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DESCRIPCION
Derivado de la clorina de utilidad en terapia y diagnéstico fotodinamico
Campo técnico

La presente invencién se refiere a la clorina e4 de sodio y a un procedimiento para su preparacion. La clorina e4 de
sodio es adecuada para su uso en terapia fotodinamica, terapia citoluminiscente y diagnostico fotodinamico, por
ejemplo, para tratar o detectar un tumor. La presente invencién también se refiere a una composicion farmacéutica
que comprende clorina e4 de sodio, al uso de clorina e4 de sodio en la fabricacion de un de un agente fototerapéutico
o de fotodiagnéstico, y a la clorina e4 de sodio para su uso en terapia fotodinamica, terapia citoluminiscente o
diagnéstico fotodinamico, por ejemplo, para su uso en el tratamiento o la deteccién de un tumor.

Técnica anterior

Las porfirinas y sus derivados son compuestos quimicos fotosensibles conocidos, que pueden absorber fotones de
luz y emitirlos a longitudes de onda mas altas. Hay muchas aplicaciones para tales propiedades unicas y la PDT
(terapia fotodinamica) es una de ellas.

Durante la activacion de la luz, una molécula pasa desde el estado fundamental (So) a un estado excitado singlete (S
1), (transicién So—S+1) y, a continuacién, vuelve hasta el estado fundamental (So), (transicion S1—So), emitiendo luz a
longitudes de onda mas altas en forma de fluorescencia. Existe otro estado de energia conocido como el estado de
triplete (T1). El estado de triplete (T1) no se puede llenar de manera eficiente por excitacion directa. Sin embargo, el
cruce entre sistemas S1—T1 se produce isoenergéticamente seguido por la desactivacion a T+1. El cambio S1—T1 esta
formalmente prohibido por rotacion, pero es un proceso de descenso y, en algunas moléculas, el cruce entre sistemas
se produce de manera tan eficiente que la fluorescencia se apaga. Tales compuestos son utiles para generar tripletes
excitados por transferencia de excitacion (un fenédmeno conocido como sensibilizacion) en moléculas en las que el
cruce entre sistemas es minimo.

La figura 1 muestra un diagrama de Jablonski modificado para un fotosensibilizador tipico, que describe los principales
procesos fotofisicos de interés.

En el estado de triplete (T+) las moléculas se vuelven muy inestables y pueden reaccionar con el oxigeno molecular
(302), dividiendo este ultimo en dos oxigenos singlete ('O2). El oxigeno singlete ('O2) se conoce como un «eliminador»
y puede destruir células biolégicas anormales y eliminar los radicales libres.

Tales propiedades Unicas hacen que muchas moléculas fotosensibles sean buenos fotosensibilizadores para la PDT.

En la actualidad, existen dos generaciones de fotosensibilizadores para la PDT. La primera generacion comprende
porfirinas de hemo (derivados de la sangre), y la segunda en su mayor parte son derivados de clorofila. Los
compuestos posteriores se conocen como clorinas y bacterioclorinas.

Las clorinas muestran propiedades fotofisicas similares a las de los sistemas de porfirina, pero tienen una banda Q
mejorada, desplazada hacia el rojo (670 nm) que hace que los sistemas que contienen clorina sean mejores candidatos
para la PDT. La clorofila a, el pigmento fotosintético verde, es un prototipo de la clase de clorina de los productos
naturales. Este o sus derivados pueden extraerse de ciertas especies de Spirulina platensis sin ninguna contaminacion
con clorofila b, evitando asi una tediosa separacién cromatografica.

Se ha utilizado un derivado de clorofila soluble en agua, conocido como clorina e6 trisddica de cobre (ll), en el
tratamiento de diversas dolencias humanas sin evidencia de toxicidad, sensibilizaciéon de la piel u otros efectos
secundarios graves.

Wong et al. (The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 1967, vol. 155 (1), paginas 50-57) describen
las acciones cardiotropicas de la clorina e4. La clorina e4 se estudio recientemente y se demostré que muestra una
buena actividad fotosensible. Se indicé que la clorina e4 tiene un efecto protector contra las lesiones gastricas
inducidas por indometacina en ratas y las lesiones hepéaticas agudas inducidas por TAA o CCls en ratones. Por lo tanto,
se sugirié que la clorina e4 puede ser un nuevo farmaco candidato prometedor contra la gastrelcosis y las lesiones
hepaticas. El documento WO 2009/040411 sugiere el uso de un complejo de clorina e4 zinc en la terapia fotodinamica.
Li et al. (Oncology Reports, 2012, vol. 27, paginas 1455-1460) describen la clorina e4 como un fotosensibilizador en
el tratamiento de lineas celulares de cancer de vejiga.
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Sin embargo, existe una necesidad continua de mejores fotosensibilizadores. Existe una necesidad de compuestos
que tengan un alto rendimiento cuantico de oxigeno singlete y de compuestos que tengan una fuerte capacidad

5 fotosensibilizante, preferiblemente en medios organicos y acuosos. También existe la necesidad de compuestos que
tengan un alto rendimiento cuantico de fluorescencia.

Resumen de la invencion

10 Un primer aspecto de la presente invencion proporciona clorina e4 de sodio, que tiene la estructura:

[H']; [Na'],

e

Co,

Co,

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio tiene la estructura:
15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2791004 T3

e

COZ_ Na*

La persona experta apreciara que las cargas negativas en las estructuras de cloro mostradas en las representaciones
anteriores se deslocalizan sobre el sistema conjugado.

La clorina e4 de sodio tiene dos centros quirales. La clorina e4 sodio de la presente invencion es preferiblemente
sustancialmente enantioméricamente pura, lo que significa que la clorina e4 sodio comprende menos del 10 % de
otros estereoisdmeros, preferiblemente menos del 5 %, preferiblemente menos del 3 %, preferiblemente menos del
2 %, preferiblemente menos del 1 %.

Un segundo aspecto de la presente invencion proporciona un proceso de preparacion de clorina e4 de sodio de
acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, que comprende la etapa de hacer reaccionar clorina e4 con
un compuesto de sodio.

Preferiblemente el compuesto de sodio es hidréxido de sodio, carbonato de sodio, una sal de sodio de acido carboxilico
(como estearato de sodio o acetato de sodio), un haluro de sodio (como fluoruro de sodio) o hidruro de sodio.
Preferiblemente el compuesto de sodio es hidréxido de sodio, carbonato de sodio, una sal de sodio de acido carboxilico
(como estearato de sodio o acetato de sodio), un haluro de sodio (como fluoruro de sodio) o hidruro de sodio.
Preferiblemente, el compuesto de sodio es hidroxido de sodio o carbonato de sodio. Méas preferiblemente, el
compuesto de sodio es hidroxido de sodio.

Opcionalmente, se hace reaccionar clorina e4 con el compuesto de sodio en presencia de una base. Preferiblemente,
la base es una base de amina, preferiblemente una base de amina aromatica como el pirofosfato de tiamina o DMAP.
Si se utiliza, la base es preferiblemente pirofosfato de tiamina.

Preferiblemente, la clorina e4, el compuesto de sodio y la base opcional se utilizan en una proporcién molar de 0.15-
1:45-60: 0-12.

Preferiblemente, se hace reaccionar clorina e4 con el compuesto de sodio en presencia de un disolvente.
Preferiblemente, el disolvente se selecciona de un alcohol (tal como metanol, etanol, n-propanol o isopropanol), agua,
DMF, cloroformo, DMSO, tolueno o una mezcla de los mismos. Preferiblemente, el disolvente se selecciona de metanol,
etanol, agua o una mezcla de los mismos. Preferiblemente, el disolvente se selecciona de metanol, agua o una mezcla
de los mismos. Preferiblemente el disolvente es una mezcla de metanol y agua.

Preferiblemente, la reaccion se lleva a cabo a una temperatura de 60 °C o menos. Preferiblemente, la reaccion se
lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de 25-60 °C.

Preferiblemente, la reaccién se lleva a cabo entre 1 y 12 horas, preferiblemente entre 3 y 8 horas.
La clorina e4 de sodio obtenida puede purificarse mediante filtracion, por ejemplo, a través de un filtro Millipore de
45 um. Alternativa o adicionalmente, la clorina e4 de sodio obtenida puede purificarse por cromatografia, por ejemplo,

por cromatografia instantanea en una columna de gel de silice. La clorina e4 de sodio puede aislarse por liofilizacién.

Un cuarto aspecto de la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende clorina e4 de
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sodio segun el primer aspecto de la presente invencién y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencion es adecuada para su uso en
medicina.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencion y la composicion farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para su uso en terapia fotodinamica o terapia
citoluminiscente.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencién y la composicion farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para el tratamiento de una enfermedad caracterizada
por una hiperproliferacién celular benigna o maligna o por zonas de neovascularizacién; un tumor benigno o maligno;
cancer temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales; retinoblastoma;
linfoma de Hodgkin; o cancer de la sangre, préstata, cuello uterino, utero, vagina u otros anexos femeninos, mama,
nasofaringe, traquea, laringe, bronquios, bronquiolos, pulmoén, érganos huecos, es6fago, estémago, conductos biliares,
intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifdn, higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico o huesos.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencién y la composicién farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para el tratamiento de una enfermedad caracterizada
por hiperproliferacion celular benigna o maligna o por areas de neovascularizacion.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencién y la composicion farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para su uso en terapia fotodinamica o terapia
citoluminiscente.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencion y la composicion farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para el tratamiento del cancer temprano; displasia
cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales; retinoblastoma; linfoma; linfoma de Hodgkin;
cancer de cabeza y cuello; cancer oral o de boca; o cancer de la sangre, prostata, cuello uterino, utero, vagina u otros
anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe, bronquios, bronquiolos, pulmén, érganos huecos, esoéfago,
estdbmago, conductos biliares, intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifién, higado, vesicula biliar, bazo,
cerebro, sistema linfatico, huesos, piel o pancreas. Preferiblemente, son adecuadas para el tratamiento del cancer
temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales; retinoblastoma; linfoma de
Hodgkin; o cancer de la sangre, prostata, cuello uterino, Utero, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe,
traquea, laringe, bronquios, bronquiolos, pulmdn, érganos huecos, eséfago, estbmago, conductos biliares, intestino,
colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifidn, higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico o huesos.
Preferiblemente, son adecuadas para el tratamiento del linfoma; linfoma de Hodgkin; cancer oral o de boca; o cancer
de préstata, cuello uterino, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, pulmén, eséfago, rifién, higado,
cerebro, sistema linfatico, huesos, piel o pancreas. Preferiblemente, son adecuadas para el tratamiento del linfoma;
cancer oral o de boca; o cancer de prdstata, cuello uterino, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe,
pulmédn, esofago, huesos o piel.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencion y la composicién farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para su uso en el diagndstico fotodinamico.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencién y la composicién farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para la deteccion de una enfermedad caracterizada
por una hiperproliferacion celular benigna o maligna o por zonas de neovascularizacién; un tumor benigno o maligno;
cancer temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales; retinoblastoma;
linfoma de Hodgkin; o cancer de la sangre, préstata, cuello uterino, Utero, vagina u otros anexos femeninos, mama,
nasofaringe, traquea, laringe, bronquios, bronquiolos, pulmén, érganos huecos, eséfago, estdbmago, conductos biliares,
intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifidn, higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico o huesos.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencién y la composicién farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para la deteccion de un area que esta afectada por
hiperproliferacion celular benigna o maligna o por neovascularizacion.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencion y la composicion farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para la deteccién de un tumor benigno o maligno.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencién y la composicion farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para la deteccién de un cancer temprano; displasia

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2791004 T3

cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales; retinoblastoma; linfoma; linfoma de Hodgkin;
cancer de cabeza y cuello; cancer oral o de boca; o cancer de la sangre, prostata, cuello uterino, Utero, vagina u otros
anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe, bronquios, bronquiolos, pulmén, érganos huecos, esofago,
estdbmago, conductos biliares, intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifidn, higado, vesicula biliar, bazo,
cerebro, sistema linfatico, huesos, piel o pancreas. Preferiblemente, son adecuadas para la deteccion del cancer
temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales; retinoblastoma; linfoma de
Hodgkin; o cancer de la sangre, prostata, cuello uterino, utero, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe,
traquea, laringe, bronquios, bronquiolos, pulmoén, érganos huecos, eséfago, estbmago, conductos biliares, intestino,
colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifién, higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico o huesos.
Preferiblemente, son adecuadas para la deteccion del linfoma; linfoma de Hodgkin; cancer oral o de boca; o cancer
de prostata, cuello uterino, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, pulmon, eséfago, rifidn, higado,
cerebro, sistema linfatico, huesos, piel o pancreas. Preferiblemente, son adecuadas para la deteccién del linfoma;
cancer oral o de boca; o cancer de prostata, de cuello uterino, de vagina u otros anexos femeninos, de mama, de
nasofaringe, de pulmoén, de eséfago, de huesos o de piel.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencion y la composicion farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencion son adecuadas para la deteccion fluorescente o fosforescente de las
enfermedades enumeradas anteriormente, preferiblemente para la deteccion y cuantificacion fluorescente o
fosforescente de las enfermedades mencionadas.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencion y la composicién farmacéutica
segun el cuarto aspecto de la presente invencién esta adaptada para la administracion simultdnea con o previa a la
administracion de la irradiacién o el sonido, preferiblemente para la administracién previa a la administracion de la
irradiacion.

Si la clorina e4 de sodio segun el primer o aspecto de la presente invencion o la composicion farmacéutica segun el
cuarto aspecto de la presente invencidn son para su uso en terapia fotodinamica o terapia citoluminiscente, entonces
se adaptan preferiblemente para la administracion de 5 a 100 horas antes de la irradiacion, preferiblemente de 6 a 72
horas antes de la irradiacion, preferiblemente de 24 a 48 horas antes de la irradiacion.

Si la clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente invencién o la composicion farmacéutica segun el
cuarto aspecto de la presente invencién son para su uso en diagndstico fotodinamico, entonces se adaptan
preferiblemente para la administracion de 3 a 60 horas antes de la irradiacion, preferiblemente de 8 a 40 horas antes
de la irradiacion.

Preferiblemente, la irradiacion utilizada en la terapia fotodinamica, la terapia citoluminiscente o el diagndstico
fotodinamico es radiacion electromagnética con una longitud de onda en el intervalo de 500 nm a 1000 nm,
preferiblemente de 600 nm a 790 nm. La radiacién electromagnética se puede administrar durante aproximadamente
5-60 minutos, preferiblemente durante aproximadamente 15-20 minutos, a aproximadamente 0,1-5 W, preferiblemente
a aproximadamente 1 W. En una realizacion de la presente invencién, se utilizan dos fuentes de radiacion
electromagnética (por ejemplo, una luz laser y una luz LED), una fuente con una longitud de onda en el intervalo de
600 nm a 690 nm, preferiblemente alrededor de 660 nm, la otra fuente con una longitud de onda en el intervalo de 700
nm a 790 nm, preferiblemente alrededor de 760 nm. En otra realizacidon de la presente invencion, se utilizan dos
fuentes de radiacidon electromagnética (por ejemplo, una luz laser y una luz LED), ambas fuentes adaptadas para
proporcionar irradiaciéon con una longitud de onda en el intervalo de 600 nm a 690 nm, preferiblemente alrededor de
660 nm, e irradiacion con una longitud de onda en el intervalo de 700 nm a 790 nm, preferiblemente alrededor de 760
nm. En otra realizaciéon de la presente invencion, la irradiacion puede proporcionarse mediante un dispositivo de
prostata, anal, vaginal, bucal y nasal para su insercion en una cavidad corporal. En otra realizaciéon de la presente
invencion, la irradiacion puede proporcionarse mediante activacion de la luz intersticial, por ejemplo, utilizando una
aguja fina para insertar un laser de fibra éptica en el pulmén, higado, ganglios linfaticos o mama. En otra realizacién
de la presente invencion, la irradiacion puede proporcionarse mediante activacion de luz endoscépica, por ejemplo,
para suministrar luz al pulmén, estémago, colon, vejiga o cuello.

La composicion farmacéutica segun el cuarto aspecto de la presente invencién se puede presentar en una forma
adecuada para su administracién oral, parenteral (incluidas la intravenosa, subcuténea, intramuscular, intradérmica,
intratraqueal, intraperitoneal, intraarticular, intraabdominal, intracraneal y epidural), transdérmica, por via respiratoria
(aerosol), rectal, vaginal o tépica (incluidas la bucal, mucosa y sublingual). La composicion farmacéutica también se
puede presentar en una forma adecuada para su administracion por enema o para la administracion por inyeccién en
un tumor. Preferiblemente, la composicion farmacéutica se presenta en una forma adecuada para su administracion
oral, parenteral o por via aérea, preferiblemente en una forma adecuada para su administracion oral o parenteral,
preferiblemente en una forma adecuada para su administracién oral.
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En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica se presenta en una forma adecuada para su administracion
oral. Preferiblemente, la composicidon farmacéutica se proporciona en la forma de un comprimido, capsula, capsula de
gelatina dura o blanda, comprimido oblongo, troche o pastilla, como un polvo o granulos, o como una solucién acuosa,
suspension o dispersion. Mas preferiblemente, la composiciéon farmacéutica se proporciona en forma de una solucién
acuosa, suspension o dispersion para administracion oral o, alternativamente, en forma de un polvo liofilizado que se
puede mezclar con agua antes de su administracion para proporcionar una soluciéon acuosa, suspension o dispersion
para la administracion oral. Preferiblemente, la composiciéon farmacéutica se presenta en una forma adecuada para
proporcionar entre 0,01 y 10 mg/kg/dia de clorina e4 de sodio, preferiblemente entre 0,1 y 5 mg/kg/dia, preferiblemente
alrededor de 3 mg/kg/dia.

En otra realizacion preferida, la composicién farmacéutica se presenta en una forma adecuada para la administracion
parenteral. Preferiblemente, la composicién farmacéutica se presenta en una forma adecuada para la administracion
intravenosa. Preferiblemente, la composicién farmacéutica se proporciona en forma de una solucién acuosa para la
administracion parenteral o, alternativamente, en forma de un polvo liofilizado que se puede mezclar con agua antes
de su administracion para proporcionar una solucién acuosa para la administracion parenteral. Preferiblemente, la
composicion farmacéutica es una soluciéon acuosa o suspension que tiene un pH entre 6 y 8,5.

En otra realizacion preferida, la composicién farmacéutica se presenta en una forma adecuada para la administracion
por via aérea. Preferiblemente, la composicidon farmacéutica se proporciona en forma de una solucién acuosa,
suspensioén o dispersion para administracion por via aérea o, alternativamente, en forma de un polvo liofilizado que se
puede mezclar con agua antes de su administracion para proporcionar una solucion acuosa, suspension o dispersion
para la administracion por via aérea. Preferiblemente, la composicion farmacéutica se presenta en una forma
adecuada para proporcionar entre 0,01 y 10 mg/kg/dia de clorina e4 de sodio, preferiblemente entre 0,1 y 5 mg/kg/dia,
preferiblemente alrededor de 3 mg/kg/dia.

Un quinto aspecto de la presente invencién proporciona clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la presente
invencidn para su uso en el tratamiento de una enfermedad caracterizada por la hiperproliferacion celular benigna o
maligna o por zonas de neovascularizacién; un tumor benigno o maligno; cancer temprano; displasia cervical; sarcoma
de tejidos blandos; un tumor de células germinales; retinoblastoma; linfoma de Hodgkin; o cancer de la sangre, préstata,
cuello uterino, Utero, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe, bronquios, bronquiolos,
pulmén, érganos huecos, eséfago, estdbmago, conductos biliares, intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifion,
higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico o huesos.

El quinto aspecto de la presente invencion también proporciona clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la
presente invencion para su uso en terapia fotodinamica o terapia citoluminiscente. Preferiblemente, el agente
fototerapéutico es adecuado para el tratamiento de una enfermedad caracterizada por una hiperproliferacién celular
benigna o maligna o por zonas de neovascularizacién; un tumor benigno o maligno; cancer temprano; displasia cervical;
sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales; retinoblastoma; linfoma de Hodgkin; o cancer de la sangre,
prostata, cuello uterino, Utero, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe, bronquios,
bronquiolos, pulmodn, érganos huecos, eséfago, estbmago, conductos biliares, intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga,
uréter, rifdn, higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico o huesos.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio o el agente fototerapéutico del quinto aspecto de la presente invencion es
adecuado para el tratamiento de una enfermedad caracterizada por la hiperproliferacién celular benigna o maligna o
por areas de neovascularizacion.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio o el agente fototerapéutico del quinto aspecto de la presente invencion es
adecuado para el tratamiento de un tumor benigno o maligno.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio o el agente fototerapéutico del quinto aspecto de la presente invencion es
adecuado para el tratamiento del cancer temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células
germinales; retinoblastoma; linfoma; linfoma de Hodgkin; cancer de cabeza y cuello; cancer oral o de boca; o cancer
de sangre, proéstata, cuello uterino, utero, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe,
bronquios, bronquiolos, pulmén, 6rganos huecos, eséfago, estomago, conductos biliares, intestino, colon, colorrecto,
recto, vejiga, uréter, rifidn, higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico, huesos, piel o pancreas.
Preferiblemente, es adecuada para el tratamiento del cancer temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos;
un tumor de células germinales; retinoblastoma; linfoma de Hodgkin; o cancer de la sangre, préstata, cuello uterino,
utero, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe, bronquios, bronquiolos, pulmoén, érganos
huecos, es6fago, estbmago, conductos biliares, intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifidn, higado, vesicula
biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico o huesos. Preferiblemente, es adecuada para el tratamiento del linfoma; linfoma
de Hodgkin; cancer oral o de boca; o cancer de proéstata, cuello uterino, vagina u otros anexos femeninos, de mama,
de nasofaringe, de pulmén, de eséfago, de rifidn, de higado, de cerebro, de sistema linfatico, de huesos, de piel o de
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pancreas. Preferiblemente, es adecuada para el tratamiento del linfoma; cancer oral o de boca; o cancer de prostata,
de cuello uterino, de vagina u otros anexos femeninos, de mama, de nasofaringe, de pulmén, de eséfago, de huesos
o de piel.

El quinto aspecto de la presente invencién también proporciona clorina e4 de sodio segun el primer aspecto de la
presente invencion para su uso en el diagnéstico fotodinamico.

Preferiblemente, el agente de fotodiagndstico del quinto aspecto de la presente invencion es adecuado para la
deteccion de una enfermedad caracterizada por la hiperproliferacion celular benigna o maligna o por zonas de
neovascularizacion; un tumor benigno o maligno; cancer temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un
tumor de células germinales; retinoblastoma; linfoma de Hodgkin; o cancer de la sangre, préstata, cérvix, utero, vagina
u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe, bronquios, bronquiolos, pulmén, érganos huecos,
esofago, estdmago, conductos biliares, intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifion, higado, vesicula biliar,
bazo, cerebro, sistema linfatico o huesos.

Preferiblemente, el agente de fotodiagndstico del quinto aspecto de la presente invencion es adecuado para la
deteccion de un area que esta afectada por la hiperproliferacion celular benigna o maligna o por la neovascularizacion.

Preferiblemente, el agente de fotodiagndstico del quinto aspecto de la presente invencion es adecuado para la
deteccién de un tumor benigno o maligno.

Preferiblemente, el agente de fotodiagnéstico del quinto aspecto de la presente invencion es adecuado para la
deteccién del cancer temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales;
retinoblastoma; linfoma; linfoma de Hodgkin; cancer de cabeza y cuello; cancer oral o de boca; o cancer de la sangre,
prostata, cuello uterino, Utero, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe, bronquios,
bronquiolos, pulmdn, érganos huecos, eséfago, estbmago, conductos biliares, intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga,
uréter, rindn, higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico, huesos, piel o pancreas. Preferiblemente, es
adecuado para la deteccion del cancer temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células
germinales; retinoblastoma; linfoma de Hodgkin; o cancer de la sangre, préstata, cuello uterino, Utero, vagina u otros
anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe, bronquios, bronquiolos, pulmén, érganos huecos, esoéfago,
estdmago, conductos biliares, intestino, colon, colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifidn, higado, vesicula biliar, bazo,
cerebro, sistema linfatico o huesos. Preferiblemente, es adecuado para la deteccion de linfomas; linfoma de Hodgkin;
cancer oral o de boca; o cancer de prdstata, cuello uterino, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe,
pulmon, eséfago, rifidn, higado, cerebro, sistema linfatico, huesos, piel o pancreas. Preferiblemente, es adecuado para
la deteccion de linfomas; cancer oral o de boca; o cancer de préstata, de cuello uterino, de vagina u otros anexos
femeninos, de mama, de nasofaringe, de pulmén, de eséfago, de huesos o de piel.

Preferiblemente, el agente de fotodiagndstico del quinto aspecto de la presente invencion es adecuado para la
deteccion fluorescente o fosforescente de dichas enfermedades, preferiblemente la deteccién y cuantificacion
fluorescente o fosforescente de dichas enfermedades.

Preferiblemente, la clorina e4 de sodio, el agente fototerapéutico o el agente de fotodiagndstico se adapta para su
administracion simultanea con o previa a la administracion de la irradiacion o el sonido, preferiblemente para su
administracion previa a la administracién de la irradiacion.

Si la clorina e4 de sodio o el agente fototerapéutico es para su uso en la terapia fotodinamica o en la terapia
citoluminiscente, entonces se adapta preferiblemente para su administracion de 5 a 100 horas antes de la irradiacion,
preferiblemente de 6 a 72 horas antes de la irradiacion, preferiblemente de 24 a 48 horas antes de la irradiacion.

Si el agente de fotodiagndstico es para su uso en el diagnéstico fotodinamico, entonces es preferible adaptarlo para
su administracion de 3 a 60 horas antes de la irradiacion, preferiblemente de 8 a 40 horas antes de la irradiacion.

Preferiblemente, la irradiacion utilizada en la terapia fotodinamica, la terapia citoluminiscente o el diagndstico
fotodinamico es radiacidon electromagnética con una longitud de onda en el intervalo de 500 nm a 1000 nm,
preferiblemente de 600 nm a 790 nm. La radiacion electromagnética se puede administrar durante aproximadamente
5-60 minutos, preferiblemente durante aproximadamente 15-20 minutos, a aproximadamente 0,1-5 W, preferiblemente
a aproximadamente 1 W. En una realizacion de la presente invencién, se utilizan dos fuentes de radiacion
electromagnética (por ejemplo, una luz laser y una luz LED), una fuente con una longitud de onda en el intervalo de
600 nm a 690 nm, preferiblemente alrededor de 660 nm, la otra fuente con una longitud de onda en el intervalo de 700
nm a 790 nm, preferiblemente alrededor de 760 nm. En otra realizacion de la presente invencion, se utilizan dos
fuentes de radiacidon electromagnética (por ejemplo, una luz laser y una luz LED), ambas fuentes adaptadas para
proporcionar irradiaciéon con una longitud de onda en el intervalo de 600 nm a 690 nm, preferiblemente alrededor de
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660 nm, e irradiacion con una longitud de onda en el intervalo de 700 nm a 790 nm, preferiblemente alrededor de 760
nm. En otra realizacion de la presente invencion, la irradiacion puede proporcionarse mediante un dispositivo de
prostata, anal, vaginal, bucal y nasal para su inserciéon en una cavidad corporal. En otra realizaciéon de la presente
invencion, la irradiacion puede proporcionarse mediante activacion de la luz intersticial, por ejemplo, utilizando una
aguja fina para insertar un laser de fibra 6ptica en el pulmén, higado, ganglios linfaticos o mama. En otra realizacion
de la presente invencion, la irradiacion puede proporcionarse mediante activacién de luz endoscépica, por ejemplo,
para suministrar luz al pulmoén, estdmago, colon, vejiga o cuello.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un diagrama de Jablonski modificado para un fotosensibilizador tipico, que describe los principales
procesos fotofisicos de interés.

La figura 2 representa esquematicamente la metalacién y la desmetalacién de un anillo de porfirina.

La figura 3 representa esquematicamente la reaccion de 1,3-difenilisobenzofurano (DPIBF) con dos oxigenos singlete
('02).

La figura 4 muestra el espectro de absorcién de una solucidon de clorina e4 de sodio (aproximadamente 10 uM) en
etanol.

La figura 5 muestra el espectro de absorcion de una solucidn de clorina e4 de sodio (aproximadamente 10 yM) en
agua.

La figura 6 muestra el espectro de absorcion de una solucion de clorina e4 de sodio (aproximadamente 10 uM) en
agua con detergente 0,2 M dodecil sulfato de sodio (SDS).

La figura 7 muestra el espectro de fluorescencia de una solucion de clorina e4 de sodio (aproximadamente 10 uM) en
etanol. La longitud de onda de excitacion fue de 403 nm; la absorbancia a esta longitud de onda fue de 0,10; tamafio
de la cubeta 1 cm.

La figura 8 muestra el espectro de fluorescencia de una solucion de clorina e4 de sodio (aproximadamente 10 uM) en
agua. La longitud de onda de excitacion fue de 403 nm; la absorbancia a esta longitud de onda fue de 0,13; tamafio
de la cubeta 1 cm.

La figura 9 muestra el espectro de fluorescencia de una solucion de clorina e4 de sodio (aproximadamente 10 uM) en
agua con detergente 0,2 M dodecil sulfato de sodio (SDS). La longitud de onda de excitacion fue de 403 nm; la
absorbancia a esta longitud de onda fue de 0,13; tamafio de la cubeta 1 cm.

La figura 10 muestra el espectro de excitacion de una solucién de clorina e4 de sodio (aproximadamente 10 uM) en
etanol. La fluorescencia se midié a 710 nm; la absorbancia a 403 nm fue de 0,15 en 1 cm; la trayectoria 6ptica fue de
0,5 cm.

La figura 11 muestra los espectros de absorcién de una solucién de DPIBF y clorina e4 de sodio en etanol antes y 14
minutos después de la irradiacion con luz roja (660 nm).

La figura 12 muestra las trazas cinéticas (1) y el espectro (2) de la fosforescencia de oxigeno singlete después de la
excitacion laser pulsada de la clorina e4 de sodio en etanol.

La figura 13 muestra las trazas cinéticas (1) y el espectro (2) de la fosforescencia de oxigeno singlete después de la
excitacion laser pulsada de la clorina e4 de sodio en agua.

La figura 14 muestra las trazas cinéticas de fosforescencia de oxigeno singlete después de la excitacion laser pulsada
de la clorina e4 de sodio en el agua con el detergente 0,2 M dodecil sulfato de sodio (SDS).

Descripcion detallada de la invenciéon

La insercidon de metal en la parte central de un anillo de porfirina o clorina se conoce como metalacion y el proceso
quimico general se representa en la figura 2. Las porfirinas y las clorinas pueden formar complejos con una amplia
variedad de metales (M). Estos complejos metalicos no solo protegen los atomos de nitrégeno internos de los reactivos
electrofilicos y las bases fuertes, sino que también tienen un efecto pronunciado sobre la reactividad de los macrociclos.
Una geometria comun de estos complejos es octaédrica, con los iones metalicos ocupando el centro del plano de
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porfirina N4 y los ligandos metalicos en posiciones trans (figura 2).

La clorina e4 tiene nueve cadenas laterales, dos de las cuales llevan un resto de acido carboxilico. Estos restos de
acido carboxilico pueden formar sales con una amplia variedad de metales (M).

Detalles experimentales
Ejemplo: detalles de sintesis generales

Método 1: se disuelven 0,15-1 mmol de clorina e4 en 60-100 ml de metanol. A esta solucioén se le afiaden 15-20 ml de
hidréxido de sodio (solucion de agua 3 M). La mezcla se agita hasta que la sintesis se completa después de,
aproximadamente, 6 horas. A continuacioén, la mezcla se filtra a través de un filtro Millipore de 45 um. El producto se
purifica mediante cromatografia instantanea con una fase mévil de metanol. Posteriormente, la solucién se destila y
se liofiliza. En una realizacién preferida de la presente invencion, la reaccién se produce a una temperatura en el
intervalo de 25-60 °C.

Método 2: se disuelven 0,15-1 mmol de clorina e4 en 60-100 ml de metanol. A esta solucion se le afiaden 15-20 ml de
hidréxido de sodio (solucién de agua 3 M). Por separado, se disuelven 5-12 mmol de pirofosfato de tiamina en 40-60
ml de agua, y esta ultima solucién se afiade a la anterior. La mezcla se agita hasta que la sintesis se completa después
de, aproximadamente, 6 horas. A continuacion, la mezcla se filtra a través de un filtro Millipore de 45 um. El producto
se purifica mediante cromatografia instantanea con una fase moévil de metanol. Posteriormente, la solucion se destila
y se liofiliza. En una realizacién preferida de la presente invencién, la reaccion se produce a una temperatura en el
intervalo de 25-60 °C.

Ejemplo: sintesis de clorina e4 de sodio

Método 1: se disolvieron 0,5 mmol (276 mg) de clorina e4 en 60 ml de metanol, y la solucién se agité lentamente
durante 10 minutos a 40 °C. Se afiadieron 15 ml de hidréxido de sodio (solucion de agua 3 M) y se siguié agitando
durante otras 6 horas a 60 °C. A continuacion, la mezcla de la reaccion se filtré a través de un filtro Millipore de 45 um.
El producto se purificé por cromatografia instantanea en una columna de gel de silice seca usando una fase movil de
metanol. Posteriormente, la solucion se redujo en volumen en un evaporador rotativo y el producto se aislé como polvo
seco mediante liofilizaciéon con un rendimiento del 85 %.

El producto de sodio clorina e4 se caracterizé por una RMN de "H'y "3C.

RMN de 'H (D20) (ppm): 8,82 (1H), 8,64 (1H), 6,52 (1H), 6,35 (1H), 5,25 (1H), 5,12 (1H), 4,68 (2H), 4,09 (3H), 3,52
(3H), 2,87 (1H), 2,71 (2H), 2,59 (3H), 2,44 (2H), 2,06 (1H), 1,82 (3H), 0,99 (6H).

RMN de 13C (D20) (ppm): 185,7 (COzH), 180,8 (COzH), 171,6 (Cauar=), 170,7 (Cauat=), 148,0 (Cauat=), 144,7 (Cauar=),
139,0 (Cquat=), 137,5 (Cquat=), 136,5 (Cquat=), 136,2 (Cquat=), 135,3 (Cquat=), 133,9 (Cquat=), 133,6 (Cquat=), 132,5 (Cquat=),
1312 (Cquat=), 129,5 (CH=), 121,6 (CHz=), 121,4 (Cquat=), 109,4 (Cauar=), 101,2 (CH=), 97,4 (CH=), 96,2 (CH=), 56,8
(CH), 50,9 (CH), 38,0 (CHz). 34,5 (CHz), 26,1 (Me), 21,7 (Me), 20,1 (CHz), 18.7 (Me), 14,0 (Me), 12,6 (Me), 10,7 (Me).

Método 2: se disolvieron 0,5 mmol (276 mg) de clorina e4 en 60 ml de metanol, y la solucién se agité lentamente
durante 10 minutos a 40 °C. Se afiadieron 15 ml de hidroxido de sodio (solucién de agua 3 M) y se siguid agitando
durante otros 20 minutos. Por separado, se disolvieron 6 mmol (378 mg) de pirofosfato de tiamina en 50 ml de agua,
y la solucién se agit6é a 60 °C. La solucion de pirofosfato de tiamina se afiadié a la solucion de clorina e4, y la mezcla
de reaccién se agitd lentamente durante 6 horas a 60 °C. A continuacion, la mezcla de la reaccion se filtré a través de
un filtro Millipore de 45 um. El producto se purificé por cromatografia instantanea en una columna de gel de silice seca
usando una fase movil de metanol. Posteriormente, la solucion se redujo en volumen en un evaporador rotativo y el
producto se aislé como polvo seco mediante liofilizacién con un rendimiento del 85 %.

El producto de clorina e4 de sodio se caracterizé por una RMN de 'H y '3C. Se obtuvieron los mismos resultados que
para el método 1.

Ejemplo: estudios in vitro
Se realizaron los siguientes experimentos para estudiar los espectros de absorcion y fluorescencia de la clorina e4 de
sodio, los rendimientos cuanticos de la fluorescencia de la clorina e4 de sodio y la capacidad de fotosensibilizacion de

la clorina e4 de sodio en tres sistemas: soluciones en etanol, agua pura y agua que contiene detergente sulfato de
dodecil sodio (SDS).
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Mediciones de absorcion y de fluorescencia

Los espectros de absorcion se registraron utilizando espectrofotémetros computarizados Hitachi 3400 (Japén) y SF-
2000 (Rusia). Los espectros de fluorescencia se midieron con un espectrofluorimetro computarizado Perkin-Elmer
MPF-44B. Se utilizaron cubetas de cuarzo de 10 mm de ancho para las mediciones de absorcién y fluorescencia. Se
detectd fluorescencia en angulo recto con el haz de excitacion. El ancho de banda espectral del monocromador fue
de 3 nm. Para evitar la reabsorcién de fluorescencia por las moléculas de pigmento, se utilizaron soluciones diluidas
de clorina e4 de sodio con una absorbancia a 403 nm que no excedid los 0,2 cm en la cubeta de 1 cm. Los rendimientos
cuanticos de fluorescencia (®r) se determinaron utilizando como referencia soluciones de TPPS (m-tetrakis (p-
sulfonatofenil) porfina) en etanol. Segun la literatura, el rendimiento cuantico de fluorescencia mas probable de TPPS
en agua saturada de aire y etanol es igual a 0,08 (K. Kalyanasundaram y M. Neumann-Spallart, Photophysical and
redox properties of water soluble porphyrins in aqueous media, J. Phys. Chem., 1982, 86, 5163-5169; y A. T.
Gradyushko, A. N. Sevchenko, K. N. Solovyov y M. P. Tsvirko, Energetics of photophysical processes in chlorophyll-
like molecules, Photochem. Photobiol., 1970, 11, 387-400). Se excité la fluorescencia de las muestras con la luz
monocromatica correspondiente al maximo de las bandas de Soret: 415 nm para TPPS en etanol y 413 nm para TPPS
en agua, y 403 nm para la clorina e4 de sodio en agua y etanol. El ancho de banda del monocromador fue de 3 nm.
Los rendimientos cuanticos de fluorescencia (®r) se calcularon utilizando la siguiente ecuacion:

_ —Drpp _ -D,
o - S.-(1-10 )/(1-107")

F

PP’
Step

donde ®tpp es el rendimiento cuantico de la fluorescencia TPPS, Sc es el cuadrado bajo el espectro de fluorescencia
de la clorina e4 de sodio, Step es el cuadrado bajo el espectro de fluorescencia de TPPS, y Dc y Dtep son la absorbancia
(densidad optica) de la clorina e4 de sodio y TPPS respectivamente en las longitudes de onda de excitaciéon. Los
resultados obtenidos se cotejaron utilizando unidades relativas de intensidad de la luz excitada en las longitudes de
onda de excitacion. Las intensidades de la luz monocromatica se midieron utilizando un detector de silicio calibrado
del Sistema de Medicién de Potencia Optica ThorLabs (Karlsfeld, Alemania).

Deteccion de fosforescencia de oxigeno singlete

La fosforescencia del oxigeno singlete se detectd mediante la medicidn de la fosforescencia infrarroja a 1270 nm, que
corresponde a la transicion de las moléculas de oxigeno del estado singlete al estado triplete. La fosforescencia se
registr6 a temperatura ambiente con el espectrometro de fosforescencia laser descrito en A. A. Krasnovsky Jr.,
Photodynamic action and singlet oxygen, Biofizika, 2004, 49, 305-321; y A. A. Krasnovsky Jr., Singlet oxygen and
primary mechanisms of photodynamic therapy and photodynamic diseases, In: Photodynamic therapy at the cellular
level, ed. A. B. Uzdensky, Research Singpost, Kerala (India), 2007, 17-62. Para la excitacion se emplearon pulsos de
nanosegundos de radiacion de 511 nm de un laser de vapor de cobre (Troitzk, Instituto de Fisica de la Academia de
Ciencias de Rusia). La radiacion laser paso adicionalmente a través de un filtro de luz verde SZS-22 (4 mm), que
transmitia luz laser y cortaba la radiacion laser IR causada por el calentamiento del tubo laser. La duracién del pulso
fue de 20 ns, la energia del pulso varié de 18 a 40 uJ y la frecuencia de repeticion del pulso fue de 12 kHz. La luz laser
se colimd en la superficie de una cubeta rectangular de cuarzo de 1 cm. El diametro del punto iluminado en la superficie
de la celda era de 5 mm. Para las mediciones cinéticas se utilizé otro espectrometro sin monocromador. En este caso,
la fosforescencia resultante del angulo recto del haz de excitacién se concentro en el fotocatodo de un fotomultiplicador
S-1 enfriado (FEU-112) a través de un filtro de luz infrarroja de corte y un filtro de interferencia con el maximo de
transmisiéon a 1270 nm. Los espectros de fosforescencia se midieron con un monocromador de rejilla de alto
rendimiento MS-80. En este caso, |la fosforescencia se concentrd en la ranura de entrada de este monocromador. El
ancho de banda del monocromador se correspondia con un intervalo espectral de 20 nm. La luz monocromatica se
concentrd en el fotocatodo de un fotomultiplicador S-1 enfriado (FEU-83). La sefial del fotomultiplicador se registré
utilizando un recuento de fotones individuales correlacionados en el tiempo y se promedié en muchos pulsos laser. En
la mayoria de los experimentos, el tiempo de un canal fue igual a 81 ns. Cuando el blanqueo del pigmento alcanzo el
10 %, la solucién se reemplazé por una nueva y se continué la medicion. Como la clorina e4 de sodio se blanqued con
bastante rapidez, las soluciones se cambiaron después de cada irradiacion de 60-180 s. Se obtuvieron curvas
fosforescentes razonables después de 10-20 minutos de acumulacion de sefial y, por lo tanto, las muestras se
cambiaron muchas veces. Como se ha descrito anteriormente (D. A. Butorina, A. A. Krasnovsky Jr. y A. V. Priezzev,
Investigation of the kinetic parameters of singlet molecular oxygen in aqueous porphyrin solutions, Influence of
detergents and the quencher sodium azide, Biofizika, 2003, 48, 189-196; A. A. Krasnovsky Jr., Luminescence and
photochemical studies of singlet oxygen photonics, J. Photochem. Photobiol. A: Chem., 2008, 196, 210-218; y N.
Kuznetsova, D. Makarov, O. Yuzhakova, A. Strizhakov, Y. Roumbal, L. Ulanova, A. Krasnovsky y O. Kaliya,
Photophysical properties and photodynamic activity of octacationic oxotitanium (IV) phthalocyanines, Photochemical
Photobiological Sciences, 2009, 8, 1724-1733), para el andlisis informatico se utilizd la siguiente ecuacion
biexponencial:
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r)=1, [exp(—kdmy ‘t)—exp(=k,, -H)]+n

donde Kdecay Y krise son las constantes de velocidad de las fases de descomposicién y ascenso de las curvas de
fosforescencia después de un pulso laser, n es el ruido apagado del fotomultiplicador, lo es la intensidad de la
fosforescencia en el tiempo cero, e I(t) es la intensidad de la fosforescencia en el tiempo t.Para reducir la contribucion
de la luminiscencia del pigmento en la cubeta de cuarzo, que se observé poco después de los pulsos laser, se tomaron
lecturas a partir de 400 ns después de los pulsos laser en etanol y 1 ys en agua. Ademas, se midieron también la
fosforescencia y las trazas cinéticas de las soluciones de clorina e4 de sodio de control que contienen una alta
concentracion de azida sédica, que apagaron completamente el oxigeno singlete. Este procedimiento revel6 un fuerte
componente de descomposicién rapida de la luminiscencia retardada en las soluciones de sodio con clorina e4, que
la azida de sodio no apagaba tan facilmente. Las curvas luminiscentes obtenidas de las soluciones de control se
aproximaron mediante exponenciales y se restaron de las trazas cinéticas experimentales obtenidas para las

soluciones de clorina e4 de sodio en las que no se afiadi6 azida de sodio.

Para las mediciones, se utilizé el software Origen 6.0. Este software funciona utilizando el método de aproximacién de
minimos cuadrados. El origen permitid la variacion de los parametros lo, Kdecay, krise Yy N para obtener sus valores
correspondientes al coeficiente minimo x2. En las soluciones de clorina e4 de sodio, las mediciones siempre produjeron
kdecay, que era algo mas reducida que en las soluciones de referencia de TPPS en los mismos disolventes. En los
disolventes utilizados en este estudio, el tiempo de vida del oxigeno singlete, que es responsable de Kdecay, €S
independiente de los pigmentos. Por lo tanto, este resultado indica que «el control azida» no permite eliminar
completamente el componente de rapida descomposicion de las curvas de descomposicion general. Es posible que
la luminiscencia responsable de este componente sea parcialmente apagada por la azida sédica. A fin de eliminar el
error causado por este efecto, para las mediciones finales de las curvas fosforescentes en soluciones de clorina e4 de
sodio, se utilizaron keecay fijos obtenidos en las soluciones TPPS. En este caso, como indicd Origin, el coeficiente de
correlacion R? no fue inferior al 98 % y el error de determinacion de krise fue inferior al + 5 % en todos los disolventes.
Los rendimientos cuanticos (®a) de la fotogeneraciéon de oxigeno singlete por clorina e4 de sodio se determinaron a
partir de la comparacién de las intensidades globales de fosforescencia de oxigeno singlete en las soluciones de
clorina e4 de sodio y las soluciones de referencia de TPPS en los mismos solventes. Segun la bibliografia, los valores
mas probables de los rendimientos cuanticos de la fotogeneracion de oxigeno singlete por TPPS son 0,6 en agua y
0,7 en etanol y detergente que contiene agua (F. Wilkinson, W. P. Helman and A. B. Ross, Quantum yields of the
photosensitized formation of the lowest electronically excited singlet states of molecular oxygen, J. Phys. Chem. Ref.
Data, 1993, 22 (2), 113-262; y C. Tanielian, C. Wolf y M. Esch, Singlet oxygen production in water: Aggregation and
charge transfer effects, J. Phys. Chem., 1996, 100, 6555-6560). La intensidad general de la fosforescencia se calculd
integrando las trazas cinéticas de la fosforescencia. La absorbancia de las soluciones de pigmentos a 511 nm era
normalmente de unos 0,1-0,2 en una cubeta de 5 mm. Esto correspondia a una concentracion de pigmento igual a
unos 20 uM.

Deteccion de oxigeno singlete utilizando conjugados quimicos

El segundo método de deteccion de oxigeno singlete se basé en la oxigenacion fotosensible del conjugado de oxigeno
singlete 1,3-difenilisobenzofurano (DPIBF) (Acros Organics, Reino Unido). EI DPIBF se une quimicamente a dos
oxigenos singlete ('0z2) (figura 3). Este método se aplico a las soluciones de clorina e4 de sodio en etanol. La mayor
banda de absorcion del DPIBF se encuentra a 414-415 nm. Se sabe que el coeficiente de absorcion molar en este
maximo, eprisr, es de 23500 M-'cm-. Las soluciones probadas se irradiaron con la luz monocromatica de una lampara
de xenon utilizando el sistema de excitacion del espectrofluorimetro Perkin-Elmer MPF-44B, correspondiendo el ancho
espectral del ancho de banda del monocromador a 5 nm. La energia radiante se midié utilizando el detector calibrado
ThorLabs PM-100 (Alemania). Los rendimientos cuanticos de oxigeno singlete (Pa) se calcularon de acuerdo con la
ecuacion:

AD
77P . DP;BF V. NA
o = Eppr "L 1y,
A I

nr

hv(1-T)

donde ADoprisr es la reduccion de la densidad 6ptica del DPIBF a 414 nm durante el tiempo de irradiacion, €opisr es el
coeficiente de absorcion molar del DPIBF a 414 nm, 1 es la trayectoria 6ptica igual a 1 cm, V es el volumen de las
soluciones probadas (normalmente 1,2-1,5 ml), Na es la constante de Avogadro, lir €s la potencia radiante (en W) de
la luz monocromatica del sistema de excitacion del espectrofluorimetro Perkin-Elmer que incluye la lampara de xenoén
y el monocromador de excitacién con el ancho de banda correspondiente al intervalo de longitud de onda de 5 nm, hv
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es la energia de un foton en J, (1-T) es el factor de absorcion de las soluciones probadas, tirr €s el tiempo de irradiacion
en segundos, y np es la fraccion de moléculas de '02 que es capturada por el DPIBF en las soluciones estudiadas.
Este parametro se calculd utilizando ecuaciones cinéticas conocidas para el consumo de oxigeno singlete por los
conjugados quimicos y la constante de la velocidad de reaccién del oxigeno singlete con DPIBF igual a 10° M-'s™!
(véase A. A. Krasnovsky Jr., Y. V. Roumbal y A. A. Strizhakov, Rates of 'Oz production upon direct excitation of
molecular oxygen by 1270 nm laser radiation in air-saturated alcohols and micellar aqueous dispersions, Chem. Phys.
Lett., 2008, 458, 195-199; y referencias en el mismo).

Resultados

Los espectros de absorcion de la clorina e4 de sodio en etanol, agua pura y agua que contiene detergente de dodecil
sulfato de sodio (SDS) se muestran en las figuras 4-6. Las principales bandas de absorcién se enumeran en la tabla
1. Las mas fuertes son la banda de Soret a 403 nm y la banda roja a 654-662 nm. El analisis de los espectros de
absorcion sugiere que la clorina e4 de sodio era mayormente monomérica en todos los disolventes. En el agua que
no tenia detergente, el maximo de absorcion del rojo se desplazé ligeramente a la region de longitudes de onda mas
cortas (de 662 a 654 nm) y se observo un hombro débil a unos 665-670 nm. Ademas, la absorbancia observada en la
region del verde fue mayor en comparacién con la del etanol y las soluciones que contienen detergente. Estos datos
indican que la solucién en agua sin detergente puede contener moléculas agregadas (diméricas y oligoméricas) de
clorina e4 de sodio, que se desagregan en presencia del detergente.

Disolventes Absorcion maxima (nm £ 1 nm) |Fluorescencia maxima (nm £ 1 nm)
Etanol 403, 504, 606, 662 666, 720
Agua 402, 504, 602, 654 657, 710
Agua + SDS 0,2 M 403, 504, 608, 662 665, 720

Tabla 1: posiciones de las principales bandas de absorcion y
fluorescencia de las soluciones de clorina e4 de sodio

Las mediciones de fluorescencia confirmaron esta suposicion (figuras 7-9). Los espectros de fluorescencia eran
bastante similares en el etanol y en los SDS que contienen agua. La figura 10 muestra el espectro de excitacién de la
fluorescencia de la clorina e4 de sodio en etanol. Se observa que practicamente coincide con el espectro de absorcion
de este pigmento. Esta observacion indica que la fluorescencia pertenece a la clorina e4 de sodio. En el agua sin SDS,
el maximo de fluorescencia se desplazé a longitudes de onda mas cortas y un hombro, a unos 710 nm, se hizo
notablemente mas fuerte que en el etanol. El rendimiento cuantico de la fluorescencia fue mas alto en el etanol,
ligeramente inferior en los SDS que contienen agua y mucho mas bajo en el agua sin SDS. Estos datos indican que
la agregacion de la clorina e4 de sodio se produce en el agua. Sin embargo, el rendimiento cuantico de la fluorescencia
de la clorina e4 de sodio seguia siendo alto en el agua sin SDS, lo que demostraba que una cantidad apreciable de
moléculas monoméricas de clorina e4 de sodio estan presentes en soluciones acuosas sin detergente. Estos
experimentos muestran que la clorina e4 de sodio es un pigmento altamente fluorescente y emite una gran cantidad
de fotones. Por lo tanto, la clorina e4 de sodio se puede utilizar eficazmente como pigmento fluorescente para el
diagnéstico fotodinamico.

La generacion de oxigeno singlete se estudié en soluciones de etanol utilizando tanto el conjugado quimico de oxigeno
singlete DPIBF como la medicién de la fosforescencia fotosensible de la clorina e4 de sodio del oxigeno singlete a
1270 nm. La figura 11 ilustra el experimento con DPIBF. El maximo de absorciéon de DPIBF se encuentra en 420 nm.
Se observa en la figura 11 que la irradiacion de una solucion de etanol que contiene tanto la clorina e4 de sodio como
el DPIBF por la luz roja (660 nm), la cual se absorbe por la clorina e4 de sodio, pero no por el DPIBF, provoco el
blanqueo del DPIBF maximo a 420 nm. Este efecto es el resultado de la reaccion del DPIBF con el oxigeno singlete,
que se forma al irradiar la clorina e4 de sodio. Se demostré que el rendimiento cuantico de la generaciéon de oxigeno
singlete obtenido en este experimento era de 0,68 + 0,05 en etanol. Las trazas cinéticas de la fosforescencia
fotosensible de la clorina e4 de sodio del oxigeno singlete después de los pulsos laser se muestran en las figuras 12-
14. La tabla 2 resume los parametros cinéticos de las curvas de fosforescencia. El tiempo de subida refleja la tasa de
generacion de oxigeno singlete por moléculas de pigmento triplete. Se corresponde con el tiempo de vida del estado
triplete del pigmento en una solucidon de pigmento saturada de aire. En el etanol, el tiempo de subida era igual a 300
ns. El tiempo de descomposicion corresponde a la vida util del oxigeno singlete en etanol (13,5 ps). El rendimiento
cuantico del oxigeno singlete en etanol determinado mediante estas curvas cinéticas fue igual a 0,63 + 0,05, lo que se
aproxima al obtenido mediante el DPIBF. Asi pues, ambos métodos proporcionaron resultados similares. La tabla 2
indica que la clorina e4 de sodio es un potente fotosensibilizante de la formacion de oxigeno singlete tanto en sistemas
alcohdlicos como acuosos, aunque en el agua sin SDS la actividad fotosensibilizante fue menor que en etanol. Este
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efecto puede haberse debido a la agregacion parcial de las moléculas de pigmento, que es sabido que conduce a la
pérdida de la actividad fotosensibilizante. Estos experimentos muestran que la clorina e4 de sodio tiene una fuerte
capacidad fotosensibilizante en disolvente organico (alcohol) y en medio acuoso, con un alto rendimiento cuantico de
oxigeno singlete. Por lo tanto, la clorina e4 de sodio puede utilizarse eficientemente en la terapia fotodinamica.

Disolventes Tiempo de subida, ps Tiempo de descomposicion, us
Etanol 0,3+0,3 13,5+0,3

Agua 1,8+04 3,3+0,3

Agua + SDS 0,2 M 1,2+0,3 3,85+0,3

Tabla 2: parametros cinéticos de la fosforescencia de oxigeno singlete
fotosensible en soluciones de clorina e4 de sodio saturadas de aire

Conclusién

La clorina e4 de sodio muestra una fuerte fluorescencia y una gran capacidad fotosensible en un disolvente organico
(alcohol) y en un medio acuoso. En el agua, la actividad fotosensible de la clorina e4 de sodio disminuye debido a la
agregacion de las moléculas de pigmento, pero sigue siendo alta. La adicion de detergente causa desagregacion y un
aumento tanto de la fluorescencia como de la capacidad fotosensible. Esto demuestra que clorina e4 de sodio esta
activa en ambos medios hidrofilos y acuosos. Por lo tanto, este pigmento es prometedor para su aplicacién en medicina
fotodinamica.

Ejemplo: estudios in vivo

Los siguientes pacientes de cancer se trataron eficazmente con clorina e4 de sodio. La mayoria de los pacientes eran
pacientes con cancer metastasico en fase avanzada que anteriormente se habian sometido sin éxito a las terapias de
tratamiento tradicionales. La mayoria de los pacientes no gozaban de buena salud antes del tratamiento con clorina
e4 de sodio.

Ejemplo 1

Se traté de forma eficaz a una paciente de 70 afios con cancer de mama ductil invasivo y metastasis en los ganglios
linfaticos de la axila derecha. Antes del tratamiento, se observé una gran masa cancerosa en la mama derecha y una
pequefia masa cancerosa en la axila derecha. El tratamiento consistié en tres ciclos. Para cada ciclo, se administraron
por via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias. 24-48 horas
después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se traté a la paciente con lasery luz LED con una longitud de onda
de 660 nmy 760 nm.

Después del tratamiento, el andlisis de ultrasonido Doppler mostré que la gran masa cancerosa en la mama no
mostraba casi ninguna vascularizacion, ni vasos sanguineos que condujeran a ella. La masa cancerosa no se habia
reducido en tamafio; sin embargo, el contorno de la masa era solido y liso, lo que indicaba un tumor inactivo y sin
crecimiento. La masa cancerosa de los ganglios linfaticos mas pequefos tampoco mostraba casi ninguna vascularidad
y su tamanfo se habia reducido de 1,9 cma 1 cm.

Posteriormente, se traté a la paciente con dos ciclos adicionales. De nuevo, para cada ciclo, se administraron por via
oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias. 24-48 horas después de
cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se trat a la paciente con laser y luz LED con una longitud de onda de 660 nm
y 760 nm. Por otra parte, se realizé un tratamiento de luz intersticial empleando una aguja fina en la mama con un
laser de fibra 6ptica que tenia una longitud de onda de 660 nm y 760 nm.

El analisis por ultrasonido Doppler obtenido después del cuarto ciclo de tratamiento mostré que la gran masa de cancer
en la mama se habia reducido en tamario en, aproximadamente, un 25 %. Las tomografias PET/TC obtenidas después
del quinto y ultimo ciclo de tratamiento mostraron una respuesta completa en la mama y los ganglios linfaticos.
Después de cada ciclo de tratamiento, se observé una respuesta inflamatoria en el sitio del tumor de la mama, que es
tipica ya que el sistema inmunoldégico ataca el tumor. Hacia el final del segundo curso de tratamiento, la paciente
experimentd una sensacion de ardor en el lugar del tumor en su mama. La paciente se encuentra actualmente con
vida y buena salud, dos afios y tres meses después de haber comenzado su tratamiento y cinco meses después de
haber completado su tratamiento.

Ejemplo 2
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Se traté de forma eficaz a un paciente varén de 62 afos que presentaba un carcinoma nasofaringeo con extension a
un ganglio linfatico del cuello izquierdo. El tratamiento consistié en tres ciclos. Para cada ciclo, se administraron por
via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias. 24-48 horas después
de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se trat6 al paciente con laser y luz LED con una longitud de onda de 660
nmy 760 nm.

Inmediatamente después del tratamiento, una biopsia del ganglio linfatico tratado del cuello mostré un ganglio linfatico
benigno o no canceroso, y no se detectaron células cancerosas. Esto se confirmé mediante otra biopsia diez meses
después del tratamiento. Una comparacién de las tomografias computarizadas, obtenidas un mes antes y diez meses
después del tratamiento, mostré que no habia propagacion de los tumores y que el tamafio de los tumores se habia
reducido.

Posteriormente, se trat6 al paciente con un ciclo adicional. De nuevo, para el curso del tratamiento, se administraron
por via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias. 24-48 horas
después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se tratd al paciente con laser y luz LED con una longitud de onda
de 660 nmy 760 nm.

Las imagenes de ultrasonido y las biopsias obtenidas después del ultimo tratamiento mostraron una respuesta
completa. El paciente no sufrié ningun efecto secundario, pero se observé una respuesta inflamatoria después de cada
tratamiento, lo cual es caracteristico debido a que el sistema inmunoldgico ataca el tumor. Dos afios y tres meses
después de haber comenzado su tratamiento y cinco meses después de haber completado su tratamiento, se
encuentra con vida y buena salud.

Ejemplo 3

Se traté de forma eficaz a un paciente varén de 71 afios que padecia una enfermedad renal metastasica avanzada
con metastasis en la vesicula biliar, el higado y el pulmén. El tratamiento consistié en tres ciclos. Para cada ciclo, se
administraron por via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias. 24-
48 horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se tratd al paciente con laser y luz LED con una longitud
de onda de 660 nmy 760 nm.

Las tomografias PET/TC, obtenidas justo antes del tratamiento y dos, tres, cinco y 15 meses después del tratamiento,
mostraron que, en todo el cuerpo del paciente, algunos tumores desaparecieron por completo y los tumores restantes
se redujeron en tamafo. No se observé metastasis adicional.

Posteriormente, se traté al paciente con dos ciclos adicionales. De nuevo, para cada ciclo, se administraron por via
oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias. 24-48 horas después de
cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se trat6 al paciente con laser y luz LED con una longitud de onda de 660 nm y
760 nm. Por otra parte, se realizé un tratamiento de luz intersticial empleando una aguja fina en el higado y el pulmoén
con un laser de fibra 6ptica que tenia una longitud de onda de 660 nmy 760 nm.

Las tomografias PET/TC mostraron nuevamente una buena respuesta al tratamiento. El paciente no sufridé ningun
efecto secundario debido al tratamiento. Por desgracia, el paciente fallecio recientemente. Con anterioridad a los cinco
cursos de tratamiento, se trataba de un paciente de cancer en etapa avanzada con una esperanza de vida de solo
seis meses, pero se las arreglé para llevar una vida activa durante dos afos y cuatro meses.

Ejemplo 4

Se traté con eficacia a una paciente de 20 afios de edad que padecia un linfoma de Hodgkin en fase IVB con metastasis
en el higado, sistema linfatico, bazo, pulmén y huesos. El tratamiento consistié en tres ciclos. Para cada ciclo, se
administraron por via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias. 24-
48 horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se tratd a la paciente con laser y luz LED con una longitud
de onda de 660 nmy 760 nm.

Las tomografias computarizadas mostraron que, en las areas del cuerpo de la paciente que fueron tratadas con laser
y luz LED hasta ese momento, algunos tumores desaparecieron por completo y otros se redujeron en tamanio.

Posteriormente, se tratd a la paciente con dos ciclos adicionales. De nuevo, para cada ciclo, se administraron por via
oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias. 24-48 horas después de
cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se traté a la paciente con laser y luz LED con una longitud de onda de 660 nm
y 760 nm.
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Las tomografias PET/TC mostraron nuevamente una buena respuesta al tratamiento. Por desgracia, la paciente
fallecié recientemente. Con anterioridad a los cinco ciclos de tratamiento, se encontraba en muy mal estado de salud,
y sufria de una pérdida de peso y un letargo extremos, estaba demasiado débil para caminar y requeria un alivio del
dolor constante. Antes del tratamiento, su esperanza de vida era de solo dos semanas, pero sobrevivié durante dos
afos y dos meses, al menos una parte de su vida activa.

Ejemplo 5

Se tratdé con eficacia a un paciente varén de 82 afios con cancer de pulmoén. El tratamiento consistié en un ciclo de
cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio administrada por via oral durante el transcurso de ocho dias. 24-
48 horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se tratd al paciente con laser y luz LED con una longitud
de onda de 660 nmy 760 nm.

Tres meses después del tratamiento, el paciente tosid sangre y tejido tumoral. Una tomografia computarizada mostré
una descomposicion del tumor.

Ejemplo 6

Se traté con eficacia a un paciente varén de 46 afios con cancer de pulmén. El tratamiento consistié en tres ciclos.
Para cada ciclo, se administraron por via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso
de ocho dias. 24-48 horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se tratd al paciente con laser y luz LED
con una longitud de onda de 660 nm y 760 nm.

Una tomografia computarizada, obtenida inmediatamente después del ultimo tratamiento, mostré una recuperacion
completa del cancer de pulmon.

Ejemplo 7

Se traté de forma eficaz a una paciente de 54 afios que presentaba un cancer de pancreas avanzado con metastasis
en el higado. Antes de recibir el tratamiento, la paciente tenia mala salud en general y sufria una pérdida de peso
extrema, dolor y otros sintomas tipicos del cancer de pancreas avanzado. El tratamiento consistio en tres ciclos. En
cada ciclo, se administraron cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio por via oral durante el transcurso de
ocho dias. Aproximadamente 24 horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se traté a la paciente con
laser y luz LED con una longitud de onda de 660 nm y 760 nm.

Las tomografias PET/TC del pancreas, obtenidas antes y después del tratamiento, mostraron mejoras y una buena
respuesta al tratamiento en el area pancreatica. La paciente no tuvo ninguna reaccion fotosensible y sufri6 menos
dolor. Desafortunadamente, el bloqueo intestinal y la malnutricion causaron la muerte de la paciente.

Ejemplo 8

Se traté con eficacia a una paciente de 67 afios que padecia cancer de pulmoén de células no pequefias con metastasis
en los nédulos linfaticos y los huesos. El tratamiento consistié en dos ciclos. En cada ciclo, se administraron cinco
dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio por via oral durante el transcurso de ocho dias. Aproximadamente 24
horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se trat6 a la paciente con laser y luz LED con una longitud
de onda de 660 nmy 760 nm.

Las tomografias PET/TC de los pulmones, obtenidas antes y después del tratamiento, mostraron una notable
respuesta al tratamiento, con muchos tumores en proceso de desaparicion y los tumores restantes mostrando una
actividad metabdlica nula o baja después del tratamiento. La paciente no sufrié ningun efecto secundario y su salud
mejoro. La paciente actualmente se encuentra con vida y buena salud, 10 meses después de haber comenzado su
tratamiento y siete meses después de haberlo completado.

Ejemplo 9

Se tratd de forma eficaz a una paciente de 54 afios con cancer de mama en la mama derecha. El tratamiento consistid
en tres ciclos. Para cada ciclo, se administraron por via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio
durante el transcurso de ocho dias. 24-48 horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se traté a la
paciente con laser y luz LED con una longitud de onda de 660 nm 'y 760 nm.

Las mamografias, ultrasonidos y tomografias de las mamas, obtenidas antes y después del tratamiento, mostraron
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una respuesta completa. La paciente no sufrié ningun efecto secundario. La paciente se encuentra actualmente con
vida y buena salud, un afo y siete meses después de haber comenzado su tratamiento y 10 meses después de haber
completado su tratamiento.

Ejemplo 10

Se traté de forma eficaz a un paciente varén de 33 afios que padecia un carcinoma nasofaringeo con metastasis en
los ganglios linfaticos del cuello izquierdo y en el pulmoén. El tratamiento consistid en cinco ciclos. Para cada ciclo, se
administraron por via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias. 24-
48 horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se tratd al paciente con laser y luz LED con una longitud
de onda de 660 nm y 760 nm. Por otra parte, se realizé un tratamiento de luz intersticial empleando una aguja fina en
el higado y el pulmén con un laser de fibra éptica que tenia una longitud de onda de 660 nm y 760 nm.

Las tomografias PET/TC mostraron una muy buena respuesta al tratamiento. El paciente se encuentra actualmente
con vida y buena salud, un afio y cinco meses después de haber iniciado su tratamiento y dos meses después de
haberlo completado.

Ejemplo 11

Se tratd de forma eficaz a una paciente de 44 afios que padecia cancer de pulmén con metastasis en los ganglios
linfaticos y el hueso sacro. La paciente fue intervenida para extirpar el tumor primario del pulmén y completd cuatro
ciclos de quimioterapia. Las tomografias PET/TC posteriores mostraron tumores en los nddulos linfaticos del cuello,
los nédulos linfaticos de la axila izquierda y el hueso sacro. El tratamiento consistié en cinco ciclos. Para cada ciclo,
se administraron por via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias.
24-48 horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se traté a la paciente con laser y luz LED con una
longitud de onda de 660 nm y 760 nm. Por otra parte, en dos de los ciclos de tratamiento, se realizé un tratamiento
con luz intersticial empleando una aguja fina en el hueso sacro con un laser de fibra éptica con una longitud de onda
de 660 nm y 760 nm. Asimismo, se administro la terapia de crecimiento del hueso del mesotelio en los dos ultimos
ciclos.

Las tomografias PET/TC mostraron una respuesta completa, sin tumores activos en el cuerpo de la paciente. La
paciente se encuentra actualmente con vida y buena salud, 10 meses después de haber comenzado su tratamiento y
cuatro meses después de haber completado su tratamiento.

Ejemplo 12

Se traté de forma eficaz a un paciente varén de 52 afios que padecia cancer cerebral con metastasis en el pulmén y
en los nodulos linfaticos. Una resonancia magnética mostré una gran masa tumoral en el cerebro. El paciente fue
intervenido para eliminar el tumor que presionaba su cerebro, pero no recibié ninguna quimioterapia o radioterapia.
Las tomografias PET/TC posteriores mostraron tumores activos en el cerebro con metastasis en ambos pulmones y
en los ganglios linfaticos de las regiones cervical derecha y supraclavicular derecha. El paciente experimentd
ocasionales ataques epilépticos y fuertes dolores de cabeza. El tratamiento consistié en dos ciclos. Para cada ciclo,
se administraron por via oral cinco dosis de 62,5-187,5 mg de clorina e4 de sodio durante el transcurso de ocho dias.
24-48 horas después de cada dosis oral de clorina e4 de sodio, se tratd al paciente con laser y luz LED con una
longitud de onda de 660 nm 'y 760 nm.

Las tomografias PET/TC mostraron una respuesta completa en los pulmones y ninguna actividad metabdlica en el
area del tumor cerebral. Los nédulos linfaticos aun no estaban limpios, y el paciente se sometera a un tercer ciclo.

Ejemplo: ensayo clinico con pacientes que padecen cancer de pulmoén avanzado de células no pequenas

A través del diagnostico de patologia o citologia, se seleccionaron 66 pacientes con cancer de pulmén de células no
pequefias avanzado y se dividieron al azar en dos grupos. El grupo A tenia 32 pacientes que fueron tratados con
clorina e4 de sodio. El grupo B tenia 34 pacientes que fueron tratados tanto con quimioterapia como con radioterapia.

En el grupo A, se administré clorina e4 de sodio en una dosis de 2 mg por kilogramo de peso corporal, dos tercios de
la cual se administré por inhalacién y un tercio por via oral. Una vez determinado el objetivo o los objetivos de la
irradiacion, se introdujo una fibra 6ptica para el tratamiento con laser en el tumor o los tumores del pulmén mediante
un procedimiento intersticial. La intensidad de la luz de la irradiacién fue de 200 J/cm?, la potencia de irradiacion fue
de 1000 mW, y la irradiacion durd entre ocho y diez minutos. La irradiaciéon con laser en el tumor era de dos a cinco
centimetros de profundidad. La irradiacién se realizé etapa por etapa (tratamiento de subparrafo) segun el tamario del
tumor o se realiz6 repetidamente.
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En el grupo B, para la radioterapia, un campo de irradiacién de radioterapia de rayos X de 15 MV cubrid la(s) lesion(es)
de tumor(es) pulmonar(es) primario(s) y la zona de drenaje linfatico mediastinico, con una dosis de 65-70 Gy,
administrada cada primer dia de una semana de radioterapia. Para la quimioterapia, se administraron 20 mg de
cisplatino por via intravenosa.

Las tasas de supervivencia de uno y dos afios para los grupos A y B fueron de 93,75 %, 70,60 % y 68,75, 32,35 %
respectivamente; la diferencia fue estadisticamente significativa (P<0,05). Las tasas de remisién completa y parcial
combinadas para los grupos A 'y B fueron 56,20 % y 21,30 %; la tasa del grupo A fue significativamente superior a la
del grupo B, y la diferencia fue estadisticamente significativa (P<0,05).

Ejemplo: estudio con ratones que presentan un sarcoma subcutaneo S180

En este experimento se observaron los efectos de la terapia fotodinamica mediada por tres fotosensibilizadores
diferentes, en concreto duteroporfirina, clorina e4 de sodio y 5-ALA, en ratones con sarcoma S180. La duteroporfirina
y el 5-ALA son derivados de porfirina.

Los 40 ratones Kunming con sarcoma subcutaneo S180 bien desarrollado se dividieron aleatoriamente en cuatro
grupos: (A) grupo de duteroporfirina (10 mg/kg), (B) grupo de clorina e4 de sodio (20 mg/kg), (C) grupo de 5-ALA (100
mg/kg) y (D) grupo de control en blanco. Se sometié a los ratones de los grupos A y B a una irradiacion 8-10 horas
después de la inyeccion de los fotosensibilizadores en la vena de la cola, mientras que se sometié a los ratones del
grupo C a una irradiacion 3 horas después de la inyeccion del fotosensibilizador en la vena de la cola. Se utilizé un
laser con una longitud de onda de 630 nm para los grupos A y C, mientras que para el grupo B se utilizé un laser de
doble frecuencia con longitudes de onda de 660 nm y 760 nm. Se irradiaron verticalmente las zonas tumorales locales,
con el diametro de los puntos de laser siendo de 1,2-1,5 cm. Se cubri6 todo el tumor y 3-5 mm de tejido normal
alrededor del tumor con el laser. Los laseres se aplicaron a los grupos A, B y C durante 20 minutos, con una densidad
de potencia de 150 mW/cm? y una densidad de energia de 180 J/cm?2. Los ratones del grupo de control D no se
sometieron a irradiacion.

Después de los tratamientos, se observaron cambios en el aspecto del tumor. Se observaron escaras negras en los
grupos A y B después de los tratamientos, mientras que las escaras observadas en el grupo C eran mas delgadas y
de color rojo parduzco. Las pieles y el pelaje se recuperaron completamente en todos los tres grupos de tratamiento
después de que las escaras se hubieran caido; el grupo C fue el mas rapido en la reparacion de la piel.

A partir de las curvas de crecimiento de los tumores se pudo observar que no habia diferencias obvias en los tamafios
de los tumores entre los grupos de tratamiento A, By C y el grupo de control D seis dias después de los tratamientos.
Esto probablemente se debié al edema y a las escaras causadas por el tratamiento que se produjo en los lugares de
irradiacién. La observacion de los tamafos de los tumores 21 dias después de los tratamientos indicé que las
diferencias medias de volumen entre todos los grupos de tratamiento A, B y C y el grupo de control D eran
estadisticamente significativas (P<0,05), siendo el volumen medio significativamente inferior, desde el punto de vista
estadistico, en los grupos de tratamiento A, B y C que en el grupo de control D. La diferencia media de volumen entre
el grupo B y el grupo C también fue estadisticamente significativa (P<0,05), siendo el volumen medio significativamente
inferior, desde el punto de vista estadistico, en el grupo B que en el grupo C.

Por ofra parte, todos los grupos de tratamiento mostraron una inhibicién tumoral estadisticamente significativa en
comparacion con el grupo de control D, y el grupo B mostré un efecto terapéutico significativamente superior desde el
punto de vista estadistico al del grupo C (P<0,05). Las tasas de inhibicién tumoral de los grupos A, B y C fueron,
respectivamente, del 62,5 %, 75,4 % y 37,2 %.

Segun el analisis de las células tumorales apoptéticas y necroticas del FCM 24 horas después de los tratamientos, las
proporciones de células tumorales apoptéticas y necréticas fueron mucho mayores y las células vivas fueron
obviamente menores en todos los grupos de tratamiento A, B y C que en el grupo de control D, lo que indica que todos
los grupos de tratamiento mostraron efectos claros en la eliminacién de las células cancerosas.

Se observaron las secciones patolégicas de los tejidos tumorales mediante la tincién de HE. Los cambios patoldgicos
de los tejidos tumorales en los grupos de tratamiento A, B y C 24 horas después del tratamiento incluyeron: una amplia
gama de necrosis tumoral, disrupcion vascular tumoral e infiltracion de neutrofilos.

Los mecanismos para destruir las células tumorales mediante terapia fotodinamica incluyen destruir directamente las

células tumorales, dafiar los vasos sanguineos del tumor y estimular el sistema inmunoldgico de los pacientes. Estos
factores pueden beneficiarse entre si y todos ellos son mecanismos de control tumoral a largo plazo.
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En resumen, este estudio verificd que la terapia fotodinamica con duteroporfirina, clorina e4 de sodio y 5-ALA puede
inhibir el crecimiento del sarcoma S180 en ratones. La clorina e4 de sodio tuvo un efecto terapéutico similar o
ligeramente mejor que la duteroporfirina, y un efecto terapéutico significativo desde el punto de vista estadistico que
el 5-ALA.

Se entendera que la presente invencién se ha descrito anteriormente Unicamente a modo de ejemplo.
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REIVINDICACIONES

1. Clorina e4 de sodio, que tiene la estructura:

[H"], [Na'],

e

CO,
CO,
5 L —
2. La clorina e4 de sodio de la reivindicacion 1, que tiene la estructura:
e
COZ_ Na*
10
3. Un proceso de preparacion de la clorina e4 de sodio de la reivindicacion 1 o 2, que comprende el paso
de hacer reaccionar clorina e4 con un compuesto de sodio.
4. El proceso de la reivindicacion 3, donde el compuesto de sodio es hidréxido de sodio.
15
5. El proceso de la reivindicacion 3 o 4, donde se hace reaccionar clorina e4 con el compuesto de sodio

en presencia de una base, preferiblemente una base amina, preferiblemente pirofosfato de tiamina.

6. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, donde clorina e4, el compuesto de sodio y la
20 base opcional se utilizan en una proporciéon molar de 0,15-1 : 45-60 : 0-12.

7. La clorina e4 de sodio de la reivindicacion 1 o 2, para su uso en medicina.
8. La clorina e4 de sodio de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 7, para su uso en terapia fotodinamica

25 o terapia citoluminiscente.
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9. La clorina e4 de sodio de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 7 u 8, para su uso en el tratamiento de:

(i) una enfermedad caracterizada por hiperproliferacion celular benigna o maligna o por zonas de
neovascularizacion; y/o

(i) un tumor benigno o maligno; y/o

(iii) cancer temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales;
retinoblastoma; linfoma; linfoma de Hodgkin; cancer de cabeza y cuello; cancer oral o de boca; o cancer de la
sangre, prostata, cuello uterino, utero, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe,
bronquios, bronquiolos, pulmén, érganos huecos, esdfago, estdmago, conductos biliares, intestino, colon,
colorrecto, recto, vejiga, uréter, rifidn, higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico, huesos, piel o
pancreas.

10. La clorina e4 de sodio de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 o 7, para su uso en diagnéstico
fotodinamico.

11. La clorina e4 de sodio para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, donde la clorina e4 de
sodio se adapta para la administracion previa a la administracion de la irradiacion, preferiblemente donde la irradiacion
es radiacion electromagnética con una longitud de onda en el intervalo de 500 nm a 1000 nm.

12. Una composiciéon farmacéutica que comprende la clorina e4 de sodio de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a2 o 7 a 11 y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

13. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 12, para su uso en terapia fotodindmica o terapia
citoluminiscente.

14. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 12 o 13, para su uso en el tratamiento de:
(i) una enfermedad caracterizada por hiperproliferacion celular benigna o maligna o por zonas de
neovascularizacion; y/o
(i) un tumor benigno o maligno; y/o
(iii) cancer temprano; displasia cervical; sarcoma de tejidos blandos; un tumor de células germinales;
retinoblastoma; linfoma; linfoma de Hodgkin; cancer de cabeza y cuello; cancer oral o de boca; o cancer de la
sangre, prostata, cuello uterino, utero, vagina u otros anexos femeninos, mama, nasofaringe, traquea, laringe,
bronquios, bronquiolos, pulmoén, érganos huecos, esdfago, estdmago, conductos biliares, intestino, colon,
colorrecto, recto, vejiga, uréter, riidn, higado, vesicula biliar, bazo, cerebro, sistema linfatico, huesos, piel o
pancreas.

15. La composicidn farmacéutica de la reivindicacion 12, para su uso en diagnéstico fotodinamico.

16. La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, donde la composicién
farmacéutica se adapta para la administracion previa a la administraciéon de la irradiacion, preferiblemente donde la
irradiacion es radiacion electromagnética con una longitud de onda en el intervalo de 500 nm a 1000 nm.

17. La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, donde la composicion
farmacéutica se encuentra en una forma adecuada para la administracion oral, parenteral (incluidas intravenosa,
subcutanea, intramuscular, intradérmica, intratraqueal, intraperitoneal, intraarticular, intraabdominal, intracraneal y
epidural), transdérmica, por vias respiratorias (aerosol), rectal, vaginal o tépica (incluidas bucales, mucosas y
sublinguales), preferiblemente donde la composicién farmacéutica se encuentra en una forma adecuada para la
administracion oral o parenteral.
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