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DESCRIPCION
Conjugado de cianina-clorotoxina y procedimiento para la visualizacion intraquirirgica del cancer

[0001] En muchos tipos de canceres, la precision de la reseccion quirdrgica afecta directamente el pronéstico
del paciente. Desafortunadamente, la identificacion intraquirdrgica de los bordes del tumor o de pequefios foci de
células cancerosas resulta imprecisa o depende del juicio quirirgico. De esta manera, la extensién de la reseccion
quirdrgica esta limitada por la necesidad de evitar el dafio a estructuras vitales. No hay ninguna parte en la que sea
mas problematica que en el cerebro, en el que la mas del 80% de los canceres malignos se produce en el margen
quirurgico. A pesar de los avances en la monitorizacion intraquirdrgica y en el guiado por imagenes, los escaneres
postquirargicos desvelan algunas veces tumores residuales voluminosos que se hubieran podido eliminar mediante
reseccion si el cirujano hubiera dispuesto de herramientas mejoradas para distinguir el tejido tumoral del cerebro
normal. Recientes avances en biologia molecular, genémica y proteonémica han dado como resultado informacion
acerca de las moléculas que se expresan en células malignas pero no en tejidos adyacentes. Esta informacion tiene
el potencial de transformar fundamentalmente la oncologia quirdrgica si se usa para “pintar” especificamente las
células tumorales con balizas moleculares dirigidas

[0002] La metaloproteinasa de matriz (MMP-2) tiene una expresion muy elevada en muchas neoplasias
humanas comunes que incluyen glioma, melanoma, sarcoma, cancer de mama, adenocarcinoma de colon, cancer
de préstata, tumores neuroectodérmicos, y cancer de ovario. Se cree que MMP-2 y otros miembros de la familia
MMP contribuyen a la invasién cancerosa degradando proteoliticamente el tejido no neoplasico adyacente.

[0003] Aislada del escorpion Leirus quinquestriatus, la clorotoxina (CTX) es un péptido de 36 aminoacidos que
se caracteriz6 inicialmente como un ligando que bloqueaba los canales de cloruro reconstituidos. Se pensaba que
CTX inhibia la migracion de células del glioma bloqueando los canales de cloruro especificos de glioma, pero esta
actividad se atribuyd posteriormente a la inhibicion de MMP-2 mediada por CTX. La clorotoxina se une
preferentemente a las células de glioma en comparacién con el cerebro normal. Se ha aprobado recientemente un
enlace radiofarmacéutico a una clorotoxina sintética, '>'I.TM-601, para los ensayos clinicos en Fase I/l para la
terapia del cancer cerebral basandose en un perfil de seguridad aceptable en los estudios preclinicos.

[0004] Los compuestos de cianina son balizas moleculares que emiten luz en el espectro del infrarrojo
cercano (NIR). Puesto que la luz de esta longitud de onda se adsorbe minimamente por el agua o la hemoglobina,
las balizas NIR son muy adecuadas para la obtencién de imagenes intraquirurgicas. Intentos anteriores de obtenciéon
de imagenes de tumores cerebrales mediante NIR se han centrado en el direccionamiento de la sonda hacia la
microglia inflamatoria que rodea el tumor o en utilizar sondas que requieren de escision proteolitica para la
activacion. El anterior enfoque es problematico debido a la presencia de microglia que se correlaciona poco, si
acaso algo, con los margenes de muchos tumores cerebrales. Ademas, para reducir el edema cerebral
postquirargico, los pacientes se tratan con dexametasona, que es un potente inhibidor de la activacion microglial.

[0005] El documento US 5.905.027 describe un procedimiento de diagnéstico y tratamiento de gliomas.

[0006] Soroceanu L. y col., Cancer Research, Vol. 58 (21) 1 de noviembre de 1998, paginas 4871-4879,
describen el uso de clorotoxina para dirigirse a tumores cerebrales primarios.

[0007] Weissleder R. y col., Nature Medicine, Vol. 9(1) 1 de enero de 2003, paginas 123-128, describen
estudios aplicando luz a dianas moleculares vivas.

[0008] Citrin D. y col.,, Molecular Cancer Therapeutics, Vol. 3(4), 2004, paginas 481-488, describen la
obtencién de imagenes de un tumor in vivo en ratones con endostatina marcada en el infrarrojo cercano.

[0009] Berlier J.E. y col., J. Histochemistry and Cytochemistry, Vol. 51 diciembre de 2003, paginas 1699-1712,
describen una comparacién cuantitativa de colorantes Alexa Fluor de longitud de onda larga con colorantes Cy y sus
bioconjugados.

[0010] EI documento WO 00/62807 describe el diagnéstico y el tratamiento de tumores neuroectodérmicos

[0011] Deshane J. y col., J. Biol. Chem. Vol. 278(6), 7 de febrero de 2003, paginas 4135-4144, informan que la
clorotoxina inhibe la invasiéon de células de glioma mediante la metaloproteinasa-2 de matriz
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[0012] Jiang T. y col., PNAS USA Vol 101 (51), 21 de diciembre de 2004, paginas 17867-17872, describen la
obtencién de imagenes de tumores por medio de la activacién proteolitica de péptidos que penetran en células.

[0013] A pesar de los avances en el desarrollo de sondas para dirigir y obtener imagenes de tumores cerebrales, y
a la vista de los factores sefialados anteriormente, existe una necesidad de una sonda que no necesite escision
enzimatica y que permita la visualizacién intraquirargica de los tejidos cancerosos. La presente invencion busca
llenar esta necesidad y proporciona otras ventajas relacionadas.

[0014] En un aspecto, la presente invencidn proporciona un conjugado de clorotoxina (tal como se define en las
reivindicaciones, que se puede detectar mediante obtencion de una imagen de fluorescencia, que permite la
visualizacién intraquirdrgica de los tejidos cancerosos.

[0015] EIl conjugado de clorotoxina de la invencién se usa en la obtencion de una imagen in vivo, e incluye uno o
mas restos Cy5.5 acoplados covalentemente a una clorotoxina.

[0016] En otra realizacion, el conjugado de clorotoxina fluorescente tiene una prolongada semivida in vitro. El
conjugado de clorotoxina fluorescente incluye uno o mas restos Cy5.5 acoplados covalentemente a una clorotoxina
En una realizacién, el conjugado tiene una semivida suficientemente larga para permitir la formacion de una por
imagen biofotdnica del cancer desde aproximadamente 4 a aproximadamente 14 dias después de la administracion
del conjugado de clorotoxina.

[0017] Se proporcionan composiciones que incluyen el conjugado de clorotoxina. La composicion es adecuada
para su administracion a un ser humano e incluye un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicién incluye
una cantidad farmacéuticamente eficaz de un conjugado de clorotoxina.

[0018] En otro aspecto, la invencion proporciona procedimientos in vitro para usar el conjugado de clorotoxina para
detectar tejidos de interés, segun se define en las reivindicaciones.

[0019] En una realizacién, se proporciona un procedimiento in vitro para diferenciar foci de canceres que expresan
sitios de unién a clorotoxina a partir de tejido no neoplasico. El procedimiento incluye las etapas de:

(a) poner en contacto un tejido de interés con un conjugado de clorotoxina segun se define en las
reivindicaciones, que tiene afinidad y especificidad por células que expresan sitios de unién a clorotoxina; y

(b) medir el nivel de unién del conjugado de clorotoxina, en el que un nivel elevado de unién, con respecto al
tejido normal, es indicativo de que el tejido es neoplasico.

[0020] En una realizacion, se proporciona un procedimiento in vitro para detectar canceres que expresan sitios de
unién a clorotoxina. El procedimiento incluye las etapas de:

(a) poner en contacto un tejido de interés con un conjugado de clorotoxina segun se define en las
reivindicaciones, que tiene afinidad y especificidad por células que expresan sitios de unioén a clorotoxina; y

(b) medir el nivel de unién del conjugado de clorotoxina, en el que un nivel elevado de unién, con respecto al
tejido normal, es indicativo de que el tejido es neoplasico.

[0021] En una realizacion, se proporciona un procedimiento in vitro para detectar células que expresan un
complejo de proteina de metaloproteinasa de matriz (MMP-2). El procedimiento incluye las etapas de:

(a) poner en contacto un tejido de interés con un conjugado de clorotoxina segun se define en las
reivindicaciones que tiene afinidad y especificidad por el complejo de proteina de metaloproteinasa de matriz
(MMP-2);y

(b) medir el nivel de unién del conjugado de clorotoxina, en el que un nivel elevado de union, con respecto al
tejido normal, es indicativo de la presencia de un tumor que expresa el complejo de proteina de
metaloproteinasa de matriz (MMP-2)

[0022] En una realizacion, se proporciona un procedimiento in vitro para determinar la localizacion en un paciente
de células cancerosas que expresan sitios de unién a clorotoxina, segun se define en las reivindicaciones.
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[0023] En una realizacion, la invencién proporciona el tratamiento de un cancer que expresa sitios de unién a
clorotoxina en un paciente, con una cantidad eficaz de una composiciéon farmacéutica que comprende el conjugado
de clorotoxina de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0024] En una realizacion, la invencién proporciona el tratamiento de un cancer que expresa sitios de unién a
clorotoxina, con una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende el conjugado de clorotoxina
de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0025] En una realizacion, la invencién proporciona el tratamiento de un tumor que expresa el complejo de
proteina de metaloproteinasa de matriz (MMP-2), con una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que
comprende el conjugado de clorotoxina de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0026] En una realizacion, la invencion proporciona la inhibicion de la actividad invasiva de las células que
expresan sitios de unién a clorotoxina, con una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende el
conjugado de clorotoxina de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0027] Se describen también en el presente documento los procedimientos para preparar los conjugados de
clorotoxina.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0028] El fichero de la patente o solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado en color. La Oficina proporcionara
copias de esta patente o publicacion de solicitud de patente con dibujos en color tras solicitud y pago de los gastos
necesarios.

[0029] Los anteriores aspectos y muchas de las ventajas asociadas de esta invencion se apreciaran mas
facilmente de manera que la misma serd mejor comprendida por referencia a la siguiente descripcién detallada,
cuando se tome junto con los dibujos que la acompafian en los que:

La FIGURA 1A es una fotografia intraquirdrgica que ilustra el problema clinico, el tejido intrinseco del tumor
cerebral es a menudo indistinguible del tejido del cerebro normal;

La FIGURA 1B es una resonancia magnética (RM) postquirdrgica que muestra la imagen de grandes residuos
de la enfermedad en sitios en los que el glioma era indistinguible intraquirdrgicamente del cerebro adyacente a
pesar de la monitorizacion electrofisioldgica intraquirirgica.

Las FIGURAS 2A-2F son imagenes que ilustran la obtencion de una imagen biofoténica del glioma; La Figura
2A y 2B muestra un conjugado de clorotoxina representativo de la invenciéon (CTX:Cy5.5) que emite una sefal
procedente de cada una de las células 9L de glioma en el cultivo (FIGURA 2A), pero no consigue unirse a
fibroblastos (FIGURA 2B); la FIGURA 2C ilustra que la union especifica de CTX:Cy5.5 se detecta en
xenoinjerto de glioma, pero no por otra parte en 6rganos normales de un ratéon que tiene un xenoinjerto de
células 9L de glioma 32 dias después de la administracion sistémica de 0,2 ml de conjugado 10 uM; la FIGURA
2D ilustra imagenes biofoténicas de cerebros inyectados estereotaxicamente con células 9L de glioma (parte
superior), animales sometidos a cirugia de control simulada (parte media) y sin cirugia de control (parte inferior)
tomadas 1,5 dias después de la administraciéon de 0,2 ml de conjugado 10 pM; la FIGURA 2E ilustra secciones
tefiidas de HyE procedentes del talamo con invasion de células 9L de glioma (parte superior) y de talamo de
control sin inyectar (parte inferior), estas imagenes corresponden a las regiones designadas en la FIGURA 2D;
y la FIGURA 2F ilustra la inhibicién de la unién de CTX:Cy5.5 mediante el bloqueante de MMP-2, 1,10-
fenantrolina (parte superior izquierda y parte inferior izquierda) en comparaciéon con la unién en ratones de
control que no reciben 1,10-fenantrolina (parte superior y parte inferior derecha). Las FIGURAS 3A-3D son
imagenes que ilustran la deteccion de meduloblastoma autoinjertado en ratones genomanipulados; la Figura 3A
ilustra imagenes biofotdnicas de un ratdn natural exento de tumor (izquierda) y de un ratén ND2:SmoA1
(derecha), los ratones se inyectaron con 0,2 ml de 10 uM de un conjugado de clorotoxina representativo de la
invencion (CTX:Cy5.5) 1,5 dias antes de la obtencion de la imagen; la FIGURA 3B ilustra imagenes de
cerebros de los mismos ratones tras la necropsia; la FIGURA 3C ilustra la confirmacion histolégica del
meduloblastoma (derecha) en comparacion con el cerebelo normal (izquierda); y la FIGURA 3D ilustra
imagenes de microscopia confocal procedentes de los mismos cerebros que se muestran en la FIGURA 3B
demostrando la practica ausencia de sefial de Cy5.5 en el control (izquierda) y una elevada sefial en el
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meduloblastoma (derecha);

Las FIGURAS 4A-4E son imagenes que ilustran la especificidad de un conjugado de clorotoxina representativo
de la invencion (CTX:Cy5.5) para el cancer de prostata humano y de raton; la FIGURA 4A ilustra imagenes
fluorescentes de la sefial Cy5.5 (rojo) en foci de cancer de prostata (CAP) adyacentes a prostata normal (NP,
autoflorescencia verde) en especimenes quirdrgicos humanos (paneles 1°y 3°), el panel 5° es prostata normal,
que no muestra sefial de Cy5.5, las correspondientes secciones adyacentes tefiidas con HyE se muestran a la
derecha de cada imagen NIR; La FIGURA 4B ilustra imagenes biofotonicas de prostata y otros 6rganos
procedentes de raton TRAMP (panel superior) y del control natural (panel inferior) que muestran sefial
especifica en préstata TRAMP (CAP) y pulmoén (flecha roja), se obtuvieron las imagenes 5,5 dias después de la
inyeccion de 0,1 ml de 10 uM de conjugado, 6rganos de la hilera superior: cerebro, corazén, rifién, higado,
pulmén, bazo, e hilera inferior: prostata; la FIGURA 4C ilustra secciones con microscopia confocal de las
mismas muestras de préstata que se muestran en la FIGURA 4B, estuvo presente una elevada union de
CTX:Cy5.5 en practicamente cada célula del cancer de préstata (parte superior izquierda) y fue minima en la
préstata normal (parte inferior izquierda), la secciones adyacentes tefiidas con HyE (centro) muestran
metastasis pulmonar en el pulmén del raton TRAMP (parte superior derecha) que es brillante en la FIGURA 4B
y pulmén normal procedente del raton del control (parte inferior derecha); y la FIGURA 4D ilustra imagenes
intraquirurgicas del abdomen del ratén de control (izquierda) y TRAMP (derecha) tras la eliminacion del
intestino, la prostata, y el higado, fueron positivos multiples nédulos linfaticos mediante diagnéstico por imagen
biofotonica e histologia, un nédulo de tejido de 1,5 mm de diametro que fue muy brillante en la imagen obtenida
desvel6 tres pequefios foci de células de cancer de préstata en canales linfaticos rodeados por tejido graso y
reactivo (L), se detectaron cantidades de sefial menores en la grasa (F) y los testiculos (T); la FIGURA 4E
ilustra una seccién tefida con hematoxilina y eosina que muestra un pequefio foco de células cancerosas en un
canal linfatico (marcado L en la FIGURA 4D) y en un nédulo linfatico que contienen el cancer;

Las FIGURAS 5A-5F ilustran la obtencién de imagenes de adenocarcinomas y sarcomas con un conjugado de
clorotoxina representativo de la invencion (CTX:Cy5.5); la FIGURA 5A es una seccién de adenocarcinoma
tefiida con HyE que se muestra en la FIGURA 5B; la FIGURA 5B ilustra imagenes biofotdnicas de
adenocarcinoma (izquierda) y adenoma (derecha) que muestran una clara delineacién del intestino normal; la
FIGURA 5C ilustra la confirmacion histolégica del adenoma que se muestra en la FIGURA 5B; la FIGURA 5D
ilustra imagenes NIR de un xenoinjerto de rabdomiosarcoma RH30 de ratéon que no se inyectd con CTX:Cy5.5
(superior) y un ratén que recibié 0,2 ml de 10 yM de CTX:Cy5.5 1,5 dias antes de la obtencion de la imagen; la
FIGURA 5E ilustra imagenes confocales de los correspondientes tumores de ratones que no se inyectaron
(izquierda) y que se inyectaron (derecha); y la FIGURA 5F es un analisis histopatolégico de xenoinjerto de
rabdomiosarcoma.

La FIGURA 6 son imagenes de tumores del flanco de un glioma de células 9L obtenidas mediante un
conjugado fluor6foro de clorotoxina representativo de la invencion (CTX:Cy5.5) 24 horas después de la
inyeccion, que muestran cuatro ratones representativos con sefial aumentada en tumor (RET) en comparacion
con tejido no neoplasico adyacente (REBG), en ese momento, la sefial del tumor fue de 2,1 +/- 0,2 (promedio
+/- SEM, n = 16), las regiones brillantes fuera del circulo rojo son de rifidn, a través de cual se excreto el
conjugado; las FIGURAS 7A-7E ilustran una comparacion de tres fluoréforos conjugados con clorotoxina; la
Figura 7A muestra una sefial no especifica de tumor que se observa con CTX:fluoresceina en ratones que
tienen gliomas con células 9L en la primera hora después de la obtencion de la imagen; la FIGURA 7B ilustra la
parte izquierda un ratdn que se inyect6 con CTX:fluoresceina directamente en el tumor para demostrar que el
conjugado estaba emitiendo y que se detectaba apropiadamente; la FIGURA 7C ilustra un raton con un glioma
de células 9L diagnosticado por imagen 1 hora después de la inyeccion de CTX:ALEXA-680 que muestra sefal
en el tumor; la FIGURA 7D es una imagen 24 horas después de la inyeccion, se observéd una excelente sefal
procedente de CTX:Cy5.5 en el tumor en comparacion con el flanco no neoplasico opuesto (la sefial encima del
tumor es de la excrecién del bioconjugado por el rifidn), se observa una sefial mas débil procedente del tumor
en el raton n° 2 tratado con ALEXA-680, pero no en el n° 1, la reinyeccion del ratén n°® 1 dio como resultado un
rapido aclaramiento del conjugado procedente de tejido no neoplasico y tumoral que muestra que el conjugado
se aclar6 rapidamente en este ratén; y la FIGURA 7E son imagenes de los mismos animales que en panel de
la FIGURA 7D, la sefial permanece en raton inyectado con CTX:Cy5.5, pero no se observo sefal especifica de
tumor en ratones inyectados con CTX:ALEXA-680; tomados en conjunto, los datos indican que no se observa
sefial especifica de tumor con CTX:Fluoresceina y que se alcanza a ver brevemente una débil senal
procedente de CTX:ALEXA-680 en comparacion con CTX:Cy5.5 indicando que el conjugado de CTX:Cy5.5 es
superior a otros conjugados ensayados en términos de distribucion especifica en el tumor y la duracion global
de la senal del tumor;
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Las FIGURAS 8A y 8B proporcionan la evidencia genética de que MMP-2 esta implicada en la unién de CTX a
células cancerosas; la FIGURA 8A muestra que células MCF-7 de cancer de mama tefiidas con un anticuerpo
contra MMP-2 (verde) y CTX:Cy5.5 (rojo) muestran minima unién de MMP-2 y minima unién de CTX:Cy5.5, el
nucleo se tifid con DAPI para apoyar la localizacion celular en la imagen; y la FIGURA 8B muestra células
MCF-7 de céncer de mama tras la transfeccion con un plasmido que codifica MMP-2, la tincion con el
anticuerpo contra MMP-2 muestra que la transfeccién dio como resultado la expresién de MMP-2 en esta célula
(verde), la tincion de CTX:Cy5.5 (rojo) es mucho mayor que en cualquiera de las células del control, el amarillo
muestra regiones celulares en las que la sefial de MMP-2 y la sefial de CRX:Cy5.5 estan solapando, no se
muestra la tincion DAPI para optimizar la visualizacion de la union de MMP-2 y CTX:Cy5.5;

Las FIGURAS 9A y 9B ilustran la HPTLC de los patrones de fosfolipidos y de los lipidos aislados procedentes
de varias lineas celulares que se indican; la FIGURA 9A es una imagen de una placa de HPLTC que se
desarroll6 en cloroformo:metanol:agua (65:25:4) y los lipidos se visualizaron con el colorante lip6filo, primulin; y
la FIGURA 9B es una imagen de una HPTLC revestida de lipidos con CTX:Cy5.5 1 uM; abreviaturas: PS,
fosfatidilserina; PI, fosfatidilinositol: PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; PIP2, 4,5-bifosfato de
fosfatidilinositol; PC, fosfatidilcolina; SM, esfingomielina;

Las FIGURAS 10A-10E ilustran la union de CTX:Cy5.5 en tumores cerebrales en comparacién con el cerebro
normal en secciones histolégicas; FIGURA 10A, seccion de glioma tefiida con hematoxilina y eosina (HyE);
FIGURA 10B, tincién con CTX:Cy5.5 del mismo glioma; FIGURA 10C, Cy5.5 solo no tifie el glioma; FIGURA
10D, seccion de cerebro normal del mismo paciente tefiida con HyE; y FIGURA 10E, CTX:Cy5.5 no tifie el
cerebro normal;

La FIGURA 11 ilustra la actividad de MMP-2 y MMP-9 en tumores de ratén y tejido normal; se llevaron a cabo
los ensayos de la gelatinasa para evaluar la expresiéon de MMP-2 en los tejidos relacionados anteriormente; se
detect6 la actividad de MMP-2 en todos los foci de cancer que se habian detectado mediante CTX:Cy5.5, pero
no en el tejido no neoplasico correspondiente; y se detectd la actividad de MMP-9 en tumores de
meduloblastoma de ratdn (SmoAl) y tumor de préstata, pero no en tumores xenoinjertados o tejidos normales;

La FIGURA 12 ilustra la actividad de MMP-2 y MMP-9 en lineas celulares y medios procedentes de lineas
celulares. Parte superior: la actividad de la gelatinasa en células separadas de medios muestra muy poca
actividad de MMP-2 en células 9L y mucha mas actividad en células U87 a pesar del hecho de que las células
9L se unen a CTX:Cy5.5 asi como a las células U87. Parte inferior: Niveles mucho mayores de MMP-2 y MMP-
9 en medios de células 9L y U87 que en aglomerados celulares. En conjunto, esto sugiri6 que los MMP
secretados pueden jugar un importante papel en la unién de CTX:Cy5.5 a las células cancerosas; y

Las FIGURAS 13A-13F ilustran CTX:Cy5.5 en medios procedentes de células con elevados niveles de células
secretadas tefidas con MMP-2 y MMP-9 que son negativas para la tincion solo con CTX:Cy5.5; la FIGURA 13A
muestra que células MCF-7 incubadas con CTX:Cy5.5 fracasan en emitir en el espectro (rojo) del infrarrojo
cercano (Cy5.5), los nucleos estan tefiidos de azul con DAPI; la FIGURA 13B muestra una placa hermana de
células MCF-7 incubadas con la misma cantidad de CTX:Cy5.5 que en la FIGURA 13A, excepto que este
CTX:Cy5.5 se transfiri6 a los medios después de 24 horas de exposicion a células 9L de glioma (células MCF-7
tefiidas con CTX:Cy5.5 bajo esta condicion); la FIGURA 13C muestra una placa hermana de células MCF-7
tefiidas con CTX:Cy5.5 usando medios acondicionados procedentes de células U87; la FIGURA 13D muestra
la tincion con CTX:Cy5.5 de células HelLa, no hay tincion de rojo, lo que indica ausencia de sefial de
CTX:Cy5.5; la FIGURA 13E muestra una placa hermana de células HelLa tefiida con CTX:Cy5.5 en medios
acondicionados procedentes de células 9L; y la FIGURA 13F muestra una placa hermana de células HelLa
tefiidas con CTX:Cy5.5 en medios acondicionados procedentes de células U87.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0030] La presente invencion proporciona un conjugado de clorotoxina segun se define en las reivindicaciones,
que se puede detectar mediante obtencion de imagen de fluorescencia, que permite la visualizacién intraquirargica
de tejidos cancerosos, y los usos del conjugado de clorotoxina.

[0031] En un aspecto, los conjugados de clorotoxina permiten la visualizacion intraquirdrgica de tejidos
cancerosos.
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[0032] La clorotoxina es un agente director que dirige el conjugado a un tejido de interés. El conjugado de
clorotoxina de la invencion incluye uno o mas restos Cy5.5 acoplados covalentemente a una clorotoxina.

[0033] La clorotoxina puede ser una clorotoxina natural, clorotoxina sintética, o clorotoxina recombinante. Se
pueden usar también fragmentos y variantes de clorotoxina que tienen actividad de unién a la clorotoxina (por
ejemplo, especificidad y afinidad por tejidos cancerosos).

[0034] Segun se usa en el presente documento, el término “resto fluorescente que emite en el rojo o en el
infrarrojo cercano” se refiere a un resto fluorescente que tiene un maximo de emisiéon de fluorescencia mayor que
aproximadamente 600 nm. Los conjugados de clorotoxina fluorescentes que tienen restos fluorescentes que emiten
en una longitud de onda mas corta (por ejemplo, desde aproximadamente 500 a aproximadamente 600 nm) son
utiles en la obtenciéon de imagen histoquimica. Estos conjugados pueden ser menos utiles para la obtencién de
imagen en seres humanos y animales en la que se prefieren restos fluorescentes que emiten en una longitud de
onda mas larga (por ejemplo, mayor de aproximadamente 600 nm).

[0035] Se pueden derivar los restos fluorescentes a partir de compuestos fluorescentes caracterizados por
maximos de emisién de longitud de onda mayores de aproximadamente 600 nm para evitar la autofluorescencia, la
emisiéon que viaja a través de milimetros a un centimetro de tejido/sangre/fluidos, emisibn que no adsorbe la
hemoglobina, otros componentes de la sangre, o las proteinas en tejido humano o animal.

[0036] El resto fluorescente se acopla covalentemente a la clorotoxina para permitir la visualizacion del conjugado
mediante obtencion de imagen de fluorescencia. El resto fluorescente se deriva de un compuesto fluorescente. Los
compuestos fluorescentes adecuados son aquellos que se pueden acoplar covalentemente a una clorotoxina sin
afectar adversamente de manera sustancial a la funcién de direccion y unién del conjugado de clorotoxina.
Similarmente, los compuestos fluorescentes adecuados retienen sus propiedades fluorescentes tras la conjugacion
con la clorotoxina.

[0037] EIl resto fluorescente Cy5.5 es un resto de cianina. Los compuestos de cianina se caracterizan por sus
elevados coeficientes de extincion relativos y rendimientos cuanticos fluorescentes favorables. La longitud de onda
maxima de emision de fluorescencia para un compuesto de cianina varia en funciéon de la estructura de cianina.
Dependiendo del compuesto de cianina particular, las longitudes de onda maximas de emision de fluorescencia
pueden variar desde el verde (aproximadamente 490 nm) al infrarrojo cercano (aproximadamente 740 nm). En la
practica de los procedimientos de la invencion, se prefieren los compuestos de cianina que tienen emisiones
maximas de fluorescencia en el rojo lejano (aproximadamente 650 nm) al infrarrojo cercano (aproximadamente 750
nm). A estas longitudes de onda de emision, la fluorescencia de fondo procedente del entorno local es minima y los
tejidos de interés son relativamente transparentes. Debido a estas longitudes de onda, se maximiza la excitacién y la
visualizaciéon de la emision de la fluorescencia y se pueden observar cantidades relativamente mayores de tejido
dirigidas por el conjugado de la invencién en comparacion con otros conjugados que utilizan compuestos
fluorescentes que tienen la emisién a longitudes de onda mas cortas (menos de 600 nm).

[0038] Las cianinas incluyen los fluores CYDYE comercialmente disponibles de GE Healthcare con la designacion
Cy2 (506 nm); Cy2 (506 nm); Cy3 (570 nm); Cy3B (572 nm); Cy3.5 (596 nm); Cy5 (670 nm); Cy5.5 (675 nm); y Cy7
(694 nm) (emisiones maximas en paréntesis). El compuesto de cianina es Cy5.5. En el Ejemplo 1 se describe la
preparacion de un conjugado de cianina-clorotoxina segun se define en las reivindicaciones.

[0039] En la Patente de los Estados Unidos N° 6.130.101 se describen compuestos de xanteno sulfonados, y
estan comercialmente disponibles con la designaciéon ALEXA FLUOR de Molecular Probes, Inc., Eugene, OR.
ALEXA FLUOR es la designacién de una familia de fluoréforos que se caracterizan por sus elevados coeficientes de
extincion relativos y rendimientos cuanticos fluorescentes favorables. La longitud de onda maxima de emision de
fluorescencia de un compuesto de xanteno sulfonado varia como una funcion de la estructura del compuesto.
Dependiendo del compuesto de xanteno sulfonado particular, la longitud maxima de emision de fluorescencia puede
variar desde el verde (aproximadamente 450 nm) al infrarrojo cercano (aproximadamente 780 nm). En la practica de
los procedimientos de la invencion, se prefieren los compuestos ALEXA FLUOR que tienen emisiones maximas de
fluorescencia en el rojo lejano (aproximadamente 650 nm) al infrarrojo cercano (aproximadamente 750 nm).

[0040] Los compuestos de xanteno sulfonados incluyen ALEXA FLUORES, tales como ALEXA FLUOR 350 (442
nm), ALEXA FLUOR 405 (421 nm), ALEXA FLUOR 488 (539 nm), ALEXA FLUOR 500 (525 nm), ALEXA FLUOR
514 (540 nm), ALEXA FLUOR 532 (554 nm), ALEXA FLUOR 546 (575 nm), ALEXA FLUOR 555 (565 nm), ALEXA
FLUOR 568 (603 nm), ALEXA FLUOR 594 (617 nm), ALEXA FLUOR 610 (628 nm), ALEXA FLUOR 633 (647 nm),
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ALEXA FLUOR 635 (645 nm), ALEXA FLUOR 647 (668 nm), ALEXA FLUOR 660 (690 nm), ALEXA FLUOR 680
(702 nm), ALEXA FLUOR 700 (719 nm), y ALEXA FLUOR 750 (779 nm) (emisiones maximas en paréntesis).
Pueden prepararse conjugados de xanteno-clorotoxina sulfonados de manera andloga a la descrita para la
conjugacion de cianina en el Ejemplo 1 y segun se describe adicionalmente en The Handbook - A Guide to
Fluorescent Probes and Labeling Technologies, Richard P. Haugland (Molecular Probes, Inc., una filial de Invitrogen
Corp.).

[0041] Los compuestos fluorescentes adecuados incluyen un grupo funcional que vuelve el compuesto
quimicamente reactivo hacia la clorotoxina. Los grupos funcionales adecuados incluyen el grupo de la N-
hidroxisuccinimida (NHS) para el acoplamiento covalente a grupos tioles, y el grupo hidrazida para el acoplamiento
covalente a grupos aldehido. Preferiblemente, el compuesto fluorescente Gtil en la preparaciéon del conjugado de la
invencion incluye un unico grupo funcional reactivo (por ejemplo, éster mono-NHS). Se apreciara que son
adecuadas otras quimicas de conjugacion para preparar el conjugado de clorotoxina de la presente invencion.

[0042] Los conjugados adecuados de la invencién incluyen entre aproximadamente 1 y aproximadamente 3 restos
de Cy5.5/clorotoxina. En una realizacion, el conjugado incluye aproximadamente 1 resto de Cy5.5.

[0043] En el Ejemplo 1 se describe la preparacion de un conjugado de clorotoxina representativo de la invencion.
En el Ejemplo 2 se describe un conjugado de clorotoxina representativo de la invenciébn que usa obtencién de
imagen in vitro. En el Ejemplo 3 se describe un conjugado de clorotoxina representativo de la invencion que usa
obtencién de imagen in vivo. En el Ejemplo 4 se describe la implicacién de MMP-2 en la unién de clorotoxina.

[0044] En otro aspecto, la invencién proporciona un conjugado de clorotoxina fluorescente segun se define en las
reivindicaciones que tiene una prolongada semivida in vivo. El conjugado de clorotoxina fluorescente incluye uno o
mas restos Cy5.5 acoplados covalentemente a una clorotoxina. En una realizacion, el conjugado tiene una semivida
suficientemente larga para permitir la obtencion de imagen biofotonica del cancer de aproximadamente 4 a
aproximadamente 14 dias después de la administracion del conjugado de clorotoxina.

[0045] En el presente documento, se describen composiciones que incluyen el conjugado de clorotoxina. La
composiciéon es adecuada para la administracion a sujetos humanos y animales e incluye un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La composicién incluye una cantidad farmacolégicamente eficaz de un conjugado de
clorotoxina. Se puede determinar de manera rutinaria una cantidad eficaz mediante procedimientos establecidos.
Una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para ocupar los sitios de unién de la clorotoxina en las células
cancerosas pero suficientemente baja para minimizar la unién no especifica a tejidos no neoplasicos. Una cantidad
eficaz optimiza la relacién sefal a radio para la obtenciéon de imagen intraquirdrgica.

[0046] En otros aspectos, la memoria descriptiva describe los usos del conjugado de clorotoxina para detectar y
tratar tejidos de interés.

[0047] La invencion proporciona la deteccion de un tejido usando los conjugados de clorotoxina. Los conjugados
de clorotoxina de la invencion se dirigen y se unen mediante sitios de union a clorotoxina. Se apreciara que los sitios
de unibn a clorotoxina pueden tomar dos formas: sitios que se unen a clorotoxina y sitios que se unen a conjugados
de clorotoxina de la invencién. Se apreciara que los sitios de unién a clorotoxina pueden ser distintos de los sitios de
union a conjugados de clorotoxina.

[0048] En una realizacién, se proporciona un procedimiento in vitro para diferenciar foci de canceres que expresan
sitios de union a clorotoxina de tejido no neoplasico. El procedimiento incluye las etapas de:

(a) poner en contacto un tejido de interés con un conjugado de clorotoxina segun se define en las
reivindicaciones que tiene afinidad y especificidad para las células que expresan sitios de union a clorotoxina; y

(b) medir el nivel de union del conjugado de clorotoxina, en el que un nivel elevado de union, en relacion al
tejido normal, es indicativo de que el tejido es neoplasico.

[0049] En una realizacion, se proporciona un procedimiento in vitro para detectar canceres que expresan sitios de
union a clorotoxina. El procedimiento incluye las etapas de:

(a) poner en contacto un tejido de interés con un conjugado de clorotoxina segun se define en las
reivindicaciones que tiene afinidad y especificidad para las células que expresan sitios de union a clorotoxina; y
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(b) medir el nivel de unién del conjugado de clorotoxina, en el que un nivel elevado de union, en relacion al
tejido normal, es indicativo de que el tejido es neoplasico.

5 [0050] En una realizacién, se proporciona un procedimiento in vitro para detectar células que expresan el complejo
de proteina de la metaloproteinasa de matriz (MMP-2). El procedimiento incluye las etapas de:

(a) poner en contacto un tejido de interés con un conjugado de clorotoxina segin se define en las
reivindicaciones que tiene afinidad y especificidad para el complejo de proteina de la metaloproteinasa de
10 matriz (MMP-2); y

(b) medir el nivel de unién del conjugado de clorotoxina, en el que un nivel elevado de union, en relacién al
tejido normal, es indicativo de la presencia de un tumor que expresa el complejo de proteina de la
metaloproteinasa de matriz (MMP-2).

15
[0051] EIl complejo de proteina de la metaloproteinasa de matriz (mump-2) puede estar unido a membrana.
[0052] En una realizacién, se proporciona un procedimiento in vitro para determinar la localizaciéon en un paciente
de células cancerosas que expresan sitios de union a clorotoxina, segun se define en las reivindicaciones.

20

[0053] Los procedimientos de obtenciéon de imagen de la invencion para la deteccion de foci de canceres son
aplicables a raton y otros modelos animales de canceres asi como a la practica veterinaria.

[0054] La invencién proporciona el tratamiento de un tejido usando los conjugados de clorotoxina.

[0055] En una realizacion, la invencién proporciona el tratamiento de un cancer que expresa sitios de unién a
clorotoxina en un paciente, con una cantidad eficaz de una composiciéon farmacéutica que comprende el conjugado
de clorotoxina de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

30 [0056] En una realizacion, la invencion proporciona el tratamiento de un cancer que expresa sitios de union a
clorotoxina, con una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende el conjugado de clorotoxina
de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0057] En una realizacién, la invenciéon proporciona el tratamiento de un tumor que expresa el complejo de
35 proteina de la metaloproteinasa de matriz (MMP-2), con una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que
comprende el conjugado de clorotoxina de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0058] En una realizacion, la invencion proporciona la inhibicion de la actividad invasiva de células que expresan
sitios de unién a clorotoxina, con una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica que comprende el conjugado
40 de clorotoxina de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0059] Los usos terapéuticos de la invencion son aplicables a sujetos humanos y animales que necesitan dicho
tratamiento.

45 [0060] Los conjugados de clorotoxina de la invencion son Utiles para detectar y tratar diversos canceres (por
ejemplo, cancer de prostata, sarcomas, neoplasias hematolégicas y leucemias) y diversos tumores
neuroectodérmicos (por ejemplo, glioma, meningioma, ependimoma, meduloblastoma, neuroblastoma, glioblastoma,
ganglioma, feocromocitoma, melanoma, sarcoma de Ewing, carcinoma de pulmén de células pequefias y tumores
cerebrales metastasicos).

50
[0061] Basandose en la bibliografia actual, se espera virtualmente que cada tipo de cancer maligno que muestra la
expresion de MMP-2 se una especificamente a los conjugados de clorotoxina de la invencion (CTX:Cy5.5). Estos
canceres malignos incluyen gliomas, astrocitomas, meduloblastomas, carcinomas del plexo coroideo, ependimomas,
otros tumores cerebrales, neuroblastoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de

55 intestino, cancer de pancreas, cancer de higado, cancer de rifidn, sarcomas (unos 30 tipos), Osteosarcoma,
rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing, carcinomas; melanomas, cancer de ovario, cancer cervical, linfoma, cancer
de tiroides, cancer anal, cancer colorrectal, cancer endometrial, tumores de células germinales, cancer de laringe,
mieloma multiple, cancer de prostata, retinoblastoma, cancer gastrico, cancer de testiculos, y tumor de Wilm.
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[0062] EI conjugado de clorotoxina fluorescente de la invencion puede incluir otros agentes Utiles. Otros agentes
utiles incluyen agentes diagnosticos y agentes terapéuticos.

[0063] Los agentes diagnésticos adecuados incluyen agentes que proporcionan la deteccion de la nanoparticula
mediante otros procedimientos diferentes de la obtencion de imagen fluorescente. Otros agentes diagnc’:sticos
adecuados incluyen radiomarcas (por ejemplo, compuestos radioisotopicamente marcados) tales como 123 ¢, y

1P, entre otros.

[0064] Los agentes terapéuticos adecuados incluyen agentes citotéxicos. Los agentes terapéuticos representativos
incluyen agentes quimioterapéuticos como metotrexato, docetaxel, cisplatino, y etop6sido, entre otros. Otros agentes
terapéuticos incluyen moléculas de acido nucleico (por ejemplo ADN y ARN, tal como ARNip) para canceres y
enfermedades especificas.

[0065] La cirugia sigue siendo un componente principal de la terapia contra el cancer. Recientes avances en
oncologia quirdrgica han incluido directrices para la obtencién de imagen y soluciones minimamente invasivas tales
como endoscopia que limita la morbilidad u mejora la extensién de la reseccion. Estos procedimientos dependen en
gran parte del juicio del cirujano para la delineacion visual de la interfase del tumor/tejido normal. Las mejoras en la
identificaciéon y la excision de tejidos cancerosos se traducen en resultados quirdrgicos mejorados. La técnica de
“pintura del tumor” descrita en el presente documento combina una guia visual intuitiva para el cirujano con el
potencial para la mejora significativa en la fiabilidad y la seguridad en virtud de su precisibn molecular.

[0066] La presente invencion proporciona un conjugado de clorotoxina (CTX:Cy5.5) que permite la obtencién de
imagen biofoténica en tiempo real de foci de canceres malignos tan pequefios como 1,5 mm. El mismo agente
delined claramente células de cancer de préstata maligno de préstata normal a una unica resoluciéon en muestras de
biopsia quirdrgica humana, estableciendo la relevancia de los estudios en ratéon para la enfermedad humana.
Véanse los Ejemplos 2 y 3. Todos los tejidos que se enviaron a patologia etiquetados como canceres basandose en
la sefal de CTX:Cy5.5 fueron cancerosos y todos los tejidos normales adyacentes fueron histolégicamente
normales. La resolucion de los foci de canceres de las de tejido normal bajo condiciones de operacién simuladas fue
exquisita.

[0067] La deteccién en tiempo real del cancer intraquirdrgico no seria factible si el conjugado circulante no unido
se derramara en el campo de la operacion cada vez que se dafiara un vaso sanguineo. Un hallazgo inesperado y
bienvenido fue la larga duraciéon de la actividad del conjugado. Los péptidos se consideran a menudo malos
candidatos para el diagnéstico o la terapéutica debido a que muchos tienen una corta semivida. La observacion de
que las células de glioma estaban iluminadas 32 dias después de la inyeccion del conjugado aumento6 la posibilidad
de que CTX:Cy5.5, un conjugado de clorotoxina representativo de la invencion pudiera usarse como “pintura del
tumor” para permitir a los cirujanos detectar residuos de la enfermedad o pequefios foci de la enfermedad
intraquirdrgicamente.

[0068] Se demostr6 anteriormente que clorotoxina (CTX) se unia a células de tumor neuroectodérmico, pero no se
habia demostrado que se uniera a cancer de préstata, cancer de colon o sarcomas. La unién de CTX a células de
meduloblastoma contradice los informes previos de que MMP-2 no se expresa mucho en meduloblastoma. Segun se
describe en el presente documento, las células de meduloblastoma expresan MMP-2. Ademas, la microscopia
confocal de multiples tipos de canceres mostré la union a casi cada célula cancerosa, que fue mayor que la
esperada basandose en los informes previos de la expresion heterogénea de MMP-2. Sigue sin estar claro si CTX
se une a otras MMP o se une a los canales de cloruro especificos de glioma. Fuera cual fuere el alcance de las
dianas, los procedimientos de la invencion muestran que tras la excrecion de CTX:Cy5.5 no unidos, que tarda
aproximadamente 5 dias en ratones, todos los 6rganos normales excepto el riidn emiten una sefial minima.

[0069] Se penso originalmente que clorotoxina se unia a un canal de cloruro y los primeros estudios indicaron que
esto mejoraba el flujo de cloruro transmembrana. El uso de una toxina del canal de cloruro que cruza la barrera
hematoencefalica podria obviamente ser problematico para la aplicacion clinica de sondas basadas en CTX. Un
reciente trabajo ha determinado que la clorotoxina no se une a los canales ionicos de cloruro y que el informe
original fue cientificamente erréneo en la practica de los procedimientos de la invencion, la unién especifica de
CTX:Cy5.5 a tejido cerebral no neoplasico fue minima. Ademas, no se observaron déficits neurologicos o de
comportamiento y no se observé neuropatologia en los cerebros de ratones que se habia expuesto a CTX:Cy5.5.
Esto es consistente con la ausencia de neurotoxicidad en otros estudios, incluyendo uno que implico la inyeccion
directa de CTX en cerebro de ratobn. No se observaron cambios patolégicos en otros 6rganos y no se observo
alteracion en los electrolitos, recuentos sanguineos, o pruebas de la funcion renal y hepatica.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2360519 T3

[0070] El conjugado de clorotoxina de la invencién permite la deteccién y la monitorizacion de una variedad de
canceres en modelos de ratén. Esta solucion afiade un valor particular a los modelos de ratones genomanipulados
(GEM) de canceres humanos, que en contraste a los modelos de canceres xenoinjertados o mutagénicos,
desarrollas canceres in situ, como resultado de genomanipulacién que resume la enfermedad humana. Una ventaja
particular de los ratones GEM es que los tumores se pueden estudiar desde etapas iniciales a avanzadas para
entender mejor la evolucion del crecimiento, la angiogénesis, la invasion local, la metastasis, la respuesta al farmaco
y la resistencia al farmaco.

[0071] Desafortunadamente, la escasez de soluciones de obtenciébn de imagen no invasiva, ha limitado
fuertemente la completa utilizacion de los modelos GEM de cancer. Por ejemplo, antes del desarrollo de los
conjugados de clorotoxina de la invencién, los medios principales de monitorizacion de ratones SmoA1 para el
meduloblastoma eran el examen neurologico. En estos ratones, los primeros signos neurolégicos se producen
normalmente solo cuando la masa del tumor es tan grande que se produce la muerte poco después. Ademas, los
micro-CT fracasan en distinguir tumores en las fosas posteriores de los ratones y la MRI es muy costosa. La
capacidad de detectar tumores en la etapa inicial para estudios moleculares o terapéuticos se puede mejorar
drasticamente mediante una técnica de obtencién de imagen en tiempo real tal como la que se proporciona
mediante los procedimientos de la invencion.

[0072] La presente invencion proporciona un conjugado de clorotoxina (CTX:Cy5.5) que permite la obtencién de
imagen biofotonica de gliomas y sarcomas xenoinjertados. El conjugado de clorotoxina distingue también
eficazmente el meduloblastoma autoinjertado, los canceres de prostata e intestino de los tejidos normales en ratones
genomanipulados (GEM). Se detectaron facilmente las metastasis en pulmones y nédulos linfaticos. Los
especimenes de tumores humanos mostraron una correlacion perfecta entre la uniéon de CTX:Cy5.5 y los restos de
células de cancer de prostata. Estos datos, junto con los estudios de distribucién y toxicidad favorables demuestran
la infectividad de los conjugados de clorotoxina de la invencion en la deteccion intraquirdrgica y la reseccion 6ptima
de los tejidos cancerosos.

[0073] Se proporcionan los siguientes ejemplos a objeto de ilustrar la presente invencion.
EJEMPLOS
EJEMPLO 1

LA PREPARACION Y CARACTERIZACION DE UN CONJUGADO DE CLOROTOXINA REPRESENTATIVO:
CTX:Cy5.5

[0074] Se preparé CTX:Cy5.5, un conjugado de clorotoxina representativo de la invencién conjugando Cy5.5 con
clorotoxina,

[0075] Se sintetizd el conjugado usando una mezcla de CTX (Alomone Labs, Israel, 250 pl de 2 mg/ml en tampdn
bicarbonato 50 mM, pH 8,5) y éster de Cy5.5-NHS (Amersham Biosciences, Suecia, 43 pl de 10 mg/ml en
dimetilformamida anhidra). Se llevé a cabo la conjugacion en la oscuridad a temperatura ambiente durante 1 hora.
Se elimind el colorante no conjugado mediante dialisis frente a PBS (3 veces) usando una membrana Slide-A-Lyzer
(Pierce Biotechnology, IL) (corte de Mr, 3500) durante 9 horas a 4°C. Se diluyeron las muestras con PBS para
producir 1y 10 uM de disolucién de CTX y se filtraron con un filtro de jeringuilla de 0,2 ym antes del uso.

[0076] Se cuantificdé la concentracion de CTX usando el ensayo del acido bicinconinico (BCA) (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). Se cuantificd la concentracion de fluordforo en la misma disolucion y se evaluo para
determinar la relacion de fluoréforo/CTX.

EJEMPLO 2

OBTENCION DE IMAGEN IN VITRO CON UN CONJUGADO DE CLOROTOXINA REPRESENTATIVO: CTX:Cy5.5
[0077] Se mantuvieron células 9L/lacZ de gliosarcoma (ATCC, VA) y fibroblastos primarios de prepucio humano
(HFF) en medio DMEM y RPMI, suplementados ambos con piruvato de sodio al 1%, estreptomicina/penicilina al 1%

y FBS al 10% (Hyclone, UT), respectivamente. Se sembraron 2 x 10° células sobre cubres estériles 36 horas antes
del marcado y de la microscopia confocal. Se cultivaron las células con 1 ml de conjugado de CTX:Cy5.5 (1 ym)
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durante 2 horas, en una incubadora a 37°C humidificada mantenida en CO; al 5%. Se lavaron los cubres 2 veces en
medio de cultivo celular y 2 veces en tampén PBS. Tras esta etapa, se tifieron las membranas celulares con una
disolucion 1 uM de FM 1-43FX (Molecular Probes, OR) durante 20 min en la oscuridad a temperatura ambiente, se
lavé 2 veces en PBS y se fij6 en paraformaldehido al 4%. Se tifieron los nuicleos celulares con 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI, Sigma Aldrich, MO).

[0078] Se adquirieron imagenes confocales usando un Microscopio de Desconvolucion de Campo Amplio
DeltaVision SA3.1 (Applied Precision, WA) equipado con filtros DAPI, TRITC, y Cy5. Se llevé a cabo el
procesamiento de la imagen usando SoftWoRX (Applied Precision, WA).

[0079] Obtencién de imagen biofotdnica de glioma. Para determinar si CTX retuvo la union especifica a células de
glioma tras la conjugacién a Cy5.5, los inventores incubaron el conjugado con células 9L de glioma y fibroblastos
primarios y evaluaron la unién mediante microscopia NIR. Todas las células 9L de glioma expuestas a CTX:Cy5.5
emitieron sefal en el espectro NIR (FIGURA 2A) mientras que no se detecto6 sefal de los fibroblastos tratados con la
misma concentracion de conjugado (FIGURA 2B). Se bloque6 la unién de CTX:Cy5.5 a células 9L de glioma
mediante preincubacion con 1,10-fenantrolina, un inhibidor farmacolégico especifico de MMP-2 (no se muestra). En
su conjunto, estos datos indican que CTX retiene la capacidad de unién especifica a MMP tras la conjugacion con
Cy5.5.

EJEMPLO 3
OBTENCION DE IMAGEN IN VIVO CON UN CONJUGADO DE CLOROTOXINA REPRESENTATIVO: CTX:Cy5.5

[0080] Modelos animales. Se llevaron a cabo todos los estudios en ratén segun los protocolos aprobados por la
IACUC. Se establecieron xenoinjertos subcutaneos en ratones nu/nu (desprovistos de pelo) usando una linea de
células 9L de gliosarcoma de rata (ATCC), y RH30, una linea celular de rabdomiosarcoma. Se establecieron los
xenoinjertos usando 1 millén de células 9L o RH30 suspendidas en medios exentos de suero y Matrigel a una
relacion 1:1. Se establecieron xenoinjertos intracraneales mediante inyeccién estereotaxica de 1 millén de células 9L
suspendidas en 10 yl de PBS a 3 mm del cerebro lateral y posterior con respecto al bregma. Los ratones
ND2:SmoA1 con meduloblastoma, los ratones TRAMP con cancer de préstata y los ratones Apc 538N con adenoma
intestinal y adenocarcinoma fueron como se ha descrito anteriormente. Véanse, Fodde, R., y col., A targeted chain-
termination mutation in the mouse Apc gene results in multiple intestinal tumors. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1994.
91(19): p. 8969-73; Greenberg, N.M., y col., Prostate cancer in a transgenic mouse. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
1995. 92(8): p. 3439-43; Kaplan-Lefko, P.J., y col., Pathobiology of autochthonous prostate cancer in a pre-clinical
transgenic mouse model. Prostate, 2003. 55(3): p. 219-37.; Hallahan, A.R., y col., The SmoA1 mouse model reveals
that notch signaling is critical for the growth and survival of sonic hedgehog-induced medulloblastomas. Cancer Res.,
2004. 64(21): p. 7794-800;

[0081] Procedimientos de obtencion de imagen in vivo. Se administré CTX:Cy5.5 (0,1 — 0,2 ml de 10-20 uM)
intravenosamente mediante inyeccion en la vena de la cola. Se obtuvieron imagenes biofotdnicas en el sistema
Xenogen VIS (Alameda, CA). Se anestesiaron los ratones con 1 a 2,5% de isoflurano (Abbott Labs, IL) antes de
colocarse en la camara de obtencion de imagen y de formarse imagenes en diversos momentos temporales después
de la inyecciéon. Se diseccionaron los érganos y tumores relevantes de algunos de los animales y se obtuvieron
imagenes con fluorescencia inmediatamente después de la diseccion. En el curso temporal de los experimentos, se
capturaron todas las imagenes usando configuraciones idénticas del sistema y se normalizé la emision de la
fluorescencia a fotones por segundo por centimetro cuadrado por estereorradian (p/s/cmzlsr). Se repitieron todos los
experimentos multiples veces y se muestran imagenes representativas en las figuras.

[0082] La actividad in vivo de CTX:Cy5.5 en ratones con xenoinjertos de células 9L de glioma. Tras la inyeccion en
la vena de la cola de 0,1 ml de conjugado 10 puM, el conjugado se distribuyé rapidamente a través del cuerpo. En
todos los momentos temporales, la emisién NIR fue mayor en los xenoinjertos que el tejido circundante. Se observé
la unién especifica a células de glioma hasta 32 dias después de la inyeccion en la vena de la cola, que fue
sustancialmente mas larga que la observada en el resto del cuerpo (4-5 dias) (FIGURA 2C). Los xenoinjertos
cerebrales mostraron una clara distincién entre el cerebro con tumor y el normal en condiciones que se pueden
reproducir en quiréfanos operativos para seres humanos (FIGURA 2D). El andlisis histolégico confirmé la invasion
del glioma en el cerebro de los ratones xenoinjertados, pero no de los controles (FIGURA 2E). La unién especifica
de CTX:Cy5.5 fue seis veces inferior cuando los ratones se pretrataron con el bloqueante de MMP-2, 1,10-
fenantrolina, indicando que la obtencién de imagen reflejo la uniéon de CTX:Cy5.5 a las células tumorales en lugar de
simplemente medir el aumento del flujo sanguineo en los tumores neovascularizados (FIGURA 2F).
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[0083] Obtencién de imagen no invasiva de meduloblastoma a través del hueso del craneo. Se probé CTX:Cy5.5
en un modelo de ratén autoinjertado con meduloblastoma genéticamente preciso. En estos ratones, los
meduloblastomas surgen en el cerebelo debido a la expresién transgénica de un alisado constitutivamente activo, un
mediador de la actividad de sonic hedgehog. En estos ratones, se detectaron los tumores a través del craneo y el
pericraneo intactos y se correlacioné el nivel de emision de NIR con el tamafio de cada tumor (FIGURAS 3A-D y no
se muestra). Debido a que estos tumores surgen en ausencia de rotura quirurgica de la barrera hematoencefalica,
se concluyé que CTX:Cy5.5 penetra en el tejido de meduloblastoma de ratdén a concentraciones adecuadas para la
obtencién de imagen en tiempo real y que los tumores intracraneales se pueden detectar facilmente de manera no
invasiva.

[0084] Obtencion de imagen en tejido de préstata. Se recogieron muestras de tejido de prostata humana normal y
cancerosa y se manipularon segun los protocolos para Sujetos Humanos aprobados por el IRB. Se incubaron las
secciones con un conjugado de CTX:Cy5.5 1 uM en tampon de suero de cabra normal al 5% durante 45 minutos. Se
redujo el conjugado no unido mediante lavado de los portas 3 veces durante 5 minutos en tampén PBS. Se detect6
la sefial mediante microscopia de fluorescencia y se correlacionaron con las secciones adyacentes tefiidas con
hematoxilina y eosina (HyE).

[0085] Para los experimentos en raton, se fijaron los tejidos en paraformaldehido al 4% preparado recientemente y
se tifieron con HyE por el protocolo de laboratorio clinico normalizado. Se llevé a cabo la microscopia confocal en un
microscopio Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss, NY) usando unos anchos de linea de laser HeNe a 633 nm para la
excitacion y un filtro de paso de banda a 650-710 nm para la recogida de la emision a través de un sistema de
captura mediante tubo fotomultiplicador. Se tradujo la sefial NIR en pseudocolor rojo para permitir la deteccién en el
espectro visible.

[0086] Imagenes de cancer de préstata autoinjertado v de metastasis. Se expresé MMP-2 por canceres que se
desarrollaban de diversos sitios de érganos, aunque se ha evaluado Unicamente la union a clorotoxina en tumores
neuroectodérmicos. Para determinar si CTX marca las células de cancer de prostata, se compard la union de
CTX:Cy5.5 a las secciones de cancer de prostata humano quirdrgicamente derivado con epitelio de prostata no
neoplasico. No se observd union especifica en tejido de préstata normal, mientras que se observaron elevados
niveles de CTX:Cy5.5 en islas de células cancerosas (FIGURA 4A). Las secciones adyacentes desvelaron una
perfecta correlacion entre los restos de células cancerosas detectadas mediante CTX:Cy5.5 y la tincion histoldgica
patron (FIGURA 4A).

[0087] Modelo GEM de cancer de préstata. Los resultados de la unién de CTX:Cy5.5 a las secciones de cancer de
proéstata humano conducen a la evaluacion del conjugado en un modelo GEM de cancer de prostata. En ratones
transgénicos que expresan el gen SV40T en epitelio de prostata, CTX:Cy5.5 ilumind el cancer de préstata primario
asi como la metastasis pulmonar y linfatica (FIGURAS 4B-D). La unién de CTX:CY5.5 estaba correlacionada con la
presencia histologica de células neoplasicas en érganos primarios y distantes (FIGURA 4C). Se detectaron
facilmente foci microscopicos de células cancerosas en los canales linfaticos y en los nédulos linfaticos (FIGURAS
4D-E).

[0088] Union de CTX:Cy5.5 en adenocarcinoma y sarcoma. Para evaluar adicionalmente el espectro del cancer
que se puede diagnosticar por imagen mediante CTX:Cy5.5, se evalud la emisidon NIR en un modelo GEM de
poliposis adenomatosa familiar (FAP), el ratdn Apc1638N, y en un modelo de sarcoma xenoinjertado. En ratones
Apc’® podrian no resolverse los neoplasmas intestinales mediante obtencion de imagen no invasiva debido a la
autoflorescencia de los contenidos intestinales. El analisis ex vivo del intestino que estaba libre de contenidos
intestinales mostr6 una exquisita delineacién de nodulos cancerosos de 3-5 mm de didmetro y no hubo de otra
manera sefial apreciable del intestino normal (FIGURAS 5A-C). Los andlisis microscopicos del xenoinjerto de
rabdomiosarcoma mostraron que virtualmente, cada célula cancerosa estaba brillantemente iluminada por
CTX:Cy5.5 (FIGURAS 5D-F)

[0089] Biodistribuciéon y toxicidad. Se han administrado anteriormente CTX y Cy5.5 a pacientes humanos en
ensayos clinicos, pero las propiedades farmacocinéticas del conjugado no se han estudiado previamente. Se
distribuyeron débilmente con regularidad conjugados no unidos a través del cuerpo del ratéon durante las primeras
24-96 horas, con la excepcion de que la emision NIR procedente del rifion fue mucho mayor que la de cualquier otro
6rgano. La microscopia confocal mostré que CTX:Cy5.5 se concentré en el sistema colector renal segun se
esperaba para un compuesto que se excreta principalmente en orina. No se mostré otro 6rgano para la unién
especifica de CTX:Cy5.5.
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[0090] Se informé anteriormente de que CTX reducia la actividad locomotora en ratones. En este estudio, los
ratones que se inyectaron con CTX fueron indistinguibles de los ratones del control en una observacién de campo
abierto. Para evaluar adicionalmente la toxicidad potencial de CTX s las dosis usadas para la obtencion de imagen
optica, se llevé a cabo una necropsia completa en los ratones de dos semanas tras la exposicién a CTX. El cerebro,
el corazdn, los pulmones, los rifiones, el higado, el bazo y la piel fueron indistinguibles de los ratones del control (no
se muestra). La evaluacién de laboratorio no mostré alteracion en el hematocrito, el recuento plaquetario, el recuento
de glébulos blancos, los electrolitos, la funcién hepatica o la funcion renal (no se muestra). A las dosis usadas para
la obtencién de imagen 6ptica, no se podria detectar toxicidad en ratones.

EJEMPLO 4
IMPLICACION DE MMP-2 EN LA UNION DEL CONJUGADO DE CLOROTOXINA
[0091] Se describe en este ejemplo la implicacién de MMP-2 en la unién del conjugado de clorotoxina.

[0092] Se informd anteriormente que las células de meduloblastoma no expresan MMP-2. Segun se describe en el
presente documento, se observo la union de un conjugado de clorotoxina representativo de la invencion (CTX:Cy5.5)
en tumores de meduloblastoma de ratén y secciones histolégicas de meduloblastoma humano. Esto aumenté la
posibilidad de que MMP-2 no fuera la diana de CTX:Cy5.5, a pesar de un informe previamente publicado de que
CTX se une a MMP-2.

[0093] Se analizé la actividad de MMP-2 mediante los ensayos de la gelatinasa. Los ensayos de la gelatinasa
detectan también la actividad de MMP-9. Estos analisis mostraron que todos los tumores que se unian a CTX:Cy5.5
expresaban MMP-2 y MMP-9 y que los tumores autoinjertados en meduloblastoma genomanipulado y modelos de
cancer de prostata expresan también MMP-2, pero no MMP-9 (véase la FIGURA 11) El tejido no neoplasico de los
ratones no muestra actividad MMP-2 o MMP-9. Este experimento mostré que MMP-2 se expresaba en tejidos que se
unian a CTX:Cy5.5 , pero no a tejidos no neoplasicos que mostraban unicamente una unién de CTX:Cy5.5 de fondo.

[0094] Los inhibidores farmacolégicos de MMP-2 redujeron la union de CTX:Cy5.5 en experimentos in vitro e in
vivo sugiriendo que MMP-2 puede ser importante para la union de CTX:Cy5.5 (véase la FIGURA 2F y no se
muestra). Para determinar, ademas, definitivamente, si MMP-2 estaba implicado en la unién de CTX:Cy5.5, se
adoptd un enfoque genético. Se transfectaron células MCF-7, que expresaban minimamente MMP-2 y minimamente
la union de CTX:Cy5.5 (véanse las FIGURAS 11 y 8) con un plasmido que codificaba MMP-2. Tras la transfeccion,
las células expresaron elevados niveles de MMP-2 segun se muestra en verde en la FIGURA 8. Ademas, se
transfectaron células MCF-7 con MMP-2-plasmido pero no se transfectaron con plasmido del control unido a
elevados niveles de CTX:Cy5.5 y se localizd6 mucho esta sefial con la tincion de MMP-2. Esto demuestra claramente
que MMP-2 es importante para la unién de CTX:Cy5.5.

[0095] Las observaciones aumentaron la posibilidad de que MMP-2 pueda no ser la diana celular en ultima
instancia de CTX:Cy5.5. En primer lugar, los experimentos en células 9L de glioma mostraron una relativamente
mala localizacién simultanea de la union de CTX:Cy5.5 y la tincion inmunofluorescente de MMP-2. Es posible que
este resultado sea debido al impedimento estérico entre CTX:Cy5:5 y el anticuerpo contra MMP-2 o que MMP-2
intracelular no fuera la diana en ultima instancia de CTX:Cy5.5. Ademas, existi6 desacuerdo entre la cantidad de
union de CTX:Cy5.5 en las células y la cantidad de MMP-2 expresada en las células. Por ejemplo, el glioma con
células 9L y el glioma con células U87 mostraron ambos elevados niveles de unién a CTX:Cy5.5, 9L tuvo todavia
una baja actividad de MMP-2 y U87 tuvo unos niveles mucho mayores de actividad de MMP-2 en los ensayos de la
gelatinasa (véase la FIGURA 12). Los inventores evaluaron adicionalmente los niveles de MMP-2 y MMP-9 en los
medios procedentes de las células. La cantidad de union a CTX:Cy5.5 de las células en el cultivo correspondio
mucho mejor a los niveles de actividad de MMP-2 en los medios que fueron altos en células 9L y U87, pero bajos en
células MCF7 (véase la FIGURA 12)

[0096] Se ha teorizado que la forma secretada de MMP-2 fue mas importante para la unién a CTX:Cy5.5 de las
células que la forma intracelular. Para probar esto, los inventores compararon la unién a CTX:Cy5.5 en células
MCF7 y HelLa en las tres siguientes condiciones. En la Condicion (1) se afiadio directamente CTX:Cy5.5 a los
medios de MCF7 o HelLa y se incub6 durante 24 horas en condiciones que dieron como resultado una elevada union
a CTX:Cy5.5 de las células 9L o U87. Hubo una minima tincién de las células MCF7 o HelLa en estas condiciones.
En la Condicién (2) se afiadié la misma cantidad de CTX:Cy5.5 a los medios de las células 9L o U87, se incubd
durante 24 horas, a continuacion se transfirié a células MCF7 o HelLa. Cuando se usaron los medios acondicionados
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de cualquiera de las células 9L o U87 para la tincién, las células MCF7 y Hela se tifieron brillantemente por
CTX:Cy5.5 (véase la FIGURA 13). Debido a que la cantidad de MMP2 no cambia en células MCF7 o HelLa debido a
la presencia de medios acondicionados, CTX:Cy5.5 se unen en ultima instancia a una diana diferente de MMP-2.
Existen dos posibilidades principales que se estan estudiando actualmente: (1) MMP-2 altera enzimaticamente
CTX:Cy5.5 de tal manera que gana afinidad por otra célula diana; o (2) MMP-2 altera enzimaticamente la(s)
molécula(s) en células MCF7 o Hela e tal manera que gana afinidad por CTX:Cy5.5.

[0097] De cualquier manera, se demostré que MMP-2 era importante para la union de CTX:Cy5.5, pero puede no
ser la Ultima diana celular de CTX:Cy5.5.

[0098] Se observo que CTX:Cy5.5 se unia a una banda que migraba rapidamente en los analisis Western que fue
consistente con una banda de fosfolipidos. Esto aumenté la posibilidad de que CTX:Cy5.5 se unieran a un
fosfolipido. Los inventores resolvieron los fosfolipidos de 4 lineas celulares asi como los patrones de fosfolipidos
purificados apropiados mediante cromatografia en capa fina (TLC). A continuacion se tifieron las placas de TLC con
CTX:Cy5.5. Esto mostro definitivamente que la esfingomielina y la fosfatidilcolina, pero no el bifosfato de fosfoinositol
u otros fosfolipidos fueron capaces de unirse a CTX:Cy5.5 (véase la FIGURA 9).

[0099] La esfingomielina y la fosfatidilcolina estan presentes en todas las células y Gnicamente un subconjunto de

células MCF7 y Hela tratadas con medios acondicionados con CTX:Cy5.5 procedentes de células 9L y U87
mostraron niveles elevados de sefal.
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REIVINDICACIONES
1. Un conjugado de clorotoxina constituido por uno o mas restos Cy5.5 acoplados covalentemente a una clorotoxina.

2. El conjugado de la Reivindicacién 1, en el que la clorotoxina se selecciona entre el grupo constituido por
clorotoxina natural, clorotoxina sintética, y clorotoxina recombinante.

3. El conjugado de la Reivindicacién 1, en el que el conjugado comprende entre 1y 3 restos Cy5.5.
4. El conjugado de la Reivindicacion 1, en el que el conjugado comprende 1 resto Cy5.5.

5. Una composicion que comprende un conjugado de clorotoxina segun cualquier reivindicacion anterior, en el que
dicho conjugado es adecuado para la administracién a un ser humano.

6. Un procedimiento in vitro para diferenciar foci de canceres que expresan sitios de unién a clorotoxina del tejido no
neoplasico, que comprende:

(a) poner en contacto un tejido de interés con un conjugado de clorotoxina segun cualquiera de las Reivindicaciones
1-4 y que tiene afinidad y especificidad por células que expresan sitios de union a clorotoxina;

(b) medir el nivel de unién del conjugado de clorotoxina;
en el que un elevado nivel de unién, con respecto al tejido normal, es indicativo de que el tejido es neoplasico.
7. Un procedimiento in vitro para detectar canceres que expresan sitios de union a clorotoxina, que comprende:

(a) poner en contacto un tejido de interés con un conjugado de clorotoxina segun cualquiera de las Reivindicaciones
1-4 y que tiene afinidad y especificidad por células que expresan sitios de unién a clorotoxina; y

(b) medir el nivel de unién del conjugado de clorotoxina;
en el que un elevado nivel de unién, con respecto al tejido normal, es indicativo de que el tejido es neoplasico.

8. Un procedimiento in vitro para detectar células que expresan el complejo de proteina de la metaloproteinasa de
matriz (MMP-2), que comprende:

(a) poner en contacto un tejido de interés con un conjugado de clorotoxina segun cualquiera de las Reivindicaciones
1-4 y que tiene afinidad y especificidad por el complejo de proteina de la metaloproteinasa de matriz (MMP-2); y

(b) medir el nivel de unién del conjugado de clorotoxina;

en el que un elevado nivel de union, con respecto al tejido normal, es indicativo de la presencia de un tumor que
expresa el complejo de proteina de la metaloproteinasa de matriz (MMP-2).

9. Un procedimiento in vitro para determinar la localizacién en un paciente de células cancerosas que expresan sitios
de unién a clorotoxina, que comprende;

medir mediante obtencién de imagen de fluorescencia el nivel de uniéon de un conjugado de clorotoxina segun
cualquiera de las Reivindicaciones 1-4 en una muestra obtenida del paciente intraquirirgicamente, para determinar
la localizacién de las células cancerosa que expresan sitios de unién a clorotoxina,

en el que un elevado nivel de unién, con respecto al tejido normal, es indicativo de la presencia de células
cancerosas que expresan sitios de union a clorotoxina.

10. Un conjugado de clorotoxina segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-4 o una composiciéon segun la
Reivindicacion 5, para uso en el tratamiento de un cancer que expresa sitios de unién a clorotoxina.

11. Un conjugado de clorotoxina segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-4 o una composicion segun la
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Reivindicacion 5, para uso en el tratamiento de un tumor que expresa el complejo de proteina de la metaloproteinasa
de matriz (MMP-2).

12. Un conjugado de clorotoxina segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-4 o una composicion segun la
Reivindicaciéon 5, para uso en la inhibiciébn de la actividad invasiva de células que expresan sitios de union a
clorotoxina.

13. Un conjugado de clorotoxina segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-4 o una composicidon segun la
Reivindicaciéon 5, para uso en:

(i) la diferenciacion de foci de canceres que expresan sitios de union a clorotoxina procedentes de tejido no
neoplasico;

(ii) la deteccion de canceres que expresan sitios de union a clorotoxina; o

(iii) la determinacion de la localizacion de células cancerosas que expresan sitios de unién a clorotoxina en un
paciente intraquirdrgicamente.

14. Los procedimientos de las Reivindicaciones 6, 7 0 9, o el conjugado o la composicion de clorotoxina para uso
segun las Reivindicaciones 10, 12 o0 13, en el que el cancer que expresa sitios de unién a clorotoxina se selecciona
entre gliomas, astrocitomas, meduloblastomas, carcinomas del plexo coroideo, ependimomas, tumores cerebrales,
neuroblastomas, canceres de cabeza y cuello, canceres de pulmén, canceres de mama, canceres de intestino,
canceres de pancreas, canceres de higado, canceres de rifion, sarcomas, osteosarcomas, rabdomiosarcomas,
sarcoma de Ewing, carcinomas, melanomas, canceres de ovarios, canceres cervicales, canceres colorrectales,
canceres endometriales, tumores de células germinales, canceres de laringe, mielomas multiples, canceres de
préstata, retinoblastomas, canceres gastricos, canceres de testiculos, y tumor de Wilm.

15. Los procedimientos de las Reivindicaciones 6, 7 0 9, o el conjugado o composicién de clorotoxina para uso
segun las Reivindicaciones 10, 12 o 13, en el que el cancer que expresa sitios de unioén a clorotoxina se selecciona
entre gliomas, meduloblastomas, sarcomas, cancer de préstata, y cancer de intestino.

16. Un conjugado de clorotoxina segun cualquiera de la Reivindicaciones 1-4 o una composicion segun la

Reivindicacion 5, para uso en la deteccion de células que expresan el complejo de proteina de la metaloproteinasa
de matriz (MMP-2).
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FIGURA 1B.
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FIGURA 2A.

FIGURA 2B.
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FIGURA 2D.
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FIGURA3AY 3B
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FIGURA 3C.
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FIGURA 4E.
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FIGURA 5F.
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FIGURA 10A.
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FIGURA 10C.
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FIGURA 10E.
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FIGURA 13A.
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FIGURA 13C.
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