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DESCRIPCION
Preparacion duradera de un producto inyectable de melatonina que presenta estabilidad a largo plazo
Campo de la invencion

La presente invencion esta comprendida en el campo de la medicina y la farmacia y se refiere a una composicion
inyectable de melatonina que tiene alta estabilidad. La presente invencién también se refiere al uso de dicha
composicion como medicamento y a su uso en el tratamiento de diversas afecciones, tales como, por ejemplo, la
septicemia.

Estado de la técnica

La melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina) es una neurohormona enddégena producida fisiolégicamente por la
glandula pineal (epifisis cerebral). Su tasa de secrecion sigue un ritmo circadiano ligado al ciclo de luz-oscuridad y
desempefia un papel fundamental en la induccién del suefio. Ademas, se ha hallado que la melatonina desempena
un papel fundamental en la regulacion de la respuesta inflamatoria, ya que actia como un potente eliminador de
radicales libres de oxigeno que se generan, por ejemplo, durante la septicemia y el posterior desarrollo del sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) y el posterior sindrome de disfuncion organica multiple (SDOM), también
conocido como insuficiencia organica multiple; durante infartos de miocardio; en dafo mitocondrial; en
procedimientos de cirugia abdominal; en edema pulmonar; y en insuficiencia renal o hepatica.

Se sabe que activa las rutas de las enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation
reductasa) (Reiter et al. 1995. J Pineal Res 18:1-11), regula la homeostasis mitocondrial (Acuia-Castroviejo et al.
2011. Curr Top Med Chem 11:221-240), reduce el numero total de leucocitos polimorfonucleares circulantes y los
niveles en suero de malondialdehido (Gitto et al., 2004. J Pediatr Surg 39: 184), modula los monocitos, las NK y la
produccion de citocinas e inhibe la apoptosis (Mundigler et al., 2002. Crit Care Med 30:536-40; Carrillo-Vico et al.
2005. J. Pineal Res 39:400-408), y reduce los niveles de citocinas proinflamatorias y el dafio oxidativo en pacientes
con distrofia muscular de Duchenne (Chahbouni et al. 2010, J Pineal Res 48:282-289), entre otras funciones.
También se ha hallado que en pacientes criticos con septicemia hay una alteracion en el ritmo circadiano de la
melatonina, mientras que la secrecion enddégena de melatonina se conserva en pacientes sin septicemia (Mundigler
et al., 2002. Crit Care Med 30:536-40).

Su utilidad terapéutica se ha demostrado en diferentes patologias (Sanchez-Barcelo et al. 2010, Curr Med Chem
17:2070-2095), donde por regla general muestra una falta de toxicidad después de su administracion (Acufia-
Castroviejo et al. 2014. Cell Mol Life Sci DOI: 10.1007/s00018-014-1579-2). Por tanto, se ha usado con éxito en el
tratamiento de la epilepsia (Molina-Carballo et al., 1997. J Pineal Res 23:97-105), como regulador del ciclo suefio-
vigilia en general (Burke et al. 2013. Sleep 36:1617-1624) y en pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos (Mohan y Brunner, 2005. Acta Anesthesiol Scand 49:1397). Su uso intravenoso en recién nacidos con
septicemia provocd una disminucién significativa de la mortalidad sin efectos secundarios (Gitto et al., 2004. J
PediatrSurg 39: 184). En este caso, la melatonina se administré por via intravenosa usando una composicion en
etanol:agua (1:50). También se ha demostrado que tiene un efecto cardioprotector después de un infarto agudo de
miocardio (Kucukakin et al., 2008. J Pineal Res 44:426-31). Se ha demostrado su capacidad para reducir la
respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo inducido por procedimientos agresivos durante la cirugia, asi como su
seguridad, eficacia y ausencia de efectos secundarios cuando se administra por via intravenosa en diferentes dosis
(Kucukakin et al., 2009. J Surg Res 152:338-347; Naguib et al., 2001. British J Anaesth 90:504-507). En esta ultima
referencia, el portador usado para administrar melatonina es una mezcla 2:1:1 de agua, propilenglicol (PPG) y 1-
metil-2-pirrolidona (NMP). Sin embargo, 40 NMP, un disolvente ampliamente usado, parece esencial en este caso
para solubilizar la melatonina insoluble en agua. Sin embargo, el uso de NMP como portador farmacéutico plantea
actualmente problemas debido a su toxicidad para la reproduccion.

Por tanto, en vista de los resultados y de las evidencias cientificas sobre el efecto, la eficacia y la seguridad de la
administraciéon de melatonina, es necesario producir composiciones de melatonina mejoradas que presenten
estabilidad a largo plazo y, por tanto, permitan su almacenamiento.

En este sentido, la solicitud de patente internacional WO2012/156565 divulga una composicion acuosa de
melatonina “estable” que comprende 10 mg/ml de propilenglicol. Esta composicion acuosa es estable durante
3 meses después de su preparacion, pero 6 meses después de su preparacion se observan las siguientes
caracteristicas:

- La preparacion a temperatura ambiente, tanto esterilizada en autoclave como no esterilizada en autoclave,
tiene un aspecto amarillento, que probablemente se produce como resultado de la oxidacion de la
melatonina.

- La preparacion a 4 °C, tanto esterilizada en autoclave como no esterilizada en autoclave, cristaliza y no se
resuspende completamente cuando esta a temperatura ambiente.
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- La preparacion a -20 °C, tanto esterilizada en autoclave como no esterilizada en autoclave, es turbia y esta
turbidez no se elimina con éxito cuando la preparacion se lleva hasta temperatura ambiente.

Por tanto, las preparaciones de este tipo no permiten periodos de almacenamiento superiores a 3 meses dada su
escasa estabilidad a largo plazo en todas las condiciones de almacenamiento descritas en la solicitud de patente
W02012/156565. Por este motivo, todavia se requiere la produccion de composiciones de melatonina mejoradas
que presenten estabilidad a largo plazo y, por tanto, permitan un almacenamiento superior a 3 meses.

Breve descripcion de la invencion

Los autores de la presente invencion han desarrollado una composicién acuosa de melatonina que presenta una
sorprendente estabilidad a largo plazo y permite altas concentraciones de dicho principio activo insoluble en agua.
Las propiedades de dicha composicion la hacen util como producto inyectable, por ejemplo, para la administracion
intravenosa de la misma.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéuticamente aceptable en forma de
una disolucién inyectable que comprende agua o una solucion salina, propilenglicol, polietilenglicol y melatonina o un
derivado, una sal, un profarmaco o un solvato de la misma, en la que la melatonina esta a una concentracion de
entre 0,1 y 30 gramos por cada 100 ml de disolucion total (p/v), en la que la proporcién de propilenglicol esta
comprendida entre 5 y 50 gramos por cada 100 ml de disolucién total (p/v), en la que la proporcion de polietilenglicol
esta comprendida entre 5 y 50 gramos por cada 100 ml de la disolucién total (p/v), y en la que el derivado de
melatonina se define segun la formula (1),

Foérmula |

en la que:
- nesun numero entero seleccionado del grupo que consiste en 1, 2, 3y 4;
- R1y Rs3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en alquilo C4-C4 lineal o ramificado; y

- R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C4-Cs4 lineal o ramificado, -C(=0)O-Ra y
-C(=0)-N(H)-Ra, en la que Ra es un grupo alquilo C+-C4 lineal o ramificado.

Para llevar a cabo la presente invencién puede usarse cualquier polietilenglicol (a continuacion en el presente
documento, PEG) adecuado para su uso en una formulacion inyectable por via intramuscular, subcutanea o
intravenosa. El PEG tendra preferiblemente un peso molecular de entre 200 y 600 unidades de masa atomica (uma),
y mas preferiblemente de 400 uma (PEG 400).

El PEG (polietilenglicol) es un poliéter muy usado en la industria y se expresa con la siguiente férmula general:
HO-(CH2-CH2-O-)n-H.

También se le conoce con el nombre de “Macrogol”, por lo que el PEG400 también puede describirse como
Macrogol 400, y se encuentra como componente en la industria farmacéutica en gotas, disoluciones inyectables,
lagrimas artificiales, capsulas de gelatina, etc.

Las diferencias de peso molecular entre los distintos tipos de PEG hacen que ademas de dar un “apellido” al tipo de
polietilenglicol, tengan diferente presentacion y afinidad por el agua. Por ejemplo, el PEG 400 es un liquido viscoso
incoloro con una alta higroscopicidad cercana a la del PG, mientras que el PEG 6000 es una sustancia sélida con
una apariencia cerosa y baja higroscopicidad.

Todos tienen baja toxicidad, por ejemplo, la DL50 de PEG400 es de aproximadamente 30 g/kg (administracion oral
en ratas). Si se extrapolan los resultados, para una persona que pese 70 kg, la dosis téxica seria de 2100 g. Estas
caracteristicas hacen que el PEG o Macrogol sea ideal para su uso como material base para la disolucion de la
presente invencion.
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Un segundo aspecto de la invencion se refiere al uso de la composicion descrita en el primer aspecto de la invenciéon
en la produccién de un medicamento. Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a
los compuestos, a las composiciones farmacéuticas y a los medicamentos de la presente invencion para su uso en
un método para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a la composicion descrita en el primer aspecto de la invencion para su
uso como medicamento o para su uso en terapia.

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere al uso de la composicion descrita en el primer aspecto de la invencion
en la produccion de un medicamento util en sujetos humanos para el tratamiento de la regulacion del ritmo
circadiano, la regulacion de la respuesta inflamatoria, el tratamiento del sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS), el tratamiento del sindrome de disfuncion organica multiple (SDOM), el tratamiento de la
septicemia en recién nacidos y nifios; el tratamiento de la septicemia en adultos, el tratamiento de infartos de
miocardio, el tratamiento del dafio mitocondrial, el tratamiento del edema pulmonar, el tratamiento de la insuficiencia
renal o hepatica o el tratamiento de una situacion de estrés oxidativo generada durante la cirugia, y particularmente
durante la cirugia abdominal.

Un aspecto alternativo con respecto al cuarto aspecto de la invencion se refiere a la composicidon descrita en el
primer aspecto de la invencién para el tratamiento en un sujeto humano de la regulacién del ritmo circadiano, la
regulacion de la respuesta inflamatoria, el tratamiento del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), el
tratamiento del sindrome de disfunciéon organica multiple (SDOM), el tratamiento de la septicemia en recién nacidos
y nifios; el tratamiento de la septicemia en adultos, el tratamiento de infartos de miocardio, el tratamiento del dafio
mitocondrial, el tratamiento del edema pulmonar, el tratamiento de la insuficiencia renal o hepatica o el tratamiento
de una situacion de estrés oxidativo generada durante la cirugia, y particularmente durante la cirugia abdominal.

En el contexto de la presente invencion, se considera humano adulto a un paciente que tiene 18 afos o mas.
Generalmente se considera recién nacido a un paciente entre 0 y 27 dias, bebé entre 28 dias y 23 meses, nifio
desde los 24 meses hasta los 11 afios y adolescente desde los 12 hasta los 17 afios. Aunque existe una correlacion
entre peso y dosis, dicha correlacion no siempre es lineal y debe identificarse para cada grupo de pacientes.

Las composiciones de la invencién (véanse las composiciones del primer aspecto de la invencion) se preparan
usando métodos convencionales tales como los descritos o a los que se hace referencia en las farmacopeas
espafiola y estadounidense y textos de referencia similares.

Un quinto aspecto se refiere a la preparacion de la composicién de la invenciéon, que comprende mezclar agua,
propilenglicol, polietilenglicol y melatonina o un derivado, una sal, un profarmaco o un solvato de la misma, sus
sales, profarmacos, derivados o solvatos.

Descripcion detallada de la invencion

Los autores han descubierto que el propilenglicol (PPG) solo sin complementarse con el uso de codisolventes,
muchos de los cuales son potencialmente téxicos, tales como etanol o NMP, es eficaz para solubilizar la melatonina;
sin embargo, el PPG solo no permite la produccién de composiciones de melatonina que presenten estabilidad a
largo plazo. En ese sentido, los autores de la presente invencion han descubierto cémo sorprendentemente el PPG
complementado con polietilenglicol permite no sélo solubilizar la melatonina sino también producir composiciones
que presentan estabilidad a largo plazo.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéuticamente aceptable en forma de
una disolucién inyectable que comprende agua o una solucion salina, propilenglicol, polietilenglicol y melatonina o un
derivado, una sal, un profarmaco o un solvato de la misma, en la que la melatonina esta a una concentracion de
entre 0,1 y 30 gramos por cada 100 ml de disolucion total (p/v), en la que la proporcién de propilenglicol esta
comprendida entre 5 y 50 gramos por cada 100 ml de disolucién total (p/v), en la que la proporcion de polietilenglicol
esta comprendida entre 5 y 50 gramos por cada 100 ml de la disolucién total (p/v), y en la que el derivado de
melatonina se define segun la formula (1),
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en la que:
- nesun numero entero seleccionado del grupo que consiste en 1, 2, 3y 4;
- R1y Rs3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en alquilo C4-C4 lineal o ramificado; y

- R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C4-Cs4 lineal o ramificado, -C(=0)O-Ra y
-C(=0)-N(H)-Ra, en la que Ra es un grupo alquilo C+-C4 lineal o ramificado.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencioén, la composicién esta liofilizada y comprende una
proporcion adecuada de cada uno de los siguientes componentes: propilenglicol, polietilenglicol y melatonina o un
derivado, una sal, un profarmaco o un solvato de la misma, con el fin de poder obtener, una vez rehidratada,
cualquiera de las composiciones inyectables definidas en el primer aspecto de la invencion.

Segun una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la composicidon o disolucion inyectable
comprende:

- entre 5y 50 gramos por cada 100 ml de la disolucién total (p/v) de propilenglicol, preferiblemente entre 10 y
30 gramos por cada 100 ml de la disolucién total (p/v), mas preferiblemente aproximadamente 20 gramos
por cada 100 ml de la disolucién total (p/v);

- entre 5y 50 gramos por cada 100 ml de la disolucion total (p/v) de polietilenglicol, preferiblemente entre 20
y 40 gramos por cada 100 ml de la disolucion total (p/v), mas preferiblemente aproximadamente 30 gramos
por cada 100 ml de la disolucién total (p/v);

- entre 0,1y 30 gramos por cada 100 ml de la disolucion total (p/v) de melatonina, preferiblemente entre 0,3 y
30 gramos por cada 100 ml de la disolucién total (p/v), mas preferiblemente entre 0,3 y 20 gramos por cada
100 ml de la disolucion total (p/v), mas preferiblemente entre 0,3 y 10 gramos por cada 100 ml de la
disolucién total (p/v), mas preferiblemente entre 0,3 y 2 gramos por cada 100 ml de la disolucion total (p/v),
mas preferiblemente entre 0,3 y 1 gramo por cada 100 ml de la disolucion total (p/v), mas preferiblemente
entre 0,3 y 0,8 gramos por cada 100 ml de la disoluciéon total (p/v) e incluso mas preferiblemente
aproximadamente 0,6 g/100 ml de la disolucién total; y

- una cantidad suficiente de agua o solucién salina.

Por tanto, la composicion descrita en el primer aspecto de la invenciéon permite cargas sorprendentemente altas de
melatonina y al mismo tiempo es estable, ya que se encontré que a concentraciones relativamente bajas de
propilenglicol (PPG) usado en la presente invencion, la melatonina se solubiliza significativamente, reduciendo asi el
riesgo de irritacion o dolor que puede presentarse como efecto secundario con la administracién de PPG a altas
concentraciones. Por tanto, es posible administrar dosis elevadas de melatonina sin administrar al mismo tiempo
grandes cantidades de propilenglicol, que puede tener efectos toxicos a dosis muy elevadas, y en cualquier caso
reduciendo el riesgo de efectos secundarios.

La composicion del primer aspecto de la invencién también puede comprender otros excipientes farmacéuticamente
aceptables. Segun la definicién de la EMEA, se considera excipiente cualquier componente de la composicién que
no sea un principio activo. Los ejemplos de excipientes que pueden usarse en la composicion inyectable de la
composicion incluyen conservantes antimicrobianos, tales como metilparabeno, propilparabeno; antioxidantes, tales
como metabisulfito de sodio, galato de propilo; agentes estabilizantes y de suspensién, tales como celulosas
solubles o hinchables modificadas, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio (Aquasorb, Blanose, Nymcel);
agentes de tonicidad, tales como cloruro de sodio; o solubilizadores, tales como propilenglicol o polietilenglicoles.
Estos excipientes deben estar dentro de los limites de la definicion de la invencion.

Segun la presente invencién, una composicién o un componente de la misma “farmacéuticamente aceptable” indica
que son fisioldgicamente tolerables y la administracion de los mismos conlleva un bajo riesgo de alergias, efectos
secundarios, acontecimientos adversos u otras reacciones similares, tales como trastornos gastricos, mareos y
similares, cuando se administran a un ser humano. Preferiblemente, tal como se usa en el presente documento, la
expresion “farmacéuticamente aceptable” significa que ha sido aprobado por una agencia reguladora del gobierno
estatal o federal o que esta incluido en la farmacopea estadounidense u otra farmacopea generalmente reconocida
para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. Por tanto, la composicion de la invencion esta
libre de pirdgenos.

La composicién de la invencion incluye melatonina, asi como un derivado, una sal, un profarmaco o un solvato de la
misma. Por ejemplo, las sales farmacéuticamente aceptables se sintetizan a partir de melatonina mediante métodos
quimicos convencionales, generalmente haciéndola reaccionar con un acido adecuado en agua o en un disolvente
organico o en una mezcla de ambos. Generalmente se prefieren medios no acuosos tales como éter, acetato de
etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Los ejemplos de sales de adicidon de acido incluyen sales de adiciéon de
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acidos minerales tales como, por ejemplo, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, sulfato, nitrato, fosfato, y sales de
adicion de acidos organicos tales como, por ejemplo, acetato, maleato, fumarato, citrato, oxalato, succinato, tartrato,
malato, mandelato, metanosulfonato y p-toluenosulfonato.

Tal como se usa en esta solicitud, el término “profarmaco” se define en el presente documento como un compuesto
quimico que ha experimentado una derivatizacion quimica, tal como una sustitucion o adicién de un grupo quimico
adicional para cambiar (para uso farmacéutico) cualquiera de sus propiedades fisicoquimicas, tales como la
solubilidad o la biodisponibilidad, por ejemplo, derivados de éster, éter o amida de un compuesto activo que
proporcionan el compuesto activo en si después de la administracion a un sujeto. Los expertos en la técnica
conocen ejemplos de métodos bien conocidos para la produccion de un profarmaco de un compuesto activo
determinado y dichos métodos pueden encontrarse, por ejemplo, en Krogsgaard-Larsen et al., Textbook of Drug
Design and Discovery, Taylor & Francis (abril de 2002).

Los profarmacos particularmente preferidos son aquellos que aumentan la biodisponibilidad de los compuestos de
esta invencién cuando tales compuestos se administran a un paciente (por ejemplo, permitiendo que un compuesto
administrado por via oral se absorba mas facilmente en la sangre) o que mejoran la liberacidon del compuesto original
a un compartimento biolégico (por ejemplo, el cerebro o el sistema linfatico) con respecto a la especie original.

Segun esta invencién, el término “solvato” debe entenderse como cualquier forma de melatonina segun la invencién
que tenga otra molécula (muy probablemente un disolvente polar) unida mediante un enlace no covalente. Los
ejemplos de tales solvatos incluyen hidratos y alcoholatos, por ejemplo, metanolatos. La preparacién de sales,
solvatos y profarmacos puede llevarse a cabo mediante métodos conocidos en la técnica. Cabe sefalar que las
sales, los solvatos o los profarmacos no farmacéuticamente aceptables también estan dentro del alcance de la
invencion ya que pueden ser utiles en la preparacion de sales, solvatos o profarmacos farmacéuticamente
aceptables.

En el estado de la técnica se conocen diversos derivados de melatonina que también se incluyen en la presente
invencion. Segun una realizacién particular, el derivado de melatonina se define segun la formula (1), una sal, un
profarmaco o un solvato del mismo.

en la que,
n es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 1, 2, 3y 4;
R1y R3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en alquilo C1-C4 lineal o ramificado; y

R2 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C4-C4 lineal o ramificado, -C(=0)O-Ra y -C(=0)-N(H)-
Ra, en la que Ra es un grupo alquilo C1-C4 lineal o ramificado.

En una realizacion particular, la composicion de la invencion es inyectable por via intravenosa. Un aspecto particular
incluye la presencia de un segundo medicamento en la composiciéon de la invencién. Dicho segundo medicamento
puede formar parte de la composicion o puede proporcionarse como una composicion separada para la
administracion al mismo tiempo o en diferentes momentos.

Generalmente, una “cantidad terapéuticamente eficaz” de la composicion de la invencion y, por tanto, de la
melatonina, dependera de diversos factores, tales como la gravedad del trastorno que esta tratandose, el sexo, la
edad o el peso del paciente, entre muchos otros. Por ejemplo, la composicion de la invencion puede administrarse
en el intervalo de 0,1 a 1000 mg/kg/dia una o mas veces al dia con dosificaciones diarias totales convencionales.

La presente invencion se refiere al uso de melatonina, sus sales, profarmacos, derivados o solvatos en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento en humanos o animales de procesos tales como la septicemia,
para el tratamiento del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) o para el tratamiento del sindrome de
disfuncion organica multiple (SDOM), el tratamiento de infartos de miocardio, el tratamiento del dafio mitocondrial, el
tratamiento del edema pulmonar, el tratamiento de la insuficiencia renal o hepatica o el tratamiento de una situacion
de estrés oxidativo inducida por cirugia. En una realizacion particular, dicho uso implica la administracion de entre 5
y 1.000 mg, entre 5y 700 mg, entre 5y 600 mg o entre 5 y 300 mg de melatonina cada 24 horas. En otra realizaciéon
particular, la cantidad de melatonina administrada a un paciente estd comprendida entre 30 y 90 mg cada 4 horas,
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preferiblemente entre 40 y 70. En una realizacion particular, se administran al paciente entre 55 y 75 mg de
melatonina cada 24 horas. En general y segun el célculo de la dosis equivalente humana (Reagan-Shaw et al. 2007.
Faseb J 22:659-661), las dosis minimas de melatonina oscilarian entre 50 y 500 mg/dia (Venegas et al. 2012. J.
Pineal Res 52:217-227).

En otra realizacion preferida de la invencion, dicho uso implica la administracion de al menos 300 mg,
preferiblemente al menos 400 mg e incluso mas preferiblemente al menos 500 mg de melatonina cada 24 horas. En
esta realizacion preferida de la invencion, dicho uso se refiere preferiblemente al tratamiento de la septicemia.

En una realizacion particular, la administracién se realiza mediante perfusiéon. En otra realizacion, la melatonina, sus
sales, profarmacos, derivados o solvatos se administran 1, 2, 3, 4, 5 6 6 veces o mas al dia hasta alcanzar la dosis
diaria total requerida. El periodo de tratamiento puede variar segun la evolucién del paciente, y suele durar entre 1y
30 dias.

En una realizacion particular, dicha septicemia en adultos es una septicemia grave. El SRIS es una respuesta
inflamatoria generalizada de una variedad de lesiones clinicas graves. Segun la definicion acordada por el Colegio
Americano de Médicos del Toérax/Sociedad de Medicina de Cuidados Criticos, este sindrome se reconoce
clinicamente por la presencia de dos o0 mas de los siguientes sintomas (i) a (iv):

(i) Temperatura >38 °C o0 <36 °C.
(ii) Frecuencia cardiaca >90 latidos/min.
(iii) Frecuencia respiratoria >20 respiraciones/min o PaCOz <32 mmHg.

(iv) Recuento de globulos blancos >12.000 células/mm?®, <4.000 células/mm® o >10 % de las formas
inmaduras (bandas).

La septicemia corresponde al SRIS debido a un foco claro de infeccion. Su diagnédstico requiere dos o mas criterios
de SRIS y la presencia de un cuadro clinico claro de infeccion o estudios microbiologicos (presencia de
microorganismos patégenos en liquidos normalmente estériles, mas de 100.000 UFC/ml en orina o en cultivos
cuantitativos de secreciones bronquiales). Ademas, la septicemia se considera grave cuando se asocia con
disfuncion organica, hipoperfusion o hipotension (< 90 mm Hg de presién arterial sistélica). Las manifestaciones de
hipoperfusion pueden incluir, pero no se limitan a, acidosis lactica (acido lactico > 3 mmol/l), oliguria (diuresis 50 < 30
mi/h durante 3 horas o 700 ml en 24 horas), coagulopatia (prolongacién del tiempo de protrombina) o
trombocitopenia inferior a 100.000/ml) o un cambio agudo en el estado mental (agitacion, obnubilacion).

El término “tratamiento” o “tratar” en el contexto de este documento se refiere a la administracion de un compuesto o
una formulacién segun la invencion para prevenir, mejorar o erradicar la enfermedad o uno o mas sintomas
asociados con dicha enfermedad. “Tratamiento” abarca también la prevencién, mejora o erradicacion de las
secuelas fisiologicas de la enfermedad.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, no se pretende que el término “comprende” y variantes del mismo
excluyan otras caracteristicas técnicas, complementos, componentes o etapas. Para los expertos en la técnica, otros
objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se deduciran en parte a partir de la descripcion y en parte a partir
de la puesta en practica de la invencion.

Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion de la presente invencion.

Ejemplos

La invencién se ilustrara a continuacion mediante pruebas realizadas por los inventores, mostrando claramente la
estabilidad y eficacia de la composicion de la invencion.

Ejemplo 1. Preparacion de la composicion de la invencion

Se preparé la melatonina para la disolucién inyectable a una concentracion de 6 mg/ml en aproximadamente el 20 %
de propilenglicol y aproximadamente el 30 % de polietilenglicol y con agua libre de pirégenos en una cantidad
suficiente (API).

Tabla 1. Composicion cualitativa y cuantitativa de la composicion sometida a prueba

Componente Composicion (por ml) Funcion

Melatonina 6,0 mg Principio activo
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Propilenglicol 200,0 mg Excipiente
Polietilenglicol (Macrogol) 300,0 mg Excipiente
Agua para productos inyectables Cantidad suficiente 1 ml Disolvente

El material usado para envasar la composicion descrita en la tabla 1 fueron ampollas de vidrio tipo | (EP)
previamente esterilizadas en un horno.

Ejemplo 2. Pruebas de estabilidad

2.1. Principios generales

El presente estudio es un estudio de estabilidad del producto especificado en la tabla 1 después de la preparacion y
durante un periodo de 6 meses. Para ello se usaron tres bafios de tamafio industrial que comprendian, cada uno,
1.000 ampollas del producto especificado en la tabla 1.

2.2 Resultados de la prueba de estabilidad

Tabla 2: Datos de estabilidad a largo plazo que contienen la disolucion que comprende 6 mg/ml descrita en la tabla
1.

Disolucién que comprende 6 mg/ml de melatonina para inyeccion en ampollas.

Tamainio del lote: 1.000 ampollas Tipo de bafio: Lote reducido

Fecha de fabricacion: 27/02/2013 Envase del producto una vez cerrado:
Ampollas de vidrio tipo | que contienen

Condiciones de prueba: Temperatura 25 °C+/- 2 °C . R
una disolucion incolora, transparente y

Humedad relativa 60 % +/- 5 % libre de particulas.
Posicion del producto: correcta
Parametro Especificaciones 0 (03/2013) 3 (06/2013) 6 (06/2013)
técnicas
Aspecto del producto | Ampolla de vidrio que | Cumple con la Cumple con la Cumple con la
contiene una disolucion | especificacion especificacion especificacion
transparente e incolora. técnica técnica técnica

Libre de particulas.

Identificacion de Positiva Positiva Positiva Positiva
melatonina/UV-visible
Determinacion del pH 5,5-7,5 6,6 6,6 6,5
Densidad 1,04-1,08 1,07 1,06 1,06
Volumen extraible Mayor de o igual a 9 ml 9,5 9,4 9,3
Productos de _ o
degradacion <0=15% n.d. n.d. 0,11
individuales <0=0,50 % n.d. n.d. n.d.
desconocidos totales
de 5-metoxitriptamina <0=0,10% n.d. n.d.
TRRO,7
TRR2,0 <0=0,10% 0,01
<0=0,10% 0,08
Contenido de 5,7-6,5 mg/ml 5,96 5,84 5,76
melatonina
Particulas subvisibles | > =10 um: <0 =6.000 115 135 108
particulas/vial
>=25um:<o= 21 25 18
600 particulas/vial
Estanqueidad Ampolla hermética Cumple con la Cumple con la Cumple con la

especificacion especificacion especificacion
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técnica técnica técnica
Endotoxinas <0=235,1 UE/mI <35,1 - -
bacterianas (prueba
LAL)
Prueba de esterilidad Estéril Estéril - -

A partir de la prueba de estabilidad a largo plazo mostrada, puede concluirse que las ampollas descritas que
contienen la disolucion que comprende 6 mg/ml de melatonina para inyeccion, después de un almacenamiento
durante un periodo de 6 meses, cumplen con las especificaciones técnicas requeridas para un producto que tiene
estas caracteristicas.

Ejemplo 3. Estudio clinico con pacientes sépticos

La composicién de la invencion, la disolucion que comprende 6 mg/ml de melatonina para inyeccién en ampollas
descrita en el ejemplo 1, a continuacion en el presente documento “producto inyectable de melatonina”, se usé en un
estudio clinico con 14 pacientes sépticos después de una cirugia abdominal distribuidos aleatoriamente en 2 grupos
de estudio (A y B). El grupo A corresponde a los pacientes que, ademas del tratamiento convencional, recibieron el
producto inyectable de melatonina a una dosis de 60 mg/dia durante 5 dias, tomandose muestras de sangre
diariamente para realizar sucesivas determinaciones analiticas. El grupo de tratamiento B recibié tratamiento
convencional y placebo, siendo este ultimo el mismo vial con los mismos excipientes pero sin el principio activo
melatonina; también se obtienen muestras de sangre diarias de cada paciente de este grupo para realizar sucesivas
determinaciones analiticas. Las muestras de sangre se denominan T0, T1, T2, T3, T4y T5.

De estas muestras se analizaron los siguientes parametros sanguineos de cada uno de los pacientes participantes:
numero de leucocitos, numero de gldbulos rojos, hemoglobina, hematocrito, porcentaje de neutréfilos, porcentaje de
linfocitos y numero de plaquetas. Los parametros bioquimicos determinados en cada paciente participante en el
estudio fueron: transaminasas (GOT y GPT), gamma-glutamil transferasa, creatinina, urea, fosfatasa alcalina (ALP) y
deshidrogenasa lactica (LDH).

Justificacion de las determinaciones realizadas

Los parametros sanguineos que comprenden el numero de leucocitos, neutréfilos y linfocitos, asi como el numero de
plaquetas, son parametros indicativos de un estado séptico. En este sentido, se sabe que la septicemia provoca una
disminucion del porcentaje de linfocitos.

Los parametros bioquimicos determinados estan relacionados con la funcién hepatica, tales como:

- Glutamato oxalacetato transaminasa o aspartato aminotransferasa (GOT/AST): enzima perteneciente al
grupo de las transaminasas que, mediante la transferencia de grupos amino, cataliza la conversién de
aminoacidos en los correspondientes o-oxoacidos y viceversa. Se encuentra en el citoplasma y las
mitocondrias. Es muy especifica de una enfermedad hepatica.

- Glutamato piruvato transaminasa o alanina aminotransferasa (GPT/ALT): enzima que también pertenece al
grupo de las transaminasas y que, mediante la transferencia de grupos amino, cataliza la conversion de
aminoacidos en los correspondientes a-oxoacidos y viceversa. Su mayor nivel de actividad se encuentra en
el higado.

- Gamma-glutamil transferasa (GGT): contribuye al diagndstico y control de enfermedades hepatobiliares. La
actividad enzimatica de la GGT a menudo es el Unico parametro que aumenta respecto a enfermedades de
este tipo y es muy sensible.

- Fosfatasa alcalina (ALP/FA): en el suero humano existen cuatro genotipos estructurales: el tipo higado-
hueso-rifidn, el tipo intestinal, el tipo placentario y la variante de células madre. Esta enzima se encuentra
en los osteoblastos, los hepatocitos, los rifiones, el bazo, la placenta, la prostata, los leucocitos y el
intestino delgado. De particular importancia es el tipo higado-hueso-rifién.

En relacion con la funcion renal, se han determinado los siguientes parametros:

- La creatinina es una molécula de desecho que se genera a partir del metabolismo muscular. La creatinina
proviene de la creatina, una molécula muy importante para la produccion de energia en los musculos.
Aproximadamente el 2 % de la creatina del cuerpo se convierte en creatinina todos los dias. La creatinina
se transporta desde los musculos hasta el rifidn a través de la sangre. Los rifiones filtran la mayor parte de
la creatinina y la eliminan por la orina. La determinacion de la creatinina en suero es una prueba que indica
con bastante fiabilidad el estado de la funcién renal.
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- Urea, cuya determinacion es la prueba mas ampliamente usada para evaluar la funcion renal. La urea es el
producto final del metabolismo de proteinas y aminoacidos. En la degradacion de proteinas, las proteinas
se descomponen en aminoacidos y se desaminan. Con el amoniaco que se forma se sintetiza urea en el
higado. Esta es la ruta mas importante en el cuerpo humano para la degradacion del exceso de nitrégeno.

Para detectar lesiones en tejidos tales como el higado, se ha determinado la enzima lactato deshidrogenasa
(también denominada “acido lactico deshidrogenasa” (LDH)), una enzima que se encuentra practicamente en todos
los tejidos del cuerpo humano. Desempefia un papel importante en la respiracion celular (el proceso en el que la
glucosa proveniente de los alimentos se convierte en energia que las células pueden usar).

Incluso si la LDH es abundante en las células de los tejidos, los niveles en sangre son generalmente bajos. Sin
embargo, cuando los tejidos se dafian debido a una lesion o enfermedad, liberan mas LDH al torrente circulatorio.
Las condiciones que habitualmente provocan este aumento de la cantidad de LDH en el torrente circulatorio son las
siguientes: hepatopatias, infartos, anemia, traumatismos musculares, fracturas 6seas, cancer, infecciones tales
como meningitis, encefalitis o VIH.

Resultados y discusion

Los datos del estudio han sido analizados estadisticamente por un estadistico independiente y se obtienen los
siguientes resultados:

e Leucocitos: los resultados muestran una disminucion en los niveles de leucocitos tanto en el grupo A como
en el grupo B; aunque los valores de leucocitos disminuyen en promedio en ambos grupos, las diferencias
no son estadisticamente significativas.

e (Glbbulos rojos: aunque los valores de gldbulos rojos disminuyen en promedio en ambos grupos, las
diferencias no son estadisticamente significativas.

e Hemoglobina: aunque los valores de hemoglobina disminuyen en promedio en ambos grupos, las
diferencias no son estadisticamente significativas.

e Hematocrito: aunque los valores de hematocrito disminuyen en promedio en ambos grupos, las diferencias
no son estadisticamente significativas.

e Plaquetas: aunque los valores de plaquetas aumentan en promedio en ambos grupos, las diferencias no
son estadisticamente significativas.

e Linfocitos: existen diferencias significativas entre los grupos (p=0,015), es decir, el promedio de linfocitos es
mayor en el grupo A (tratado con el producto inyectable de melatonina) que en el grupo B (placebo),
independientemente del tiempo (las diferencias son las mismas en todos los momentos medidos). Ademas,
el efecto del tiempo es estadisticamente significativo (p=0,005, ya que no se cumple la esfericidad), lo que
significa que el aumento de los niveles de linfocitos es diferente en los distintos momentos medidos en el
tiempo. Especificamente las diferencias se deben a los tiempos 4 y 5 respecto al tiempo inicial.

e Neutrofilos: al igual que en el caso de los linfocitos, existen diferencias significativas entre los grupos de
estudio (p=0,007), es decir, el promedio de neutréfilos es mayor en el grupo B (placebo) que en el grupo A
(melatonina), independientemente del tiempo (las diferencias son las mismas en todos los momentos
medidos). Las diferencias en el tiempo son estadisticamente significativas (p=0,042, ya que no se cumple la
esfericidad). Practicamente puede decirse que, a partir del momento 3, la disminucion empieza a ser
significativa en el grupo A (melatonina).

e GOT: si bien los niveles iniciales de GOT son mayores en los pacientes sometidos a tratamiento (grupo A),
las diferencias en los valores promedio no son estadisticamente significativas (p=0,633). Tampoco es
significativo el cambio en los diferentes momentos en el tiempo, es decir, los niveles de GOT siguen siendo
practicamente idénticos.

e  GPT: el cambio en los niveles de GPT no es significativo en los diferentes momentos medidos. Los valores
medios tampoco son estadisticamente significativos.

e GGT: el cambio en los niveles de GGT no es significativo en los diferentes momentos medidos. Los valores
medios tampoco son estadisticamente significativos.

e ALP (fosfatasa alcalina): el cambio en la fosfatasa alcalina no es significativo en los diferentes momentos
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medidos. Los valores medios tampoco son estadisticamente significativos.

e Urea: no existen diferencias significativas en los niveles de urea a lo largo del tiempo; siguen siendo
practicamente idénticos en ambos grupos (prueba de Friedman, p=0,205 para el grupo Ay p=0,959 para el
grupo B). Si se comparan los niveles de urea entre los dos grupos en cada momento medido, puede
observarse que los niveles de urea son mas altos en el grupo B (placebo) en todos los momentos medidos
(excepto el ultimo). Las diferencias son estadisticamente significativas.

e Creatinina: no existen diferencias significativas en los niveles de creatinina a lo largo del tiempo; siguen
siendo idénticos en ambos grupos (prueba de Friedman, p=0,122 para el grupo A y p=0,831 para el grupo
B). Si se comparan los niveles de creatinina entre los dos grupos en cada momento medido, puede
observarse que no existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de creatinina entre los
grupos Ay B.

e LDH: no existen diferencias significativas en los niveles de LDH a lo largo del tiempo; siguen siendo
practicamente idénticos en ambos grupos (prueba de Friedman, p=0,355 para el grupo Ay p=0,921 para el
grupo B). Si se comparan los niveles de LDH entre los dos grupos en cada momento medido, puede
observarse que los niveles de LDH son mas altos en el grupo A (melatonina) en todos los momentos
medidos, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas.

Analisis con pruebas no paramétricas:

Si bien se cumple la hipétesis de normalidad de todas las variables a pesar del pequefio tamafio de la muestra, se
usaron pruebas no paramétricas por ser mas robustas y adecuadas cuando las muestras son tan pequefas.

Teniendo esto en cuenta, por un lado se ha comparado por separado la evolucién en el tiempo de los diferentes
parametros de cada grupo mediante la prueba de Friedman para muestras independientes. Para la evolucion en el
tiempo se obtienen diferencias estadisticamente significativas (p<0,10) en los siguientes parametros:

e El nivel de hemoglobina observado en diferentes momentos para el grupo A (p=0,069).

e El nivel de plaquetas observado en diferentes momentos para el grupo A (p=0,056) y B (p=0,069).
e El nivel de linfocitos observado en diferentes momentos para el grupo A (p=0,030) y B (p=0,085).
e El nivel de neutrdfilos observado en diferentes momentos para el grupo A (p=0,070).

e El nivel de GOT observado en diferentes momentos para el grupo A (p=0,013) y B (p=0,077).

e El nivel de GPT observado en diferentes momentos para el grupo B (p=0,004).

El nivel de GGT observado en diferentes momentos para el grupo A (p=0,079).

Ademas, se han comparado las diferencias directas entre los grupos A y B en cada momento de manera
independiente mediante la prueba de Mann-Whitney para muestras independientes, dando los siguientes resultados:

e En el momento T2, existen diferencias entre Ay B en los niveles de globulos rojos (p=0,026), hemoglobina
(p=0,038) y hematocrito (p=0,053).

e En todo momento existen diferencias en los niveles de linfocitos.
e Existen diferencias en los niveles de neutréfilos entre Ay B en T2 (p=0,007) y T3 (p=0,011).

e Existen diferencias en los niveles de GPT entre Ay B en T5 (p=0,038).
Conclusiones

El tratamiento con el producto inyectable de melatonina en pacientes sépticos del grupo A que reciben el producto
inyectable muestra un aumento progresivo del porcentaje de linfocitos. Este aumento es estadisticamente
significativo. Estos pacientes también muestran una disminucion estadisticamente significativa en el porcentaje de
neutrofilos. Tanto el aumento de linfocitos como la disminucién de neutrdéfilos se producen en todos los momentos
del estudio, alcanzando niveles cercanos a los valores normales en individuos sanos al final del periodo de estudio.
Esta situacion conlleva una recuperacion inmunoldgica en los pacientes que reciben tratamiento con el producto
inyectable de melatonina, ya que se consigue el equilibrio entre linfocitos y neutréfilos en los pacientes que reciben
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tratamiento con el producto inyectable.

Ademas, el tratamiento con el producto inyectable de melatonina no implica ningun dafio hepatico o renal en
pacientes que reciben tratamiento con el producto inyectable.

° Detalles del andlisis estadistico
A continuaciéon se proporcionan los detalles del andlisis realizado sobre los parametros medidos en todos los
momentos (TO, ..., T5) del estudio.
1 Leucocitos
Grupo Media Desviacion estandar N
Leucocitos 10_3 ml TO A 14,7329 9,09637
B 19,2857 7,82250 7
Total 17,0093 8,48601 14
Leucocitos 10_3 mI T1 A 14,4200 9,59540
B 19,0529 8,86479 7
Total 16,7364 9,19473 14
Leucocitos 10_3 ml T2 A 11,6614 4,49294
B 16,6786 5,94305 7
Total 14,1700 5,69169 14
Leucocitos 10_3 mI T3 A 10,1457 4,71706
B 15,5086 5,02559 7
Total 12,8271 5,44697 14
Leucocitos 10_3 ml T4 A 11,9529 8,60995
B 15,4971 3,56829 7
Total 13,7250 6,59341 14
Leucocitos 10_3 mI T5 A 12,1114 6,91874
B 12,8900 2,85623 7
Total 12,5007 5,10116 14

Aunque los valores de leucocitos disminuyen en promedio en ambos grupos, las diferencias no son estadisticamente
15 significativas.

Globulos rojos

Grupo Media Desviacion estandar N

Glébulos rojos 10_3 ml TO A 4,1243 0,83320 7

B 3,4043 1,06878

Total 3,7643 0,99358 14
Globulos rojos 10_3 ml T1 A 3,8457 0,62612 7

B 3,7671 0,74904

Total 3,8064 0,66449 14
Glébulos rojos 10_3 ml T2 A 3,8100 0,32655 7

B 3,1486 0,64300

Total 3,4793 0,59818 14
Glébulos rojos 10_3 ml T3 A 3,6071 0,31700

B 3,2843 0,49315 7
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Total 3,4457 0,43207 14
Gldbulos rojos 10_3 ml T4 A 3,6371 0,52506 7
B 3,4357 0,56151 7
Total 3,5364 0,53262 14
Globulos rojos 10_3 mI T5 A 3,6900 0,52173 7
B 3,2643 0,66795 7
Total 3,4771 0,61672 14

Aunque los valores de globulos rojos disminuyen en promedio en ambos grupos, las

estadisticamente significativas.

5 Hemoglobina

diferencias no son

Grupo Media Desviacion estandar N
Hemoglobina 10_3 mI TO A 12,0714 2,59597
B 10,1143 2,72484 7
Total 11,0929 2,75107 14
Hemoglobina 10_3 mI T1 A 11,0857 1,94202
B 11,3143 1,88275 7
Total 11,2000 1,84140 14
Hemoglobina 10_3 ml T2 A 11,0571 0,85021 7
B 9,4143 1,63649 7
Total 10,2357 1,51536 14
Hemoglobina 10_3 mI T3 A 10,6429 1,01301 7
B 9,8143 1,15243 7
Total 10,2286 1,12758 14
Hemoglobina 10_3 ml T4 A 10,6143 1,37408 7
B 10,1429 1,28693 7
Total 10,3786 1,30217 14
Hemoglobina 10_3 mI T5 A 10,7286 1,52065 7
B 9,5143 1,54103 7
Total 10,1214 1,60009 14

Aunque los valores de hemoglobina
estadisticamente significativas.

disminuyen en promedio en ambos grupos, las

diferencias no son

10
Hematocrito
Grupo Media Desviacion estandar N
Hematocrito (%) TO A 34,2857 7,21097
B 29,4714 8,19445 7
Total 31,8786 7,82503 14
Hematocrito (%) T1 A 32,1143 5,31583
B 32,9571 5,82662 7
Total 32,5357 5,37610 14
Hematocrito (%) T2 A 31,9714 2,38447
B 27,6143 5,00447 7

13
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Total 29,7929 4,39256 14
Hematocrito (%) T3 A 30,3857 2,65796 7
B 28,7143 3,62971 7
Total 29,5500 3,17702 14
Hematocrito (%) T4 A 30,6571 4,25435 7
B 30,0571 3,99452 7
Total 30,3571 3,97680 14
Hematocrito (%) T5 A 31,1143 4,22588 7
B 28,5714 5,12826 7
Total 29,8429 4,70331 14

Aunque los valores de hematocrito disminuyen en promedio en ambos grupos,
estadisticamente significativas.

Plaquetas

las diferencias no son

Grupo Media Desviacion estandar N
Plaquetas 10_3 mI TO A 249,0000 165,65526
B 387,7143 215,01451 7
Total 318,3571 197,94778 14
Plaquetas 10_3 mI T1 A 234,4286 183,64355 7
B 374,5714 229,87958 7
Total 304,5000 212,70375 14
Plaquetas 10_3 ml T2 A 240,2857 196,55594 7
B 316,8571 194,91146 7
Total 278,5714 192,20771 14
Plaquetas 10_3 mI T3 A 256,1429 187,80879 7
B 301,7143 213,66930 7
Total 278,9286 194,70469 14
Plaquetas 10_3 ml T4 A 317,7143 250,15576 7
B 320,8571 201,71880 7
Total 319,2857 218,32313 14
Plaquetas 10_3 mI T5 A 380,1429 309,16847 7
B 277,7143 220,31017 7
Total 328,9286 263,32941 14

Aunque los valores de plaquetas aumentan en promedio en ambos grupos, las diferencias no son estadisticamente

significativas.

Linfocitos

Grupo Media Desviacion estandar N
Linfocitos 10_3 mI TO A 7,9571 3,79599
B 4,8286 2,78132 7
Total 6,3929 3,58554 14
Linfocitos (%) T1 A 8,9571 5,23159
B 4,6714 1,12207 7
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Total 6,8143 4,26125 14
Linfocitos (%) T2 A 11,9714 5,03545 7
B 5,6143 2,59257 7
Total 8,7929 5,06807 14
Linfocitos (%) T3 A 14,3571 7,43928 7
B 5,5714 2,36130 7
Total 9,9643 6,99270 14
Linfocitos (%) T4 A 16,6143 11,13903 7
B 7,4143 3,566718 7
Total 12,0143 9,26971 14
Linfocitos (%) T5 A 17,1571 9,21590 7
B 8,2571 5,01825 7
Total 12,7071 8,49402 14
Pruebas de efectos intraindividuales
Variable transformada: Promedio
Fuente Suma de cuadrados tipo Il | df | Media cuadratica F Sig.
Ordenada en el origen 7497,630| 1 7497,630| 62,512 0,000
Grupo 964,252 1 964,252| 8,040| 0,015
Error 1439,268| 12 119,939

Existen diferencias significativas entre grupos (p=0,015), es decir, el promedio de linfocitos es mayor en el grupo A
que en el grupo B, independientemente del momento (las diferencias son las mismas en todos los momentos
medidos).

Ademas, el efecto del tiempo es estadisticamente significativo (p=0,005, ya que no se cumple la esfericidad), lo que
significa que el aumento de los niveles de linfocitos es diferente en los diferentes momentos medidos en el tiempo.

Especificamente, las diferencias se deben a los tiempos 4 y 5 respecto al tiempo inicial:

Pruebas de efectos intraindividuales

Fuente Suma de cuadrados df Media F Sig.
tipo Il cuadratica
tiempo Esfericidad 478,435 5 95,68716,345]0,000
asumida
Greenhouse- 478,435| 2,190 218,472(6,345| 0,005
Geisser
Huynh-Feldt 478,435| 2,921 163,772|6,345| 0,002
Limite inferior 478,435| 1,000 478,435(6,345] 0,027
tiempo *| Esfericidad 119,374 5 23,8751,583|0,179
grupo asumida
Greenhouse- 119,374 2,190 54,51111,583]0,223
Geisser
Huynh-Feldt 119,374 | 2,921 40,862(1,583]0,212
Limite inferior 119,374 1,000 119,374(1,583| 0,232
Error(tiempo) |Esfericidad 904,861 60 15,081
asumida
Greenhouse- 904,861]26,279 34,433
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Geisser
Huynh-Feldt 904,861 35,056 25,812
Limite inferior 904,861|12,000 75,405
Pruebas de contrastes intraindividuales
Fuente Tiempo Suma de cuadrados df Media F Sig.
tipo Il cuadratica
tiempo Nivel 2 respecto al nivel 1 2,486 1 2,486]0,119{0,736
Nivel 3 respecto al nivel 1 80,640 1 80,640|4,410]0,058
Nivel 4 respecto al nivel 1 178,571 1 178,571(4,678]0,051
Nivel 5 respecto al nivel 1 442,406 1 442,406 (6,974]0,022
Nivel 6 respecto al nivel 1 558,183 1 558,183]8,240{0,014
tiempo Nivel 2 respecto al nivel 1 4,686 1 4,686]0,225|0,644
grupo Nivel 3 respecto al nivel 1 36,483| 1 36,483 [1,995|0,183
Nivel 4 respecto al nivel 1 112,011 1 112,011]2,934]0,112
Nivel 5 respecto al nivel 1 129,018 1 129,018]2,034|0,179
Nivel 6 respecto al nivel 1 116,583 1 116,583(1,721|0,214
Error(tiempo) |Nivel 2 respecto al nivel 1 249,977 12 20,831
Nivel 3 respecto al nivel 1 219,437 12 18,286
Nivel 4 respecto al nivel 1 458,117 12 38,176
Nivel 5 respecto al nivel 1 761,286 12 63,440
Nivel 6 respecto al nivel 1 812,914 12 67,743
Neutrofilos
Grupo Media Desviacion estandar N
Neutrofilos (%) A 87,1143 6,82799
To B 92,4286 5,35435 7
Total 89,7714 6,50792 14
Neutrofilos (%) A 86,3143 8,33175
m B 92,2714 2,84413 7
Total 89,2929 6,73252 14
Neutrofilos (%) A 81,2143 6,01953
T2 B 90,6429 4,01325 7
Total 85,9286 6,93480 14
Neutrofilos (%) A 79,0714 8,00411
T3 B 91,7571 3,77618 7
Total 85,4143 8,91497 14
Neutrdfilos (%) A 77,8143 12,25988 7
T4 B 87,7857 6,93023 7
Total 82,8000 10,87693 14
Neutrofilos (%) A 76,7286 12,21757 7
T B 87,9571 6,84930 7
Total 82,3429 11,15752 14
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Como en el caso anterior, existen diferencias significativas entre grupos (p=0,007), es decir, el promedio de
neutréfilos es mayor en el grupo B que en el grupo A, independientemente del momento (las diferencias son las
mismas en todos los momentos medidos).

Pruebas de efectos intraindividuales

Variable transformada: Promedio

Fuente Suma de cuadrados tipo Il | df | Media cuadratica F Sig.
Ordenada en el origen 103363,479| 1 103363,479| 3804,053| 0,000
Grupo 289,683| 1 289,683 10,661 0,007
Error 326,063| 12 27,172

Las diferencias a lo largo del tiempo son estadisticamente significativas (p=0,042, ya que no se cumple la
esfericidad). Practicamente puede decirse que, después del momento 3, la disminucién empieza a ser significativa.

Pruebas de efectos intraindividuales

Fuente Suma de cuadrados df Media F Sig.
tipo Il cuadratica

tiempo Esfericidad 685,940 5 137,188/3,898| 0,004

asumida

Greenhouse- 685,940| 1,725 397,654 | 3,898 0,042

Geisser

Huynh-Feldt 685,940| 2,156 318,204 (3,898 0,030

Limite inferior 685,940| 1,000 685,940 | 3,898 0,072
tiempo " | Esfericidad 148,626 5 29,725(0,845 0,524
grupo asumida

Greenhouse- 148,626 1,725 86,162 (0,845 0,428

Geisser

Huynh-Feldt 148,626| 2,156 68,947 0,845 0,449

Limite inferior 148,626] 1,000 148,626|0,845/0,376
Error(tiempo) |Esfericidad 2111.492 60 35.192

asumida ’ ’

Greenhouse- 2111,492 20,700 102,007

Geisser

Huynh-Feldt 2111,492 25,868 81,626

Limite inferior 2111,492]12,000 175,958

Pruebas de contrastes intraindividuales

Fuente Tiempo Suma de cuadrados | df Media F Sig.
tipo Il cuadratica
tiempo Nivel 2 respecto al nivel 1 3,206 1 3,206 0,073]0,791
Nivel 3 respecto al nivel 1 206,746 1 206,74614,423|0,003
Nivel 4 respecto al nivel 1 265,786 1 265,786 3,255|0,096
Nivel 5 respecto al nivel 1 680,411] 1 680,411 4,826(0,048
Nivel 6 respecto al nivel 1 772,571] 1 772,571| 4,499]0,055
tiempo * grupo | Nivel 2 respecto al nivel 1 1,446| 1 1,446 0,033]0,859
Nivel 3 respecto al nivel 1 59,246 | 1 59,246 4,133]0,065
Nivel 4 respecto al nivel 1 190,183| 1 190,183 2,329(0,153
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Nivel 5 respecto al nivel 1 75,911 1 75,911 0,538(0,477
Nivel 6 respecto al nivel 1 122,426| 1 122,426 0,713]0,415
Error(tiempo) | Nivel 2 respecto al nivel 1 525,577(12 43,798
Nivel 3 respecto al nivel 1 172,009(12 14,334
Nivel 4 respecto al nivel 1 979,811[12 81,651
Nivel 5 respecto al nivel 1 1691,737{12 140,978
Nivel 6 respecto al nivel 1 2060,663 |12 171,722
GOT
Grupo Media Desviacion estandar N
GOT T0 A 65,1667 51,40201
B 27,9500 25,27795
Total 46,5583 43,23398 12
GOTT1 A 56,3333 48,38457
B 38,8333 22,24785
Total 47,5833 37,04901 12
GOT T2 A 41,0000 41,26984
B 45,6667 53,67184
Total 43,3333 45,71121 12
GOT T3 A 38,3333 34,93232
B 35,0333 24,83881
Total 36,6833 28,94954 12
GOT T4 A 38,1667 35,92446
B 40,7667 33,31556
Total 39,4667 33,06020 12
GOT T5 A 44,8333 48,67614
B 35,2500 29,48856
Total 40,0417 38,69488 12

Si bien los niveles iniciales de GOT son mayores en los pacientes del tratamiento A, las diferencias en los valores
promedio no son estadisticamente significativas (p=0,633). El cambio en los diferentes momentos tampoco es
significativo, es decir, los niveles de GOT siguen siendo practicamente idénticos.

Pruebas de efectos intraindividuales

Variable transformada: Promedio

Fuente Suma de cuadrados tipo Il | df | Media cuadratica F Sig.
Ordenada en el origen 21448,926| 1 21448,926| 17,157 | 0,002
Grupo 303,343 1 303,343 0,243] 0,633
Error 12501,881( 10 1250,188
GPT
Grupo Media Desviacion estandar N

GPTTO A 51,0000 54,22791

B 15,7167 9,56147
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Total 34,7154 42,93710 13
GPT T1 A 45,0000 46,54747

B 25,5000 18,09696 6

Total 36,0000 36,36161 13
GPT T2 A 40,2857 29,78654

B 24,0000 12,69646 6

Total 32,7692 24,12866 13
GPT T3 A 32,7143 21,06114

B 17,7500 7,27839 6

Total 25,8077 17,43982 13
GPT T4 A 30,5714 19,26012

B 17,6000 7,75113

Total 24,5846 15,99405 13
GPTTS A 30,2857 21,47645

B 13,6667 6,59293

Total 22,6154 17,97470 13

El cambio en los niveles de GPT no es significativo en los diferentes momentos medidos. Los valores medios
tampoco son estadisticamente significativos.

5 GGT
Grupo Media Desviacion estandar N
GGT T0 A 150,2857 158,16206
B 94,9333 50,15283 6
Total 124,7385 119,91896 13
GGTT1 A 131,7143 144,03786
B 94,6667 53,64202 6
Total 114,6154 109,27911 13
GGT T2 A 130,2857 140,32904
B 82,3333 35,61835 6
Total 108,1538 104,85136 13
GGT T3 A 142,4286 160,26526
B 128,0000 94,47963 6
Total 135,7692 128,91027 13
GGT T4 A 147,7143 134,40575
B 211,5000 186,63735 6
Total 177,1538 156,97709 13
GGT T5 A 240,8571 204,12858
B 194,5000 194,53611 6
Total 219,4615 192,82445 13

El cambio en los niveles de GGT no es significativo en los diferentes momentos medidos. Los valores medios
tampoco son estadisticamente significativos.
10
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Fosfatasa alcalina

Grupo Media Desviacion estandar N

Fosfatasa TO A 116,6667 87,96969

B 95,0000 22,47665

Total 105,8333 62,25145 12
Fosfatasa T1 A 100,5000 87,36761

B 84,0000 30,02665

Total 92,2500 62,87813 12
Fosfatasa T2 A 97,0000 54,85618

B 74,8333 16,40020

Total 85,9167 40,29992 12
Fosfatasa T3 A 106,3333 65,98081

B 109,1667 70,30339

Total 107,7500 65,02045 12
Fosfatasa T4 A 108,8333 54,57258

B 159,3333 118,81021

Total 134,0833 92,00836 12
Fosfatasa T5 A 112,1667 43,56336

B 143,8333 102,89104

Total 128,0000 77,12446 12

El cambio de fosfatasa alcalina no es significativo en los diferentes momentos medidos. Los valores medios tampoco
son estadisticamente significativos.

Analisis con pruebas no paramétricas:

Por un lado, se compara por separado la evolucion en el tiempo de los diferentes parametros en cada grupo
(mediante la prueba de Friedman para muestras independientes), obteniéndose diferencias estadisticamente
significativas (p<0,10) en:

« El nivel de hemoglobina observado en diferentes momentos para el grupo A (p=0,069):

Grupo hemoglobina | hemoglobina | hemoglobina | hemoglobina | hemoglobina | hemoglobina
10_3mlI TO 10_3ml T1 10_3ml T2 10_3mlI T3 10_3mIT4 | 10.3mIT5

A N | Valido 7 7 7 7 7 7

Perdido 0 0 0 0 0 0

Media 12,0714 11,0857 11,0571 10,6429 10,6143 10,7286

Mediana 12,3000 11,4000 11,0000 10,7000 10,3000 10,9000

DE 2,59597 1,94202 0,85021 1,01301 1,37408 1,52065

Minimo 7,40 6,90 9,50 8,80 9,20 8,40

Maximo 16,10 12,90 12,30 11,50 13,30 13,00

B N | Valido 7 7 7 7 7 7

Perdido 0 0 0 0 0 0

Media 10,1143 11,3143 9,4143 9,8143 10,1429 9,5143

Mediana 9,1000 11,1000 9,0000 9,9000 10,0000 9,6000

DE 2,72484 1,88275 1,63649 1,15243 1,28693 1,54103

Minimo 8,40 8,60 7,60 8,70 8,80 7,40

Maximo 16,10 14,10 12,50 11,90 12,30 11,40
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« El nivel de plaquetas observado en diferentes momentos para los grupos A (p=0,056) y B (p=0,069):

Grupo 1%Iaguetas plaquetas plaquetas plaquetas plaquetas plaquetas

 3mITO 10_3ml T1 10_3mlI T2 10_3mlI T3 10_3mIT4 | 10.3mIT5
A N | Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 249,0000 234,4286 240,2857 256,1429 317,7143 380,1429
Mediana 205,0000 147,0000 152,0000 185,0000 220,0000 269,0000
DE 165,65526 183,64355 196,55594 187,80879 250,15576| 309,16847
Minimo 87,00 44,00 33,00 33,00 59,00 97,00
Maximo 521,00 558,00 578,00 549,00 784,00 963,00
B N | Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 387,7143 374,5714 316,8571 301,7143 320,8571 277,7143
Mediana 350,0000 243,0000 185,0000 195,0000 267,0000 196,0000
DE 215,01451 229,87958 194,91146 213,66930 201,71880| 220,31017
Minimo 163,00 155,00 149,00 67,00 61,00 37,00
Maximo 635,00 738,00 595,00 638,00 611,00 607,00

« El nivel de linfocitos observado en diferentes momentos para los grupos A (p=0,030) y B (p=0,085):

Grupo linfocitos linfocitos linfocitos linfocitos linfocitos linfocitos
10_3mITO (%) T1 (%) T2 (%) T3 (%) T4 (%) T5

A N | Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 7,9571 8,9571 11,9714 14,3571 16,6143 17,1571
Mediana 7,2000 8,2000 11,0000 11,9000 12,5000 15,3000
DE 3,79599 5,23159 5,03545 7,43928 11,13903 9,21590
Minimo 3,00 2,70 4,50 2,80 2,60 5,40
Maximo 13,40 18,90 18,20 24,60 36,60 29,70
Percen- 25 4,3000 5,2000 8,0000 10,6000 11,5000 9,7000
tiles 50 7,2000 8,2000 11,0000 11,9000 12,5000 15,3000
75 12,1000 10,8000 17,2000 20,6000 25,6000 27,1000
B N | Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 4,8286 4,6714 5,6143 5,5714 7,4143 8,2571
Mediana 3,9000 5,2000 4,9000 5,4000 5,8000 7,7000
DE 2,78132 1,12207 2,59257 2,36130 3,56718 5,01825
Minimo 3,30 2,60 3,10 2,20 4,30 2,00
Maximo 11,10 5,70 10,30 9,40 14,10 17,90
Percen- 25 3,5000 3,9000 3,8000 4,3000 4,6000 4,5000
tiles 50 3,9000 5,2000 4,9000 5,4000 5,8000 7,7000
75 4,1000 5,6000 8,0000 7,6000 9,9000 10,1000

« El nivel de neutrofilos observado en diferentes momentos para el grupo A (p=0,070):
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Grupo netjtrc’)filos netjtrc’)filos netjtrc’)filos netjtrc')filos negtrc')filos netjtrc')filos
(%) TO (%) T1 (%) T2 (%) T3 (%) T4 (%) T5

A N | Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 87,1143 86,3143 81,2143 79,0714 77,8143 76,7286
Mediana 88,6000 86,9000 81,1000 75,8000 79,5000 79,7000
DE 6,82799 8,33175 6,01953 8,00411 12,25988 12,21757
Minimo 74,00 73,30 72,90 71,30 56,80 61,90
Maximo 95,20 95,40 91,80 92,90 94,10 91,90
Percen- 25 83,1000 78,7000 77,5000 74,1000 67,3000 65,7000
tiles 50 88,6000 86,9000 81,1000 75,8000 79,5000 79,7000
75 91,0000 94,8000 84,5000 87,6000 85,0000 89,6000
B N | Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 92,4286 92,2714 90,6429 91,7571 87,7857 87,9571
Mediana 94,3000 92,5000 92,2000 92,4000 88,4000 89,9000
DE 5,35435 2,84413 4,01325 3,77618 6,93023 6,84930
Minimo 80,50 87,30 83,80 84,90 77,30 76,30
Maximo 96,20 96,10 95,60 96,10 94,50 97,30
Percen- 25 92,9000 90,4000 87,0000 89,5000 80,5000 81,7000
tiles 50 94,3000 92,5000 92,2000 92,4000 88,4000 89,9000
75 94,9000 94,1000 93,3000 95,3000 94,2000 90,8000

* El nivel de GOT observado en diferentes momentos para los grupos A (p=0,013) y B (p=0,077):

Grupo GOT T0 GOT T1 GOT T2 GOT T3 GOT T4 GOT T5

A N | Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 60,4286 54,0000 41,7143 38,3333 36,2857 42,0000
Mediana 36,0000 40,0000 32,0000 22,5000 22,0000 25,0000
DE 48,56905 44,59821 37,72141 34,93232 33,16984 45,06292
Minimo 16,00 13,00 8,00 15,00 18,00 21,00
Maximo 147,00 145,00 122,00 106,00 110,00 144,00
Percen- 25 29,0000 26,0000 18,0000 17,2500 20,0000 23,0000
tiles 50 36,0000 40,0000 32,0000 22,5000 22,0000 25,0000
75 108,0000 74,0000 46,0000 61,0000 38,0000 30,0000
B N | Valido 6 6 6 6 6 6
Perdido 1 1 1 1 1 1
Media 27,9500 38,8333 43,4286 33,8857 38,2286 33,2143
Mediana 19,2500 28,5000 25,0000 23,0000 23,0000 24,5000
DE 25,27795 22,24785 49,35199 22,87702 31,14534 27,45277
Minimo 11,00 20,00 13,00 15,00 13,00 15,00
Maximo 78,00 74,00 151,00 72,20 99,60 94,00
Percen- “ 25 11,9000 22,2500 16,0000 19,0000 18,0000 19,0000
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tiles 50 19,2500 28,5000 25,0000 23,0000 23,0000 24,5000
75 40,5000 62,7500 53,0000 61,0000 60,0000 34,0000

* El nivel de GPT observado en diferentes momentos para el grupo B (p=0,004):

Grupo GPTTO GPTT1 GPT T2 GPTT3 GPTT4 GPTT5

A N | Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 51,0000 45,0000 40,2857 32,7143 30,5714 30,2857
Mediana 36,0000 32,0000 27,0000 31,0000 31,0000 27,0000
DE 54,22791 46,54747 29,78654 21,06114 19,26012 21,47645
Minimo 7,00 7,00 8,00 5,00 9,00 10,00
Maximo 167,00 143,00 79,00 56,00 59,00 73,00
Percen- 25 15,0000 16,0000 15,0000 15,0000 12,0000 13,0000
tiles 50 36,0000 32,0000 27,0000 31,0000 31,0000 27,0000
75 60,0000 55,0000 76,0000 54,0000 49,0000 40,0000
B N | Valido 6 6 7 7 7 7
Perdido 1 1 0 0 0 0
Media 15,7167 25,5000 22,2857 16,2143 16,2286 12,2857
Mediana 14,0000 19,5000 20,0000 15,0000 17,0000 12,0000
DE 9,56147 18,09696 12,44607 7,78812 7,95188 7,04070
Minimo 5,50 12,00 11,00 7,00 8,00 4,00
Maximo 33,50 60,00 43,00 28,00 31,00 23,00
Percen- 25 9,6250 12,7500 12,0000 10,0000 9,0000 4,0000
tiles 50 14,0000 19,5000 20,0000 15,0000 17,0000 12,0000
75 20,6000 36,7500 36,0000 22,0000 19,0000 18,0000

* El nivel de GGT observado en diferentes momentos para el grupo A (p=0,079):

Grupo GGT T0 GGT T1 GGT T2 GGT T3 GGT T4 GGT T5

A N | Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 150,2857 131,7143 130,2857 142,4286 147,7143 240,8571
Mediana 68,0000 56,0000 69,0000 74,0000 98,0000 163,0000
DE 158,16206 144,03786 140,32904 160,26526 134,40575| 204,12858
Minimo 33,00 28,00 29,00 33,00 34,00 39,00
Maximo 418,00 377,00 398,00 481,00 432,00 610,00
Percen- 25 37,0000 30,0000 34,0000 46,0000 76,0000 112,0000
tiles 50 68,0000 56,0000 69,0000 74,0000 98,0000 163,0000
75 335,0000 296,0000 246,0000 210,0000 190,0000 436,0000
B N | Valido 6 6 7 7 7 7
Perdido 1 1 0 0 0 0
Media 94,9333 94,6667 81,7143 119,1429 190,0000 176,5714
Mediana 108,0000 79,0000 83,0000 87,0000 110,0000 120,0000
DE 50,15283 53,64202 32,55618 89,37455 179,62090 183,81227
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Minimo 31,60 32,00 39,00 40,00 37,00 37,00
Maximo 144,00 191,00 140,00 281,00 476,00 554,00
Percen- 25 35,6500 64,2500 51,0000 41,0000 40,0000 54,0000
tiles 50 108,0000 79,0000 83,0000 87,0000 110,0000 120,0000

75 141,7500 131,7500 94,0000 193,0000 396,0000 271,0000

+ Si se comparan las diferencias directas entre los grupos A 'y B en cada momento de manera independiente (prueba
de Mann-Whitney para muestras independientes), en el momento T2, existen diferencias entre Ay B en los niveles
de glébulos rojos (p=0,026), hemoglobina ( p=0,038) y hematocrito (p=0,053).

* En los niveles de linfocitos hay diferencias en todo momento:

linfocitos 10_3 | linfocitos (%) | linfocitos (%) | linfocitos (%) | linfocitos (%) | linfocitos (%)

ml TO T1 T2 T3 T4 T5
U de Mann-Whitney 11,000 9,500 6,500 6,000 10,000 9,000
W de Wilcoxon 39,000 37,500 34,500 34,000 38,000 37,000
Z -1,727 -1,919 -2,302 -2,366 -1,853 -1,981
Sig. asintét. (bilateral) 0.084 0,055 0,021 0,018 0,064 0,048
Sig. exacta [2*(Sig. 0,097a 0,053a 0,017a 0,017a 0,073a 0,053a

unilateral)]

* Existen diferencias en los niveles de neutrdfilos entre Ay B en T2 (p=0,007) y T3 (p=0,011)

* Existen diferencias en los niveles de GPT entre Ay B en T5 (p=0,038)

* No existen diferencias significativas en los niveles de urea a lo largo del tiempo; siguen siendo practicamente
idénticos en ambos grupos (prueba de Friedman, p=0,205 para el grupo A y p=0,959 para el grupo B):

UREA
Grupo urea TO urea T1 urea T2 urea T3 urea T4 urea T5
N Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 51,4286 47,7143 45,0000 39,4286 40,2857 43,5714
Mediana 57,0000 61,0000 60,0000 57,0000 54,0000 55,0000
DE 26,13973 27,13985 28,56571 25,81897 30,05946 31,57455
Minimo 9,00 5,00 10,00 7,00 2,00 4,00
Maximo 83,00 74,00 77,00 67,00 72,00 79,00
Percentiles 25 23,0000 19,0000 14,0000 11,0000 8,0000 10,0000
50 57,0000 61,0000 60,0000 57,0000 54,0000 55,0000
75 69,0000 73,0000 71,0000 58,0000 66,0000 78,0000
N Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0
Media 111,2857 115,0000 109,0000 114,2857 117,5714 115,7143
Mediana 117,0000 120,0000 92,0000 100,0000 90,0000 99,0000
DE 37,94168 33,78856 46,38965 54,75921 73,16160 85,85397
Minimo 62,00 68,00 66,00 69,00 44,00 30,00
Maximo 169,00 172,00 191,00 213,00 250,00 260,00
Percentiles 25 64,0000 84,0000 71,0000 71,0000 61,0000 55,0000
50 117,0000 120,0000 92,0000 100,0000 90,0000 99,0000
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75]

133,0000]

130,0000]

150,0000]

166,0000

182,0000

208,0000

» Sin embargo, si se comparan los niveles de urea entre los dos grupos en cada momento medido, los niveles de
urea son mas altos en el grupo B en todos los momentos medidos excepto en el Ultimo. Las diferencias son
estadisticamente significativas:

Grupo N Media DE EEM p

urea TO Al 7 51,4286 26,13973 9,87989

B| 7 111,2857 37,94168 14,34061 0,011
urea T1 Al 7 47,7143 27,13985 10,25790

B| 7 115,0000 33,78856 12,77087 0,002
urea T2 Al 7 45,0000 28,56571 10,79682

B| 7 109,0000 46,38965 17,53364 0,004
urea T3 Al 7 39,4286 25,81897 9,75865

Bl 7 114,2857 54,75921 20,69704 0,001
urea T4 Al 7 40,2857 30,05946 11,36141

Bl 7 117,5714 73,16160 27,65248 0,026
urea T5 Al 7 43,5714 31,57455 11,93406

Bl 7 115,7143 85,85397 32,44975 0,073

Ademas, la evolucion en el tiempo de los siguientes parametros en cada grupo por separado no ha mostrado
diferencias significativas:

CREATINA

* No existen diferencias significativas en los niveles de creatinina a lo largo del tiempo; siguen siendo idénticos en
ambos grupos (prueba de Friedman, p=0,122 para el grupo Ay p=0,831 para el grupo B):

Grupo creatinina TO | creatinina T1 | creatinina T2| creatinina T3 | creatinina T4 | creatinina T5

A N Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0

Media 1,7614 1,4957 1,3343 1,1929 1,1300 1,0571

Mediana 1,4400 1,1000 0,9700 1,1200 1,2200 0,7600

DE 1,15338 0,99052 0,90526 0,79229 0,61709 0,61302

Minimo 0,49 0,48 0,46 0,39 0,46 0,40

Maximo 3,70 2,80 2,47 2,18 2,05 1,94

Percentiles 25 0,7500 0,6800 0,5000 0,4100 0,5200 0,5900
50 1,4400 1,1000 0,9700 1,1200 1,2200 0,7600

75 2,9100 2,7400 2,2200 1,9500 1,6700 1,7100

B N Valido 7 7 7 7 7 7
Perdido 0 0 0 0 0 0

Media 2,1157 2,1000 1,8843 1,8357 1,7600 1,5829

Mediana 2,0400 1,9700 1,9600 1,4100 1,6900 1,7200

DE 1,11884 0,84766 0,79521 0,93259 0,99698 1,05880

Minimo 0,54 0,80 0,64 0,67 0,54 0,39

Maximo 4,18 3,47 2,85 3,10 2,77 2,89

Percentiles 25 1,6000 1,5800 1,1900 1,2300 00,7600 0,6100
50 2,0400 1,9700 1,9600 1,4100 1,6900 1,7200

75 2,6300 2,7000 2,7400 2,8900 2,7600 2,8200
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» Si se comparan los niveles de creatinina entre los dos grupos en cada momento medido, puede observarse que no
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existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de creatinina entre los grupos Ay B:

LDH

» No hay diferencias significativas en los niveles de LDH a lo largo del tiempo; siguen siendo practicamente idénticos

Grupo N Media DE EEM p

creatinina TO A 7 1,7614 1,15338 0,43594

B 7 2,1157 1,11884 0,42288 0,456
creatinina T1 A 7 1,4957 0,99052 0,37438

B 7 2,1000 0,84766 0,32039 0,318
creatinina T2 A 7 1,3343 0,90526 0,34216

B 7 1,8843 0,79521 0,30056 0,318
creatinina T3 A 7 1,1929 0,79229 0,29946

B 7 1,8357 0,93259 0,35249 0,165
creatinina T4 A 7 1,1300 0,61709 0,23324

B 7 1,7600 0,99698 0,37682 0,209
creatinina TS A 7 1,0571 0,61302 0,23170

B 7 1,5829 1,05880 0,40019 0,318

en ambos grupos (prueba de Friedman, p=0,355 para el grupo Ay p=0,921 para el grupo B):

» Si se comparan los niveles de LDH entre los dos grupos en cada momento medido, los niveles de LDH son mas
altos en el grupo A en todos los momentos medidos, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas:

Grupo

LDH TO

LDH T1

LDH T2

LDH T3

LDH T4

LDH TS

A N Valido
Perdido
Media
Mediana
DE
Minimo
Maximo
25

50

75

Percentiles

7

0
708,5714
561,0000
345,48992
504,00
1474,00
524,0000
561,0000
713,0000

7

0
685,8571
631,0000
345,16538
320,00
1369,00
421,0000
631,0000
836,0000

7

0
638,0000
418,0000
474,81435
327,00
1677,00
405,0000
418,0000
714,0000

7

0
658,7143
499,0000
445,02723
377,00
1659,00
480,0000
499,0000
570,0000

7

0
602,4286
380,0000
458,08255
364,00
1623,00
367,0000
380,0000
556,0000

7

0
707,8571
552,0000
354,42462
397,00
1421,00
491,0000
552,0000
912,0000

Valido
Perdido
Media
Mediana
DE
Minimo
Maximo
25

50

75

Percentiles

6

1
430,6667
420,0000
156,18024
197,00
617,00
306,5000
420,0000
594,5000

7

0
591,4286
565,0000
142,31989
359,00
781,00
540,0000
565,0000
756,0000

7

0
580,2857
545,0000
189,49557
391,00
979,00
468,0000
545,0000
611,0000

7

0
570,5714
532,0000
159,89982
329,00
811,00
465,0000
532,0000
697,0000

7

0
544,4286
590,0000
187,55964
305,00
789,00
343,0000
590,0000
683,0000

7

0
609,5714
537,0000
257,69805
351,00
1066,00
408,0000
537,0000
819,0000

Grupo N

Media

DE

EEM

p

LDH TO A 7

708

,5714

345,48992

130,58292

0,073
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B 6 430,6667 156,18024 63,76032

LDH T1 A 7 685,8571 345,16538 130,46025 0,805
B 7 591,4286 142,31989 53,79186

LDH T2 A 7 638,0000 474,81435 179,46296 0,535
B 7 580,2857 189,49557 71,62259

LDH T3 A 7 658,7143 445,02723 168,20448 0,710
B 7 570,5714 159,89982 60,43645

LDH T4 A 7 602,4286 458,08255 173,13893 0,710
B 7 544,4286 187,55964 70,89088

LDH T5 A 7 707,8571 354,42462 133,95991 0,620
B 7 609,5714 257,69805 97,40071
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REIVINDICACIONES

Composiciéon farmacéuticamente aceptable en forma de una disolucion inyectable que comprende agua o
una solucion salina, propilenglicol, polietilenglicol y melatonina o un derivado, una sal, un profarmaco o un
solvato de la misma, en la que la melatonina esta a una concentraciéon de entre 0,1 y 30 gramos por cada
100 ml de la disolucién total (p/v), en la que la proporcion de propilenglicol esta comprendida entre 5 y 50
gramos por cada 100 ml de la disolucion total (p/v), en la que la proporcidon de polietilenglicol esta
comprendida entre 5 y 50 gramos por cada 100 ml de la disolucién total (p/v), y en la que el derivado de
melatonina se define segun la formula (1),

en la que:
- n es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 1, 2, 3y 4;

- R1 y Rs se seleccionan independientemente del grupo que consiste en alquilo C4-C4 lineal o
ramificado; y

- R2 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo C1-C4 lineal o ramificado, -C(=0)O-Ra
y -C(=0)-N(H)-Ra, en la que Ra es un grupo alquilo C4-C4 lineal o ramificado.

Composiciéon farmacéuticamente aceptable segun la reivindicacion 1, en la que la melatonina esta a una
concentracion de 0,6 gramos por cada 100 ml de la disolucion total (p/v), en la que la proporcion de
propilenglicol es de 20 gramos por cada 100 ml de la disolucién total (p/v) y en la que la proporcion de
polietilenglicol es de 30 gramos por cada 100 ml de la disolucion total (p/v).

Composicidon farmacéuticamente aceptable segun las reivindicaciones 1 6 2, caracterizada porque dicha
composicion esta liofilizada.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende excipientes
farmacéuticamente aceptables adicionales.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende un segundo principio activo.
Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en forma de disolucion inyectable intravenosa.

Uso de la composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la produccién de un
medicamento.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso en terapia.

Composiciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso en el tratamiento en humanos
(adultos, nifios y/o recién nacidos) o animales de la regulacion del ritmo circadiano, la regulacion de la
respuesta inflamatoria, el tratamiento del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, el tratamiento del
sindrome de disfuncién organica multiple, el tratamiento de la septicemia, el tratamiento de infartos de
miocardio, el tratamiento del dafio mitocondrial, el tratamiento del edema pulmonar, el tratamiento de la
insuficiencia renal o hepatica o el tratamiento del estrés oxidativo inducido por cirugia.

Composicién para su uso segun las reivindicaciones 8 a 9, en la que la administracion se realiza mediante
perfusion.

Composicion para su uso segun las reivindicaciones 8 a 9, en la que la administracion se extiende a lo largo
del tiempo entre 1y 30 dias.

Método para la preparacion de la composicion inyectable farmacéuticamente aceptable segun cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 6, que comprende mezclar agua, propilenglicol, polietilenglicol y melatonina o un
derivado, una sal, un profarmaco o un solvato de la misma.
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