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DESCRIPCION
Composiciones nasales de vitamina B12
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones intranasales de los derivados de la vitamina B12 metilcobalamina y
cianocobalamina.

Antecedentes de la invencion

La deficiencia de vitamina B12 es muy comun entre la poblacion. Grandes encuestas en los Estados Unidos y el Reino
Unido revelaron que alrededor del 6% de las personas mayores de 60 afios o mas son deficientes en vitamina B12.
Ademas, en paises en desarrollo como la India, esta deficiencia es mucho mas comun, comienza en los primeros afios
de vida y persiste a lo largo de la vida. Un estudio de 441 hombres de mediana edad en Pune (India) revel6 que el
67% de los hombres tenian una baja concentracion de vitamina B12 (<150 pmol/L). De la clase media urbana, el 81%
tenia una concentracion baja de vitamina B12 y los vegetarianos tenian un riesgo 4,4 veces mayor de concentraciones
bajas de vitamina B12.

Las causas principales de la deficiencia de B12 incluyen la falta de factores intrinsecos y otros factores intestinales
(por ejemplo, mala absorcion), trastornos genéticos raros e ingesta inadecuada. Por lo tanto, es necesario superar la
deficiencia de B12 complementando con cianocobalamina, hidroxocobalamina o metilcobalamina a través de diversas
vias, como parenteral, oral, etc.

La terapia oral no es adecuada para todos los pacientes, p. €j. pacientes con falta de factores intrinsecos, condiciones
asociadas con atrofia gastrica, infestacion con gusanos de cinta de pescado, etc. Para tales pacientes, la
administracion nasal seria mas apropiada. La administracion de medicamentos a través de la ruta intranasal también
ofrece la entrega efectiva de un medicamento a la circulacion sistémica, lo que resulta en una mejor efectividad
terapéutica. También se sabe que para una administracion sistémica mejorada de un farmaco a través de una ruta
intranasal es esencial que el farmaco se solubilice. En general, un farmaco altamente soluble se considera un buen
candidato para tales terapias.

La metilcobalamina se basa en un anillo de corrina y tiene la férmula molecular C63H91CoN13014P. Los compuestos
que pertenecen a la clase de variantes de vitamina B12 también incluyen cianocobalamina e hidroxocobalamina. La
metilcobalamina tiene una solubilidad mucho menor en agua en comparacion con la cianocobalamina o la
hidroxocobalamina. En agua, la hidroxocobalamina tiene la solubilidad mas alta mientras que, la metilcobalamina
exhibe la solubilidad mas baja.

También se sabe que la metilcobalamina es altamente susceptible a la degradacion y, por lo tanto, la menos estable
entre todos los derivados de la vitamina B12. En vista de la rapida degradacion de la metilcobalamina, es una practica
habitual afiadir altos excedentes que varian de 50% a 100% en formulaciones liquidas de metilcobalamina (por
ejemplo, inyecciones), para compensar la pérdida debida a la degradacion durante el almacenamiento. Los excesos
en una concentracion tan alta no son deseables ya que resultan en cantidades bastante altas de producto de
degradacion a medida que la vida del producto aumenta.

Se conoce el uso de cianocobalamina en la dosis de al menos 500 mcg / 0,1 ml por semana por administracion
intranasal. También se conoce el uso de metilcobalamina para el tratamiento de la deficiencia de vitamina B12 y para
las enfermedades como el TDAH. Sin embargo, es menos preferido que otros derivados de cobalamina y no se usa
en formulaciones intranasales comercialmente disponibles debido a sus problemas inherentes de baja solubilidad y
alta inestabilidad.

La Patente de Estados Unidos N° 4.724.231 describe una preparacion intranasal de cianocobalamina disuelta en agua
presentada en una concentracion de 500 mcg / 0,1 ml. Ademas, las composiciones descritas en dicha patente estan
en forma de geles, cremas, unglientos, que tienen altas viscosidades en el intervalo de 2.500-10.000 CPS (mPas)

Los inventores han elegido el intervalo de alta viscosidad para aumentar el tiempo de residencia de la composicion
con la mucosa nasal. Dichos geles altamente viscosos son dificiles de administrar con dosificacion precisa y causan
incomodidad al paciente durante todo el periodo de tratamiento.

La Solicitud de Patente de Estados Unidos 20090012039 describe un método de uso de una preparacion de
metilcobalamina intranasal para el tratamiento del trastorno por déficit de atencion. Dicha solicitud de patente describe
composiciones de administraciéon nasal, que pueden prepararse disolviendo, dispersando, mezclando o incorporando
metilcobalamina (con o sin acido folinico) y excipientes farmacéuticos opcionales, tales como agua, solucion salina,
dextrosa acuosa, glicerol, etanol y similares, para formar una solucién o suspension. Se menciona que la composicion
a administrar por via nasal también puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares no téxicas tales como
agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponantes del pH y similares, por ejemplo, acetato sédico, mono-
laurato de sorbitan, acetato sédico de trietanolamina, oleato de trietanolamina, sorbato de potasio, glicerina, lecitina,
etc. si es necesario.
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La Patente de Estados Unidos 7229636 describe formulaciones acuosas de baja viscosidad de cianocobalamina para
administracion intranasal que tiene un pH en el intervalo de 4 a 6, siendo 4.5 y 5.5 el intervalo mas preferido y
ejemplificado. La patente aborda los problemas de la consistencia desagradable de las formulaciones de gel intranasal
comercializadas (NASCOBAL) para proporcionar formulaciones de cianocobalamina en spray intranasal de baja
viscosidad aceptables. La cianocobalamina se ha preferido a la metilcobalamina debido a su mayor estabilidad y
facilidad de formulacion.

Aunque la técnica anterior describe formulaciones intranasales de cianocobalamina y algunos enfoques para el uso
de metilcobalamina, no se abordan cuestiones con respecto a la baja solubilidad, inestabilidad de la metilcobalamina,
y por lo tanto su impacto sobre la biodisponibilidad para una eficacia terapéutica optimizada. Ademas, la viscosidad
optimizada y el pH de las formulaciones para la administracion intranasal efectiva sigue siendo un desafio y, por lo
tanto, las formulaciones comerciales terapéuticamente eficaces de metilcobalamina no estan disponibles en el
mercado. Ademas, seria deseable proporcionar formulaciones para mejorar la biodisponibilidad de formulaciones de
la familia de derivados de vitamina B12 para lograr una eficacia terapéutica mejorada.

La presente invencion proporciona formulaciones intranasales nuevas y estables de metilcobalamina con
concentraciones optimizadas del farmaco en su forma solubilizada y la viscosidad de la formulaciéon para lograr la
biodisponibilidad deseada para la eficacia terapéutica. También proporciona nuevas formulaciones de otros derivados
de la vitamina B12, a saber, cianocobalamina, con una biodisponibilidad significativamente superior en comparacion
con las preparaciones de la técnica anterior.

Objetos de la invencion

El objeto principal de la invencion es proporcionar composiciones intranasales de la clase de derivados de vitamina
B12 tales como metilcobalamina, cianocobalamina e hidroxocobalamina y un proceso para su preparacion

Otro objeto de la invencién es proporcionar formulaciones estables de alta concentracion para aplicaciones
intranasales con biodisponibilidad mejorada de metilcobalamina para lograr una eficacia terapéutica mejorada
mediante el uso de potenciadores de la penetracion dirigidos.

Otro objeto de la invenciéon es proporcionar formulaciones de alta concentracion de otros derivados de vitamina B12,
p. cianocobalamina, que tiene una biodisponibilidad significativamente superior en comparacién con las preparaciones
de la técnica anterior.

Otro objeto de la invencion es proporcionar soluciones estables, de alta concentracion, transparentes y transparentes
de metilcobalamina en agua mediante el uso de codisolventes / solubilizantes adecuados o mezclas de los mismos,
con o sin potenciadores de penetracién para maximizar la biodisponibilidad del farmaco tras la administracion
intravenosa. administracion nasal.

Otro objeto de la invencion es proporcionar soluciones transparentes, transparentes, de alta concentracion de
metilcobalamina en agua mediante el uso de codisolventes / solubilizantes adecuados o mezclas de los mismos con
o sin potenciadores de la penetracion, seleccionandose el cuanto de los codisolventes / solubilizantes o mezclas de
los mismos. de una manera tal que la formulacidon da como resultado una solubilidad mejorada sin aumentar
significativamente la viscosidad de la formulacion intranasal.

Otro objeto de la invencion es proporcionar dichas soluciones estables, de alta concentracion, transparentes y
transparentes de metilcobalamina en concentraciones de metilcobalamina de aproximadamente 500 mcg / 0,1 ml a
aproximadamente 1.500 mcg/ 0,1 ml.

Otro objeto de la invencidon es proporcionar dichas soluciones estables transparentes, transparentes, de alta
concentracion de metilcobalamina en agua, que tienen un pH adecuado para la administracion intranasal sistémica de
metilcobalamina que oscila entre aproximadamente 5.0 y aproximadamente 7.0.

Otro objeto de la invencion es proporcionar dichas soluciones transparentes claras de alta concentracion estables de
derivados de Vitamina B12 en agua, que tienen una viscosidad que varia de aproximadamente 1 a 200 CPS (mPas)
adecuada para administracion sistémica de farmacos intranasales.

Otro objeto de la invencion es proporcionar dichas soluciones transparentes claras estables de alta concentracion de
metilcobalamina en agua, que tienen opcionalmente una cantidad adecuada de un agente mucoadhesivo o mezclas
de los mismos que son adecuados para la administracion sistémica intranasal de farmacos.

Otro objeto de la invencién es proporcionar dicha alta concentracion, soluciones transparentes claras de
metilcobalamina en agua, con o sin potenciadores de la penetracion tales como sales biliares, vitamina E TPGS, alquil
maltosidas o mezclas de los mismos, que son adecuados para la administracion sistémica intranasal de farmacos.

Otro objeto de la invencion es proporcionar dichas soluciones transparentes claras y de alta concentracion de
metilcobalamina en agua, en combinaciéon con una cantidad adecuada de agentes quelantes tales como EDTA
disddico, que son adecuados para la administracion sistémica intranasal de farmacos.
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Otro objeto de la invencion es proporcionar dichas soluciones transparentes claras de alta concentracion estables de
metilcobalamina en agua, en combinacion con conservantes y antioxidantes adecuados.

Descripcion detallada del invento

La presente invencién proporciona una composicion acuosa intranasal estable que comprende metilcobalamina en
una concentracion de 500 mcg / 0,1 ml a 1.500 mcg / 0,1 ml, codisolventes / solubilizantes o0 mezclas de los mismos
en agua, en donde el codisolvente / solubilizante se selecciona de glicofurol, propilenglicol, polietilenglicoles., o
mezclas de los mismos, opcionalmente un potenciador de la penetracion, y en donde el pH de la composicion es de 6
a 6,5 y una viscosidad de 1 a 200 mPas. Ademas, la presente invencion proporciona una composicidon acuosa
intranasal estable que comprende cianocobalamina en una concentracion de 500 mcg / 0,1 ml a 1.500 mcg / 0,1 ml,
codisolventes / solubilizantes o0 mezclas de los mismos en agua, y al menos un potenciador de la penetracion, donde
el codisolvente / solubilizante es seleccionados de glicofurol, propilenglicol, polietilenglicoles, o mezclas de los mismos,
en donde el potenciador de la penetracion se selecciona de sales biliares tales como glicocolato de sodio y en donde
el pH de la composicién es de 4 a 6 y una viscosidad de 1 a 200 mPas.

La metilcobalamina tiene una solubilidad mucho menor en agua en comparacién con la cianocobalamina o la
hidroxocobalamina. Para proporcionar un beneficio terapéutico éptimo por la ruta nasal, es necesario solubilizar la
metilcobalamina de manera tal que las soluciones tengan una concentraciéon que varia de aproximadamente 500 mcg
por 0,1 ml a aproximadamente 1.500 mcg por 0,1 ml. Sorprendentemente, hemos encontrado que la solubilizacion
puede conseguirse en el intervalo de concentracion deseado para producir soluciones de viscosidades controladas,
mediante la formulacion juiciosa de un sistema disolvente que utiliza codisolventes / solubilizantes, a saber, glicofurol,
propilenglicol, polietilenglicoles o mezclas de los mismos individualmente o en combinacion con agua, en donde la
cantidad de los codisolventes / solubilizantes es de 1 a 35% p/v. Ademas, las formulaciones se han optimizado en
términos de su viscosidad y pH para asegurar la maximizacion de la absorcion intranasal del farmaco para lograr
eficacia terapéutica efectiva y biodisponibilidad con un mejor cumplimiento del paciente.

Ademas del sistema disolvente, la formulacién incluye otros excipientes farmacéuticamente aceptables seleccionados
entre, pero sin limitacion, un grupo de excipientes que comprenden humectantes tales como glicerina, y/o
conservantes y/o antioxidantes / o potenciadores de la penetracion y/o mucoadhesivos.

Los conservantes de la presente invencion se seleccionan de cloruro de benzalconio, metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno, acido benzoico, alcohol bencilico, bronopol, butilhidroxil anisol, butilhidroxil tolueno, clorocresol o
alcohol isopropilico o una combinacién de los mismos.

Los potenciadores de la penetracion de la presente invencién se pueden seleccionar entre sales biliares, vitamina E
TPGS, alquil maltosidas, tensioactivos no iénicos, aniénicos o anféteros que tienen un valor de HLB 8-14 o una
combinacién de los mismos. Los ejemplos no limitantes de tales potenciadores de la penetraciéon son glicocolato de
sodio, taurocolato de sodio, dodecilmaltosidas, tridecilmaltosida o tetradecilmaltosidas, o cualquiera de sus
combinaciones. Los potenciadores de la penetracion se usan hasta el 2,5% en peso de las composiciones.

Los mucoadhesivos se seleccionan de polimeros sintéticos tales como derivados de celulosa (metilcelulosa,
etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica,
polimeros de poli (acido acrilico) (carbémeros o carbopols, policarbofilo) tales como carbopol 934; Poli (metilacrilato
de hidroxietilo), poli (6xido de etileno), poli (vinilpirrolidona), poli (alcohol vinilico). Los adhesivos muco se seleccionan
adicionalmente de polimeros naturales tales como tragacanto, alginato de sodio, goma de karaya, goma guar, goma
de xantano, Lectina, almidon soluble, gelatina, pectina y quitosano y se utilizan hasta 5% en peso de la composicion.

Los humectantes se seleccionan de glicerina, lactato de sodio, sorbitol, xilitol, butilenglicol.

Sorprendentemente, hemos descubierto que es posible alcanzar la viscosidad deseada de aproximadamente 1 a 200
CPS (mPas) mediante una combinacion juiciosa de los ingredientes, especialmente el sistema disolvente, y aun
proporcionar una absorcion transnasal significativamente mejorada de metilcobalamina. Las formulaciones se
presentan en forma de una solucioén, gotas o paquetes de pulverizacion, en contenedores multidosis, para la entrega
de volumenes predeterminados. Es importante observar que, a pesar de la menor viscosidad de las formulaciones de
la presente invencién, no tienen una absorcién transanasal comprometida del farmaco. La técnica anterior ensefia que
las formulaciones deben tener alta viscosidad (Patente de Estados Unidos N° 4724231 que recomienda viscosidades
de 2.500 a 10.000 CPS (mPas)) para garantizar el tiempo de residencia deseado en la mucosa nasal. La presente
invencion es una desviacion distinta de las ensefianzas de la técnica anterior y, sin embargo, logra un equilibrio
perfecto entre la viscosidad, capacidad de pulverizacion, absorcién y biodisponibilidad mejorada.

Las formulaciones de la presente invencién comprenden opcionalmente excipientes farmacéuticamente aceptables
adicionales que se usan para aumentar adicionalmente la estabilidad de las formulaciones. Los ejemplos no limitantes
de tales excipientes son agentes quelantes tales como EDTA sddico y/o antioxidantes que no irritan la mucosa nasal.
Un ejemplo no limitante de tales antioxidantes es el acido ascorbico.

Las formulaciones de las soluciones nasales de metilcobalamina descritas en este documento exhiben una estabilidad
deseable que permite, de este modo, menores excedentes.
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El mero logro de la solubilizacién no es una condicion suficiente para garantizar la maxima absorcion del farmaco,
como la metilcobalamina. Parametros tales como la viscosidad de la formulacién, la estabilidad del farmaco con
respecto a la vida util, también necesitan optimizarse para garantizar la absorcion transnasal requerida y la
biodisponibilidad para la eficacia terapéutica.

Se preparé una gama de soluciones con un pH en el intervalo de aproximadamente 3.75 a 7. Se pueden usar sistemas
tampon adecuados tales como tampoén de citrato para alcanzar el pH deseado. Luego fue necesario determinar el
impacto del pH sobre la absorcién intranasal de metilcobalamina.

Con el fin de evaluar el impacto del pH en la absorcién intranasal de metilcobalamina, se prepararon soluciones de
metilcobalamina y se realizaron estudios de biodisponibilidad para las formulaciones con pH 3.75, 5 y 6.25.
Sorprendentemente, hemos encontrado que el pH superior a 6 es el mas apropiado para lograr la absorcion intranasal
deseada de metilcobalamina. Los resultados se dan en las tablas 1 y 2 a continuacion.

Tabla 1
Ingredientes Prueba A Prueba B Prueba C
Metilcobalamina 500 mcg 500 mcg 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg 0,02 mg 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg 2,23 mg 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg 1,00 mg 1,00 mg
Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg 0,32 mg 0,32 mg
Acido Citrico Anhidro (5% p/v) C.S. C.S. C.S.
Agua c.s. para 0,1 ml c.s. para 0,1 ml c.s. para 0,1 ml
pH Ajustado a 6.25 5.00 3.75

Resultados: AUCO-t (pg.hr / ml) para mecobalamina con la dosis de 1.500 mcg y dosis ajustada de 500 mcg con
correccion basal se presentan a continuacion.

Tabla 2
Prueba AUCO-t (pg.hr [ ml) AUCO-t (p.g.hf [ ml)
(Para dosis de 1.500 mcg) (Para dosis ajustada a 500 mcg)
Prueba A 8.374,328 2.791,44
Prueba B 5.120,904 1.702,18
Prueba C 4.044,998 1.348,33

Proceso para la preparacion de las composiciones

La preparacion completa se llevé a cabo bajo un chorro de nitrégeno bajo una lampara de vapor de sodio. Los niveles
de oxigeno disuelto se mantuvieron al minimo factible, preferiblemente alrededor de 1 a 1,5 ppm. El proceso
comprende los siguientes pasos:

i) Agregar Glicofurol al 80% v/v de agua para el lote;

ii) Disolver cloruro de benzalconio y glicerina con agitacion;

iii) Tamponar la solucion usando tampdn de citrato;

iv) Agregar metilcobalamina con agitacion hasta la disolucion;

v) Ajustar el pH al valor requerido mediante la adicion de acido / alcali

vi) Compensar el volumen de la solucién para obtener la concentracién deseada de 500 mcg por 0,1 ml de solucién
de pulverizacién nasal.

Las composiciones de la presente invencion tipicamente comprenderian: el farmaco 500 mcg / 0,1 ml a 1.500 mcg /
0,1 ml; Disolventes (total) 1-35%; Humectante 0- 5%, Mucoadhesivo hasta 5%; Potenciadores de la penetracion hasta
2,5%; Conservantes hasta 4%. Como se describe adicionalmente en la memoria descriptiva, las composiciones
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contendrian adicionalmente los ingredientes tamponantes para ajustar el pH al valor requerido, dependiendo del
farmaco usado.

Estudios sobre biodisponibilidad de formulaciones

Se condujo un estudio de biodisponibilidad de sprays nasales preparado, de acuerdo como se describié anteriormente,
conteniendo 500 mcg / 0,1 ml de metilcobalamina en sujetos humanos sanos en ayunas. El disefio del estudio fue un
estudio de biodisponibilidad comparativo cruzado de tres vias, de etiqueta abierta, aleatorio, tres periodos, tres
tratamientos, dosis Unica en ayunas en seis sujetos humanos adultos sanos.

Métodos: El estudio se llevd a cabo para determinar la biodisponibilidad comparativa de los tres productos de prueba
mediante la evaluacion de los parametros farmacocinéticos, Cmax, AUCO-t, AUCO-inf. en ayunas en 6 sujetos sanos,
adultos y humanos en un estudio aleatorizado cruzado. Todos los sujetos proporcionaron un consentimiento informado
por escrito para participar en el estudio antes de la inscripcion y se pudieron retirar en cualquier momento durante el
estudio. El estudio fue aprobado por el comité de ética institucional y se realizé6 de acuerdo con la Buena practica
clinica y la Declaracion de Helsinki.

Productos de estudio: (Férmula descrita en la Tabla 1)

Producto de Prueba (A): Spray Nasal de Mecobalamina 500 mcg / 0,1 ml
Producto de Prueba (B): Spray Nasal de Mecobalamina 500 mcg / 0,1 ml
Producto de Prueba (C): Spray Nasal de Mecobalamina 500 mcg/ 0,1 ml

Evaluacion previa al estudio: Los sujetos fueron examinados en busca de datos demograficos, historia clinica, examen
fisico, ECG de 12 derivaciones, hemograma, bioquimica, serologia, analisis de orina y analisis de orina para el analisis
de farmacos.

Administraciéon del medicamento:

Los sujetos recibieron cada tratamiento (Spray Nasal de Mecobalamina) de forma cruzada de acuerdo con el Programa
de aleatorizacion de la formulacién con un periodo de inactividad de al menos 7 dias entre cada periodo.

Después de una noche de ayuno de 10 horas, a los sujetos se les administro la dosis programada de la formulacion
de prueba (A) o la formulacion de prueba (B) o la formulacién de prueba (C) que se administraron por via nasal, bajo
la supervisién de un personal médico.

Preparacion (Activacion) del spray nasal:

Antes de la administracion de la primera dosis, la bomba es preparada. Para preparar la bomba, se coloco la boquilla
entre el primer y segundo dedo con el pulgar en el fondo de la botella. La unidad fue bombeada con firmeza y rapidez
hasta la primera aparicion de aerosol. La bomba se activd dos veces mas y el spray nasal estaba listo para su uso.

Procedimiento de administracion:

Se pidi6 a los sujetos que inclinaran la cabeza ligeramente hacia atras para facilitar la administracion del spray nasal.
Luego fue rociado tres veces mas profundo en la fosa nasal. Se pidi6 a los sujetos que se sentaran en la misma
posicion durante dos minutos para que la dosis no se filtrara.

Monitoreo del sujeto durante el estudio: Se monitored la exploracion fisica, el monitoreo de signos vitales y el bienestar
a las 0.00 horas (antes de la dosis), 2.00, 5.00, 12.00, 24.00 y 36.00 horas (Post-dosis) + 30 minutos, y cuando sea
necesario.

Evaluacion posterior al estudio: 12 ECG, hemograma, bioquimica y analisis de orina de plomo se realizaron después
de la ultima recoleccion de muestras de sangre del periodo Il o en la interrupcion / retirada del sujeto del estudio.

Alojamiento: aproximadamente 12 horas antes de la administracion del medicamento y hasta 36 horas después de la
administracion del mismo.

Comidas: Se proporcionaron comidas estandarizadas a los sujetos a las 4.00, 8.00, 12.00, 25, 29 y 33 horas después
de la dosis en cada periodo de estudio.

Coleccion de muestra:
Numero total de muestras de sangre: veinte (20) por periodo.

Horas de muestreo: -10.00, -06.00, 0.00 hrs (muestras previas a la aplicacion para la linea base), 0.50, 0.75, 1.00,
1.25, 1.50, 1.75, 2.00, 2.50, 3.00, 4.00, 5.00, 6.00, 8.00, 12.00, 18.00, 24.00 y 36.00 h (post aplicacion). Las muestras
de sangre se recogieron en color ambar / cubiertas con papel de aluminio vacutainer.
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Pérdida Total de Sangre: se recogié una muestra de sangre de 5,0 ml y se descart6 0,1 ml antes de cada toma de
muestras que representa 306 ml. Se extrajo un total de aproximadamente 326 ml (incluidos 20 ml para las pruebas de
laboratorio clinico pre y post) de sangre de cada sujeto, para todos los periodos.

Procesamiento de la muestra: las muestras de sangre se dejaron coagular durante 1 hora a temperatura ambiente y
luego se centrifugaron a 4.000 + 300 rpm durante 10 minutos. El suero se separ6 y se transfirié rapidamente a un
tamafio adecuado, con tapa de rosca de polipropileno de color ambar (previamente etiquetados con el cédigo de
estudio y el cddigo de muestra), por duplicado. Todas las muestras se almacenaron en un congelador a -20 °C + 5 °C.

Parametros farmacocinéticos:

Parametros principales: Cmax, AUCO-t, AUCO-inf

Parametros secundarios: t%, ke, Tmax

Método analitico:

La concentracion sérica de mecobalamina se midié mediante un método analitico previamente validado.
Evaluacion estadistica

ANOVA, dos pruebas de una cara para comparar y analisis de proporcion para los parametros farmacocinéticos no
transformados y logaritmicos transformados Cmax, AUCO-t, AUCO-inf se realizaron. Como todos los parametros
indicaban conclusiones similares, AUCO-t (pg.hr / ml), el parametro mas relevante para el beneficio terapéutico se
proporciona en los resultados para las formulaciones ejemplificadas.

Este estudio condujo para la dosis de 1.500 mcg de metilcobalamina y el analisis estadistico se realizé para la dosis
de 1.500 mcg asi como para la dosis ajustada de 500 mcg. El perfil de concentracion plasmatica-tiempo promedio
para la dosis de 1.500 mcg se muestra en la figura 1 y el perfil de concentracién plasmatica-tiempo promedio para
datos corregidos para una dosis tnica de 500 mcg se muestra en la figura 2. Area media debajo de la curva (AUCO-
t) para la dosis de 1.500 mcg y para 500 mcg de formulaciones de prueba se enumeran en la Tabla 2.

Resultados: AUCO-t (pg.hr / ml) para mecobalamina con la dosis de 1.500 mcg y dosis ajustada de 500 mcg con
correccion basal se presentan a continuacion.

Tabla 3
Prueba AUCO-t (pg.hr [ ml) AUCO-t (pg.l_1r / !nl)
(Para dosis de 1.500 mcg) (Para la dosis ajustada a 500 mcg)
Prueba A 8.374,328 2.791,44
Prueba B 5.120,904 1.702,18
Prueba C 4.044,998 1.348,33

Los resultados de los estudios de biodisponibilidad de las tres formulaciones muestran que se encontré que la prueba
A proporcionaba la maxima liberacion transnasal de metilcobalamina. Es de destacar que la disponibilidad de
metilcobalamina aumento drasticamente al aumentar el pH de 3,75 a 6,25. Los graficos para la dosis de 1.500 mcg
asi como el de la dosis ajustada a 500 mcg se proporcionan en la Figura 1y en la Figura 2.

Sorprendentemente, se encontrd que el intervalo de pH para la absorciéon favorable de metilcobalamina era 5-7, siendo
el pH mas preferido de 5,5 a 7, siendo el pH de 6.25 el mas apropiado para la absorcién mas alta. Se puede observar
que los valores de pH superiores a 7 no son preferidos ya que un pH alto facilita el crecimiento de bacterias patégenas
en el pasaje nasal.

Sorprendentemente se descubrié adicionalmente la adicién de potenciadores de penetracion tales como sales biliares.
La vitamina E TPGS (d-alfa-tocoferil polietilenglicol 1000 succinato), o los alquil maltésidos tales como dodecil
maltésidos, tridecil maltésido de tetradecil maltdésido o cualquier combinaciéon de los mismos, tienen un impacto
significativo en la absorcion y biodisponibilidad de metilcobalamina cuando la formulacién se administra por via nasal.

Por consiguiente, una formulacion de metilcobalamina sin el potenciador de la penetracion (Prueba D) se compard
con una formulacion de metilcobalamina con un 2% de potenciador de la penetracion (Prueba E) para evaluar el efecto
del potenciador de la penetracién sobre la absorcién intranasal de metilcobalamina. El pH de estas formulaciones se
ajustd a 6.25 + 0.25. La composicion de estas formulaciones de prueba se describe en la tabla a continuacion. Consulte
también la Figura 3 y la Figura 4.



10

15

20

ES 2 686 299 T3

Tabla 4
Ingredientes Prueba D Prueba E
Metilcobalamina 500 mcg 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg 1,00 mg
Glicocolato de Sodio - 2,00 mg
Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg 0,32 mg
Acido Citrico Anhidro (5% p/v) C.S. C.S.
Agua c.s. para 0,1 ml c.s. para 0,1 ml
pH Ajustado a 6.23 6.28
Tabla 5
Prueba Componente Medido ﬁ_l:'f:e(;-t d?%;‘;(el (r:no?regi da)
Prueba D metilcobalamina 22.323,09
Total B12 18.651,79
metilcobalamina 897.877,47
Prueba & Total B12 37.399,75

Los resultados muestran sorprendentemente que la penetracion transnasal de metilcobalamina se incrementd
significativamente en presencia de una pequefia cantidad del potenciador de la penetracion. Esto fue confirmado por
los resultados del estudio que mide la concentracion plasmatica de vitamina B total. Como se encontré que
concentraciones mas altas de glicocolato de sodio causaban irritacion nasal, la concentracion de glicocolato de sodio
se ajustd preferiblemente para que no fuera mas de 2,5% p/v de las formulaciones.

Formulaciones similares a la prueba E con concentraciones variables de glicocolato de sodio a saber. El 2% p/v, 1,5%
p/v, y 1% plv fueron preparados y evaluados para la absorcion transnasal de metilcobalamina a través de un estudio
de bioequivalencia tridireccional. Los resultados del estudio que indican los niveles totales de vitamina B12 son los
que se muestran a continuacion.

Tabla 6
. AUCO-t (pg.hr / ml)
Prueba Componente Medido (Linea de base corregida)
Formulacion con Total B12 43.446,58

2% de Glicocolato de Sodio

Formulacién con
1,5% de Glicocolato de Sodio Total B12 27.748,35

Formulacién con
1% de Glicocolato de Sodio Total B12 208.134,59

Los resultados del estudio anterior, como también se muestra en la Figura 5, demuestran claramente que la
incorporacion de glicocolato de sodio al 1% p/v da como resultado una mayor absorcion de metilcobalamina en
comparacion con glicocolato de sodio al 2% p/v. En otras palabras, la absorcion aumenta cuando la cantidad de
penetracion se reduce de 2% p/v a 1% p/v. En consecuencia, la disminucion de la cantidad del potenciador de la
penetracion dio como resultado una mayor absorcion.

Se llevé a cabo ofro conjunto de experimentos para acceder al papel del potenciador de la penetracion, como el
glicocolato sédico en formulaciones que contienen cianocobalamina o hidroxocobalamina.
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Se realizé un estudio de bioequivalencia tridireccional para evaluar el efecto del glicocolato de sodio sobre la absorcion
intranasal de cianocobalamina, asi como para comparar los niveles de metilcobalamina producidos por las respectivas
formulaciones. Las formulaciones sometidas al estudio de bioequivalencia comprenden formulaciones de
cianocobalamina preparadas que incorporan glicocolato de sodio de acuerdo con la presente invencion (prueba G),
formulacion intranasal comercializada de pulverizacion de cianocobalamina (Nascobal-USA) y formulacion de
metilcobalamina de la presente invencioén (prueba F). Las formulas de Prueba F y Prueba G se describen en la tabla
a continuacion.

Tabla 7
Ingredientes Prueba F Prueba G
Metilcobalamina 500 --
Cianocobalamina -- 500
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg 1,00 mg
Glicocolato de Sodio 1,00 mg 1,00 mg
Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg 0,32 mg
Acido Citrico Anhidro (5% p/v) C.S. C.S.
Agua c.s. para 0,1 ml c.s. para 0,1 ml

Se midié la concentracion plasmatica de metilcobalamina, asi como la vitamina B1 total para evaluar el efecto de la
administracion de metilcobalamina sobre cianocobalamina para formulaciones intranasales. El Spray Nasal Nascobal®
es una solucién de cianocobalamina en forma de spray para el suministro a la mucosa nasal. Cada botella de Spray
Nasal Nascobal contenia 2,3 ml de una solucion de 500 mg / 0,1 ml de cianocobalamina con citrato de sodio, acido
citrico, glicerina y cloruro de benzalconio en agua purificada. Se ensay6 la formulacién comercial de cianocobalamina
(Nascobal) y luego las formulaciones de prueba F y G se prepararon de acuerdo con la presente invencion para
incorporar cantidades equivalentes de metilcobalamina y cianocobalamina, respectivamente, para comparar con
precision la biodisponibilidad de las dos formulaciones. Se encontré que el pH de Nascobal era 5y, por lo tanto, el pH
de la formulacién de cianocobalamina de la presente invencion (Prueba G) se ajustd a aproximadamente 4.96. Los
resultados del estudio de bioequivalencia se muestran a continuacion, también en la Figura 6 y la Figura 7. El pH de
la formulacién de metilcobalamina se ajust6 a 6.25 + 0.25.

Tabla 8
. AUCO-t (pg.hr / ml)
Prueba Componente Medido (Linea de base corregida)
Metilcobalamina 43.376,84
Prueba F
Total B12 47.913,54
Metilcobalamina -3.314,79
Prueba G
Total B12 67.567,87
Metilcobalamina 461,5
Nascobal
Total B12 30.022,68

Sorprendentemente se descubrié que la formulacion de cianocobalamina que contiene glicocolato de sodio preparado
segun la presente invencion produjo mas del doble de la biodisponibilidad de la Vitamina B12 total en comparacion
con la pulverizacion de cianocobalamina comercializada (Nascobal). Ademas, los niveles totales de vitamina B12 de
la formulacién de metilcobalamina de la presente invencion (Prueba F) fueron significativamente mayores en
comparacién con Nascobal.

También se descubrié que la formulacion de metilcobalamina de la presente invencion (Prueba F) producia niveles
significativamente mas altos de metilcobalamina en comparacion con otras dos formulaciones de cianocobalamina. Es
pertinente observar unicamente la formulacion de metilcobalamina segun la presente invencion, proporcionando altos
niveles de metilcobalamina que es la coenzima activa de la vitamina B12.
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Los resultados establecen inequivocamente que la formulacién intranasal que comprende cianocobalamina con al
menos un potenciador de la penetracion, opcionalmente conservante, agente quelante, humectantes o una
combinacién de los mismos con un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 6 y una viscosidad de
aproximadamente 1-200 CPS (mPas) proporciona aumento significativamente la administracion sistémica del farmaco
dando como resultado una eficacia mejorada de la terapia sin comprometer el cumplimiento del paciente o la

estabilidad de la formulacion.

La invencion se ejemplifica adicionalmente con los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1

Ingredientes Cantidades
Metilcobalamina 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg

Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg

Acido Citrato Anhidro (5% p/v) c.s.

Agua purificada c.s. para 0,1 ml

El pH de la formulacioén se ajusté a 6.25 + 0.5 y se encontré que la viscosidad de la formulacién era 1.28 CPS (mPas).

Ejemplo 2

Ingredientes Cantidades
Metilcobalamina 500mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg
Glicocolato de Sodio 2,00 mg
Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg
Acido Citrato Anhidro (5% p/v) c.s.

Agua purificada

c.s. para 0,1 ml

pH Ajustado a

6.28

El pH de la formulacion se ajustd a 6.25 + 0.5 y se encontré que la viscosidad de la formulacion era 2.3 CPS (mPas).

Ejemplo 3

Ingredientes Cantidades
Metilcobalamina 500mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg
Glicocolato de Sodio 1,00 mg

Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg

Acido Citrico Anhidro (5% p/v) c.s.

Agua c.s. para 0,1 ml

10
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El pH de la formulacion se ajusté a 6.25 + 0.5 y se encontré que la viscosidad de la formulacién era 1.57 CPS (mPas).

Ejemplo 4
Ingredientes Cantidades
Metilcobalamina 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg
Glicocolato de Sodio 1,50 mg
Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg
Acido Citrico Anhidro (5% p/v) c.s.

Agua

c.s. para 0,1 ml

El pH de la formulacion se ajustd a 6.25 + 0.5 y se encontré que la viscosidad de la formulacion era 2.0 CPS (mPas).

Ejemplo 5

Ingredientes Cantidades
Metilcobalamina 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg
Glicocolato de Sodio 0,50 mg
Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg
Acido Citrico Anhidro (5% p/v) c.s.

Agua g.s,a0,1ml

El pH de la formulacioén se ajusté a 6.25 + 0.5 y se encontré que la viscosidad de la formulacién era 1.43 CPS (mPas).

Ejemplo 6

Ingredientes Cantidades
Metilcobalamina 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 5mg
Glicofurol 30 mg
Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg
Acido Citrico Anhidro (5% p/v) c.s.

Agua

c.s. para 0,1 ml

El pH de la formulacion se ajustd a 6.25 + 0.5 y se encontrd que la viscosidad de la formulacion era 8 CPS (mPas).

11
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Ejemplo 7
Ingredientes Cantidades
Cianocobalamina 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg
Glicocolato de Sodio 1,00 mg
Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg
Acido Citrico Anhidro (5% p/v) c.s.
Agua c.s. para 0,1 ml

El pH de la formulacién se ajusté a 4.5 £ 0.5 segun la formulacion comercial de cianocobalamina. Se observé que la

viscosidad de la formulacion era de 16 CPS (mPas).

Ejemplo 8
Ingredientes Cantidades
Metilcobalamina 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 2,23 mg
Glicofurol 1,00 mg
Carbopol 934P 0.30 mg
Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg
Solucion de NaOH (1% p/v) C.S.
Agua c.s. para 0,1 ml

El pH de la formulacion se ajustd a 6.25 + 0.5 y se encontrd que la viscosidad de la formulacion era 10 CPS (mPas).

Ejemplo 9

Ingredientes Cantidades
Metilcobalamina 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 5mg
Propilenglicol 10 mg

Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg

Acido Citrico Anhidro (5% p/v) c.s.

Agua c.s. para 0,1 ml

El pH de la formulacion se ajusté a 6.25 + 0.5 y se observo que la viscosidad de la formulacion estaba en el intervalo

segun la presente invencion.

12
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Ejemplo 10

Ingredientes Cantidades
Metilcobalamina 500 mcg
Cloruro de Benzalconio 0,02 mg
Glicerina 5mg
Polietilenglicol 15 mg

Citrato de Sodio Dihidratado 0,32 mg

Acido Citrico Anhidro (5% p/v) c.s.

Agua c.s. para 0,1 ml

El pH de la formulacién se ajusté a 6.25 + 0.5 y se observé que la viscosidad de la formulacion estaba en el intervalo
segun la presente invencion.

Se pueden preparar composiciones de viscosidades sustancialmente mas altas cuando se aumenta el nivel de
carbopol, polietilenglicol.

13
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién acuosa intranasal estable que comprende metilcobalamina en una concentracion de 500 mcg /
0,1 ml a 1.500 mcg / 0,1 ml, codisolventes / solubilizantes o mezclas de los mismos en agua, en donde el codisolvente
/ solubilizante se selecciona de glicofurol, propilenglicol, polietilenglicoles, o mezclas de los mismos, opcionalmente
un potenciador de la penetracion, y en donde el pH de la composicion es de 6 a 6.5 y una viscosidad de 1 a 200mPas,

2. Una composicion acuosa intranasal estable que comprende cianocobalamina en una concentracion de 500 mcg /
0,1 mla 1.500 mcg/ 0,1 ml, codisolventes / solubilizantes o mezclas de los mismos en agua, y al menos un potenciador
de la penetracion, en donde el codisolvente / solubilizante se selecciona de glicofurol, propilenglicol, polietilenglicoles,
o mezclas de los mismos, en donde el potenciador de la penetracion se selecciona de sales biliares tales como
glicocolato de sodio y en donde el pH de la composicion es de 4 a 6 y una viscosidad de 1 a 200™"as

3. Una composicion intranasal estable segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que los
codisolventes / solubilizantes estan en el intervalo de 1 a 35% p/v.

4. Una composicion intranasal estable segun las reivindicaciones 1 y 2, en la que la cantidad de potenciador de la
penetracion es de hasta el 2,5% p/v de la composicion.

14
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Figura 1. Concentracion media de Mecobalamina (pg/ml) vs. el Tiempo para la dosis
de 1.500 mcg.
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Figura 2. Concentracion media de Mecobalamina (pg/ml) vs. el Tiempo para la dosis
ajustada a 500 mcg.
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Figura 3. Grafico de la Media del Spray nasal de Mecobalamina midiendo Metilcobalamina
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Figura 4. Grafico de la Media del Spray nasal de Mecobalamina midiendo Total de B12

2000
1.800
1.600
1400
1.200
1.000
800
1600
400

1

—e— Prueba D

1

—@—PruebaE

Concentracion (pg/ml)

o
N
—

20 23 30

16




ES 2 686 299 T3

Figura 5. Grafico de la Media del Spray nasal de Mecobalamina midiendo Total de B12
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Figura 6. Grafico de la Media del Spray nasal de Mecobalamina midiendo Total
Vitamina B12
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Figura 7. Grafico de la Media del Spray nasal de Mecobalamina midiendo Metilcobalamina
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