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DESCRIPCIÓN

Formulación de hipericina para la terapia fotodinámica

La invención se refiere a una formulación para la preparación de una solución de instilación para su uso en la terapia 5
fotodinámica, que contiene una hipericina unida a un agente complejante polimérico, en concreto, un polietilenglicol 
o una poli-N-vinilamida, en forma de una sal de metal alcalino, en particular en forma de la sal de potasio o de la sal 
de sodio, de acuerdo con las reivindicaciones.

La terapia fotodinámica (PDT) es un procedimiento que es adecuado para el tratamiento de tumores y alteraciones 10
premalignas de la piel y mucosa de distintos órganos huecos (Juarranz et al., 2008; Agostinis et al., 2011).

La PDT se basa en la interacción de tres componentes: fotosensibilizador, luz en la región visible y oxígeno.

Después de la aplicación sistémica o tópica de un fotosensibilizador, tiene lugar una acumulación del 15
fotosensibilizador en el tejido maligno. Con ayuda de luz de longitud de onda adecuada, el fotosensibilizador puede 
excitarse. En el estado excitado, se transfiere energía a un reactivo, por ejemplo, oxígeno molecular. A este respecto 
se generan moléculas de oxígeno reactivas, que a su vez dañan las estructuras celulares del tejido tumoral, 
mediante lo cual se inician procesos celulares tales como apoptosis y necrosis (Agostinis, et al., 2011; Allison y 
Sibata, 2010).20

Un fotosensibilizador ideal para la PDT muestra acumulación selectiva en células tumorales, toxicidad sistémica nula 
o mínima y es fotoquímicamente eficiente.

Hipericina, 1,3,4,6,8,13-hexahidroxi-10,11-dimetilfenantro (1,10,9,8-opqra)perileno-7,14-diona se describió ya en la 25
bibliografía como potencial fotosensibilizador (Agostinis et al., 2002).

En ensayos in vitro, pudo mostrarse la eficacia de hipericina en la PDT en una serie de líneas celulares (Karioti y 
Bilia, 2010).

30
Además, estudios en animales in vivo confirman el potencial de hipericina para una aplicación en la PDT 
(Bhuvaneswari et al., 2010/ Chen et al., 2003/ Liu et al., 2000/ Sanovic et al., 2011).

La hipericina es hidrófoba e insoluble en agua. Por este motivo, en el pasado, la hipericina se disolvió con ayuda del 
disolvente orgánico dimetilsulfóxido (DMSO) o de un polímero soluble en agua, polietilenglicol (PEG).35

Experimentos en animales en un modelo de rata mostraron resultados alentadores sobre la PDT del carcinoma 
vesical. A este respecto, hipericina se introdujo en las células tumorales con ayuda de polietilenglicol. Con una dosis 
de hipericina de 30 μM y una irradiación con luz (595 nm) de una intensidad de 25 a 50 mW/cm2 pudieron destruirse 
hasta el 98 % de las células tumorales (Kamuhabwa et al., 2003).40

Sin embargo, para una aplicación clínica, se necesita una formulación soluble en agua de hipericina, que tiene 
selectividad tumoral, y que puede excitarse con luz en la región visible.

El documento WO 01/89576 A2 describe cómo puede aumentarse la solubilidad de hipericina mediante el excipiente 45
polivinilpirrolidona (povidona, PVP).

El uso de PVP-hipericina en la PDT se describe también en el documento WO 2014/079972 A1. El documento WO 
2014/079972 A1 trata en particular un aparato que puede emplearse en la PDT de órganos huecos, tal como la 
vejiga humana.50

El documento WO 2015/131891 A1 se refiere al uso de hipericina en forma de la sal de sodio tanto para el 
diagnóstico fotodinámico como para la terapia fotodinámica.

El producto divulgado en el documento WO 2015/131891 A1 se encuentra en forma de una solución anhidra en 55
alcohol (en concreto, etanol) y contiene como solubilizante PEG. La solución ha de diluirse en una solución 
portadora (solución de glucosa) antes de su uso como fotosensibilizador.

La solución de infusión así obtenida contendrá de 0,01 a 0,05 mg de hipericinato de sodio y se administrará a lo 
largo de un periodo de 90 minutos.60

PVP-hipericina muestra una acumulación selectiva en células tumorales in vitro e in vivo (Rubin et al., 2008; 
Vandepitte et al., 2011).

La invención se basa en el objetivo de proporcionar una formulación estéril y estable de hipericina, que puede 65
emplearse para la aplicación clínica en la PDT.
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Este objetivo se consigue con una formulación de hipericina que presenta las características de la reivindicación 1.

Formas de realización preferidas y ventajosas de la formulación de hipericina de acuerdo con la invención son objeto 
de las reivindicaciones dependientes.5

Sorprendentemente, se ha demostrado que la formulación de hipericina de acuerdo con la invención es solo estable 
y, por lo tanto, aplicable en condiciones clínicas, cuando la hipericina se encuentra como sal.

Una evaluación de la formulación de hipericina de acuerdo con la invención en experimentos en animales ha 10
demostrado sorprendentemente que a una dosis de hipericina 30 μM en una formulación estable con PVP de 
acuerdo con el Ejemplo 1, es suficiente una intensidad de luz necesaria de 5 o 25 mW/cm2 a una longitud de onda 
de 595 nm y un tiempo de exposición de 120 minutos en la vejiga (tiempo de instilación), para destruir el 98 % de las 
células tumorales. El mismo resultado del 98 % de células tumorales destruidas se consigue también con la misma 
intensidad de luz y hipericina 40 μM a los 15 o 30 minutos de tiempo de exposición y tratamiento con luz de una 15
longitud de onda de 610 nm. Asimismo, un tiempo de instilación de 1 hora, con hipericina 20 μM, de igual intensidad 
de luz y frecuencia de luz de 570 nm, consigue una tasa de destrucción del 97 % y un tiempo de instilación de 120 
minutos, con hipericina 9 μM, de igual intensidad de luz y tratamiento a 600 nm, consigue una tasa de destrucción 
del 95 %. Con ello, con intensidades de luz de 5 a 25 mW/cm2 con frecuencias de luz de 570 a 610 nm, 
concentraciones de hipericina de 9 a 40 μM, tiempos de exposición entre 15 y 120 minutos, se consigue una tasa de 20
destrucción del 95 al 98 % de las células tumorales (ejemplos de aplicación 1, 2, 3 y 4).

La efectividad de una PDT depende esencialmente de la cantidad de luz total. Al mismo tiempo, con una intensidad 
de luz creciente, es elevada la probabilidad de efectos secundarios localizados.

25
Con la ayuda de la formulación de acuerdo con la invención, se consigue una acumulación mejorada en el tejido 
maligno, mediante lo cual una intensidad de luz claramente reducida de ya 5 hasta como máximo 25 mW/cm2 es 
suficiente para destruir las células tumorales.

El enriquecimiento selectivo de la formulación de hipericina de acuerdo con la invención y la intensidad de luz 30
sorprendentemente baja, que se necesitaba para una PDT en el modelo animal cuando se aplicaba la formulación 
de hipericina de acuerdo con la invención, permite la aplicación en la terapia de lesiones en diferentes cavidades del 
cuerpo, que pueden alcanzarse con la dosis de luz necesaria.

A continuación se describen ejemplos de la formulación de hipericina (complejo de hipericina-PVP) de acuerdo con 35
la invención.

Modo de proceder general para la preparación de una formulación con el principio activo hipericinato de sodio:

El objetivo es preparar una formulación que contiene hipericina para la aplicación como fotosensibilizador en el 40
ámbito de la terapia fotodinámica.

La formulación de acuerdo con la invención se prepara a partir de una sal de hipericina, en particular de hipericinato 
de sodio.

45
Para definir el contenido de hipericina del material de partida, se registran, además de la determinación del 
contenido, sobre todo el contenido de agua y en el caso de hipericinato de sodio, el porcentaje de sodio. Las 
propiedades fisicoquímicas pueden tener una influencia sobre la formulación del fármaco farmacéutico.

Para la aplicación clínica, es necesaria una estabilidad de la formulación de acuerdo con la invención. La estabilidad 50
se garantiza por la composición del producto acabado y también afecta al mismo tiempo al procedimiento de 
preparación. Debido a los sistemas tampón usados, también durante la preparación hasta la liofilización del producto 
acabado puede conseguirse una estabilidad suficiente de la solución a granel.

Como sistemas tampón puede recurrirse a distintos aditivos, que preferentemente tanto para la solución a granel 55
como para la solución reconstituida, consiguen un valor de pH fisiológicamente compatible y una presión osmótica 
después de la reconstitución con 50 ml de agua para inyección de 290 mOsmol/kg. Los sistemas tampón fosfato o 
citrato pueden emplearse en primer lugar.

Después de finalizar la solución a granel a partir de los constituyentes mencionados, se carga la cantidad 60
correspondiente de la solución a granel en frascos para inyección y se liofiliza.

Ejemplo 1:

A partir del hipericinato de sodio, se prepara una solución con una pesada objetivo de 90,0 mg de hipericina.65
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A 1875 mg de PVP k25, se le añaden 5,0 g de la solución de hipericina y se disuelve por completo.

Esta solución se rellena cuantitativamente con una solución de tampón fosfato hasta 250,0 g. La concentración final 
de esta solución es 0,0225 mg de hipericina/g de solución.

5
Para la liofilización, se carga una cantidad definida de la solución a granel así obtenida en frascos para inyección y 
con un programa de liofilización correspondiente se prepara el liofilizado acabado.

Ejemplo 2:
10

Se trabaja tal como se indica en el Ejemplo 1, usándose PVP k17 en lugar de PVP k25 para la complejación del 
hipericinato de sodio.

Ejemplo 3:
15

Se trabaja tal como se indica en el Ejemplo 1, usándose PVP k30 en lugar de PVP k25 para la complejación del 
hipericinato de sodio.

Ejemplo 4:
20

Se trabaja tal como se indica en el Ejemplo 1, 2 o 3, usándose una solución tampón de ácido cítrico en lugar de la 
solución de tampón fosfato.

Las soluciones a granel preparadas tal como se describe en los Ejemplos 1 a 4 pueden producirse con diferentes 
contenidos de hipericina.25

La eficacia de la formulación de hipericina de acuerdo con la invención se probó en un estudio preclínico con el uso 
de la formulación como Ejemplo 1.

Ejemplos de aplicación:30

Para ello se examinó la formulación de hipericina de acuerdo con la invención para la PDT en un modelo de tumor 
de vejiga preclínico, ortotópico, en ratas. En todos los ejemplos, los tumores se trataron con la formulación de 
hipericina de acuerdo con la invención en diferentes concentraciones de 9 a 40 μM, a diferentes intensidades de luz 
de 5 o 25 mW/cm2, diferentes frecuencias de luz de 570 a 610 nm y diferentes tiempos de instilación.35

Ejemplo 1. Después de una instilación de 2 horas con 30 μM de la formulación de hipericina de acuerdo con la 
invención y diferentes intensidades de luz (5 o 25 mW/cm2) con luz de una longitud de onda de 595 nm, pudieron 
destruirse hasta el 98 % de las células tumorales.

40
Ejemplo 2. Después de una instilación de 1 hora con 20 μM de la formulación de hipericina de acuerdo con la 
invención y diferentes intensidades de luz (5 o 25 mW/cm2) con luz de la longitud de onda 570 nm, pudieron 
destruirse hasta el 97 % de las células tumorales.

Ejemplo 3. Después de una instilación de 15 o 30 minutos con 40 μM de la formulación de hipericina de acuerdo con 45
la invención y diferentes intensidades de luz (5 o 25 mW/cm2) con luz de longitud de onda de 610 nm, pudieron 
destruirse hasta el 98 % de las células tumorales.

Ejemplo 4. Después de una instilación de 2 horas con 9 μM de la formulación de hipericina de acuerdo con la 
invención y diferentes intensidades de luz (5-25 mW/cm2) con luz de la longitud de onda 600 nm, pudieron destruirse 50
hasta el 95 % de las células tumorales.

Los resultados de los ensayos en el modelo de rata se reproducen en las Figuras 1 y 2. En los diagramas "ns" 
representa "no significativo" y "*" representa "significativo". Los diagramas de las Figuras 1 y 2 muestran la 
supervivencia de células tumorales después del tratamiento con la formulación de hipericina de acuerdo con la 55
invención y luz. 24 horas después del tratamiento, el tejido de vejiga se disoció y las células supervivientes se 
determinaron con ayuda de un ensayo clonogénico en comparación con el control (sin PVP-hipericina y luz).

La supervivencia relativa de las células en condiciones de PDT (PVP-hipericina de acuerdo con el Ejemplo 1 y 
tratamiento con luz) asciende a (representada como valor medio + DE): 7,4 (+/- 6,4) % en el caso del uso de 5 60
mW/cm2 y 2,4 (+/- 4,0) % con 25 mW/cm2 y una duración de tratamiento con luz de 60 minutos. Esto está 
representado en dos diagramas (Figuras 1 y 2).
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REIVINDICACIONES

1. Formulación para la preparación de una solución de instilación, que puede usarse en la terapia fotodinámica, que 
contiene una hipericina unida a un agente complejante polimérico, en concreto, un polietilenglicol o una poli-N-5
vinilamida, en forma de una sal de metal alcalino, en particular en forma de la sal de potasio o de la sal de sodio, en 
la que la solución de instilación contiene hipericina en una concentración de 9 a 40 μM, caracterizada por que la 
formulación es un liofilizado estable, que se obtiene a partir de una solución acuosa, que contiene la sal de metal 
alcalino de hipericina, el agente complejante y un sistema tampón, en particular un tampón fosfato o una solución 
tampón de ácido cítrico.10

2. Formulación según la reivindicación 1, caracterizada por que la poli-N-vinilamida es polivinilpirrolidona (PVP) de 
distinto grado de polimerización y reticulación.

3. Procedimiento para la preparación de una formulación estable según la reivindicación 1 o 2, caracterizado por 15
etapas de procedimiento sucesivas, posteriores,

a) se prepara una solución acuosa de la sal de metal alcalino de hipericina,
b) la solución obtenida en la etapa a) se añade al agente complejante, en particular polivinilpirrolidona y se 

disuelve,20
c) a la solución obtenida en la etapa b) se añade un tampón fosfato o una solución tampón de ácido cítrico, para 

obtener una concentración de 0,0225 mg de hipericina/g de solución y
d) se liofilizan partes de la solución a granel obtenida después de la etapa c).
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