosas. Burbujear una solucién con un gas inerte sustituye los
gases reactivos nocivos disueltos, tales como oxigeno y diéxido de carbono. Se usan comunmente nitrégeno, argén,
helio y otros gases inertes. Para completar la sustitucion, se debe agitar vigorosamente la soluciéon y burbujear
durante mucho tiempo. En algunos modos de realizacion, el tampon se desgasifica con nitrégeno hasta que el
contenido de oxigeno sea de <1,0 ppm (partes por millon).

Como una etapa adicional mas en el procedimiento, se puede filtrar de manera estéril la solucién obtenida en aa),
preferentemente con un filtro de 0,22 um. Filtrar de manera estéril abarca cualquier procedimiento que elimine (retire)
o mate todas las formas de vida microbiana, incluyendo agentes transmisibles (tales como hongos, bacterias, virus,
formas de esporas, etc.) presentes en una superficie, contenidas en un fluido, en medicinas o en una composicion
(sdlida o fluida). Aqui, la esterilizacion consigue mediante filtraciéon. También se puede conseguir la esterilizacion
mediante la aplicacién de calor, productos quimicos, irradiacion, alta presiéon, o combinaciones de los mismos con una
etapa de filtracion. El filtro puede tener tamafios de poro diferentes. Habitualmente un filiro con tamarfio de poro de
0,2 um (microfiltracién) retira eficazmente los microorganismos. En el procesamiento de productos bioldgicos, se
deben retirar o inactivar virus, por ejemplo, mediante calor o glutaral o similares. Se usan nanofiltros con un tamafio
de poro mas pequeiio de 20-50 nm (nanofiltracion). Cuanto mas pequefio es el tamarfio de poro, mas pequefio es el
caudal. Para conseguir un rendimiento total mas alto o para evitar un bloqueo prematuro, se pueden usar prefiltros
para proteger los filtros de membrana de poro pequefio.

En otro modo de realizacion del procedimiento de la presente invencion, después de la preparacion de la composicion
farmacéutica, la liofilizacién se inicia como maximo 2 horas mas tarde, preferentemente como maximo 1,5 horas mas
tarde, 1 hora mas tarde, 30 minutos mas tarde, lo mas preferentemente como maximo 15 minutos mas tarde.

En el contexto de la presente invencién, también se divulga una composicion farmacéutica obtenible mediante el
procedimiento de la presente invencion.

Para una mejor manipulaciéon de la composicion farmacéutica sélida de la presente invencion, el liofilizado obtenido
en bb) o la composicidon farmacéutica de la presente invencion se carga en viales, preferentemente en una cantidad
de aproximadamente 1-1,5 g, preferentemente aproximadamente 1,25 g de formulacion sélida. Cuando se usa como
“dosificacion unitaria”, se carga la cantidad de aproximadamente 1-1,5 g, o preferentemente de aproximadamente
1,25 g de formulacion sélida en un vial de 50 ml. El término “vial” se refiere a un (pequefio) vaso o frasco de vidrio o
plastico, usado a menudo para almacenar composiciones farmacéuticas como liquidos o sélidos. Hoy en dia, los
viales también se hacen a menudo de plasticos, tal como polipropileno o poliestireno. Por supuesto, también se
puede usar cualquier otro recipiente adecuado para el almacenamiento de la composicién sélida de la invencion.

Para obtener una solucion inyectable lista para usar, el procedimiento de la presente invencion también comprende la
etapa de reconstituir el liofilizado obtenido en bb) en un fluido farmacéuticamente aceptable para la preparacion de
una solucién inyectable. El término "solucion inyectable" se refiere a una solucion que se puede usar para su
administracion intravenosa, preferentemente para inyeccion o infusion (véase también anteriormente la divulgacion
para la inyeccioén). Una solucién inyectable comprende un fluido farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion se caracteriza adicionalmente mediante la siguiente lista de puntos:
Punto 1. Una composicion farmacéutica sélida que comprende

a) un compuesto que tiene la formula (1):
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NH, OH
R CH
e 3
)E\ e OH
HN™ "N” N
H
Y
y/o un compuesto que tiene la féormula (l1):
NH, OH
NS N\j)\/CHs
)E\ = OH
HNT N7 N
an
y
b) al menos una sal de fosfato.

La composiciéon farmacéutica del punto 1, en la que la al menos una sal de fosfato es un fosfato de sodio,
un fosfato de potasio o un fosfato de amonio.

La composicién farmacéutica del punto 2, en la que la sal de fosfato se selecciona del grupo que consiste
en Na;HPO4 (libre de agua), Na;HPO4 * 2 H,0O, Na;HPO, * 7 H,0, Na;HPO4 « 12 H2O, NaH2PO4 (libre de
agua), NaHzPO4 ¢ H,O, NaH2PO4 « 2 H,O, K:HPO4 (libre de agua), KoHPO4 ¢ 3 H20, KH2PO, (libre de
agua) y mezclas de los mismos.

La composicion farmacéutica del punto 2, en la que la sal de fosfato es Na;HPO4 * 2 H,O y en la que la
cantidad del NazHPO, * 2 H>O presente en la composicion se elige de tal manera que la proporciéon molar
del NazHPO, + 2 H,O con respecto al compuesto (1) o compuesto (ll) varie desde 0,04-0,4.

La composicion farmacéutica del punto 2, en la que el fosfato de sodio es NaH;POus¢ 2 H20, y en la que la
cantidad del NaH;PO, * 2 H,O presente en la composicion se elige de tal manera que la proporcién molar
del NaH;PO, « 2 H,0 con respecto al compuesto (1) o compuesto (Il) varie desde 0,01 a 0,09.

La composiciéon farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-5, que comprende dos sales de fosfato de
sodio diferentes.

La composicion farmacéutica del punto 6, en la que las dos sales de fosfato de sodio diferentes son
NaH2PO4 2 Hzo y NazHPO4 2 Hzo.

La composicion farmacéutica del punto 7, en la que la cantidad del NaH;PO4+ 2 H,O y Na;HPO4 « 2 H,O
presentes en la composicion se elige de tal manera que la proporcion molar de tanto NaH;PO4 « 2 H,O
como NazHPO, « 2 H,0 con respecto al compuesto (I) o compuesto (i) varie desde 0,02 a 0,5.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-8, en la que el compuesto (I) y/o el compuesto
(I1) estan presentes como la base libre.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-9, en la que la composicién farmacéutica es
una composicion farmacéutica liofilizada.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-10, en la que el compuesto (I) es un
compuesto que tiene la formula (la):

NH., H OH
RS
N N . s .CH,
)l\ P OH
H N N N
H

(Ia).

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-11, en la que el compuesto (II) es un
compuesto que tiene la formula (Ila):
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NH, OH
N N S CH,
A7 on
HN" N ﬁ

(I1a).

La composicién farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-12, en la que la composicién farmacéutica
comprende un excipiente farmacéutico adicional.

La composicion farmacéutica del punto 13, en la que el excipiente farmacéutico adicional es una sal
inorganica.

La composicion farmacéutica del punto 14, en la que la sal inorganica se selecciona de MgCl,, CaCls,
NH4ClI, KCl o NaCl.

La composicion farmacéutica del punto 15, en la que la sal inorganica es NaCl.

La composicion farmacéutica del punto 16, en la que la cantidad del NaCl presente en la composicion se
elige de tal manera que la proporciéon molar del NaCl con respecto al compuesto () o compuesto (Il) varie
desde 1,5 a 4, preferentemente desde 1,8 a 3,7.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-17, en la que la composicién comprende
adicionalmente agua de cristalizacion.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-18, en la que la composicién esta adaptada
para reconstituirse en agua.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-19, en la que la composicién esta adaptada
para su administracion mediante infusion o inyeccion.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-20, en la que el compuesto (l) es
(6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-21, en la que el compuesto (I) es
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-22, en la que el compuesto (I) es una mezcla
diasteredmera que comprende mas (6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina que
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina.

La composicion farmacéutica del punto 23, en Ila que la cantidad de Ia
(6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina y la (6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina se elige de tal
manera que la proporcién de la cantidad de (6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina con respecto a la
(6S)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina varie desde 0,5 a 2, preferentemente alrededor de 1,3.

La composicion farmacéutica de cualquiera de los puntos 1-24, en la que una dosificaciéon unitaria de la
composicion contiene 650 + 60 mg de la base libre de 4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina,
140 + 30 mg de agua de cristalizacion, 70 + 7 mg de Na;HPO4 * 2 H,0,16,5 + 2 mg de NaH,PO4 « 2 H,0, y
350 + 30 mg de NaCl.

La composicién de cualquiera de los puntos 1-25, en la que la composicion comprende 1, 2, 3,4,5,6,7 o
mas compuestos adicionales, en la que los compuestos adicionales se seleccionan del grupo que consiste
en uno o mas de los compuestos seleccionado del grupo que consiste en 4-amino-L-biopterina,
(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina, 1-[(6R,S)-2,4-diamino-5,6,7,8-tetrahidropteridin-6-ilJpropanol,
1-[(6R,S)-2,4-diamino-5,6,7,8-tetrahidropteridin-6-ilJpropano,
(1R,2S)-1-[(6R,S)-2-(acetilamino)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidropterin-6-il]-1,2-diacetoxi-propano,
2,4-diamino-7,8-dihidropteridina, 2,4-diaminopteridina.

Una composicion farmacéutica liofilizada de cualquiera de los puntos 1 a 26 para su uso en el tratamiento
de una enfermedad.

La composicion farmacéutica liofilizada para el uso para el uso del punto 27, en la que la enfermedad se
selecciona del grupo que consiste en un traumatismo craneoencefalico, lesidon cerebral no traumatica,
preferentemente apoplejia o meningitis, presion craneal elevada, lesion cerebral secundaria.

Un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica sélida liofilizada que comprende
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a) un compuesto que tiene la formula (1):
NH, OH
H ]
XN [ CH,
)\ e CH
H,N N N
H
(I)
y/o un compuesto que tiene la féormula (11):
b) al menos una sal de fosfato;
comprendiendo el procedimiento:
aa) disolver el compuesto de férmula (l11) y/o (I1):
NH OH X2ZHCLx2H0
“H
N/&Nj)\rCHa
)‘\ P CH
HNT NN
(11T

con un tampoén, en el que el tampdn comprende el fosfato;
bb) liofilizar la solucién obtenida en aa).
Punto 30. Un procedimiento para preparar una solucion inyectable que comprende:

a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, » OH
N N._ CH,
/& / O
HN N N
H
{

y/o un compuesto que tiene la féormula (11):

NH, OH
NTR N\%/CHa
/& P OH
HN N N
H

)

iy
y
b) al menos una sal de fosfato y opcionalmente NaCl;
comprendiendo el procedimiento:
aa) disolver el compuesto de formula (Ill) y/o (I1):
NH OH X2 HCLx 2 H0
4 CH
N. - N 3
)|\ P . OH
Hg-N N N
H

@y, o
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NH, OH
NN CH,
/J[\ . OH

HNT "N TN
H

(11)
con un tampon, en el que el tampdn comprende el fosfato;

bb) liofilizar la solucién obtenida en aa);

cc) reconstituir el liofilizado obtenido en bb) en un fluido farmacéuticamente aceptable para la
preparacion de una solucion inyectable, en el que se carga el liofilizado obtenido en bb) en un vial,
preferentemente un vial de 50 ml, preferentemente en una cantidad de aproximadamente 1-1,5g,
preferentemente 1,25 g de formulacion sélida.

El procedimiento del punto 29 o 30, en el que el tampdn en aa) es un tampoén de hidrogenofosfato de sodio
que comprende al menos una sal de fosfato.

El procedimiento de cualquiera de los puntos 29-31, en el que el tampdn en aa) comprende NaOH, tampdn
de hidrogenofosfato de sodio y agua.

El procedimiento del punto 31, en el que el NaOH es una solucién de NaOH 5 N.

El procedimiento del punto 31, en el que el tampoén de hidrogenofosfato de sodio se prepara mediante
disolucién por separado de NaH;PO4 ¢ 2 H0O y Na;HPO, « 2 H,0.

El procedimiento del punto 33, en el que el tampon de hidrogenofosfato de sodio tiene un pH de 7,4
mediante la adicion de la solucién de NaH;PO4 « 2 H,0 a la disolucion de Na;HPO4 « 2 H,0.

El procedimiento de cualquiera de los puntos 29-35, en el que el tampén comprende un 12-16 % (p/p) de
NaOH 5N, un 8-12 % (p/p) de tampdn de hidrogenofosfato de sodio y un 74-78 % (p/p) de agua para
inyeccion.

El procedimiento de cualquiera de los puntos 29-36, en el que la solucién obtenida en aa) se filtra de
manera estéril, preferentemente con un filtro de 0,22 pm.

El procedimiento de cualquiera de los puntos 29-37, en el que el tampdn tiene un pH de aproximadamente
8,9,10, 11,12, 13 0 14.

El procedimiento de cualquiera de los puntos 29-38, en el que la solucion en la etapa aa) tiene un pH de
aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11, preferentemente entre 6,5-7,6, lo mas preferentemente 7,4.

El procedimiento de cualquiera de los puntos 29-39, en el que se carga el liofilizado obtenido en bb) en
viales, preferentemente en una cantidad de aproximadamente 1-1,5g, preferentemente 1,25g de
formulacion sélida.

El procedimiento de cualquiera de los puntos 29-40, en el que el tampéon se prepara con tampén
desgasificado.

El procedimiento de cualquiera de los puntos 29-41, en el que el tampdn se desgasifica con nitrégeno
hasta que el contenido de oxigeno sea de <1,0 ppm.

El procedimiento de cualquiera de los puntos 29-42, en el que después de la preparacion de la solucion; la
liofilizacion se inicia como maximo 2 horas mas tarde.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencién. Sin embargo, estos ejemplos no se deben interpretar
como que limitan el alcance de la presente invencion. Los ejemplos se incluyen con propdésitos de ilustracion y la
presente invencion esta limitada unicamente por las reivindicaciones.

Ejemplo 1: descripcion del procedimiento de fabricacion

Se prepara VAS203 en una sintesis de multiples etapas partiendo de L-biopterina disponible comercialmente. En la
figura 1 se muestra un esquema de procedimiento. La sintesis de VAS203 se basa en las publicaciones de W.
Pfleiderer et al. en Pteridines 1989, 1, 199-210 y Pteridines 1995, 6, 1-7.
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Fue el objetivo de la primera fase de desarrollo reproducir los procedimientos de la bibliografia y estimar su viabilidad
para una escala en gramos. La purificacion de los intermedios mediante cromatografia ultrarrapida se eliminé y se
sustituy6 con etapas de precipitacion o cristalizacion. Ademas, se realizaron adopciones en proporciones molares de
reactivos y condiciones de reaccidon, de modo que estuvo disponible un procedimiento firme hasta el intermedio
MAE 119 (4-amino-L-biopterina).

Fue problematico fijar una ruta firme y fiable para la hidrogenacion de MAE 119 a VAS203, usando PtO2 como
catalizador. Se sometieron a prueba disolventes y medios acuosos diferentes a valores de pH diferentes, pero
Unicamente cuando se us6 acido clorhidrico diluido se pudieron conseguir resultados rapidos y reproducibles,
especialmente en la proporcion diasteredmera de la sustancia farmacéutica. Se pudo reducir drasticamente la
cantidad total de carga de platino residual mediante prehidrogenacion del catalizador de éxido de platino (IV), asi la
proporcion diasteredmera cambid ligeramente. El procesamiento de la solucion acida de VAS203 demostro ser dificil,
puesto que la simple evaporacion de agua a presion reducida dejo un residuo similar al vidrio. Se logré el avance
cuando se uso6 2-propanol como codisolvente para el procedimiento de evaporacion. Este procedimiento produjo un
sélido, pero, lamentablemente, 2-propanol se incorpora a este sélido. Mediante condiciones de secado
convencionales no se pudo reducir la cantidad de 2-propanol residual por debajo de un 5 % (p/p). Para superar este
problema, se puede incluir una etapa de liofilizacion final para generar VAS203. Se pueden reunir lotes individuales
para dar cantidades mas grandes.

Se proporcionaron pruebas frente a la asignacion estructural de VAS203 por la ruta de sintesis, respaldadas por
analisis elemental, resonancia magnética nuclear (RMN de 'H y RMN de "®C) espectroscopia IR y UV (datos no
mostrados).

Ejemplo 2
Descripcion y composicion de la especialidad farmacéutica

Se suministra VAS203 como un polvo liofilizado estéril blanco a rojo palido o marrén cargado en viales de vidrio de
50 ml en nitrbgeno como atmdsfera protectora. Cada vial contiene 650+ 60 mg de la base libre de
4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina y 140 + 30 mg de agua de cristalizacion. Adicionalmente, los viales
contienen 350 + 30 mg de cloruro de sodio (NaCl), 70 + 7 mg de hidrogenofosfato de disodio dihidratado (Na;HPO4 ¢
2 H»0), y 16,5 £ 2 mg de dihidrogenofosfato de sodio dihidratado (NaH,PO4 * 2 H>O). Los limites de tolerancia de la
composicion de especialidad farmacéutica son relativamente altos (+ 10 %). El motivo de ello es la variacion del
contenido de clorhidrato de VAS203. El contenido de clorhidrato de VAS203 varia de lote a lote hasta un 10 % (desde
2,03 de HCl a 2,24 de HCI). Durante la preparacion de la especialidad farmacéutica, se neutralizé el clorhidrato en la
presente invencion mediante adicion de hidroxido de sodio y tampoén de fosfato de sodio para obtener una solucion
isotonica con un valor de pH fisiolégico. Por lo tanto, también varia el contenido de las moléculas generadas durante
la neutralizacion (cloruro de sodio, hidrogenofosfato de disodio y dihidrogenofosfato de sodio) de acuerdo con el
contenido de clorhidrato del lote de VAS203 respectivo. Los limites de tolerancia dados son necesarios para
satisfacer las especificaciones de los parametros pertinentes de calidad, pH y osmolaridad. La composicién cualitativa
de los viales de VAS203 de 1 g se enumera en la tabla 2.

Tabla 2
Referencia a ‘s
Componente Funcién
normas
4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina interna Ingrediente activo
Cloruro de sodio * FE Osmolaridad
Hidrogenofosfato de disodio dihidratado FE Tampon
Dihidrogenofosfato de sodio dihidratado FE Tampon
/Agua para inyeccion (aqua ad inject.) FE Disolvente usado para la
’ reconstitucion

Nitrogeno FE Atmosfera protectora

* Se genera cloruro de sodio durante la preparacion de la formulacion cuando el clorhidrato de la sustancia
farmacéutica reacciona con la solucion de hidroxido de sodio. Ambos ingredientes cumplen con la Farmacopea
Europea.
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Desarrollo farmacéutico

Aqui se desarrolla una forma de dosificacion liofilizada sélida para VAS203 para la preparacién de una solucion para
infusion.

Se selecciond 1 g de VAS 203 ad 10 g de tampdn de solucién de hidrogenofosfato de disodio/hidroxido de sodio con
un pH final de 7,4 para procesarse asépticamente, esterilizarse mediante filtracion con membrana y cargarse en
viales de vidrio de 50 ml. Posteriormente, se criodesecd esta solucién de acuerdo con un programa de liofilizacion
seleccionado que produce un producto liofilizado con una estabilidad excelente. En esta composicion sélida, VAS 203
esta presente como la base libre 4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina. Los viales se cierran en nitrégeno, se sellan
con tapones de criodesecacion y se cierran con tapas de vacio blancas. Se afiaden los excipientes a fin de
proporcionar una solucion isotonica con pH fisiolégico después de la reconstitucion con 50 ml de agua ad inject. El pH
de la solucién isoténica final es de 6,5 a 7,6. La concentracion final de la sustancia farmacéutica VAS203 es
20 mg/ml.

Descripcion del procedimiento de fabricacion y controles del procedimiento

A un pH de 7.4, el diclorhidrato de 4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina dihidratado (VAS203) disuelto en
tampon de solucion es muy inestable y se oxida en sus dos metabolitos 4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina y
4-amino-L-biopterina. Por lo tanto, es importante que la solucion de VAS203 se prepare con tampén desgasificado y,
después de la preparacion de la solucion de VAS203, la liofilizacién se debe iniciar sin demora.

Para permitir la liofilizacion, se tiene que preparar un tampoén de solucién de VAS203 concentrada en viales de 50 ml
(1 g de VAS203 ad 10 g de tampon). Se prepara el tampdn de solucion mezclando las soluciones madre:

solucion al 14 % (p/p) de hidroxido de sodio (NaOH) 5 N

solucion al 10 % (p/p) de tampdn de hidrogenofosfato de sodio (NaPB)
500 mmol/l, pH 7,4

agua para inyeccion al 76 % (p/p)

Entonces se desgasifica el tampon de solucion estéril con nitrégeno hasta que el contenido de oxigeno sea de
<1,0 ppm. Para cada vial se usan 9,0 g de este tampdn de solucion para disolver 1,0 g de VAS203. Se carga el
tampon de solucion en un matraz purgado con nitrégeno y se afiade con cuidado VAS203 (liofilizado) sélido a los
15 minutos en nitrégeno como atmodsfera protectora. Después de comprobar el valor de pH, se filtra de manera estéril
la solucion de VAS203 con un filtro Millipak 200 de 0,22 um. Los filtros de 0,22 ym se someten a prueba de integridad
después de su uso. Se toma una muestra de 100 ml para someter a prueba el grado de contaminacién microbiana. El
limite del grado de contaminacién microbiana de la solucion de la especialidad farmacéutica antes de la filtracion de
manera estéril se define como = 10 ufc/100 ml. Se filtra por una segunda vez la solucion restante y se distribuye en
viales de 50 ml, 10 g por vial. Los viales se esterilizan antes de su carga mediante calor seco de acuerdo con la
seccion 5.1.1. de la Farmacopea Europea. Después de la liofilizacion, los viales se cierran en nitrégeno, se sellan con
tapones de criodesecacion y se cierran con tapas de vacio blancas. La solucién de VAS203 se prepara poco antes de
la criodesecacion. El procedimiento de carga aséptica se ha validado usando llenado de medios. En la fig. 2 se
muestra un diagrama de flujo de las etapas sucesivas del procedimiento de fabricacion, indicando los componentes
usados para cada etapa. El resultado es una composicion solida en la que esta presente VAS203 como la base libre
4-amino-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina.

Estabilidad

Se llevo a cabo la supervision de estabilidad durante 24 meses. Las muestras se almacenaron “a largo plazo” a 5 °C
(principio activo). Se llevd a cabo un estudio sobre la estabilidad acelerada a 40 °C/75 % de HR durante 6 meses
(principio activo). Los procedimientos analiticos usados en el programa de estabilidad incluyen pruebas para ensayo,
pureza y sustancias relacionadas. Las especificaciones aplicadas y los procedimientos usados son los mismos que
para la liberacion de la especialidad farmacéutica.

Se llevod a cabo la supervision de estabilidad durante al menos 60 meses. La tabla 3 muestra las condiciones y el
periodo de almacenamiento de la investigacion de estabilidad. Las muestras se almacenaron “a largo plazo” a 5 °C
(principio activo). Se ha llevado a cabo un estudio sobre la estabilidad acelerada a 40 °C/75 % de HR durante
6 meses (principio activo). La tabla 4 da el programa de pruebas para los diferentes puntos temporales. Los
procedimientos analiticos usados en el programa de estabilidad incluyen pruebas para ensayo, pureza y sustancias
relacionadas. Las especificaciones aplicadas y los procedimientos usados son los mismos que para la liberacion de la
especialidad farmacéutica. Los resultados ejemplares del estudio de estabilidad se muestran en la tabla 5 (que se
representa como la fig. 4).
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Tabla 3. Condiciones de supervision de estabilidad que se va a llevar a cabo

Condicion 'de Envase Periodo C.Ie Puntos temporales de estabilidad (meses)
almacenamiento almacenamiento
5°C Viales de vidrio de 60 meses Inicial (liberacion), 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 60
50 mi
40 °C/75 % de HR| Viales 5doe Vildfio de 6 meses Inicial (liberacién), 1, 3, 6
m

Tabla 4. Programa de pruebas en puntos temporales de estabilidad

Mes Condicién Pruebas que se van a llevar a cabo *
Inicial - A

1 acelerada (40 °C) B

3 a largo plazo (5 °C) y acelerada (40 °C) B

6 a largo plazo (5 °C) y acelerada (40 °C) A (acelerada), B (a largo plazo)

9 a largo plazo (5 °C) B

12 a largo plazo (5 °C) A

18 a largo plazo (5 °C) B

24 a largo plazo (5 °C) B

36 a largo plazo (5 °C) A

48 a largo plazo (5 °C) A

60 a largo plazo (5 °C) A

* Las pruebas que se van a llevar a cabo son:
- A: especificacion de tiempo de conservacion completo

- B: especificacion de tiempo de conservaciéon completo sin los elementos de prueba “esterilidad”,
“endotoxinas” y “particulas”

Analisis

Los datos de estabilidad estan disponibles para el lote almacenado a 5 °C y a 40 °C/75% de HR, protegido de la luz.
Se observaron escasos cambios para las muestras almacenadas a ambas temperaturas durante hasta 24 meses,
pero estos no mostraron una tendencia consistente y se cree que estan en el intervalo de variabilidad analitica. No se
formaron productos de degradacion. Se pudo observar un ligero incremento para el primer metabolito (producto de
oxidacion) de la sustancia farmacéutica (4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina). Después de 24 meses de almacenamiento
a 5 °Cen 7 de 10 viales, se han descubierto un total de 15 particulas visibles.

Los datos de estabilidad estan disponibles para el lote almacenado a 5 °C y a 40 °C/75% de HR, protegido de la luz.
No se detectaron cambios significativos para las muestras almacenadas a ambas temperaturas durante hasta
36 meses. No se formaron productos de degradacion.

Conclusion

Los viales de la especialidad farmacéutica VAS203 son estables cuando se almacenan a 5 °C, protegidos de la luz,
durante no menos de 36 meses. Los viales de la especialidad farmacéutica VAS203 son estables cuando se
almacenan a 40 °C/75 % de HR, protegidos de la luz, durante no menos de 6 meses. Considerando lo anterior, se fija
un tiempo de conservacion de 42 meses para 1 g de polvo de VAS203 liofilizado cargado en viales de vidrio de 50 ml
en nitrogeno como atmosfera protectora. La indicacion de almacenamiento es almacenar los viales a 2-8 °C y los
viales se deben envolver con papel de aluminio y envasar en cajas de carton para protegerlos de la luz. Todas las
especialidades farmacéuticas reconstituidas se deben inspeccionar visualmente para determinar particulas. La
indicacién de almacenamiento es almacenar los viales a 2-8 °C.

El tiempo de conservacion se puede prolongar, si resulta apropiado, los datos de estabilidad acelerada y a largo a
partir del estudio de estabilidad simultaneo para viales de VAS203 de 1 g y viales de placebo de 50 ml estan
disponibles y los resultados satisfacen las especificaciones actuales. El tiempo de conservacion se determina de
acuerdo con los principios descritos en la directriz Q1E de ICH:

Si no se detecta ninglin cambio significativo en condiciones aceleradas durante 6 meses y los datos a largo plazo
muestran poco o ningun cambio con el tiempo y una baja variabilidad, se usa el doble del periodo abarcado por datos
en tiempo real como tiempo de conservacion prolongado, pero el tiempo de conservacion no puede superar la
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duracién de datos a largo plazo disponibles en mas de 12 meses.
Ejemplo 3: estabilidad durante la preparacion para la administracion y el transcurso de la infusion

Se llevé a cabo un estudio de estabilidad a temperatura ambiente para la sustancia farmacéutica VAS203 para
determinar cualquier degradacion de la solucién reconstituida en jeringuillas transparentes de polipropileno (PP) de
50 ml que se usan en estudios clinicos. Durante las pruebas de estabilidad, las jeringuillas de PP se expusieron a la
luz natural normal. Se supervisaron el contenido de la solucion, la pureza, las sustancias relacionadas y el pH durante
48 horas (iniciales, 6, 24, 48 horas después de la preparacion). La tabla 6 presenta los resultados de la prueba de
estabilidad.

Analisis

El contenido de la solucidn (ensayo) permanecio constante dentro de los limites especificados (650 + 60 mg) durante
48 horas. Durante el periodo de prueba, la pureza cromatografica para ambos diastereoisémeros estuvo
perfectamente dentro de los limites especificados, no se pudo observar ninglin cambio significativo. El contenido
relativo de las sustancias relacionadas permanecié constante dentro de los limites especificados durante 48 horas.
No se formaron productos de degradacion. Se pudo observar un ligero incremento para el primer metabolito de
VAS203 (4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina). Sin embargo, esta oxidacion estuvo provocada posiblemente por el
oxigeno residual en la jeringuilla, entre 6 y 48 horas el cambio fue insignificante. El pH de la solucion de VAS203
reconstituida permanecié constante dentro de los limites especificados durante 48 horas. No se pudo observar ningun
cambio. No se observé sensibilidad a la luz hasta 48 horas.

Conclusion

Las investigaciones llevadas a cabo demuestran que una soluciéon reconstituida de VAS203 es estable en su
dispositivo de aplicacion (jeringuilla de PP de 50 ml) a temperatura ambiente expuesta a la a la luz natural normal
durante 48 horas. Sin embargo, se redujo la fecha de caducidad para evitar la contaminacion microbiolégica. La fecha
de caducidad se definié como el punto temporal de preparacion de la solucién de VAS203 mas 27 horas.

Tabla 6. Estabilidad de la solucion reconstituida de VAS203 en jeringuilla de PP de 50 ml (dispositivo de
aplicacion), almacenada a temperatura ambiente

Especificacion| Periodo de almacenamiento en horas

Elemento de prueba (lote clinico
fase I) 0 6 24 48
Ensayo (HPLC) 650+60mg | 615mg | 610mg | 621 mg | 626 mg

(calculado sobre base libre de cloruro y anhidra)

Pureza (HPLC) , o 57,0 3,5 55,5 55,4 55,4 55,5
- 6R)-4-amino-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina [%

de area]

- 6S)-4-amino-5,6,7, 8-tetrahidro-L-biopterina [% 37,6+£35 39,0 38,5 38,4 38,1
de area]

Sustancias relacionadas (HPLC)*:

A [% de area] <45 3,3 3,8 3,8 4,1
B [% de area] <12 0,6 0,6 0,6 0,6
C [% de area] <27 1,5 1,6 1,5 1,5
Sustancias relacionadas adicionales, cada una
[% de area] <06 0,2 0,2 0,2 0,1
Sustancias relacionadas adicionales, totales [%
de area] <30 0,5 0,6 0,6 0,4
Solucién reconstituida®
- pH 6,5a7,6 7,1 NSP 7,1 7,1
NSP: No sometido a prueba;
§: Reconstituida en 50 ml de API
*A: 4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina; B: ¥ (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina y
(6S)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina; C: Z 1-[(6R)-2,4-diamino-5,6, 7,8-tetrahidropteridin-6-ilJpropanol y

1-[(6S)-2,4-diamino-5, 6, 7, 8-tetrahidropteridin-6-ilJoropanol
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Se debe tener en cuenta que como se usa en el presente documento las formas singulares "un", "una" y "el/la",
incluyen referencias al plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De esta manera, por ejemplo,
la referencia a “un reactivo” incluye uno o mas de dichos reactivos diferentes y la referencia “al procedimiento” incluye
la referencia a etapas y procedimientos equivalentes conocidos por los expertos en la técnica que se pueden
modificar o sustituir para los procedimientos descritos en el presente documento.

A menos que se indique lo contrario, se ha de entender que el término “al menos” que precede a una serie de
elementos se refiere a cada elemento en la serie. Los expertos en la técnica reconoceran o podran establecer,
usando nada mas que experimentacion rutinaria, muchos equivalentes con respecto a los modos de realizaciéon
especificos de la invencién descrita en el presente documento. Se pretende que dichos equivalentes estén
englobados por la presente invencion.

A lo largo de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones a continuacion, a menos que el contexto requiera
lo contrario, se ha de entender que la palabra “comprende” y variaciones, tales como “comprenden” o “que
comprende” implican la inclusion de un niumero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas indicadas pero
no la exclusién de ningun otro numero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapa. Cuando se usa en el
presente documento, el término “que comprende” se puede sustituir con el término “que contiene” o, a veces, cuando
se usa en el presente documento, con el término “que tiene”.

Cuando se usa en el presente documento, “que consiste en” excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no
especificado en el elemento de la reivindicacion. Cuando se usa en el presente documento, “que consiste
esencialmente en” no excluye materiales o etapas que no afecten materialmente a las caracteristicas basicas y
novedosas de la reivindicacién. En cada caso en el presente documento, cualquiera de los términos “que

comprende”, “que consiste esencialmente en” y “que consiste en” se puede reemplazar por cualquiera de los otros
dos términos.
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REIVINDICACIONES
Una composicién farmacéutica soélida que comprende

a) un compuesto que tiene la formula (1):

NH, OH
N . CH
N = Nj/\-/ 3
PP O
H. N M M
H

(I)

y/o un compuesto que tiene la féormula (l1):

NH,
|

OH
N CH,
N ‘N‘_“ - 3
M. OH
HN™ "N TN
H

ey

y

b) al menos una sal de fosfato.

La composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 1, en la que la al menos una sal de fosfato es un fosfato de
sodio, un fosfato de potasio o un fosfato de amonio.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 2, en la que la sal de fosfato se selecciona del grupo que
consiste en Na;HPO; (libre de agua), NazHPO, ¢ 2 H,O, Na;HPO4 « 7 H,0, NapHPO, » 12 H,O, NaH2PO4 (libre
de agua), NaH,PO4 * H;0, NaH2PO4 * 2 H,0, KoHPO, (libre de agua), KoaHPO, « 3 H20, KH2PO4 (libre de agua) y
mezclas de los mismos.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el compuesto (l) y/o el
compuesto (Il) estan presentes como la base libre.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la composiciéon farmacéutica
es una composicion farmacéutica liofilizada.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la composicién farmacéutica
comprende un excipiente farmacéutico adicional, preferentemente una sal inorganica, preferentemente NaCl.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la composicion comprende
adicionalmente agua de cristalizacion.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que una dosificacion unitaria de la
composicion contiene 650 + 60 mg de la base libre de 4-amino-(6R,S)-5,6,7,8- tetrahidro-L-biopterina o de
4-amino-(6R,S)-7,8-dihidro-L-biopterina, 140 + 30 mg de agua de cristalizacion, 70 + 7 mg de Na,HPO4 « 2 H,0,
16,5 + 2 mg de NaH2PO4 « 2 H,O y 350 + 30 mg de NaCl.

Una composicion farmacéutica liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el
tratamiento de una enfermedad.

La composicion farmacéutica liofilizada para el uso de la reivindicaciéon 9, en la que la enfermedad se selecciona
del grupo que consiste en un traumatismo craneoencefalico, lesion cerebral no traumatica, preferentemente
apoplejia o meningitis, presion craneal elevada, lesion cerebral secundaria.

Un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica sélida liofilizada que comprende:

a) un compuesto que tiene la formula (1):
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NH, OH
N. L _cH
NT ¢
/]i\ e f:‘)H
HN" N7 N
H

(I

y/o un compuesto que tiene la féormula (l1):

NH, OH
N7 N\‘j}\r':“a
Jf\ = OH
HNT N N
H

(11)

y
5 b) al menos una sal de fosfato y opcionalmente NaCl;
comprendiendo el procedimiento:

aa) disolver el compuesto de férmula (l11) y/o (II):

2

)l\/.. OH

NH, OH
N N-\ CH,
/JE\ = OH
HN N ﬁ

10 con un tampon, en el que el tampdn comprende el fosfato;

ZT

CH,

Iz

@y, o

(1)

bb) liofilizar la solucion obtenida en aa);
12.  Un procedimiento para preparar una solucion inyectable que comprende:

a) un compuesto que tiene la formula (1):
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NH, OH
N _~__cH
NS :
Py OH
HNT N7 TN
H

(I

y/o un compuesto que tiene la féormula (11):

NH, OH
N CH,
i
)r\/ OH
HNT TNT TN
H

b) al menos una sal de fosfato y opcionalmente NaCl;

(1)

y

comprendiendo el procedimiento:

aa) disolver el compuesto de férmula (l11) y/o (II):

NH, OH
H CH
N7 !
/I\ e OH
HN N M
: H

NH, OH
N X Na, CH,
|
,LK./ OH
HN"T "N” N
H

con un tampon, en el que el tampdn comprende el fosfato;

%2 HCLx 2 H:O

@y, o

(1)

bb) liofilizar la solucion obtenida en aa);

cc) reconstituir el liofilizado obtenido en bb) en un fluido farmacéuticamente aceptable para la preparacion de
una solucion inyectable, en el que se carga el liofilizado obtenido en bb) en un vial, preferentemente un vial de
50 ml, preferentemente en una cantidad de aproximadamente 1-1,5 g, preferentemente 1,25 g de formulacion
solida.

30



ES 2 586 945 T3

Figura 1: preparacién de la sustancia farmacéutica VAS203
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Fig. 2
Materiales de partida: 4-amir_lo-(6R,S_)-5,6,7_,8- Hidréxido de sodio NaH,P(y - 2 HyO

tetrahidro-L-biopterina (NaOH): sélido y

{VAS 203) solidos

solida
Disolver en agua Disolver por
para inyeccion separado en agua

para inyeccién

.

AjustedepHa 7,4
mediante adicion de la
solucion de NaH2PO4

a la solucién de NazHPOa4

,, |

Solucién de NaOH Solucion de NaPB
pH14)5N (pH 7,4) 500 mM

N /

Preparacion del tampoén
(pH ~11)

p.ej. 140gde NaOH 5N
+100 g de NaPB 500 mM a pH 7,4
+760 g de agua para inyeccion

! ¢

Disolver VAS203 con tampoén de solucién de VAS203 (tampon)

p. gj. disolver 100 g de VAS203 ad en 1000 g de tampén de solucién —» pH~7.4

!

Cargar en viales (10 g/vial)

Liofilizacion
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Fig. 3
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Fig. 3 (cont.”)

[Byjpowsou]

(47ia §6¢ s 0cE SO€ gre $6¢ g (€ B 09 PEpRIjBjOWSQ ~
rL £ £ £ r's £ £ £ 9. ecy Hd -
sarqIsin
sejnajued
uis erepo
ejusjjueLIe
ajdwna aydwna a/dwna aidwna ajdwino ajduwino ajduwino ajdwna ugronjog elousLedy-
aydwing aydwna ajdwino ajdwing aydwno ajdwno ajdwno aydwina vt 7 xepy uQanjostp ap odwsal| -
§ EPIMpSUdal ugN|oS
oLy dSN dSN iy dSN dSN dSN e P/ 009 > wn ¢7 < senojuey -
PIel dSN dSN P18 9/ dSN dSN dSN PRON9 | 10009 > | Wt (] S senojuey -
semnajuey
ajdwing dSN dSN aydwna dSN dSN dSN 8jdwina buynor > Seurxojopug
oueIqoIoIL
ojusIWIo8Id
aydwna dSN dSN e/dwino dSN dSN dSN ajdwnd | 5y seqanid uig pepijue)sg
% L'F % 8t %8t | %S §'F GI'C | %St | %0C | %0 eqgs | ([@Mepugoenes) enby
feaie ap %] sejejo)
‘sejeuoioipe
a0 Z'0 £0 &'t} 90 6't £ L0 07> sepeuoeBjal sejoueisSns
[eaie ep 9] eun epea
ajduwina aydwina aydwno ajdwing ajdwna aydwna ayduwno ajdwng 90> ‘sajeuolope
sepeuo/oela SBjIUEISNS
£ 't {0 o 0 o &0 £0 o't > [eate ap %] )
Zn 0 Z'n Al ' £ ' 0 0'r> [eaig ap %] g
&7 8'C £ 0 8T (e ¢ 87 CF> [eaig op %]
% (OTdH)

SEPELUOIJE[e] SEIJUBISNS

NSP: No sometido a prueba;

§: Reconstituida en 50 mi de API

*A: 4-amino-7,8-dihidro-L-biopterina; B: X (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina y
(65)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina; C: X 1-[(6R)-2,4-diamino-5,6, 7, 8-tetrahidropteridin-6-iljpropanol y

1-[(68)-2,4-diamino-5, 6,7, 8-tetrahidropteridin-6-ilJpropanol
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