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DESCRIPCION
Dosis y régimen terapéutico para la melatonina
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una dosis terapéutica y un régimen para la administracion parenteral de
formulaciones basadas en melatonina a neonatos afectados por una enfermedad cerebral debido a asfixia al nacer.

Antecedentes de la invencién

Los neonatos, especialmente si nacen prematuramente, son muy susceptibles al dafio oxidativo causado por los
radicales libres. De hecho, los recién nacidos al nacer son: a) naturalmente expuestos a un desafio hiperéxico
debido a la transicién del entorno intrauterino hipéxico a la vida extrauterina, y esta brecha es alin mas significativa
para los neonatos que requieren oxigeno suplementario durante la reanimacién en la sala de partos; b) son més
susceptibles a infecciones, especialmente si nacen prematuramente; c) tienen defensas antioxidantes reducidas; d)
poseen altos niveles de hierro libre que potencia la reaccién de Fenton causando la produccién de radicales
altamente toxicos. El estrés oxidativo probablemente también contribuye a la gravedad de varias enfermedades
neonatales, ya que puede afectar a una variedad de 6rganos, a menudo de manera simultdnea, dando lugar a
diferentes signos de acuerdo con el érgano mas dafiado. Dichas enfermedades incluyen displasia
broncopulmonar/enfermedad pulmonar crénica (BDP/CLD), retinopatia del prematuro (ROP) y enterocolitis
necrotizante (NEC). Posteriormente, se hizo evidente que los radicales libres estan involucrados en la lesién cerebral
perinatal, asi como en la influencia del conducto arterioso y la circulacién pulmonar.

Para contrarrestar el dafio de los radicales libres, se han propuesto muchas estrategias para aumentar las
capacidades antioxidantes en recién nacidos a término y prematuros, y se han experimentado varios medicamentos
con resultados contrastantes.

N—-[2—(5—Metoxi-1H—indol-3—il)etil] acetamida, conocida como melatonina, es una sustancia endégena
principalmente sintetizada en la glandula pineal a partir del neurotransmisor serotonina. La melatonina desempefia
un papel clave en una variedad de funciones fisiolégicas importantes, incluyendo la regulaciéon de los ritmos
circadianos, asi como acciones visuales, reproductivas, cerebrovasculares, neuroendocrinas y neuroinmunolégicas.
La melatonina es un eliminador altamente efectivo de radicales libres que también mejora el potencial antioxidante
de la célula al estimular la sintesis de enzimas antioxidantes y aumentar los niveles de glutatién. La melatonina
también se conoce por contrarrestar el agotamiento energético celular al preservar la homeostasis mitocondrial y
proteger la sintesis de ATP mitocondrial al estimular las actividades de los complejos | y IV. Ademas, se ha
demostrado que la melatonina atenua la activacién microglial y las respuestas neuroinflamatorias que suelen estar
asociadas con lesiones hipoxico-isquémicas. Ademas de su eficacia neuroprotectora bien documentada (ver por
ejemplo documento de Balduini W y otros J Matem Fetal Neonatal Med. 2012, 25(S1), 119-124), la melatonina es un
farmaco interesante debido a su perfil de seguridad y su capacidad para atravesar todas las barreras fisiolégicas y
llegar a los compartimentos subcelulares.

A la luz de estas propiedades, durante la Ultima década, la melatonina ha comenzado a ser considerada un atractivo
agente neuroprotector en la asfixia perinatal.

Por otro lado, la biodisponibilidad oral de la melatonina es baja y muy variable. Ademas, la melatonina es poco
soluble en agua y se degrada rapidamente. En el estado de la técnica, se informaron evidencias que indican que la
melatonina en solucién acuosa pierde gradualmente su potencia en todos los valores de pH y no es estable cuando
se expone a la luz u oxigeno. En este sentido, también es bien sabido que algunos estabilizadores y/o conservantes
pueden tener el potencial de causar problemas toxicolégicos, especialmente en la poblacién infantil.

Ademas, el perfil farmacocinético de la melatonina en los lactantes difiere del de los adultos; por lo tanto, la
dosificacién de melatonina para lactantes a término o prematuros no puede extrapolarse de estudios en adultos.

Los documentos WO 2012/156565, WO 2013/068565 y WO 2015/135997 describen diferentes formulaciones
inyectables que comprenden melatonina para su uso en el tratamiento de lesiones cerebrales neonatales. Sin
embargo, en lo que respecta a la dosis terapéutica y el régimen adecuados, solo se proporcionan indicaciones
genéricas. El documento WO 2015/13997 describe dosis de 1-40 mg/Kg de melatonina, preferiblemente
administradas durante una ventana de seis horas.

El documento WO 2016/139635 describe un producto farmacéutico adecuado para la administracién parenteral en
donde la melatonina tiene una concentraciéon de 0,2-0,4 mg/ml, pero no se informa la dosis a usar para el tratamiento
de lesiones cerebrales neonatales.

Robertson N y otros (Brain 136(1), 2013, 90-105) han demostrado que la melatonina administrada por via
intravenosa a lechones recién nacidos aumenta la neuroproteccion hipotérmica a una dosis diaria de 5 mg/kg/h
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durante seis horas (30 mg/kg). Sin embargo, la formulaciéon utilizada en este estudio no es adecuada para la
administracién en neonatos humanos.

Ademas, dicha formulacién se administré a los 10 minutos después de la reanimacién, un tiempo de intervencion
que no tiene una aplicacién concreta en la practica clinica debido al tiempo requerido para el manejo de los
neonatos en las salas de parto y/o en las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN).

Otros ensayos iniciados por investigadores estan en curso. Por ejemplo, Jerez-Calero A y otros en el documento J
Ped Neonatal Individ Med 6(1), 2017 describen la administracién intravenosa de melatonina a una dosis de 5 mg/kg
cada 24 horas (3 dosis) antes de las primeras 6 horas de vida, pero no menciona la importancia de la velocidad de
administracién.

Por otro lado, el solicitante encontré que la formulacién debe administrarse no solo en un plazo maximo de seis
horas desde la reanimacién, sino que también es muy importante la velocidad de administracién.

A la luz de estas desventajas del estado de la técnica, seria altamente ventajoso proporcionar un régimen
terapéutico eficaz para la administracién parenteral de melatonina a neonatos afectados por un trastorno cerebral.

El problema de una administracién parenteral segura y efectiva de dosis terapéuticas de melatonina a neonatos se
resuelve mediante la presente invencién.

Resumen de la invencién

En un primer aspecto, la invencion se refiere a una formulacién farmacéutica segura de melatonina para su uso en el
tratamiento de lesiones cerebrales causadas por asfixia al hacer en un recién nacido, en donde dicha formulacién se
administra mediante infusién parenteral a una dosis diaria de 10 a 20 mg/kg, caracterizada porque la administracién
se inicia no antes de 45 minutos pero no después de 4 horas, mas preferiblemente entre 1 hora y 2 horas, desde la
reanimacién de dicho recién nacido y el periodo de tiempo para la infusién comprende entre 30 minutos y 4 horas.

En una modalidad preferida, la formulacién farmacéutica segura es una formulacién lista para usar que comprende
melatonina disuelta en un vehiculo acuoso adecuado o es un polvo de melatonina que se debe reconstituir con el
mismo o un vehiculo acuoso adecuado diferente.

También se describe un paquete que comprende una formulacién farmacéutica segura de melatonina en forma de
solucién acuosa lista para usar o en polvo para reconstituir en un vehiculo acuoso adecuado, en combinacién con
instrucciones para administrar parenteralmente mediante infusién dicha formulacién farmacéutica a un neonato
afectado por un trastorno cerebral debido a asfixia al nacer, a una dosis diaria de 10 a 20 mg/kg, caracterizado
porque la administracién se inicia no antes de 30 minutos pero no después de 6 horas, preferiblemente comprendido
entre 45 minutos y 4 horas, mas preferiblemente entre 1 hora y 2 horas, desde la reanimacién de dicho neonato y el
periodo de tiempo para la infusién no es superior a 6 horas.

También se describe una formulacién farmacéutica segura de melatonina para su uso en el tratamiento de lesiones
cerebrales causadas por asfixia al nacer en un recién nacido, en donde dicha formulacién se administra por infusién
parenteral a una dosis diaria de 10 a 20 mg/kg, durante 1 a 30 dias, caracterizada porque la primera administracién
se inicia no antes de 30 minutos pero no después de 6 horas desde la reanimacién del recién nacido y el periodo de
tiempo para la infusién de cada administracién no es superior a 6 horas.

Definiciones

Con referencia a la melatonina, los términos "medicamento”, "principio activo" y "sustancia activa" se usan
indistintamente.

Los términos "neonatos", "recién nacidos" y "infantes" se usan indistintamente.
Con el término "reanimacién neonatal’ se hace referencia al proceso realizado en las Unidades de Cuidados
Intensivos Neonatales (UCIN) o en la sala de partos para contrarrestar los signos de asfixia al nacer.

El término "seguro" se refiere a una formulacién farmacéutica adecuada para la inyeccién, capaz de cumplir con los
criterios de inyectabilidad para productos medicinales, bien tolerada por neonatos y libre de excipientes que puedan
ser perjudiciales, antigénicos o téxicos para esta poblacién de pacientes.

Para una formulacién lista para usar, la expresién "fisicamente estable" se refiere a una formulacién que, bajo
condiciones aceleradas (40 °C + 2 °C, 75 % + 5 % de humedad relativa), no muestra un crecimiento sustancial en el
tamafio de particula durante el almacenamiento durante al menos tres meses, preferiblemente seis meses, es
facilmente redisponible y, al redispersarse, no se observan aglomerados ni separacién rapida del vehiculo acuoso
que impidan la reproduccién de la dosificacién del principio activo.
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La expresion "quimicamente estable" se refiere a una formulacién que, durante el almacenamiento, cumple con los
requisitos de la Guia EMEA CPMP/QWP/122/02 que se refiere a "Pruebas de estabilidad de sustancias activas
existentes y productos terminados relacionados".

El término "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a la cantidad del principio activo que, cuando se administra
a neonatos, produce el efecto biolégico deseado.

El término "profilaxis" se refiere al uso terapéutico para reducir la aparicién de una enfermedad.

El término "tratamiento” se refiere al uso terapéutico para el alivio paliativo, la curacién, la reduccién de sintomas, la
reduccidon de sintomas, y la terapia inductora de regresién de enfermedades.

Figuras

Figura 1 - Linea de tiempo del estudio. Después de la adquisicion de datos iniciales, los lechones se sometieron a
hipoxia-isquemia cerebral. Al final de la hipoxia-isquemia, los lechones se asignaron al azar a: (i) Vehiculo (alas 2 h
e infundido durante 6 h) mas enfriamiento a 33,5 °C durante 24 h a partir de las 2 h; (ii) Melatonina 5 mg/kg a las 2 h
y 26 h e infundido durante 6 h y enfriamiento; (iii) Melatonina 15 mg/kg a las 2 h y 26 h e infundido durante 6 h y
enfriamiento. Los lechones fueron mantenidos bajo cuidado intensivo durante 48 h después de la hipoxia-isquemia
antes de la eutanasia. Se adquiri6 MRS al inicio, durante la hipoxia-isquemia, durante los primeros 60 minutos
después de la hipoxia-isquemia a las 24 y 48 h. Se adquirié un EEG al inicio y entre las adquisiciones de MRS.

Figura 2 - Los dos niveles cerebrales Ay By 3 campos por regién para la cuantificacién de TUNEL. Los cuadrados
de linea delgada son aquellas regiones muestreadas con voxels de MRS, mientras que los cuadrados de linea
gruesa son regiones cerebrales no muestreadas dentro de los voxels de MRS.

Figuras 3

La Figura 3A muestra la espectroscopia de resonancia magnética de 9,4 T del cerebro al inicio, a las 24 y 48 h
después de la hipoxia-isquemia. Minimos cuadrados significa graficos con barras de error SEM para NTP/epp y
PCr/Pi en todo el cerebro anterior y Lac/NAA en el talamo y la materia blanca. No hubo diferencia aparte de un
aumento de 24 h en NTP/epp en el grupo de Melatonina de 15 mg/kg (p=0,038).

La Figura 3B muestra la espectroscopia de resonancia magnética 3T del cerebro a las 24 y 48 h después de la
hipoxia-isquemia. Barras de error SEM para NTP/epp y PCr/Pi en todo el cerebro anterior y Lac/NAA en el tlamo y
la materia blanca; las barras no superpuestas muestran evidencia de una diferencia significativa. No hubo diferencia
en ninguna proporcidn a las 24 y 48 h.

Figura 4 - Recuentos medios de TUNEL para vehiculo, 5 mg/kg durante 6 h Melatonina y 15 mg/kg durante 6 h. (A)
En todas las regiones cerebrales. Hay una tendencia hacia una reduccion de células TUNEL positivas en el grupo de
melatonina de alta dosis (p=0,069). (B) A través de regiones cerebrales individuales. Hubo una reduccién
significativa en las células positivas para TUNEL en el grupo de alta dosis de melatonina en comparacién con el
vehiculo en la corteza sensoriomotora (p=0,003). (C-E) Secciones representativas TUNEL del cértex sensoriomotor
tomadas a un aumento de x20.

Figura 5 - EEG integrado por amplitud (aEEG). No hubo diferencia en las puntuaciones medias de aEEG por hora en
ningln grupo en ningdin momento.

Figura 6 - Perfiles medios de plasma del estudio histérico del cerebro (lineas punteadas y tridngulos - linea),
melatonina de baja dosis (cuadrados - linea) y melatonina de alta dosis (rombos - linea). EI PK modelado para 18
mg/kg durante 2 h se muestra mediante la linea gris claro.

Figura 7 - Estudios de eficacia de neuroproteccidn comparando la neuroproteccién hipotérmica versus la
neuroproteccién con melatonina en HI pura y en Hl sensibilizada por inflamacién. Los puntos finales principales para
los estudios de eficacia son (i) el aumento de Lac/NAA cerebral durante las 48 h después de la HI y (ii) las células
positivas para TUNEL en 11 regiones cerebrales. La dosis de melatonina comprende entre 15y 18 mg/kg y el tiempo
de infusién entre 2 y 3 horas.

Descripcion detallada de la invencién

Gracias a su actividad antioxidante y a sus otras propiedades farmacolégicas, la melatonina podria ser usada con
éxito en la profilaxis y/o tratamiento de ciertas enfermedades neonatales.

Sin embargo, la formulacién debe administrarse dentro de un tiempo adecuado desde la reanimacién, de lo contrario
la eficacia de la melatonina disminuiria.
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Ademas, se administrara a una velocidad de entrega adecuada de tal manera que el periodo de tiempo de la
infusién no sea superior a 4 horas.

De hecho, se ha encontrado que, para lograr lo mas rapido posible la concentracién plasmatica efectiva del principio
activo, que el solicitante ha determinado que comprende entre 10 y 100 mM, la formulacién debe administrarse a
una velocidad de administracion de tal manera que el periodo de infusién comprenda entre 30 minutos y 4 horas,
preferiblemente entre 1 hora y 2 horas.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencién es proporcionar un régimen terapéutico eficaz para la
administracién parenteral por infusiéon de una formulacidén farmacéutica a base de melatonina a neonatos afectados
por un trastorno cerebral.

En una modalidad preferida de la invencién, la formulacién farmacéutica segura se administra mediante una bomba
de infusién adecuada.

Ventajosamente, dicha formulacidén farmacéutica segura de melatonina se administrara a una dosis diaria de 10 a 20
mg/kg, més ventajosamente entre 12 y 18 mg/kg, preferiblemente de 15 mg/kg, comenzando no antes de 30
minutos, pero no después de 4 horas desde la reanimacién del neonato.

La formulacién segura comprendia melatonina disuelta en un vehiculo acuoso.

Podria estar en forma de un polvo seco para disolver de forma extemporanea antes de su uso o en forma de una
formulacioén lista para usar.

En caso de que se dispensa como polvo seco a redisolver, puede prepararse de acuerdo a métodos conocidos por
el experto en la técnica, tales como la liofilizacién, y puede ser como un kit que comprende a) la formulacién
farmacéutica liofilizada; b) un vehiculo acuoso farmacéuticamente aceptable; ¢) medios de contenedor para contener
la formulacién farmacéutica y el vehiculo acuoso.

Como producto liofilizado, la formulaciéon puede contener agentes crioprotectores como el manitol.

La melatonina podria ser usada como base libre o en forma de cualquier sal aceptable farmacéuticamente y/o su
solvato.

Ventajosamente, la concentracién de melatonina debera estar comprendida entre 1 y 10 mg/ml, méas ventajosamente
entre 2 y 8 mg/ml, preferiblemente entre 2,5 mg/mly 5 mg/ml.

En una modalidad particular de la invencién, la concentracién de melatonina sera de 5 mg/ml, mientras que en otra
modalidad particular sera de 2,5 mg/ml.

Dichas formulaciones, para ser seguras, deben contener excipientes farmacéuticamente aceptables y/o agentes
solubilizantes adecuados para uso parenteral y seleccionados entre aquellos bien tolerados por neonatos.

Por ejemplo, la formulacién puede contener propilenglicol o polietilenglicol (PEG) como cosolvente, segln se informa
en el documento WO 2012/156565.

Alternativamente, como agente solubilizante, la formulacién puede contener sulfobutileter-p-ciclodextrina
actualmente vendida bajo la marca comercial Captisol™ (Ligand Pharmaceuticals Inc, San Diego, California) o
hidroxipropil-B-ciclodextrina vendida bajo la marca comercial Trappsol® Cyclo™ (CTD Holdings Inc, Alachua,
Florida), preferiblemente sulfobutileter-B-ciclodextrina.

En algunas modalidades de la invencién, la formulaciéon puede contener como agente solubilizante, sulfobutileter-p-
ciclodextrina en mezcla con PEG 300 o PEG 400 en proporciones que van desde 8515 hasta 955 p/p,
preferiblemente 90:10 p/p.

Se podria usar cualquier vehiculo acuoso farmacéuticamente aceptable adecuado para la administracién parenteral
a neonatos, por ejemplo, agua para inyeccién (WFI). De lo contrario, se podria usar una solucién acuosa salina
(cloruro de sodio al 0,9 % p/v) o una solucién de glucosa a una concentracién adecuada que debera ajustarse por el
experto en la técnica. En algunas modalidades, una solucién acuosa semisalina (0,45 % p/v de cloruro de sodio)
podria ser preferible.

En otras modalidades, se podria usar ventajosamente una solucién acuosa de glucosa con una concentracién de 5
% 0 10 % phv.

La formulacién farmacéutica segura puede comprender otros excipientes, por ejemplo, agentes de tonicidad y
tampones de pH como los amortiguadores de acetato, fosfato o citrato, tris(hidroximetil)aminometano-HCI (Tris-HCI),
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preferiblemente fosfato o Tris-HCI, mas preferiblemente tampén fosfato.

Ventajosamente, el pH de la formulaciéon farmacéutica puede estar comprendido entre 6,5 y 7,5, preferiblemente 7,0
+0,1.

Dado que la formulacién farmacéutica segura debe ser adecuada para la administracién parenteral, su osmoticidad
es de particular importancia. En consecuencia, la formulacién de la invencién deberé tener una osmolalidad inferior a
600 mOsm/kg, ventajosamente de 150 mOsm/kg a 500 mOsm/kg, més ventajosamente de 200 a 400 mOsm/kg,
preferiblemente de 250 a 350 mOsm/kg.

El experto en la técnica podria convertir facilmente los valores de osmolalidad en valores de osmolaridad mediante
la determinacién de la densidad de la formulacién.

Opcionalmente, la formulacién anterior es estéril.

La esterilizacién se puede lograr de acuerdo con métodos conocidos. Por ejemplo, el polvo puede ser esterilizado
mediante irradiacibn gamma, mientras que la formulacién farmacéutica lista para usar puede ser esterilizada
mediante filtracién o tratamientos de autoclave.

En una modalidad preferida de la invencidn, la formulacién comprende melatonina a una concentracién de 2,5 0 5,0
mg/ml.

En una modalidad particular de la invencién, la formulacién segura tiene la siguiente composicién:

5,0 mg/ml de melatonina, 50 mg/ml de Captisol™, 0,2 mg/ml de tampén fosfato (10 mM), opcionalmente 4,5 mg/mi
de cloruro de sodio, agua para inyeccion.

En otra modalidad particular, la formulacién segura tiene la siguiente composicién:

2,5 mg/ml de melatonina, 25 mg/ml de Captisol™, 0,2 mg/ml de tampén fosfato (10 mM), opcionalmente 4,5 mg/ml
de cloruro de sodio, agua para inyeccion.

Las formulaciones mencionadas anteriormente podrian ser llenadas en recipientes adecuados, por ejemplo, viales
de vidrio de color ambar, y son particularmente adecuadas para la administracién de melatonina de acuerdo con el
régimen terapéutico de la invencién.

La capacidad de dichos viales puede variar de 2 a 10 ml, preferiblemente no superior a 6 ml.

Sin embargo, el experto en la técnica, dependiendo de la composicién de la formulacién segura, debera elegir la
concentracién y la capacidad para administrarla en un periodo comprendido entre 30 minutos y cuatro horas, mas
preferiblemente entre 1 hora y dos horas.

Por ejemplo, si la dosis diaria a administrar es de 15 mg/kg, se llenara un vial de 6 ml con una concentracién de
melatonina de 2,5 mg/ml para ser administrado en un tiempo de 3 horas a una velocidad de entrega de 5 mg/kg/h.

Como ejemplo adicional, si la dosis diaria a administrar es de 20 mg/kg, se llenara un vial de 4 ml con una
concentracién de melatonina de 5 mg/ml para ser administrado en un tiempo de 2 horas a una velocidad de
administraciéon de 10 mg/kg/h.

Las formulaciones farmacéuticas de la invencién se usan para la profilaxis y/o tratamiento de cualquier enfermedad
del cerebro neonatal debido a la asfixia al nacer (perinatal).

Estas enfermedades incluyen ictus arterial perinatal (PAS), y leucomalacia periventricular (PVL), y encefalopatia
hipdxico-isquémica (HIE), preferiblemente encefalopatia hipéxico-isquémica (HIE).

La encefalopatia hipdxico-isquémica es, de hecho, una de las principales causas de muerte neonatal y discapacidad
neurolégica en nifios. La incidencia estimada de esta enfermedad es de aproximadamente 1-2/1000 recién nacidos a
término y aumenta hasta un 60 % entre los recién nacidos prematuros que pesan menos de 1500 gramos. Un
porcentaje comprendido entre el 20 % y el 50 % de los lactantes asfixiados que desarrollan una encefalopatia
hipdxico-isquémica, desafortunadamente estdn destinados a morir en el periodo neonatal, mientras que
aproximadamente el 25 % de los sobrevivientes presentan discapacidades neurolégicas graves como paralisis
cerebral, retraso mental, epilepsia y trastornos del aprendizaje.

El régimen terapéutico de la invencién podria aplicarse tanto a neonatos a término como a neonatos prematuros con
una edad gestacional igual o inferior a 37 semanas.
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Cuando el régimen terapéutico de la invencién esta dirigido a proteger a los neonatos de dafios neuroldgicos, la
formulacién segura puede administrarse solo durante 1 dia.

En otra modalidad, cuando se dirige a restaurar una funcién neurolégica, la administraciéon de la formulacién puede
ser administrada repetidamente, por ejemplo, desde 1 hasta 30 dias. En algunas modalidades, la formulacién podria
administrarse de 1 a 7 dias, mientras que, en otra modalidad, de 1 a 14 dias.

Dentro del limite del régimen terapéutico reivindicado, el médico ajustaréa la dosis y/o la duracidén del tratamiento en
funcién de la edad gestacional y el peso del recién nacido, asi como de la gravedad de la enfermedad, siempre y
cuando la primera administracién se inicie no antes de 45 minutos, pero no después de 4 horas desde la
reanimacién de dicho neonato y el periodo de tiempo para la infusién de cada administracién no sea superior a
horas.

Actualmente, la hipotermia se reconoce como una modalidad de tratamiento eficaz para la asfixia perinatal y la
encefalopatia hipdéxico-isquémica (HIE). Por lo tanto, la formulacién segura de acuerdo con el régimen terapéutico de
la invencién podria aplicarse en combinacién con hipotermia, lo que conduce a un mayor efecto neuroprotector
cerebral que la hipotermia sola, mejorando asi el resultado clinico inmediato y a largo plazo.

Dentro del limite del intervalo de dosis reivindicado, el médico ajustara la dosis y la frecuencia de administracién en
funcién de la edad gestacional y el peso del recién nacido, asi como de la gravedad de la enfermedad.

La invencién se ilustra con referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1 - Determinacién de las formulaciones

El primer conjunto de experimentos tuvo como objetivo evaluar la posibilidad de solubilizar melatonina con diferentes
cantidades de sulfobutileter-p-ciclodextrina (Captisol™).

La prueba se realizé mediante la adicidn de melatonina. En la solucién que contiene Captisol a diferentes
concentraciones hasta la presencia de material no disuelto en el fondo; la solucién fue filtrada y analizada.

Estas pruebas se realizaron con tres vehiculos diferentes: agua para inyeccidén (WFI), solucién de glucosa al 10 % y
tampon fosfato.

En un segundo conjunto de experimentos, se agregé PEG con diferentes pesos moleculares (PEG 300 y PEG 400)
para verificar la posibilidad de reducir la cantidad de Captisol usada para la disolucion.

Los resultados del primer conjunto de experimentos se obtuvieron midiendo el ensayo en la formulacién en los
limites de solubilidad més altos, teniendo en el fondo algunas particulas sin disolver. Estos datos se usaron para
comprender la cantidad de Captisol necesaria para alcanzar una concentraciéon de 5 mg/ml y evitar el efecto de
borde. Se identificd una concentracién de Captisol del 5 % como adecuada, y se confirmé por los otros resultados.

A partir de esta prueba preliminar, fue evidente que la presencia de glucosa o tampén como vehiculo no influye en la
solubilidad de la melatonina; al contrario, la presencia de glucosa o tampén contribuye a producir osmolalidad y esto
debe tenerse en cuenta para definir una formulaciéon con un valor adecuado de osmolalidad de la solucién.

Con respecto a la adicién de otros excipientes (segundo conjunto de experimentos), los resultados demuestran que
es posible reducir la cantidad de Captisol, pero se requiere un 10 % de PEG.

Teniendo en cuenta el uso pediétrico de estas formulaciones, se decidié formular el producto con la menor cantidad
posible de excipientes; por lo tanto, se omitié el PEG y se seleccioné la formulacién solo con Captisol.

También se realizaron algunos ensayos para evaluar la posibilidad y oportunidad de agregar un tampdn a la
formulacién.

En particular, se consideré importante entender cémo mantener el pH estable en el rango objetivo.

Se prepararon muestras con un tampén fosfato de 10 mM y diferentes cantidades de Captisol, como se informa en la
Tabla 1.

Tabla 1 - Comparacién de los resultados obtenidos durante el ensayo preliminar de solubilidad entre la solucién con

y sin tampoén.
Vehiculo Captisol | pH Osmolalidad Densidad
Tampén fosfato 10 mM pH7 | 5 % 6,79 | 151 mOsmol/Kg | 1,022 g/ml

Tampén fosfato 10 mM pH7 | 7,5 % 6,76 | 223 mOsmol/Kg | 1,033 g/ml
Tampén fosfato 10 mM pH7 | 10 % 6,75 | 302 mOsmol/Kg | 1,043 g/ml
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Tampén fosfato 10 mM pH7 | 125% | 6,65 | 361 mOsmol/Kg | 1,053 g/mi
Agua para inyeccién 5% 6,67 | 129 mOsmol/Kg | 1,021 g/ml
Agua para inyeccién 10 % 5,50 | 275 mOsmol/Kg | 1,042 g/mi

Los resultados en la Tabla 4 indican que un tampdn de 10 mM es adecuado para mantener el pH en el rango
deseado.

Ademas, los valores de osmolalidad registrados indican la contribucién al valor de osmolalidad de la formulacién por
el tampén fosfato (aproximadamente 20-30 mOsmol/Kg) y por la cantidad de Captisol usada. A la luz de estos
resultados, se decidié usar una solucién de tampén fosfato de 10 mM como vehiculo.

Ejemplo 2 - Preparacién de una formulacién segura de acuerdo con la invencién

La composicién unitaria de la formulacién 1 se describe en la Tabla 2.

Tabla 2 - Formulacién segura adecuada para uso clinico

Ingrediente % Conc
Melatonina 0,5 5,0 mg/mi
Captisol 50 50 mg/ml
NaoHPO4 heptahidratado 0,058 | 0,58 mg/mi
NaH-PO,4 monohidratado 0,155 | 1,55 mg/ml
Agua para inyeccién g.s. a 100 ml

El pH resulté ser 7,0 + 0,3.
La osmolalidad resultd ser de aproximadamente 150 mOsm/Kg.
Ejemplo 3 - Estabilidad de la formulacién del Ejemplo 1

Una formulacién preparada segun el ejemplo 1 se almacené durante seis meses bajo condiciones aceleradas, es
decir,a40°+ 2 Cy 75+ 2 % de humedad relativa, con el fin de evaluar su estabilidad fisica y quimica.

El ensayo de melatonina y sus sustancias relacionadas e impurezas se realizé mediante HPLC. También se
probaron los siguientes parametros: pH y apariencia.

Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 - Estabilidad de la formulacién de acuerdo con el Ejemplo 2

Formulacién del | pH | Ensayo Sustancias Impurezas % vs Apariencia
Ejemplo 2 (mg/ml) | Relacionadas Totales INICIAL
(%) (%)
Inicial (t = 0) 6,75 541 0,02 0,07 100 Transparente e incolora
t=1mes 6,76 5,22 0,03 0,07 96 Transparente e incolora
t =2 meses 6,9 5,14 0,02 0,07 95 Transparente e incolora
t = 3 meses 6,9 5,30 0,02 0,06 98 Transparente e incolora
t =6 meses 6,8 5,31 0,02 0,08 98 Transparente e incolora

Los resultados reportados en la Tabla 3 muestran que no se puede observar ninguna degradacién apreciable
después de al menos 6 meses cuando la formulacién se almacend en condiciones aceleradas. La variacién del
ensayo estaba dentro de £ 5 %.

La formulacién también resulté ser fisicamente estable.

Ejemplo 4: Administraciéon intravenosa de la formulacién de melatonina del Ejemplo 2 a una dosis de 15 mg/kg
después de 2 horas desde la hipoxia-isquemia transitoria.

Objetivo: Para evaluar la neuroproteccién de la melatonina intravenosa (15 mg/kg) infundida lentamente durante 6 h
(2,5 mg/kg/h), iniciada 2 h después de la hipoxia-isquemia en un modelo de lechén de asfixia neonatal (Figura 1).
Las medidas de resultado primarias fueron la inmunotincién TUNEL de la muerte celular en 9 regiones cerebrales
(Figura 2). Los resultados secundarios fueron la recuperaciéon del electroencefalograma integrado por amplitud
(aEEG) y los biomarcadores de espectroscopia de resonancia magnética (MRS) (NTP/epp y lactato/N-acetil
aspartato).

Disefio/Métodos: como se muestra en la Figura 1, se asignaron al azar 26 lechones después de la hipoxia isquemia
al grupo de vehiculo (n=13) y al grupo de melatonina (infusién de 6 h a las 2 h y 26 h después de la lesién, n=13).
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Ambos grupos se enfriaron (33,5 °C 2-26 h). Se indujo hipoxia-isquemia dentro del escaner de resonancia magnética
al inflar de forma remota los oclusores vasculares alrededor de ambas arterias carétidas comunes, y al mismo
tiempo reducir FiO2 a 6 % (volivol) (documento de Robertson y otros, Brain 2103). Durante la hipoxia-isquemia, la
altura del pico B-NTP se monitorizé continuamente usando el software Matlab (Mathworks) desarrollado
internamente. En el momento en que B-NTP habia caido al 50 % de su valor inicial, se aumenté la FiO2 al 9 %.
Cuando el B-NTP cay6 al 40 % de la altura inicial, se titul6 la fracciéon de oxigeno inspirado para mantener la altura
méaxima del B-NTP entre el 30 % y el 40 % de su altura original durante un periodo de 12,5 minutos. Al final de la
hipoxia-isquemia, se desocluyeron las arterias carétidas y la FiO2 volvié al 21 %. Se calcul6 la gravedad de las
lesiones. Se mantuvo la anestesia, el soporte de cuidados intensivos, el monitoreo aEEG v fisiolégico durante 48 h,
cuando se evalud la muerte celular (tincibn TUNEL para células apoptéticas) en 9 regiones cerebrales. Resonancia
magnética: Se adquirieron espectros de '"H MRS y 3'P MRS a las 24 y 48 h. La cabeza fue inmovilizada en un marco
estereotactico para la adquisicion de MRS. Los lechones fueron posicionados dentro del orificio del escaner de
resonancia magnética Agilent de 9,4 Tesla. Se adquirieron datos de MRS de 'H y 3'P al inicio (para todos los
lechones n=30) y a las 24 h (vehiculo n=11, 5 mg/kg Mel-N n=4, 15 mg/kg Mel-N n=13) y 48 h (vehiculo n=8, 5
mg/kg Mel-N n=4, 15 mg/kg Mel-N n=12) después de la hipoxia-isquemia cerebral. Después de la preparacién
quirdrgica, se adquirié monitorizacién de EEG de seis canales (Nicolet, Care Fusion, Wisconsin, EE. UU.) al inicio y
durante los periodos entre las adquisiciones de datos de MRS. Las grabaciones de EEG integrado por amplitud
filtradas se clasificaron de acuerdo con la clasificacién de patrones. Una puntuaciéon de O fue un trazado plano; 1,
voltaje bajo continuo; 2, supresiéon de rafagas; 3, voltaje normal discontinuo; y 4, voltaje normal continuo, al inicio y
luego cada hora después de la hipoxia-isquemia. Se tomaron muestras de sangre al inicio, antes de la infusién, a las
1, 3, 6, 12, 18, 24, 25, 27, 30, 36, 42 y 48 h después de la hipoxia-isquemia. Se tomé6 una muestra de CSF a las 48
h. Se recolectaron muestras de sangre en tubos de litio/heparina y se centrifugaron inmediatamente después de la
recoleccion. El plasma se separd y luego se almacend a -20 °C antes del analisis. La melatonina se media
rutinariamente mediante radicinmunoensayo directo. Los lechones se sacrificaron a las 48 h.

Resultados: A las 24 h después de la lesidn, la melatonina mejoré la disminucién de NTP/ePP inducida por la lesién
hipdxico-isquémica en comparacién con el vehiculo (p=0,038). La tasa de recuperaciéon de aEEG fue similar entre
los grupos (Figura 3).

El tratamiento con melatonina comenzé 2 h después de la hipoxia-isquemia, redujo la muerte celular en la corteza
sensoriomotora (p<0,003) en comparacién con el vehiculo (Figura 4). Hubo una tendencia de reduccién de la muerte
celular en todo el cerebro (p=0,068) en el grupo tratado con melatonina (Figura 4). No hubo diferencia en las
puntuaciones medias de aEEG por hora entre los grupos en ningiin momento (Figura 5). Los lechones tratados con
melatonina mostraron niveles plasméticos dentro del rango terapéutico esperado (documento de Robertson N y
otros, Brain 136(1), 2013, 90-105). La dosis de melatonina y el tipo de formulacién utilizados en este estudio no
afectaron los parametros fisiol6gicos monitoreados, incluyendo la presion arterial media y el uso de inotrépicos.

Conclusién(es): La proteccién cerebral de la melatonina después de la hipoxia-isquemia en el lechén recién nacido
depende de la dosis y el momento de administraciéon; no se observd proteccién con 5 mg/kg/24 h de melatonina, se
observé una tendencia a una reduccién general de células TUNEL positivas con 15 mg/kg/24 h y se observé una
proteccién significativa en la corteza sensoriomotora. En lechones recién nacidos sometidos a hipoxia-isquemia, la
infusién intravenosa de una dosis alta (15 mg/kg) de la formulacién de melatonina de acuerdo con el Ejemplo 1 es
bien tolerada y aumenta la neuroproteccién hipotérmica en la corteza sensoriomotora cuando se inicia 2 h después
de la lesién.

Discusién: La proteccion cerebral de la melatonina después de la hipoxia-isquemia en el lechén recién nacido
dependié de la dosis y el momento de administraciéon; con la melatonina administrada a las 2 h después de la
hipoxia-isquemia durante un periodo de 6 h, no se observé proteccién con 5 mg/kg/24 h de melatonina y se observé
una tendencia a la reduccién general de células positivas al TUNEL en el cerebro con 15 mg/kg/24 h. Se observé
una proteccién cerebral significativa solo en la corteza sensoriomotora con 15 mg/kg/24 h de Mel-N administrados a
las 2 h. Es importante destacar que la Cmax con 15 mg/kg de Mel-N comenzé a las 2 h y se alcanzb a las 8 h
después de la hipoxia-isquemia. Es probable que se necesite una administracién més temprana y rapida de
melatonina para alcanzar mas rapidamente la concentracién neuroprotectora supuesta de melatonina en plasma y
lograr una mejor proteccion cerebral después de la hipoxia-isquemia. Como ejemplo en la Figura 6 (linea naranja), la
modelacién farmacocinética ha demostrado que una dosis de 18 mg/kg durante 2 h, iniciada a la 1 h, repetida cada
24 h, daria lugar a una Cmax a las 3 h, es decir. 5 h antes de lo observado en el estudio descrito en este Ejemplo.

Ejemplo 5: Un estudio de neuroproteccién en lechones hipéxico-isquémicos puros y sensibilizados con LPS usando
la formulacién del Ejemplo 2.

La inflamacién/infeccién materna sola o en combinacién con asfixia al nacer aumenta el riesgo de lesiones
cerebrales perinatales y la hipotermia no es neuroprotectora después de una lesion cerebral hipdxico-isquémica
neonatal sensibilizada por infeccién (documento de Osredkar D y otros, Resuscitation. abril de 2014; 85(4).567-72).
Planteamos la hipétesis de que la melatonina tiene una mejor neuroproteccién que la hipotermia en HI sensibilizados
con LPS debido a sus beneficiosos efectos inmunomoduladores. Proponemos usar el lipopolisacérido de E. Coli
para inducir una respuesta inflamatoria sistémica; esta endotoxina se ha usado previamente en modelos

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2972199 T3

experimentales (documento de Wang X y otros, Ann Neurol. 2007; 61(3):263-71).

La hipoxia-isquemia serd inducida mediante la inflacién remota de los oclusores vasculares alrededor de ambas
arterias carétidas comunes, y simultdneamente reduciendo la FiO2 a 6 % v/v (documento de Robertson N y otros,
Brain. enero de 2013; 136(Pt 1):90-105).

Durante la hipoxia-isquemia, la altura del pico B-NTP se monitorizaré continuamente mediante resonancia magnética
para garantizar la consistencia en la entrega de la lesién. El grupo de tratamientos se muestra en la Figura 1. La
modelacién farmacocinética ha demostrado que una dosis de 15-18 mg/kg durante 2-3 h, iniciada a 1 h después de
la reanimacién, repetida cada 24 h, daria lugar a un Cméx a las 3 h, 4-5 h antes que el estudio reportado en el
ejemplo 3. Esto permitiria una ventana de tiempo de 1 hora para comenzar la intervencién, lo cual es compatible con
la préactica clinica.

La eficacia neuroprotectora de la melatonina se evalla mediante: Se adquiriran imagenes de resonancia magnética
(MRI) y espectroscopia de resonancia magnética (MRS) a las 2, 24 y 48 h después de la lesion cerebral (HI)
(lactato/NAA por 1H MRS, nuestro principal biomarcador). El EEG continuo y el EEG integrado por amplitud (aEEG),
que es altamente predictivo del resultado en bebés con NE, se adquiere entre los estudios de iméagenes de
resonancia magnética a las 24 y 48 h.

A las 48 h se termina el experimento. El cerebro se fija por perfusién para inmunohistoquimica (TUNEL y/o caspasa
3 fragmentada y/o IBA-1) y se cuantifican éreas discretas del cerebro para evaluar la neuroproteccién, asi como los
efectos moduladores contra la neuroinflamacién.

Se miden los niveles de PK de melatonina en plasma a las 1, 2, 4, 6, 12, 18, 24, 36 y 48 h después de la HI.

Evaluacién de los efectos inmunomoduladores de la melatonina: mediante la medicién de las concentraciones
plasmaticas de mediadores proinflamatorios (por ejemplo, IL-1q, IL-1B, IL-5, IL-6; TNF-a, IFNy). Efecto de la infusién
de LPS E Coli en parametros fisiolégicos, MRS, MRI, EEG, NIRS, marcadores genéticos y bioquimicos sanguineos
se establecen.

El esquema del estudio de protocolo se muestra en la Figura 7.
Ejemplo 6: Determinacién in vitro de las concentraciones neuroprotectoras de melatonina

Los estudios de concentracidn-respuesta tenian como objetivo detectar el rango de concentracién de melatonina que
resulta en neuroproteccién contra la privacion de oxigeno-glucosa (OGD), un modelo experimental que simula la
hipoxia-isquemia y la reperfusiéon. La isquemia se simulé in vitro mediante anoxia combinada con un medio sin
glucosa (OGD) en cultivos de rodajas de hipocampo organotipicas de rata. La muerte celular, estimada por la
incorporacién de yoduro de propidio, inducida por OGD fue del 90,8 + 7,6 % y se redujo a 64,3 £ 851 %, 57,6 £ 6,9
%, 60,9 £ 7,4 %, 47,3+ 3,8 % y 38,9 £ 42 %, después del tratamiento con 1, 3, 10, 25 y 50 uM de melatonina,
respectivamente. El analisis estadistico mostré un efecto significativo de la melatonina en todas las dosis probadas
(p<0,01 prueba de Dunnet después del ANOVA), con la excepcién de 1 uM.

Estos resultados demuestran que la melatonina reduce la muerte celular inducida por OGD en cultivos de rodajas de
hipocampo de ratas neonatales de manera dependiente de la concentracién. Estudios de farmacocinética realizados
en lechones neonatales (ver Ejemplo 4) mostraron que la infusién de 15 mg/Kg de la formulacién de melatonina del
Ejemplo 2 resulté en un rango de concentraciéon plasmética de melatonina comprendido entre 16 y 4 mg/l (69-17
M), lo cual seria neuroprotector en OGD. Asi, la infusidn intravenosa de melatonina a 15 mg/kg permite alcanzar
una concentracién plasmatica sostenida y estable de melatonina que podria contrarrestar la lesién cerebral inducida
por la hipoxia-isquemia neonatal.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica segura que comprende melatonina disuelta en un vehiculo acuoso para su uso en
el tratamiento de lesiones cerebrales causadas por asfixia al nacer en un neonato, en donde dicha formulacién se
administra mediante infusién parenteral a una dosis diaria de 10 a 20 mg/kg, caracterizada porque la administracién
se inicia no antes de 45 minutos pero no después de 4 horas desde la reanimacién del neonato y el periodo de
tiempo para la infusién comprende entre 30 minutos y 4 horas.

2. La formulacién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el trastorno se selecciona
del grupo que consiste en ictus arterial perinatal (PAS), y leucomalacia periventricular (PVL) y encefalopatia
hipdxico-isquémica (HIE).

3. La formulacién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el trastorno es
encefalopatia hipoxico-isquémica (HIE).

4. La formulacién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacidén 3, en donde la administracién se inicia
no antes de 1 hora, pero no después de 2 horas.

5. La formulacién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el periodo de tiempo para
la infusién comprende entre 1 hora y 2 horas.

6. La formulacién farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que esta
en forma de un polvo seco para disolver de forma extemporédnea antes de su uso o en forma de formulacién lista
para usar.

7. La formulacion farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
la concentracién de melatonina comprende entre 1y 10 mg/ml.

8. La formulacién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde la concentracién de
melatonina comprende entre 2,5y 5,0 mg/ml.

9. La formulacion farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
el pH comprende entre 6,5y 7,5.

10. La formulacién farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
la osmolalidad comprende entre 250 y 350 mOsm/kg.

11. La formulacién farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que
comprende sulfobutileter-p-ciclodextrina como agente solubilizante.

12. La formulacién farmacéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que

comprende 2,5 o 5,0 mg/ml de melatonina, 25 o 50 mg/ml de sulfobutileter-B-ciclodextrina, 0,2 mg/ml de tampén
fosfato, opcionalmente 4,5 mg/ml de cloruro de sodio y agua para inyeccién.
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I Sangres para PK: Inicio, antes de la infusion, 1, 3, 5, 12, 18, 24, 25, 27, 30, 38, 42, 48 horas.
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12




Periventricular
5) Capsula interna

2} Corteza Sensoriomotora

1) Corteza Cingulada
3) Hipocampo
6) Nucleo Caudado

4} Materia Blanca
7) Putamen
8) Talamo

-

ES 2972199 T3

Figura 2

13

-

-

-




ES 2972199 T3

-0,62
-0,64
-0,66
-0,68

)
~

(W TFiepp!

£ 5,72
5 -0,74
-0,76
-0,78
8

4

Lng!

Todo el cerebro

-0.1
-0.3
0,5
-0.7
-0.9
-1.1
-1,3
-1,
-1,7
-1.9

Log, fLac/NAR}

" imicio 24 bt 45 e

Talamo

2.4 .
Inicio 24 by 45 b

Todo el cerebro

Log,, (FCaRi)

* 3 . R
" inicio M &5 by

Materia Blanca

Lo, (LaciaR)

‘Inicio C Ml AEbr

Vehiculo

- Metatonina 5 mg/kg durante 8 h

Metatanina 15 mgrkg durante 6 h

Figura 3A

Todo el cerebro

0,5
0.6
0.7
0.8
0,9
1,0
A4

¥
st
SRS

Leog INTFapp)

bk 4% b

Talamo

Todo el cerebro

Materia Blanca

Log tlaciMadg

24 he 44 hr

Vehiculo

Melatonina 15 mg/kg durante 8 h

Figura 3B

14




ES 2972199 T3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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