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DESCRIPCION
Formulacion de hipericina para el diagnostico fotodinamico

La invencion se refiere a una formulaciéon para la preparacion de una solucion de instilacion para su uso en el
diagndstico fotodinamico, que contiene hipericina unida a un agente formador de complejo polimérico,
concretamente un polietilenglicol o una poli-N-vinilamida, en forma de una sal de metal alcalino, en particular de la
sal de potasio o de la sal de sodio, de acuerdo con las reivindicaciones.

El cancer de vejiga es el cancer mas frecuente de las vias urinarias. El cancer de vejiga afecta a hombres mas de
tres veces mas frecuentemente que a mujeres. Es el séptimo tipo de cancer diagnosticado mas frecuente en
hombres (Ferlay et al., 2013). Aproximadamente el 75-85 % de los pacientes con cancer de vejiga recién
diagnosticado muestran tumores de vejiga no musculo invasivos, es decir, tumores que estan limitados a la mucosa.
A este respecto se trata de estadios de tumor carcinoma in situ (Tis), Ta, o T1 (Babjuk et al., 2015). Las tasas de
recidiva en el caso de carcinoma de vejiga no musculo invasivo son muy frecuentes. La probabilidad de la
reaparicion se encuentra en del 15 al 61 % dentro del primer afio y del 31 al 78 % tras 5 afios (Witjes, Douglass,
2007). Las altas tasas de recidiva requieren un control durante afios y observacion posterior de pacientes
anteriormente enfermos.

El sintoma mas frecuente de cancer de vejiga no musculo invasivo es la hematuria. Ademas pueden aparecer
también sintomas irritativos o dolor en las vias urinarias inferiores. Un estudio corporal no proporciona ninguna
conclusién sobre un posible tumor de vejiga no musculo invasivo (Babjuk et al., 2015). La inspeccion visual de la
vejiga con un endoscopio e iluminacion con luz blanca (cistoscopia con luz blanca) y una toma de muestra de tejido
representa un primer diagnostico. Este procedimiento es eficaz para tumores exofiticos. Los carcinomas planos (en
particular Tis), displasias, crecimiento multifocal y lesiones microscopicas pueden distinguirse de manera mucho mas
dificil y con frecuencia se pasan por alto en una cistoscopia con luz blanca.

El procedimiento de la cistoscopia de fluorescencia (también denominada diagnéstico fotodinamico (PDD)) mejora
las tasas de reconocimiento de cancer de vejiga no musculo invasivo, en particular de Tis, y reduce por consiguiente
la tasa de recidiva (Burger et al., 2013; Kausch et al., 2010; Stenzel et al., 2010).

El diagnéstico fotodinamico (PDD) aprovecha las propiedades fotoactivas de determinados compuestos, de los
denominados fotosensibilizadores, que se acumulan preferentemente en el tejido tumoral y mejoran la limitacion
optica entre tejido normal y neoplasico.

El principio basico del diagnoéstico fotodinamico (PDD) se basa en un procedimiento de dos etapas, que comprende
un aplicacion sistémica o tdpica de un fotosensibilizador y la activacion del fotosensibilizador mediante radiacion con
luz visible con una longitud de onda adecuada.

El “patron de oro” en la deteccidon de cancer de vejiga no musculo invasivo es la cistoscopia con luz blanca. En el
caso de sospecha de Tis se recomienda sin embargo el uso de una cistoscopia de fluorescencia (Babjuk et al.,
2015), mediante lo cual pueden hallarse en promedio un 20 % mas de Tis (Witjes et al., 2010).

El precursor de porfirina acido 5-aminolevulinico (5-ALA) y el derivado acido hexaminolevulinico (HAL) se usan en el
diagndstico de fluorescencia. Las dos sustancias son profarmacos. Mediante metabolizacién del pro-farmaco se
produce una molécula fotoactiva, que se usa para el PDD. La Unica sustancia autorizada como farmaco para el PDD
en la indicacién carcinoma de vejiga es el acido hexaminolevulinico (Hexvix®, Cysview®).

Se conocen las propiedades de hipericina (1,3,4,6,8,13-hexahidroxi-10,11-dimentilfenantro (1,10,9,8-opqra) perilen-
7,14-diona) como fotosensibilizador e indicador para células cancerigenas, especialmente para la deteccion de
tumores no musculo invasivos del urotelio. La hipericina no es ningun pro-farmaco y no debe metabolizarse en el
tejido, sino que puede estimularse directamente con luz con una longitud de onda adecuada, tan pronto como la
hipericina se haya acumulado en el tejido.

Sin embargo, la hipericina pura es hidréfoba e insoluble en agua. Por este motivo se usaron en el pasado en
estudios preclinicos un polimero soluble en agua, polietilenglicol (PEG), o en estudios clinicos proteinas séricas
como transportadores/vehiculos de hipericina eficaces para llevar la hipericina insoluble a las células diana
(D'Hallewin et al., 2000 y 2002; Olivo et al., 2003; Pytel et al., 2002).

La solubilidad de hipericina puede elevarse mediante la presencia del coadyuvante polivinilpirrolidona (“povidona”,
PVP) (documento WO 01/89576 A2).

Una formulacién de 25 mg de PVP y 0,25 mg de hipericina se sometié a estudio clinicamente en 57 pacientes (Kubin
et al., 2008). Con respecto a lesiones planas (Tis y displasias) se consiguié en el plano de lesién una tasa de
deteccion del 100 % en cuanto a Tis y del 85 % en cuanto a displasias con PDD respaldado con PVP-hipericina,
mientras que se detectaron con cistoscopia con luz blanca soélo el 33 % (Tis) y el 31 % (displasias).
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La deteccion mejorada en el plano de lesion se muestra también en el plano del paciente: en un 16 % de los
pacientes, el PDD respaldado con PVP-hipericina detecta lesiones que se pasaron por alto en la cistoscopia con luz
blanca. El tiempo de instilacion (tiempo de permanencia en la vejiga) de la solucién de PVP-hipericina se encontraba
en 60-220 minutos (en promedio 111 £ 39 (DE) minutos (Kubin et al., 2008).

Aunque el estudio de PDD conocido ha conseguido buenos resultados, sigue sin solucionar un problema grave. El
tiempo de instilacion largo (que significa el mantenimiento de la solucién administrada en la vejiga del paciente) de al
menos 60 minutos representa una carga para pacientes con carcinoma de vejiga no musculo invasivo, que muy
frecuentemente padecen dolores y espasmos.

El documento WO 2015/131891 A1 se refiere al uso de hipericina en forma de la sal de sodio tanto para el
diagndstico fotodinamico como también para la terapia fotodinamica.

El producto dado a conocer en el documento WO 2015/131891 A1 se encuentra en forma de una solucion libre de
agua en alcohol (concretamente etanol) y contiene como solubilizador PEG. La solucion ha de diluirse antes de su
uso como fotosensibilizador en una solucion de vehiculo (solucién de glucosa).

La solucion de infusion asi obtenida debe contener de 0,01 a 0,05 mg de hipericinato de sodio y debe administrarse
durante un espacio de tiempo de 90 minutos.

La invencion se basa en el objetivo de facilitar una formulacion farmacéutica estéril de hipericina, que pueda
prepararse a escala técnica y presente una correspondiente estabilidad a largo plazo. Esta formulacion de hipericina
debe poder usarse como diagndstico para cancer de vejiga de manera menos problematica que las formulaciones
conocidas.

Se soluciona el objetivo mencionado anteriormente con una formulacion de hipericina que presenta las
caracteristicas de la reivindicacion 1.

Las formas de realizacion preferentes y ventajosas de la formulacion de acuerdo con la invencion son objeto de las
reivindicaciones dependientes.

Sorprendentemente se ha mostrado que la formulacion de hipericina de acuerdo con la invencion es estable y con
ello puede usarse en condiciones clinicas sélo cuando hipericina se encuentra como sal.

En el contexto de un estudio clinico se ha mostrado que es especialmente muy adecuada la formulacion de
hipericina de acuerdo con la invencion para la deteccion de lesiones malignas en pacientes con sospecha de
carcinoma de vejiga no musculo invasivo. Ademas, la formulacion de hipericina de acuerdo con la invencion permite
sin alteracion de los resultados del PDD tiempos de instilacion considerablemente mas cortos, lo que significa una
reduccion ventajosa de la carga de los pacientes.

Sorprendentemente ha resultado una aplicacién de la formulaciéon de acuerdo con la invencién con una dosis de
22,5 mg de PVP y 0,225 mg de hipericina en combinacién con un tiempo de instilacion de 30 a como maximo 50
minutos para un PDD del carcinoma de vejiga no musculo invasivo como dosis éptima.

Con ayuda de la formulacion de acuerdo con la invencion, con un tiempo de instilacion de 30 a 50 minutos, pudieron
identificarse en un 35 % de los pacientes lesiones de Tis que se habian pasado por alto con la cistoscopia con luz
blanca.

Una eliminacion completa del tumor (reseccion) representa la primera etapa importante para la terapia de los
pacientes. Con frecuencia es dificil una reseccion completa del tejido del tumor. Esto tiene como consecuencia que
se pase por alto el material tumoral y permanezca en la vejiga del paciente. Por este motivo es especialmente
importante detectar y eliminar completamente los bordes y limites del tejido tumoral.

La aplicacion de la formulacion de acuerdo con la invencion con un contenido en hipericina de 0,225 mg (ejemplo 1)
mostré una mejor capacidad de reconocimiento del detalle de tejido, especialmente en cuanto a las zonas de borde
de los tumores. Debido a ello se facilita una discriminacién entre tejido maligno y benigno y el tumor puede
eliminarse completamente.

Esta mejor diferenciacion entre tejido maligno y benigno puede conseguirse igualmente con un contenido en
hipericina de 0,500 mg y un tiempo de instilacion de sélo 15 minutos.

Después de que se hayan asociado lesiones de Tis con tasas de recidiva extremadamente altas y una probabilidad
muy alta del avance (esto significa el desarrollo de un tumor en un estadio mas avanzado o la aparicion de
metastasis), una tasa de deteccion mejorada y con ello una eliminacion completa del tumor con ayuda de la
formulacién de hipericina de acuerdo con la invencién representan una ventaja significativa con respecto al
desarrollo posterior de la enfermedad.
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El tiempo de instilacion necesario en el caso del uso de la formulacion de acuerdo con la invencién de 15, en
promedio de 30 a como maximo 50 minutos es significativamente mas corto que cualquier tiempo de instilacion, que
se usa para un PDD con acido hexaminolevulinico. Ya tras un tiempo de instilacion de en promedio 30 minutos
pudieron diagnosticarse lesiones malignas con ayuda de la formulaciéon de hipericina mencionada. Este tipo de
instilacion claramente acortado representa una gran facilidad para pacientes con carcinoma de vejiga no musculo
invasivo y eleva la probabilidad del cumplimiento del tiempo de accién necesario.

A continuacioén se describen ejemplos de la formulacion de hipericina de acuerdo con la invencion:

El modo de procedimiento general para la preparacién de una formulacion con el principio activo hipericinato de
sodio:

El objetivo es la preparaciéon de una formulacion que contiene hipericina para su uso como fotosensibilizador en el
campo del diagnéstico fotodinamico.

La formulacién de acuerdo con la invencion se prepara a partir de una sal de hipericina, en particular de hipericinato
de Na.

Para definir el contenido en hipericina del material de partida, junto a la determinacion del contenido se registran
sobre todo el contenido en agua y en el caso de hipericinato de sodio la proporcion de sodio. Las propiedades
quimico-fisicas pueden tener una influencia sobre la formulacién del producto farmacéutico.

Para aplicacion clinica es necesaria una estabilidad de la formulacién de acuerdo con la invencion. La estabilidad se
garantiza mediante la composicion del producto acabado y se refiere al mismo tiempo también al procedimiento de
preparacion. Mediante los sistemas tampdn usados puede conseguirse también durante la preparacion hasta la
liofilizacion del producto acabado una suficiente estabilidad de la solucién en bruto.

Como sistemas tampén pueden recurrirse a distintos aditivos que consiguen preferentemente tanto para la solucion
en bruto como también para la solucién reconstituida un valor de pH fisiolégicamente compatible y una presion
osmotica tras la reconstitucion con 50 ml de agua para preparaciones inyectables de 290 mOsmol/kg.
Principalmente pueden usarse sistemas de tampédn fosfato o citrato.

Tras la preparacion de la soluciéon en bruto a partir de las partes constituyentes mencionadas anteriormente se
introduce la correspondiente cantidad de la solucion en bruto en frascos de inyeccion y se liofilizan.

Ejemplo 1:
A partir del hipericinato de Na se prepara una soluciéon con un peso diana de 27,0 mg de hipericina.
A 562,5 mg de PVP k25 se afiadieron 5,0 g de la solucién de hipericina y se disolvieron completamente.

Esta soluciéon se rellena de manera cuantitativa con una soluciéon de tampén fosfato hasta obtener 250,0 g. La
concentracion final de esta solucion es 0,0225 mg de hipericina/g de solucion.

Para la liofilizacion se introduce una cantidad definida de la solucién en bruto asi obtenida en frascos de inyeccion y
con un correspondiente programa de liofilizacion se prepara el liofilizado acabado.

Ejemplo 2:

Se trabaja tal como se indica en el ejemplo 1, usandose en lugar de PVP k25 para la complejacion de hipericinato de
Na PVP k17.

Ejemplo 3:

Se trabaja tal como se indica en el ejemplo 1, usandose en lugar de PVP k25 para la complejacion de hipericinato de
Na PVP k30.

Ejemplo 4:

Se trabaja tal como se indica en el ejemplo 1, 2 o 3, usandose en lugar de la solucién de tampodn fosfato una
solucién tampon de acido citrico.

Las soluciones en bruto preparadas tal como se ha descrito en los ejemplos 1 a 4 pueden producirse con distintos
contenidos en hipericina.

A partir de la solucion madre de hipericina (preparada a partir del hipericinato de sodio) pueden prepararse las
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siguientes diluciones antes del procesamiento posterior:

- A 0,4 g de la solucién de hipericina mencionada en el ejemplo 1 se afiade una cantidad definida de disolvente y
se homogeneiza. En este caso se afiaden en la etapa posterior sélo 187,5 mg de PVP (son posibles distintos
tipos de PVP) para la formacion de complejos. Con ello se consigue en la solucidon en bruto acabada una
concentracion final de 0,0075 mg de hipericina/g de solucion.

- A 0,2 g de la solucién de hipericina mencionada en el ejemplo 1 se afiade una cantidad definida de disolvente y
se homogeneiza. En este caso se afiaden en la etapa posterior sélo 62,5 mg de PVP (son posibles distintos tipos
de PVP) para la formacion de complejos. Con ello se consigue en la solucion en bruto acabada una
concentracion final de 0,0025 mg de hipericina/g de solucion.

En un estudio clinico se instild la formulacion de hipericina de acuerdo con el ejemplo 1 con una dosis de 22,5 mg de
PVP y 0,225 mg de hipericina durante un periodo de tiempo de en promedio 30 a 35 minutos, como maximo hasta
50 minutos, en la vejiga del paciente. Después se realizé una cistoscopia, en primer lugar con luz blanca, después
con luz fluorescente. Las lesiones sospechosas se extrajeron y se clasificaron por medio de estudios histoldgicos.

En 20 pacientes en total pudieron detectarse lesiones Tis y se comprobaron de manera histoldgica. El PDD que usa
una formulacién de hipericina de acuerdo con la invencidon muestra a este respecto una ventaja decisiva en la
deteccion de Tis en un 35 % de los pacientes. En estos pacientes permanecerian sin detectar las lesiones Tis sin el
PDD, que usa la formulacién de hipericina de acuerdo con la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Formulacion para la preparacion de una solucion de instilaciéon, que puede usarse en el diagnéstico fotodinamico,
que contiene hipericina unida a un agente formador de complejo polimérico, concretamente un polietilenglicol o una
poli-N-vinilamida, en forma de una sal de metal alcalino, en particular de la sal de potasio o de la sal de sodio, en la
que la solucion de instilacion contiene 0,225 mg de hipericina, caracterizada por que la formulacién es un liofilizado
estable que se ha obtenido a partir de una soluciéon acuosa que contiene la sal de metal alcalino de hipericina, el
agente formador de complejo y un sistema tampén, en particular un tampon fosfato o una solucion tampoén de acido
citrico.

2. Formulacion segun la reivindicacion 1, caracterizada por que la poli-N-vinilamida es polivinilpirrolidona (PVP) de
distinto grado de polimerizacion y de reticulacion.

3. Procedimiento para la preparacion de una formulacion estable segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por
las siguientes etapas de procedimiento sucesivas,

a) se prepara una solucién acuosa de la sal de metal alcalino de hipericina,

b) la solucion obtenida en la etapa a) se afiade al agente formador de complejo, en particular polivinilpirrolidona, y
se disuelve,

c) a la solucion obtenida en la etapa b) se afiade un tampén fosfato o una solucién tampén de acido citrico, para
obtener una concentracion de 0,0225 mg de hipericina/g de solucién y

d) se liofilizan proporciones de la solucién en bruto obtenida segun la etapa c).
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