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DESCRIPCION

Formulacién galénica inyectable para utilizar en un diagnéstico o una terapia fotodindmica y su procedimiento de
preparacion.

La presente invencion se refiere a una formulacién galénica inyectable para utilizar en un diagndstico o una terapia
fotodindmica (PDT), que contiene un agente de fotosensibilizacion derivado de una bacterioclorofila modificada y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion se refiera asimismo a un procedimiento de preparacion de estd formulacién galénica inyec-
table.

Desde hace més de cincuenta afios, se ha podido demostrar que se podian acumular porfirinas en tejidos tumorales
y que, ademads, podian fluorescer en esos tejidos tumorales irradiados absorbiendo la luz in situ.

Debido a sus propiedades, esas porfirinas han demostrado que son capaces de constituir un medio interesante para
detectar un tumor mediante localizacion de la fluorescencia.

Estos dltimos afios, el uso de agentes de fotosensibilizacién en el tratamiento del cancer ha constituido el objeto
de numerosos estudios, que han resultado ser muy prometedores, de manera que contintia incrementandose el interés
en esta técnica, conocida como “terapia fotodindmica” (PDT).

En esta técnica de terapia fotodindmica (PDT), se administra un agente de fotosensibilizacion, que es capaz de
fijarse preferentemente en los tejidos en los que las células proliferan y se iluminan estos tejidos con una luz que tiene
una longitud de onda que sea absorbida por el producto de fotosensibilizacién, por medio de una luz monocromatica
(laser) o policromética (lampara).

El producto de fotosensibilizacidn, que no es téxico en si mismo, tiene la propiedad, después de haber sido excitado
por la absorcién de fotones, de regresar a su estado basico transfiriendo la energia hacia el oxigeno ambiental en forma
de oxigeno singlete (foto-oxidacion de tipo II) y/o de radicales libres oxigenados (foto-oxidacién de tipo I).

Esos derivados del oxigeno son extremadamente reactivos y toxicos y oxidan todos los constituyentes tisulares en
contacto con ellos.

Ademads, difunden muy poco y su periodo de vida es corto, de manera que el efecto fototéxico inducido iluminando
el agente de fotosensibilizacién permanece localizado.

Las principales indicaciones para la terapia fotodindmica se refieren principalmente al campo de la cancerologia,
la virologia, la oftalmologia, en particular para el tratamiento de la degeneracién macular relacionada con la edad
(DMLA), cardiologia (restenosis posterior a una angioplastia), la renmatologia y la dermatologia.

Se ha estudiado un nimero considerable de moléculas de fotosensibilizacién para su uso en terapia fotodindmica.

El uso de derivados de hematoporfirina y en particular de Photofrin® (el porfimero de sodio, una mezcla de éteres
y de ésteres de dihematoporfirina comercializada por Quadra Logic Technologies, Inc., Vancouver, BC, Canad4) en la
terapia fotodindmica se ha investigado ampliamente (véase por ejemplo Dougherty, T. J., Photochem. Photobiol., 45;
569 (1987); Kessel et al., Photochem. Photobiol. 46, 563 (1987); Dougherty, T. J., Semin. Surg. Oncol., 2, 24, (1986);
McCaughan, J. S., Photochem. Photobiol. 46, 903 (1987); y Gomer, C. J., Semin. Hematol., 26 (1) 27 (1989)).

En la mayoria de los estudios clinicos, se ha utilizado un derivado de hematoporfirina (HPD) que estaba cons-
tituido por una mezcla de compuestos de porfirina (mondémeros de porfirina, de hematoporfirina, de hidroxietil vinil
deuteroporfirina, de protoporfirina y dimeros/polimeros de porfirina) (véase por ejemplo, Dougherty, T. J., Photochem.
Photobiol. 46, 569 (1987)).

Como resultado de estos estudios, se ha descubierto que la utilizacién terapéutica de esos derivados de hematopor-
firina adolecia de dos inconvenientes principales.

El primero es que, en la longitud de onda de la luz que activa el compuesto, la luz no penetra lo suficientemente
profundo dentro del tejido (véase por ejemplo, Doiron et al., pp. 281-291 en: Porphyrins in Tumor Phototherapy,
Editado por A. Andreoni y R. Cuulbreddu, Plenum Press, New York, 1984), de manera que el uso de estos compuestos
estd limitado al tratamiento de tumores de tamafio reducido y no permite tratar tumores localizados profundos dentro
del tejido.

El segundo inconveniente principal de estos derivados de hematoporfirina es que tienden a acumularse en los
tejidos del paciente, ocasionando en particular una fotosensibilizacién cutdnea y ocular, que puede prolongarse durante
cuatro a ocho semanas después del tratamiento, lo que requerira adoptar precauciones especiales como por ejemplo
no exponerse al Sol, aplicar una crema de proteccion total y usar ropa adaptada y gafas de sol.
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Unicamente a titulo de ejemplo de estos derivados de hematoporfirina, que han obtenido autorizaciones de comer-
cializacién (AMM) para su uso en el tratamiento por terapia fotodindmica se puede citar el Photofrin® (por ejemplo
autorizaciéon de AMM en Estados Unidos de Norteamérica en 1994 y en Europa en 1996), una disolucién acuosa
inyectable que contiene una mezcla de compuestos de porfirina que absorben la luz a 630 nm y que provocan una
fotosensibilizacion cutdnea y ocular, que persiste incluso dos meses después del tratamiento.

Con el fin de superar los inconvenientes de los derivados de hematoporfirina indicados anteriormente, ha aparecido
una nueva generacion de agentes de fotosensibilizacion, que tienen como caracteristica comtn que son unos compues-
tos puros que tienen una estructura bien definida y que absorben la luz a una longitud de onda que estd comprendida
en el intervalo entre 650 y 800 nm.

Como ejemplos de los agentes de fotosensibilizacién utilizados en terapia fotodindmica y que pertenecen a esta se-
gunda generacion, se pueden mencionar los derivados de la benzoporfirina (véase por ejemplo: A. M. Richter, S. Yip.
H. Meadows et al., “Photosensitizing potencies of the structutal analogues of benzoporphyrin derivative in different
bilogical test systems” J Clin Laser Med Surg 1996, 14, 335-341; J.G. Levy, A. Chan, H. A. Strong “The clinical status
of benzoporphyrin derivative” SPIE 1996, 2625: 86-95; U. Schmidt-Erfurht, W. Bauman, E. Gragoudas et al. “Pho-
todynamic therapy of experimental choroidal melanoma using lipoprotein-delivered benzoporphyrin” Ophtalmology
1994, 101: 89-99).

Los derivados de benzoporfirina tienen la ventaja de que el compuesto es activado por una luz que tiene una
longitud de onda (690 nm) superior a la que activa los derivados de hematoporfirina, de manera que la luz penetra mas
profundamente dentro de los tejidos.

Ademds, se ha demostrado que el uso de estos derivados de benzoporfirina disminuye de manera considerable su
efecto de fotosensibilizacién cutdnea y ocular.

Sin embargo, los derivados de benzoporfirina (BPD) tienen el principal inconveniente de ser insolubles en medios
acuosos, de manera que su aplicacién farmacéutica por via parenteral resulta dificil.

La patente US-A-5.289.378 propone evitar este inconveniente incorporando los derivados de la benzoporfirina en
los liposomas.

Como ejemplo de formulacién inyectable liposomal que contiene un derivado de la benzoporfirina utilizada en
terapia fotodindmica para el tratamiento de formas neurovasculares centrales con predominancia visible de degene-
racién macular relacionada con la edad (DMLA), se puede mencionar Visudyne® (Ciba-Vision) que contiene, como
molécula de fotosensibilizacion, le verteporfina que absorbe la luz a una longitud de onda de 690 nm y que provoca
una fotosensibilizacidn cutdnea y ocular limitada en el tiempo.

Como otros ejemplos de agentes de fotosensibilizacién titiles en la terapia fotodindmica que pertenecen a esta nueva
generacion, se pueden mencionar en particular los derivados de bacterioclorofila de la siguiente férmula general:

en la que M representa un dtomo de metal o 2 dtomos de hidrégeno y R, R, y R; representan, cada uno de manera
independiente, un dtomo de hidrégeno o un grupo variable.

Esos compuestos son denominados, por ejemplo:
Bchl o bacterioclorofila cuando:

M representa Mg
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R, representa un grupo fitilo
R, representa un atomo H

R; representa un grupo -COOCHs3;

Bchlide o bacterioclorofilida cuando:
M representa Mg

R, representa un 4tomo H

R, representa un atomo H

R; representa un grupo -COOCHj;; y

Bpheide o bacteriofeoforbida cuando:

M representa 2 4tomos H y

R, representa un 4tomo H

R, representa un 4tomo H

R; representa un grupo -COOCH;.

Algunos de estos derivados se describen en particular en los documentos DE-A-41 21 876, EP-A-0 584 552 y WO
97/19081.

Otros derivados de bacterioclorofila que han demostrado ser particularmente interesantes son los derivados de
bacterioclorofila en los que el &tomo de magnesio ha sido reemplazado por un dtomo de paladio, como los descritos

por ejemplo en el documento WO 00/33833.

Entre estos derivados de bacterioclorofila modificados en el metal y descritos en el documento WO 00/33833, los
compuestos que tienen la férmula general (I) siguiente:

U

en los cuales:

R, representa un grupo H, OH o COOR,, en la R, es un hidrégeno o un alquilo en C,-C, o un cicloalquilo en Cs-
C123

R; representa H, OH, o un alquilo o alcoxi en C;-C;, y

* representa un carbono asimétrico,
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o sus sales, han demostrado ser de un particular interés y, entre estos compuestos de féormula (I) anterior, la Pd-
bacteriofeoforbida a, que tiene la siguiente Férmula (II):

o una sal de la misma, ha demostrado tener una fototoxicidad y una estabilidad en el curso del tiempo superior a los
otros derivados de la bacterioclorofila.

Ademais, la Pd-bacteriofeoforbida a, también llamada Pd-Bpheide a, absorbe la luz a una longitud de onda de apro-
ximadamente 760 nm, es decir a una longitud de onda superior que los de otros agentes de fotosensibilizacién, lo cual
permite una penetracién mas profunda de la luz dentro de los tejidos, y ocasiona poca o ninguna fotosensibilizacién
cutdnea.

Sin embargo, todos los compuestos que tienen la Férmula (I) mencionada anteriormente, tienen un caracter lipéfilo
muy marcado con una tendencia muy fuerte a agregarse en un medio acuoso, lo cual hace dificil su uso farmacéutico
a través de administracién parenteral.

El documento WO 00/33833 reivindica en particular una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
de férmula (I) mencionada anteriormente, preferentemente, la Pd-Bpheide a de férmula (II) citada anteriormente, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Sin embargo, en la descripciéon del documento WO 00/33833 se menciona que, para preparar dicha composicion
farmacéutica, la cual puede ser administrada por la ruta sistémica, es necesario afiadir una cantidad de un agente
tensioactivo no téxico suficiente para solubilizar el compuesto.

Las composiciones que contienen la Pd-Bpheide a, descritas de manera especifica en el documento WO 00/33833
y utilizadas en pruebas in vivo en animales, contienen una cantidad muy elevada de Crémophore® EL (20-50%) la
cual ha demostrado ser necesaria para solubilizar el agente de fotosensibilizacién.

En esas composiciones, Crémophore® EL funciona como un agente tensioactivo capaz de disminuir la formacién
de agregados y de solubilizar la Pd-Bpheide a.

Crémophore® EL es un excipiente emulsificante del tipo aceite de ricino polioxietilenado disponible comercial-
mente y que es conocido por su utilizacién en composiciones farmacéuticas debido a su capacidad para solubilizar una
gran variedad de principios activos lipéfilos.

Sin embargo, una composicién que contiene mas de 5% de Crémophore® EL es dificil de administrar a través de
la via sistémica en seres humanos, debido al conocido riesgo de ocasionar efectos indeseables de tipo alérgico.

Estas pruebas que prevén reemplazar el Crémophore® EL por otros agentes tensioactivos conocidos por su uso
como agentes de solubilizacién de principios lip6filos, tales como el Solutol HS 15™, el propilenglicol, el polisorbato
80, las lecitinas de soja, las lecitinas de huevo y la N-metil-pirrolidona (Pharmasolve®) no han producido resultados
satisfactorios.

Debido a las propiedades particularmente interesantes de los compuestos de formula (I) mencionada anteriormente
y en particular de la Pd-Bpheide a de férmula (II) citada anteriormente como agentes de fotosensibilizacion en terapia
fotodindmica, es necesario proporcionar una formulacién galénica que contenga un compuesto de férmula (I) men-
cionada anteriormente que se puede administrar a seres humanos por via intravenosa, sin el riesgo de complicaciones
debidas a un excipiente.
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El objetivo de la presente invencién es proporcionar una formulacién galénica inyectable en la que el compuesto
de férmula (I) mencionada anteriormente estd completamente solubilizado y que contiene una cantidad muy reducida
de agente tensioactivo.

Este objetivo se ha alcanzado cuando los inventores descubrieron que, de manera sorprendente, la adicién de una
pequeiia cantidad de cosolventes no acuosos a saber la adicion de una pequefia cantidad de una mezcla de alcohol
bencilico/etanol o de propilenglicol a la Pd-Bpheide a, permitia solubilizar la Pd-Bpheide en una disolucién acuosa
después de su salificacion.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una formulacién galénica inyectable para uso
en un diagndstico o en una terapia fotodindmica (PDT), conteniendo la formulacién galénica:

- un compuesto representado por la siguiente formula general (I):

en la que

R, representa un grupo H, OH o COORy, en la que R, es un hidrégeno o un alquilo en C;-C;, o un cicloalquilo en
3-Coa,

R; representa H, OH o un alquilo o alcoxi en C,-Cj, y

* representa un carbono asimétrico,

en forma de sal de metal alcalino, en una cantidad que no supera 10 mg/ml, como agente de fotosensibilizacion, y
- un vehiculo en fase acuosa farmacéuticamente aceptable,

caracterizado porque el vehiculo en fase acuosa farmacéuticamente aceptable contiene por lo menos una mezcla
de alcohol bencilico-etanol con una relacién de mezcla de 15:85 a 25:75 o propilenglicol, como agente de solubili-
zacioén del agente de fotosensibilizacién y un agente tensioactivo que permite disminuir la agregacién del agente de
fotosensibilizacién, en una cantidad que no supera 20% en peso con relacion al peso total de la formulacién, con la
condicion de que si el agente tensioactivo es un cremofor, su cantidad no debe superar 5% en peso con respecto al peso
total.

De acuerdo con un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de preparacién de una
formulacién galénica inyectable (PDT) para su utilizacién en un diagndstico o una terapia fotodindmica que contiene
un compuesto representado por la siguiente Férmula (I):
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en la que

R, representa un grupo H, OH o COOR,, en la que R, es un hidrégeno o un alquilo en C,-C, o un cicloalquilo en
C5-Cyy,

R; representa H, OH o un alquilo o alcoxi en C,-Cy, y
* representa un carbono asimétrico,
en forma de sal de metal alcalino, en una cantidad de hasta 10 mg/ml, como agente de fotosensibilizacién y un
vehiculo en fase acuosa farmacéuticamente aceptable, comprendiendo el procedimiento, en el orden indicado, las
etapas que consisten en:
(1) humectar el agente de fotosensibilizacién de férmula (I) en su forma dcida con un agente de solubilizacién
constituido por una mezcla de alcohol bencilico-etanol en una relacién de 15:85 a 25:75, o de propilengli-

col;

(2) afiadir un agente tensioactivo en una cantidad que no supera 20% en peso con relacién al peso final de la
formulacion;

(3) afiadir un hidréxido de metal alcalino en una cantidad suficiente para neutralizar la funcién 4cida del agente
de fotosensibilizacién de formula (I);

(4) agitar la mezcla en fase acuosa de manera suficiente para permitir la salificaciéon completa del agente de
fotosensibilizacién y su solubilizacién completa;

(5) afiadir un agente tamp6n destinado a ajustar el pH a un valor fisiolégicamente aceptable de 7,2 + 0,4.
(6) si es necesario, ajustar el volumen de la formulacién con agua para preparaciones inyectables.

De acuerdo con un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a una formulacion galénica inyectable obtenida
con éste procedimiento.

La formulacién galénica de la presente invencion contiene una cantidad muy reducida de agente tensioactivo cuya
funcion esencial es disminuir la formacién de agregados.

La presente invencion proporciona asi una formulacion galénica en la que el agente de fotosensibilizacion, es decir
un compuesto de féormula (I) mencionada anteriormente en forma de sal es completamente solubilizado y que puede
ser inyectada con riesgos minimos en el ser humano en el contexto de una terapia fotodindmica.

Otras ventajas de la presente invencién se pondrdn més claramente de manifiesto a partir de la siguiente descripcién
detallada de la invencion.

Descripcion detallada de la invencién

De acuerdo con la presente invencion, la formulacién galénica inyectable para uso en una terapia fotodindmica
contiene:
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- un compuesto de férmula (I)

en la que

R, representa un grupo H, OH o COORy, en la que R, es un hidrégeno o un alquilo en C,;-C;, o un cicloalquilo en
C3_C12’

R; representa H, OH o un alquilo o alcoxi en C,-Cy, y

* representa un carbono asimétrico,

en forma de sal de metal alcalino, como agente de fotosensibilizacion, y
- un vehiculo en fase acuosa farmacéuticamente aceptable.

En la formulacién galénica de la presente invencion, el compuesto de férmula (I) mencionada anteriormente es,
preferentemente, la Pd-Bpheide a de férmula (II) citada anteriormente:

0

en forma de sal de metal alcalino.

La sal de metal alcalino del compuesto de férmula (I) o del compuesto de formula (II) puede ser una sal de sodio
o una sal de potasio.

Preferentemente, la sal del metal alcalino del compuesto de férmula (I) o del compuesto de férmula (I) es una sal
de sodio.

Los compuestos de férmula (I) mencionada anteriormente y en particular la Pd-Bpheide a, representada por la
férmula (IT) citada anteriormente, asi como sus sales de metal alcalino, se pueden preparar como se describe en el
documento WO 00/33833.
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La cantidad de compuesto de fotosensibilizacién contenido en la formulacién galénica inyectable de la presente
invencién no deberd ser superior a 10 mg/ml, puesto que con una cantidad superior a 10 mg/ml, el compuesto de
fotosensibilizacién no se solubiliza por completo.

Cuando la formulacién galénica inyectable estd destinada a una utilizacién en el contexto de una terapia fotodina-
mica, la cantidad de agente de fotosensibilizacién contenido en la formulacion no debera ser preferentemente inferior
a 0,1 mg/ml, puesto que por debajo de esta concentracion, el volumen de formulacién que se va a administrar seria
importante.

Sin embargo, se pueden prever cantidades de agente de fotosensibilizacién inferiores a 0,1 mg/ml cuando la formu-
lacién galénica inyectable de la presente invencién estd destinada para ser utilizada en el contexto de un diagndstico
fotodindmico.

El vehiculo en fase acuosa farmacéuticamente aceptable contenido en la formulacién galénica inyectable de la
presente invencidn tiene por objetivo solubilizar el agente de fotosensibilizacién asegurando al mismo tiempo la esta-
bilidad a largo plazo de la formulacién.

Este vehiculo en fase acuosa farmacéuticamente aceptable contiene por lo menos una mezcla de alcohol bencilico-
etanol o propilenglicol como agente de solubilizacién del agente de fotosensibilizacién y un agente tensioactivo que
permite disminuir la agregacién del agente de fotosensibilizacién, en una cantidad que no supera 20% en peso con
relacién al peso total de la formulaciéon.

Cuando el vehiculo farmacéutico contiene una mezcla de alcohol bencilico-etanol como agente de solubilizacion,
la relacion de la mezcla de alcohol bencilico:etanol debe ser de 15:85 a 25:75 vol/vol

En el caso de una relacién de mezcla inferior a 15 partes de alcohol bencilico, el agente de fotosensibilizacién no
se solubiliza por completo.

En el caso de una relacién de mezcla superior a 15 partes de alcohol bencilico, la mezcla ya no es miscible con
agua.

En una forma de realizacién particularmente preferida de la invencion, el vehiculo contiene una mezcla de alcohol
bencilico-etanol en una relacién de alcohol bencilico:etanol de 20:80.

La mezcla de alcohol bencilico-etanol estd contenida preferentemente en el vehiculo en una cantidad que no supera
% vol, con relacion al volumen total de la formulacién.

El alcohol bencilico y el etanol contenidos en la formulacién galénica inyectable de la presente invencién debe
satisfacer las exigencias de pureza requeridas para su utilizaciéon en formulaciones inyectables, de acuerdo con la
Pharmacopea europea y la Pharmacopea americana (USP).

Cuando el vehiculo farmacéutico contiene propilenglicol como agente de humectaciodn, el propilenglicol esta con-
tenido preferentemente en el vehiculo en una cantidad que no supera 5% vol con relacién al volumen total de la
formulacién.

El propilenglicol contenido en la formulacién galénica inyectable debe satisfacer las exigencias de pureza reque-
ridas para su utilizacién en formulaciones inyectables, de acuerdo con la Pharmacopea europea y la Pharmacopea
americana (USP).

El agente tensioactivo contenido en el vehiculo farmacéuticamente aceptable de la fase acuosa puede ser cualquier
agente tensioactivo que tenga la capacidad de disminuir la agregacion del agente de fotosensibilizacion en la formula-
cién galénica inyectable y debe estar contenido en una cantidad que no supera 20% en peso con relacidn al peso total
de la formulacién.

Este agente tensioactivo puede ser por ejemplo el Crémophore® EL (BASF, Alemania), el Crémophore® EL P
(BASF, Alemania), el Solutol HS 15™ (BASF, Alemania), el propilenglicol, el polisorbato 80, las lecitinas de soja,
las lecitinas de huevo y la N-metil-pirrolidona (Pharmasolve®, BASF, Alemania).

Preferentemente, el agente tensioactivo es el Crémophore® EL, el Crémophore® EL P o el Solutol HS 15™.

Una formulacién particularmente preferida de la presente invencién contiene, como agente tensioactivo,
Crémophore® EL o Crémophore® EL P en una cantidad que no supera 5% vol con relacién al volumen total de
la formulacion.

En una versién particularmente preferida de la presente invencidon, la formulacion contiene 0,25% peso/peso de Pd-
Bpheide a, 5% vol/peso de una mezcla de alcohol benciclico-etanol que tiene una relacién de alcohol bencilico:etanol
de 20:80 y 5% peso/peso de Crémophore® EL P.
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La formulacién galénica inyectable de la presente invencién se puede preparar de acuerdo con el procedimiento
que comprende, en el orden indicado, las etapas que consisten en:

(1) humectar el agente de fotosensibilizacion de férmula (I) en su forma 4cida o de férmula (II) en su for-
ma 4cida con un agente de solubilizacién constituido por una mezcla de alcohol bencilico-etanol en una
relacién de mezcla de 15:85 a 25:75, o de propilenglicol;

(2) afiadir un agente tensioactivo en una cantidad que no supera 20% en peso con relacion al peso final de la
formulacion;

(3) afiadir un hidréxido de metal alcalino en disolucién acuosa en una cantidad suficiente para neutralizar la
funcién del agente de fotosensibilizacién de férmula (I) o de férmula (II);

(4) agitar la mezcla en fase acuosa de manera suficiente para permitir la salificacién completa del agente de
fotosensibilizacién y su solubilizacién completa;

(5) afiadir un agente tamp6n destinado a ajustar el pH a un valor fisiolégicamente aceptable de 7,2 + 0,4.
(6) sies necesario, ajustar el volumen de la formulacién con agua para preparaciones inyectables.

En una forma de realizacién preferida de la invencion, el agente de solubilizacion se agrega preferentemente en
una cantidad que no supera 5% vol con relacién al volumen de la formulacién total.

En un procedimiento segiin la presente invencion, el agente de solubilizacién agregado para humectar el agente de
fotosensibilizacion es preferentemente una mezcla de alcohol bencilico-etanol que tiene una relacién de mezcla 20:80.

La humectacién con alcohol bencilico no es posible, debido a la falta de miscibilidad del alcohol bencilico con la
disolucién de hidroxido de sosa diluida.

La adicién de etanol al alcohol bencilico en las proporciones indicadas permite la miscibilidad de la fase orgdnica
de humectacién con la disolucién de hidréxido de sosa diluida.

El alcohol bencilico y el etanol o el propilenglicol agregados para humectar el agente de fotosensibilizacién de-
ben satisfacer las exigencias de pureza requeridas para su uso en las formulaciones inyectables de acuerdo con la
Pharmacopea europea y la Pharmacopea US (USP).

El agente tensioactivo afiadido para disminuir la agregacion del agente de fotosensibilizacién en la formulacion
galénica inyectable es por ejemplo el Crémophore® EL, el Crémophore® EL P, el Solutol HS 15™, el propilenglicol,
el polisorbato 80, las lecitinas de soja, las lecitinas de huevo y la N-metil-pirrolidona (Pharmasolve®).

Preferentemente, el agente tensioactivo afiadido es el Crémophore® EL, el Crémophore® EL P o el Solutol HS
15™,

La cantidad de agente tensioactivo que se afiade variard en funcién del agente tensioactivo utilizado y de la con-
centracion final del agente de fotosensibilizacién en la formulacién.

Sin embargo, esta cantidad no superard 20% en peso con relacién al peso final de la formulacion.

En una forma de realizacién particularmente preferida del procedimiento de la presente invencidn, se afiade como
agente tensioactivo Crémophore® EL o Crémophore® EL P, en una cantidad que no supera 5% vol con relacién al
volumen total de la formulacion.

El hidréxido de metal alcalino utilizado en el procedimiento de la presente invencién puede ser el hidréxido de
sodio o el hidréxido de potasio y se afiade en forma de una disolucién acuosa.

El hidréxido de metal alcalino se afiade al compuesto de férmula (I) en su forma dcida o al compuesto de féormula
(II) en su forma 4cida, en una cantidad que permite salificar totalmente la funcién acido del compuesto de férmula (I)
o del compuesto de férmula (II).

De preferencia, el hidroxido de metal alcalino utilizado es el hidréxido de sodio, de manera que la formulacién
galénica inyectable obtenida contenga el compuesto de férmula (I) y, de preferencia, el compuesto de férmula (II) en
forma de la sal de sodio.

Se deberd asegurar la agitacion suficiente a fin de permitir la salificacién completa del agente de fotosensibilizacién
y la solubilizacién total de éste en el vehiculo.
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El agente destinado a ajustar el pH utilizado en el procedimiento de la presente invencién puede ser por ejemplo el
acido citrico, el 4cido fosforico y sus sales de sodio (monobdsica y dibésica), el d4cido D-tértrico, el 4dcido L-tartrico,
el 4cido D-madlico y el dcido L-malico.

El agente destinado a ajustar el pH se afiade en una cantidad necesaria para tamponar la formulacion inyectable a
un pH fisiolégicamente aceptable de 7,2 + 0,4.

En una forma de realizacién particularmente preferida de la presente invencidn, el agente destinado a ajustar el
pH afiadido es el 4cido citrico, debido a que confiere a la formulacién una estabilidad mejorada en el tiempo y en
presencia de aire.

A fin de mejorar la estabilidad de la formulacién inyectable obtenida mediante el procedimiento de la presente
invencion, las diferentes etapas (1) a (6) del procedimiento se llevardn a cabo preferentemente bajo atmdsfera de gas
inerte.

En la formulacién galénica inyectable obtenida mediante el procedimiento de la presente invencidn, el compuesto
de férmula (I) o, preferentemente, el compuesto de féormula (II) se solubiliza por completo, lo cual se demuestra por
la limpidez y la ausencia total de precipitados.

Ademads, la formulacion inyectable obtenida mediante el procedimiento de la presente invencién presenta una
excelente estabilidad en el tiempo.

En la composicion galénica de la presente invencion, el compuesto de férmula (I) y, de preferencia, el compuesto
de férmula (II), estd en forma de mondémero, sin embargo con una cierta cantidad del compuesto en forma de agregado
(oligémeros).

Sin embargo, al inyectar la formulacién galénica inyectable de la presente invencién, la forma oligomérica presente
en la formulacién se transforma rdpidamente en mondémero en cuanto entra en contacto con el liquido fisioldgico, en
particular con la sangre, de manera que el producto de fotosensibilizacién activo estd completamente en forma de
mondémero.

El andlisis de la formulacién inyectable de la presente invencién mediante espectroscopia UV puede proporcionar
interesantes indicaciones sobre la Pd-Bpheide a contenida en la formulacién, ya que la Pd-Bpheide a presenta un
pico préximo a 760 nm, la agregacién de éste se puede determinar a partir de la aparicién de un pico cercano a
aproximadamente 815 nm y la degradacién de éste, en particular por oxidacion, se puede determinar a partir de los
desplazamientos hipsocrémicos de los maximos, en particular del préximo a los 760 nm.

Se proporcionan los siguientes ejemplos para ilustrar la invencién. Sin embargo, en ninglin caso se consideraran
como limitativos del alcance de la presente invencion.

Ejemplos

A menos que se especifique de otra manera, todos los reactivos utilizados en los ejemplos siguientes son reacti-
vos que estdn comercialmente disponibles, en particular de SDS (BP 4-Valdonne, F-13124 Peypin) Merck Eurolab
(Europarc, F-33608 Pessac Cedex) BASF (Alemania), Fluka (Buchs, Suiza) etc.
Preparacion del agente de fotosensibilizacion Pd-Bpheide a

Nota: el conjunto del procedimiento se llevé a cabo bajo luz no actinica y bajo una atmésfera de nitrégeno.
1) Extraccion de la bacterioclorofila a (BChla)

Reactivos utilizados

Células Rhodovolum Sulfidophilum 11 kg
Metanol [SDS o Merck, puro para sintesis, pureza >99,8%] 1261

Procedimiento utilizado
Las células Rhodovolum Sulfidophilum liofilizadas (11 kg) fueron extraidas con metanol (57 1) a 25°C y se filtr6
el medio. El residuo celular fue recogido con 47 1 de metanol y filtrado. Después de enjuagar el residuo con 22 | de

metanol, los filtrados fueron agrupados y concentrados bajo presién reducida.

Se obtuvieron aproximadamente 3.500 g de un producto bruto que contiene 70 g BChla (cantidad de BChla deter-
minada por UV).

11
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2) Sintesis de la bacteriofeoforbida a

Reactivos utilizados

Producto bruto que contiene 70 g de bacterioclorofila a obtenida en la etapa 1) 3.500 g
Acido trifluoroacético [SDS, puro para sintesis, pureza > 99%] 71
Cloroformo [SDS, puro para sintesis, pureza > 99%] 11,21

Procedimiento utilizado

El producto bruto que contiene 70 g de bacterioclorofila a (3.500 g) se solubilizé en cloroformo (11,2 1) y se anadi6
acido trifluoroacético (7 1). La progresion de la reaccidn se monitoreo mediante TLC. Cuando ya no se detectaba mas
producto inicial, se afiadieron 56 1 de agua y 14 1 de cloroformo al medio de reaccién. Después de agitar y decantar
la mezcla, se separaron las dos fases. La fase orgdnica fue lavada con agua (25 1) y el cloroformo se concentr6 bajo
presion reducida hasta un volumen de 6 1.

La Bpheide bruta se obtuvo en disolucién en el cloroformo y no se aislé antes de su purificacion.
3. Purificacion de la bacteriofeoforbida a

Reactivos

Disolucién de Bpheide bruta en cloroformo, obtenida en la etapa 2)

Ciclohexano [SDS, puro para sintesis, pureza > 99%] 101
Pentano [SDS, puro para sintesis, pureza > 99%] 71
Metanol [SDS o Merck, puro para sintesis, pureza > 99,8%] 31
Silice [SDS, 60 A C.C., 70-200 um] 300 g
Acetato de etilo [Merck, puro, pureza > 99,5%] 61

Procedimiento utilizado

El ciclohexano (10 1) se afiadi6 a la disolucion de Bpheide en el cloroformo y los solventes se destilaron bajo
presion reducida, con adicién de ciclohexano hasta que se eliminé el cloroformo y se alcanz6 un volumen de 7 1.
El producto fue precipitado después por medio de la adicién de pentano (7 1), agitado durante 15 minutos a 30°C y
filtrado. Después del secado en un horno al vacio (30°C) se obtuvieron 60 g de producto semi-purificado (pureza UV:
50-60%).

El producto semi-purificado (60 g) se disolvié en una mezcla de cloroformo/metanol 95/5 (6 1) y se afiadieron 300
g de silice. Después de agitacidon durante 10 minutos, se filtr6 el medio. El filtrado fue diluido con 6 1 de acetato de
etilo y se destilaron los solventes bajo presién reducida. A medida que avanzaba la concentracidn, se afiadié acetato
de etilo hasta obtener una densidad del destilado igual a 0,9. El volumen de la disolucién se ajust6 entonces hasta 3,0
1. La disolucién fue filtrada y el polvo obtenido se secé en un horno bajo vacio a 30°C.

Se aislaron aproximadamente 35 g de Bpheide purificada (pureza UV: 80%).

4) Sintesis de la paladio-bacteriofeoforbida a

Reactivos

Bpheide purificada, obtenida en la etapa 3) 6,25 ¢g
Acetato de paladio [SDS o Merck, contenido > 99% p/p] 13,15 ¢g
Acido ascérbico [SDS, pureza > 99%] 105 ¢
Cloroformo [SDS, puro para sintesis, pureza > 99,9%] 2,21
Metanol [SDS, puro para sintesis, pureza > 99,8%] 3,31
Sulfato de sodio anhidro [SDS, para andlisis, pureza > 99,5%] 1,5¢g

Procedimiento utilizado

Se disolvié dcido ascérbico (105 g) en 3,3 1 de metanol y se calentd el medio hasta 35°C. La Bpheide (6,25 g)
solubilizada en 1,5 1 de cloroformo se afiadié en 10 minutos al medio anterior. Después de la agitacién durante 10
minutos, el acetato de paladio (13,15 g) solubilizado en 0,7 1 de cloroformo se afiadié en 10 minutos al medio de
reaccion. La progresiéon de la reaccién fue monitorizada por UV. Después de 15 minutos, la mezcla se enfrié hasta
20°Cy se verti6 en 20 1 de agua. Después de agitar y decantar la mezcla, se separaron las fases. La fase orgdnica fue
lavada con agua (20 1) hasta que se alcanz6 un pH >5 y después se secé sobre sulfato de sodio (1,5 kg). Después de la
concentracion de los solventes bajo presién reducida, se obtuvieron 5,85 g de producto bruto (pureza UV: 85%).

12
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5) Purificacion de la paladio-bacteriofeoforbida a

Reactivos utilizados

Pd-Bpheide bruta obtenida en la etapa 4) 585¢g
(pureza UV: 85%)
Cloroformo [SDS, puro para sintesis, pureza > 99,9%] 175 ml

Procedimiento utilizado

El producto bruto (5,85 g) fue recogido en cloroformo (175 ml) y agitado durante 5 minutos. La suspension fue
filtrada y el sélido obtenido se secé bajo vacio en una estufa (30°C).

Se aislaron 5,0 g de Pd-Bpheide a (pureza HLPC >97%).

UV/VIS en el cloroformo: A,,,, [nm], intensidad relativa 330 (0,798); 385 (0,597); 535 (0,292); 760 (1,711).

NMR-'H en acetona-Dy[ppm]: 9,27, 8,86 8,77 (cada s, 1H, 5-, 10-, 20-H); 6,01 (s, 1H, 132 -H); 4,7 hasta 4,0 (4 m,
1H, 7-, 8-, 17-, 18-H; 3,86 (s, 3H, 13* -CO,CH,); 3,51 (s, 3H, 2-CHs); 3,34 (s, 3H, 12-CH;); 3,07 (s, 3H, 3-COCH);
2,7 hasta 2,1 (3m, 2H, 8-, 17!-, 17*>-CH,); 1,79, 1,69 (cada d, 3H, 7-, 18-CH5); 1,09 (t, 3H, 8-CH,CH,).

MS calculado para C3sH3sN,O4Pd: 714,1670 (M*). Encontrado: 714,1688 (M*).

Analisis elemental:

Calculado %: C:58,79 H:5,07 N:7,83 0:13,42 Pd: 14,88
Encontrado: C:59,13 H:5,12 N:7,72 0:13,33 Pd: 14,69

La Pd-Bpheide a obtenida anteriormente se utilizé para preparar las formulaciones inyectables siguientes.

Formulacion inyectable 1
La formulacién 1 que contiene 2,5 mg/ml de Pb-Bpheide a como agente de fotosensibilizacion.
Vehiculo:
Fase orgéanica: alcohol bencilico/etanol (20/80) 5% vol/peso.
Agente tensioactivo: Crémophore® EL P 5% peso/peso.
NaOH: 0,028 M
pH ajustado hasta 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01M

La formulacién 1 se preparé como sigue:

En un recipiente de vidrio adecuadamente dimensionado que contiene 2,5 mg de Pd-Bpheide a preparada como se
ha descrito anteriormente, se afiadieron 50 ul de una mezcla 20:80 vol/vol de alcohol bencilico y de etanol y la mezcla
fue agitada en forma moderada.

Después, se afiadieron a la mezcla 50 mg de Crémophore® EL P y la mezcla fue agitada con un “Vortex”. Poste-
riormente, se afiadieron a la mezcla 500 ul de una disolucion de hidréxido de sodio NaOH 8,4 x 10 M y la mezcla
fue agitada durante unos cuantos segundos con el “Vortex”. La mezcla fue sometida después a ultrasonidos durante 30
minutos (temperatura <25°C) mientras se agitaba ocasionalmente de forma manual. Después, se ajusté el pH a 7,2 +

0,4 con 4cido citrico 0,01 M y la mezcla se completo hasta 1 g con agua para preparaciones inyectables (EPPI).

La composicién exacta de la Formulacién 1 se indica en la tabla 1 a continuacion:
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TABLA 1
Nombre de los Férmula . Referencia a
componentes Unitaria | Centesimal (%) Funciones las normas
Agente de fotosensibilizacion
Pd-Bpheide a [ 25mg [ 025%plp | PA [
Otros componentes
Etanol absoluto 40 ul 4% vol/peso | Cosolvente PE 42 edicion
1318, A2000
Alcohol bencilico 10l 1% vol/peso | Cosolvente PE 42 edicion
0256, 1997
Crémophore” EL P 50 mg 5% peso/peso | Agente tensioactivo | PE 42 edicién
1082, 1997
NaOH 8,4 x 10° M 500 pl 50 % vol/peso | Agente salificante PE 42 edicién
0677, 1997
Acido citrico0,01M | QS 7,2+0,4 QS7,2+0,4 |Agente tampon PE 42 edicién
0456, 1997
EPPI QS 19 100 Diluyente PE 42 edicion
0169, A2000

Esta Formulacién 1 de la presente invencion es limpida, con un intenso color (pirpura obscuro) y no contiene
ninguna traza de precipitado, lo cual indica que la Pd-Bpheide a estd completamente solubilizada.

El espectro de absorcion UV de la Pd-Bpheide a en esta Formulacién 1 de la presente invencion mostraba 5 picos
principales a 344, 385, 538, 763 y 818 nm, con una relacién OD 763/818 superior a 1, que indica que el mondémero
representa a nivel espectral mas del 50% del producto.

Bajo condiciones ICH, esta formulacién 1 es estable a 4°C durante por lo menos 6 meses, como se verificé mediante
HPLCy UV.

Se llevaron a cabo estudios de toxicidad de la formulacién inyectable 1 a diferentes especies animales después de
la administracién intravenosa tnica o repetida:

- En la rata macho (Sprague Dawley): 6 a 12 animales por dosis (2 x 5,2 x 10 y 2 x 20 mg/kg). El producto
fue inyectado por via intravenosa en la vena caudal.

- En el conejo (albinos de Nueva Zelanda): 5 animales a dosis de 5 mg/kg. El producto fue inyectado por via
intravenosa 3 veces, 1 vez por via intra-arterial y 1 vez por via perivenosa.

- En el mono (Cynomolgus, de un peso comprendido entre 2,5 y 3,2 kg): 6 a 10 animales por sexo y por dosis
(1, 2, 5y 6 mg/kg). El producto fue inyectado por via intravenosa en la vena safena o en la vena cefilica,
una vez al dia durante 14 dias.

- En el mono (Cyonomolgus de un peso comprendido entre 2,25 y 4,7 kg): 3 a 6 animales por dosis (2 y 5
mg/kg). El producto fue inyectado por via intravenosa en la vena safena o en la vena cefilica.

La evaluacién de los animales se realiz6 analizando los signos clinicos, exdmenes bioldgicos a nivel de la sangre y
de la orina, exdmenes cardiovasculares y exdmenes histiopatoldgicos.

Esos estudios demostraron que la Pd-Bpheide a y su Formulacién inyectable 1 eran bien toleradas a velocidades
de inyeccién de hasta 4 ml/min.

Formulacion Inyectable 2
Formulacién 2 que contiene 5 mg/ml de Pd-Bpheide a como agente de fotosensibilizacion.
Vehiculo:
Fase orgéanica: alcohol bencilico/etanol (20/80) 5% vol/peso.
Agente tensioactivo: Crémophore® EL 5% peso/peso.
NaOH: 0,028 M
pH ajustado a 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01 M
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La formulacién 2 se preparé como sigue:

En un recipiente de vidrio adecuadamente dimensionado que contiene 5 mg de Pd-Bpheide a preparada como se
ha descrito anteriormente, se afiadieron 50 ul de una mezcla 20:80 vol/vol de alcohol bencilico y de etanol y la mezcla
fue agitada en forma moderada.

Después, se afiadieron a la mezcla 50 mg de Crémophore® EL y la mezcla fue agitada con un “Vortex”. Posterior-
mente, se afiadieron a la mezcla 500 1 de una disolucién de hidréxido de sodio NaOH 0,028 M y la mezcla fue agitada
durante unos cuantos segundos con el “Vortex”. La mezcla fue sometida después a ultrasonidos durante 30 minutos
(temperatura <25°C) agitando ocasionalmente de forma manual. Después, se ajusté el pH a 7,2 + 0,4 con 4cido citrico
0,01 M y la mezcla se complet6 hasta 1 g con agua para preparaciones inyectables (EPPI).

La composicién exacta de la Formulacion 2 estd representada en la tabla 2 siguiente:

TABLA 2
Nombre de los Formula . Referencia
componentes Unitaria | Centesimal (%) Funciones a las normas
Agente de fotosensibilizacion
Pd-Bpheide a [ 5mg [ 05%pp | PA |
Otros componentes
Etanol absoluto 40 pl 4% vol/peso | Cosolvente PE 42 edicion
1318, A2000
Alcohol bencilico 10 ul 1% vol/peso | Cosolvente PE 42 edicion
0256, 1997
Crémophore® EL 50 mg 5% peso/peso | Agente tensioactivo | PE 42 edicion
1082, 1997
NaOH 0,028 M 500 ! 50 % vol/peso | Agente salificante PE 42 edicion
0677, 1997
Acido citrico 0,01 M | QS7,2+04 | QS72+04 [Agentetampén PE 42 edicion
0456, 1997
EPPI QS 1g 100 Diluyente PE 42 edicion
0169, A2000

Esta Formulacién 2 de la presente invencién es limpida, con un intenso color (pirpura obscuro) y no contiene
ninguna traza de precipitado, lo que demuestra que la Pd-Bpheide a estd completamente solubilizada.

El espectro de absorcién UV de la Pd-Bpheide a en esta Formulacién 2 de la presente invencién mostraba 5 picos
principales a 344, 385, 538, 763 y 818 nm, con una relacién OD 763/818 préxima a 1, que indica que el monémero
representa a nivel espectral 50% del producto.

Bajo condiciones ICH, esta Formulacién 2 es estable a 4°C durante por lo menos 6 meses, como se verifico
mediante HPLC y UV.

Las siguientes pruebas bioldgicas han permitido demostrar el importante rol y la necesidad de una buena solubili-
zacidn del principio activo, asi como de la reduccién de la forma agregado con respecto a la forma monémero.

Se realizé una prueba que prevé estudiar la desagregacion del producto formulado, una vez inyectado en el conejo
blanco de Nueva Zelanda, que pesa de 3 a 4 kg.

Se utilizaron tres conejos en este estudio.

Los conejos recibieron una dosis de 5 mg/kg en la vena auricular, a saber 3 ml de la Formulacién inyectable 1 que
contiene 5 mg/ml para un conejo de 3 kg.

La velocidad de infusién varié desde 0,3 hasta 1 ml/min.

El espectro de absorcion de la Pd-Bpheide a fue medido continuamente por medio de reflectancia espectroscépica,
utilizando un sistema de detecciéon multicanal. Este sistema permite la deteccion del producto a nivel tisular en el
animal vivo. Permite asi monitorizar la evolucion de los agregados en el organismo.

Bajo estas condiciones, la desagregacion in vivo del oligémero en forma monomérica se realiza muy rdpidamente

entre 15 y 30 minutos.
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La ausencia de Crémophore en la formulacién no permitia esta desagregacion in vivo y la concentracién de moné-
mero producido permanecia entonces muy baja.

Se llevaron a cabo unos estudios de toxicidad de la Formulacién inyectable 2 a diferentes especies animales después
de la administracién intravenosa Unica o repetida:

1- En el ratén (OF, de un peso comprendido entre 25 y 35 gramos): en 10 animales por sexo y por dosis (0,2
x 25,2 x50,2x 75y 1 x 100 mg/kg). El producto fue inyectado en la vena caudal.

2- En larata (Sprague Dawley, de un peso comprendido entre 150 y 230 gramos): en 4 a 10 animales por sexo
y por dosis (de 4 a 200 mg/kg). El producto fue inyectado en la vena caudal.

3- En el mono (Cynomolgus, de un peso comprendido entre 1,8 y 3,5 kg): en 1 animal por sexo y por dosis
(8, 16 y 24 mg/kg). El producto fue inyectado en la vena safena o cefdlica, una vez por dia durante 7 dias.

La evaluacidn de los animales se realiz6 mediante andlisis de los signos clinicos, exdmenes a nivel de la sangre y
la orina. exdmenes histiopatoldgicos.

Esos estudios demostraron que la Pd-Bpheide a y su Formulacién inyectable 2 eran bien tolerados, a condicién
de que las inyecciones se realizaran lentamente, de manera que los oligdmeros presentes pudieran desagregarse de
manera progresiva en forma monomérica.

Formulacion Inyectable 3
Formulacién 3 que contiene 5 mg/ml de Pd-Bpheide a como agente de fotosensibilizacion.
Vehiculo:
Fase orgédnica: alcohol bencilico/etanol (20/80) 5% vol/peso.
Agente tensioactivo: Solutol HS 15, 10% peso/peso.
NNaOH: 0,028 M
pH ajustado a 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01M

La formulacién 3 se preparé como sigue:

En un recipiente de vidrio adecuadamente dimensionado que contiene 5 mg de Pd-Bpheide a preparada como se
ha descrito anteriormente, se afiadieron 50 ul de una mezcla 20:80 vol/vol de alcohol bencilico y de etanol y la mezcla
fue agitada en forma moderada. Después, se afiadieron a la mezcla 100 mg de Solutol HS 15 10% p/p y la mezcla
fue agitada con un “Vortex”. Posteriormente, se afiadieron a la mezcla 500 ul de una disolucién de hidréxido de sodio
NaOH 0,028 M y la mezcla fue agitada durante unos cuantos segundos con el “Vortex”. La mezcla fue sometida
después a ultrasonidos durante 30 minutos (temperatura <25°C) agitando ocasionalmente de forma manual. Después,
se ajusté el pH a 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01 M y la mezcla se completd hasta 1 g con agua para preparaciones

inyectables (EPPI).

La composicion exacta de la Formulacidn 3 estd representada en la tabla 3 siguiente:

TABLA 3
Nombre de los Formula F . Referencia a
componentes Unitaria [ Centesimal (%) unciones las normas
Agente de fotosensibilizacion
Pd-Bpheide a T 5 mg [ 05%pp [ PA [
Otros componentes
Etanol absoluto 40 ul 4% vol/peso Cosolvente PE 42 edicién
1318, A2000
Alcohol bencilico 10 pl 1% vol/peso Cosolvente PE 42 edicion
0256, 1997
Solutol HS 15 100 mg | 10% peso/peso | Agente
tensioactivo
NaOH 0,028 M 500 pl 50 % vol/peso | Agente salificante | PE 4 edicion
0677, 1997
Acido citrico 0,01 M QS 7.2+04 QS 7.2+04 Agente tampon PE 42 edicion
0456, 1997
EPPI QS 19 100 Diluyente PE 4? edicidon
0169, A2000
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Esta Formulacién 3 de la presente invencién es limpida, con un intenso color (pirpura obscuro) y no contiene
ninguna traza de precipitado, lo cual indica que la Pd-Bpheide a estd completamente solubilizada.

El espectro de absorcién UV de la Pd-Bpheide a en esta Formulacién 3 de la presente invencién mostraba 5 picos
principales a 344, 385, 538, 763 y 818 nm, con una relacién OD 763/818 proxima a 1, que indica que el monémero
representa a nivel espectral 50% del producto.

Segtn las condiciones ICH, esta Formulacién 3 es estable a 4°C durante por lo menos 6 meses, como se verificd
mediante HPLC y UV.

Formulacion Inyectable 4
Formulacién 4 que contiene 1 mg/ml de Pd-Bpheide a como agente de fotosensibilizacion.
Vehiculo:
Fase orgédnica: alcohol bencilico/etanol (20/80) 5% vol/peso.
Agente tensioactivo: Crémophore® EL 5% peso/peso.
NaOH: 0,007 M
pH ajustado hasta 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01M

La formulacién 4 se preparé como sigue:

En un recipiente de vidrio adecuadamente dimensionado que contiene 1 mg de Pd-Bpheide a preparado como se
ha descrito anteriormente, se afiadieron 50 ul de una mezcla 20:80 vol/vol de alcohol bencilico y de etanol y la mezcla
fue agitada en forma moderada. Después, se afiadieron a la mezcla 50 mg de Crémophore® EL y la mezcla fue agitada
con un “Vortex”. Posteriormente, se afiadieron a la mezcla 500 ul de una disolucién de hidréxido de sodio NaOH
0,007 M y la mezcla fue agitada durante unos cuantos segundos con el “Vortex”. La mezcla fue sometida después a
ultrasonidos durante 30 minutos (temperatura <25°C) agitando ocasionalmente de forma manual. Después, se ajustd
el pH a 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01 M y la mezcla se completé hasta 1 g con agua para preparaciones inyectables

(EPPI).

La composicién exacta de la Formulacidn 4 estd representada en la tabla 4 siguiente:

TABLA 4
Nombre de los Férmula . Referencia a
componentes Unitaria | Centesimal (%) Funciones las normas
Agente de fotosensibilizacion
Pd-Bpheide a I 1 mg | 01%plp | PA |
Otros componentes
Etanol absoluto 40 pl 4% vol/peso | Cosolvente PE 42 edicion
1318, A2000
Alcohol bencilico 10 ol 1% vol/ peso | Cosolvente PE 42 edicion
0256, 1997
Crémophore” EL 50 mg 5% peso/peso | Agente PE 4 edicion
tensioactivo 1082, 1997
NaOH 0,007 M 500 ul 50 % vol/lpeso | Agente salificante | PE 42 edicién
0677, 1997
Acido citrico 0,01 M QS72+04 QS72+04 |Agentetampén |PE 42 edicion
0456, 1997
EPPI QS 19 100 Diluyente PE 42 edicién
0169, A2000

Esta Formulacién 4 de la presente invencion es limpida, con un intenso color (purpura obscuro) y no contiene
ninguna traza de precipitado, lo cual indica que la Pd-Bpheide a estd completamente solubilizada.

El espectro de absorcién UV de la Pd-Bpheide a en esta Formulacion 4 de la presente invencién mostraba 5 picos

principales a 344, 385, 538, 763 y 818 nm, con una relaciéon OD 763/818 de 80/20, que indica que el monémero
representa a nivel espectral 80% del producto.
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Segtn las condiciones ICH, esta formulacion 4 es estable a 4°C durante por lo menos 6 meses, como se verificd
mediante HPLC y UV.
Formulacion Inyectable 5
Formulacién 5 que contiene 1 mg/ml de Pd-Bpheide a como agente de fotosensibilizacion.
Vehiculo en fase acuosa:
Fase orgédnica: propilenglicol 5% vol/peso.
Agente tensioactivo: Crémophore® EL 5% peso/peso.
NaOH: 0,007 M
pH ajustado a 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01M

La formulacién 5 se preparé como sigue:

En un recipiente de vidrio adecuadamente dimensionado que contiene 1 mg de Pd-Bpheide a preparado como se
ha descrito anteriormente, se afiadieron 50 ul de propilenglicol y la mezcla fue agitada en forma moderada. Después,
se afiadieron a la mezcla 50 mg de Crémophore® EL y la mezcla fue agitada con un “Vortex”. Posteriormente, se afia-
dieron a la mezcla 500 ul de una disolucién de hidréxido de sodio NaOH 0,007 M y la mezcla fue agitada durante unos
cuantos segundos con el “Vortex”. La mezcla fue sometida después a ultrasonidos durante 30 minutos (temperatura
<25°C) agitando ocasionalmente de forma manual. Después, se ajusté el pH a 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01 M y la

mezcla se complet6 hasta 1 g con agua para preparaciones inyectables (EPPI).

La composicién exacta de la Formulacién 5 estd representada en la tabla 5 siguiente:

TABLA 5
Nombre de los Formula . Referencia a
componentes Unitaria | Centesimal (%) Funciones las normas
Agente de fotosensibilizacion
Pd-Bpheide a 1 1mg | 0,01% p/p | PA |
Otros componentes
Propilenglicol 50 ul 5% volfpeso Cosolvente PE 42 edicién
0430, 1997
Crémophore” EL 50 mg 5% peso/peso | Agente PE 4° edicion
tensioactivo 1082, 1997
NaCOH 0,007 M 500 ul 50 % vol/peso Agente salificante | PE 42 edicion
0677, 1997
Acido citrico 0,01 M | QS$7,2+0,4 QS72+04 Agente tampon PE 42 edicion
0456, 1997
EPPI QS 19 100 Diluyente PE 42 edicion
0169, A2000

Esta Formulacién 5 de la presente invencion es limpida, con un intenso color (purpura obscuro) y no contiene
ninguna traza de precipitado, lo cual indica que la Pd-Bpheide a estd completamente solubilizada.

El espectro de absorcién UV de la Pd-Bpheide a en esta Formulacion 5 de la presente invencién mostraba 5 picos
principales a 344, 385, 538, 763 y 818 nm, con una relacién OD 763/818 de 60/40, que indica que el mondémero
representa a nivel espectral 60% del producto.

Bajo condiciones ICH, esta Formulacién 5 es estable a 4°C durante por lo menos 6 meses, como se verifico
mediante HPLC y UV.
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Formulacion Comparativa 1

Formulacién Comparativa 1 que contiene 1 mg/ml de Pd-Bpheide a.

Vehiculo:

Agente tensioactivo: Crémophore® EL 5% peso/peso.
NaOH: 0,007 M
pH ajustado hasta 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01M

La Formulaciéon Comparativa 1 se prepard como sigue:

En un recipiente de vidrio adecuadamente dimensionado que contiene 1 mg de Pd-Bpheide a preparado como se
ha descrito anteriormente, se afiadieron 50 mg de Crémophore® y la mezcla fue agitada con un “Vortex”. Después,
se afiadieron a la mezcla 500 ul de una disolucién de hidréxido de sodio NaOH 0,007 M y la mezcla fue agitada
durante unos cuantos segundos con el “Vortex”. La mezcla fue sometida después a ultrasonidos durante 30 minutos
(temperatura <25°C) agitando ocasionalmente de forma manual. Después, se ajusté el pH a 7,2 + 0,4 con 4cido citrico

0,01 M y la mezcla se complet6 hasta 1 g con agua para preparaciones inyectables (EPPI).

La composicion exacta de la Formulacion Comparativa 1 estd representada en la tabla 6 siguiente:

TABLA 6
Nombre de los Férmula . Referencia a
componentes Unitaria Centesimal (%) Funciones las normas
Pd-Bpheide a 1 mg 0.1 % p/p PA
Crémophore” EL 50 mg 5% peso/peso | Agente tensioactivo | PE 42 edicién
1082, 1997
NaOH 0,007 M 500 pl 50 % vol/peso | Agente salificante PE 42 edicion
0677, 1997
Acido citrico 0,01 M QS72+04 QS 7,2+0,4 |Agente tampoén PE 42 edicion
0456, 1997
EPPI QS 19 100 Diluyente PE 42 edicién
0169, A2000

Esta Formulaciéon Comparativa 1 contiene un precipitado, lo cual demuestra que la Pd-Bpheide a no estd comple-
tamente solubilizada, en ausencia de la mezcla de alcohol bencilico/etanol o de propilenglicol.

Formulacion Comparativa 2
Formulacién Comparativa 2 que contiene 1 mg/ml de Pd-Bpheide a.
Vehiculo:
Etanol 5%
Agente tensioactivo: Crémophore® EL 5% peso/peso.
NaOH: 0,007 M
pH ajustado hasta 7,2 + 0,4

La Formulacién Comparativa 2 se prepard como sigue:

En un recipiente de vidrio adecuadamente dimensionado que contiene 1 mg de Pd-Bpheide a preparado como
se ha descrito anteriormente, se afladieron 50 ul de etanol y la mezcla fue agitada en forma moderada. Después, se
afladieron 50 mg de Crémophore® EL y la mezcla fue agitada con un “Vortex”. Posteriormente, se afiadieron a la
mezcla 500 ul de una disolucién de hidréxido de sodio NaOH 0,007 M y la mezcla fue agitada durante unos cuantos
segundos con el “Vortex”. La mezcla fue sometida después a ultrasonidos durante 30 minutos (temperatura <25°C)

agitando ocasionalmente de forma manual. Después, se ajust6 el pH a 7,2 + 0,4 con 4cido citrico 0,01 M y la mezcla
se completd hasta 1 g con agua para preparaciones inyectables (EPPI).
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La composicién exacta de la Formulacién Comparativa 2 esté representada en la tabla 7 siguiente:

TABLA 7
Nombre de los Formula Funciones Referencia a
componentes Unitaria Centesimal (%) las normas
Pd-Bpheide a 1 mg 0.1 % p/p PA
Etanol 50 ul 5% vol/peso | Cosolvente PE 42 edicion
1318, A2000
Crémophore® EL 50 mg 5% peso/peso | Agente tensioactivo | PE 42 edicién
1082, 1997
NaOH 0,007 M 500 pl 50 % vol/peso | Agente salificante PE 42 edicion
0677, 1997
Acido citrico 0,01 M | QS7.2+0,4 QS 7,2+0,4 |Agentetampodn PE 42 edicion
0456, 1997
EPPI QS 19 100 Diluyente PE 42 edicion
0169, A2000

Esta Formulacién Comparativa 2 flocula, lo cual demuestra que la Pd-Bpheide a no estd completamente solubili-

zada, en ausencia del alcohol bencilico.
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REIVINDICACIONES

1. Formulacién galénica inyectable para uso en diagndstico o en una terapia fotodindmica (PDT), conteniendo
dicha formulacién galénica:

- un compuesto representado por la siguiente férmula general (I):

en la que

R, representa un grupo H, OH o COOR,, en la R, es un hidrégeno o un alquilo en C,-C, o un cicloalquilo en Cs-
ClZ:

R; representa H, OH, o un alquilo o alcoxi en C,-C;, y

* representa un carbono asimétrico,

en forma de sal de metal alcalino, en una cantidad que no supera 10 mg/ml, como agente de fotosensibilizacién, y

- un vehiculo en fase acuosa farmacéuticamente aceptable,

caracterizada porque el vehiculo en fase acuosa farmacéuticamente aceptable contiene por lo menos una mezcla
de alcohol bencilico-etanol en una relacién de mezcla de 15:85 a 25:75 o propilenglicol, como agente de solubilizacién
del agente de fotosensibilizacién y un agente tensioactivo capaz de disminuir la agregacion del agente de fotosensi-
bilizacién, estando dicho agente tensioactivo contenido en una cantidad que no supera 20% en peso con relacion al
peso total de la formulacién, con la condicién de que cuando el agente tensioactivo sea un Crémophore, su cantidad

no debe superar 5% en peso con relacion al peso total de la formulacion.

2. Formulacién inyectable segun la reivindicacién 1, caracterizada porque el agente de fotosensibilizacion de
férmula (I) es la paladio-bacteriofeoforbida a (Pd-Bpheide a) representada por la siguiente Férmula (II):

o

HO

(1

en forma de sal de metal alcalino.
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3. Formulacién galénica segtn la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque el compuesto de férmula (I) o el
compuesto de férmula (II) estd en forma de la sal de sodio.

4. Formulacién inyectable segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque el agente de
solubilizacion es una mezcla de alcohol bencilico-etanol contenida en la formulacién en una cantidad que no supera
5% vol con relacién al peso total de la formulacién.

5. Formulacién galénica inyectable segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque el agente
de solubilizacién es una mezcla de alcohol bencilico-etanol con una relacién de 20:80 vol/vol.

6. Formulacion inyectable segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque el agente de
solubilizacién es propilenglicol, contenido en la formulacién en una cantidad que no supera 5% en volumen con
relacién al peso total de la formulacién.

7. Formulacién inyectable segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque el agente tensioac-
tivo es el Crémophore® EL, el Crémophore® EL P o el Solutol HS 15™.

8. Formulacién galénica inyectable segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque contiene,
como agente tensioactivo, Crémophore® EL o Crémophore® EL P en una cantidad que no supera 5% en peso con
relacién al peso total de la formulacidén.

9. Procedimiento de preparacion de una formulacién galénica inyectable para uso en un diagndstico o una terapia
fotodindmica (PDT) que contiene un compuesto representado por la siguiente Férmula (I):

en la que

R, representa un grupo H, OH o COOR,, en la que R, es un hidrégeno o un alquilo en C,-C, o un cicloalquilo en
C3'C12’

R; representa H, OH, o un alquilo o alcoxi en C;-C;, y
* representa un carbono asimétrico,
en forma de sal de metal alcalino, en una cantidad de hasta 10 mg/ml, como agente de fotosensibilizacién, y un
vehiculo en fase acuosa farmacéuticamente aceptable, comprendiendo dicho procedimiento, en el orden indicado, las
etapas que consisten en:
(1) humectar el agente de fotosensibilizacién de formula (I) en su forma dcida con un agente de solubilizacion
constituido por una mezcla de alcohol bencilico-etanol en una relacién de 15:85 a 25:75, o de propilengli-

col;

(2) agregar un agente tensioactivo en una cantidad que no supera 20% en peso con relacion al peso final de la
formulacién;

(3) agregar un hidréxido de metal alcalino en una cantidad suficiente para neutralizar la funcién 4cida del
agente de fotosensibilizacion de férmula (I);

(4) agitar la mezcla en fase acuosa de manera suficiente para permitir la salificaciéon completa del agente de
fotosensibilizacién y su solubilizacién completa;
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(5) agregar un agente tampon destinado a ajustar el pH a un valor fisiol6gicamente aceptable de 7,2 + 0,4.
(6) si es necesario, ajustar el volumen de la formulacién con agua para preparaciones inyectables.
10. Procedimiento de preparacién de una formulacién galénica inyectable segin la reivindicacién 9, caracterizado

porque el agente de fotosensibilizacién de féormula (I) en su forma 4cida es paladio-bacteriofeoforbida a (Pd-Bpheide
a) representado por la siguiente Férmula (I1):

HO

(I

11. Procedimiento de preparacién de una formulacién galénica inyectable segtin la reivindicacién 9 6 10, caracte-
rizado porque el agente de solubilizacién se afiade en una cantidad que no supera % vol con relacién al peso total de
la disolucion.

12. Procedimiento de preparacion de una formulacién galénica inyectable segtin una de las reivindicaciones 9 a 11,
caracterizado porque el agente de solubilizacion agregado es una mezcla de alcohol bencilico-etanol con una relacién
de 20:80.

13. Procedimiento de preparacién de una formulacién galénica inyectable segtin una de las reivindicaciones 9 a
12, caracterizado porque el agente tensioactivo agregado es el Crémophore® EL o el Crémophore® EL P o el Solutol
HS 15™.

14. Procedimiento de preparacion de una formulacion galénica inyectable segtin cualquiera de las reivindicaciones
9 a 13, caracterizado porque el agente tensioactivo agregado es el Crémophore® EL o el Crémophore® EL P y porque

se aflade en una cantidad que no supera 5% en peso con relacion al peso total de la formulacion.

15. Procedimiento de preparacién de una formulacién galénica inyectable segiin una de las reivindicaciones 9 a
14, caracterizado porque el hidr6xido de metal alcalino es el hidréxido de sodio.

16. Procedimiento de preparacién de una formulacién galénica inyectable segin una de las reivindicaciones 9 a
15, caracterizado porque el agente tamp6n destinado a ajustar el pH afadido es el acido citrico.

17. Procedimiento de preparacién de una formulacién galénica inyectable segin una de las reivindicaciones 9 a
16, caracterizado porque las etapas (1) a (6) se llevan a cabo bajo una atmésfera de gas inerte.

18. Formulacién galénica inyectable obtenida mediante el procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones
9all.
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