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DESCRIPCION
Microesfera que comprende un complejo de metal lantdnido organico
La invencion se relaciona con el campo de la radioterapia y adicionalmente con el diagnéstico.

Las microesferas de acido poli (L)-lactico (PLLA) cargadas con holmio-166 radiactivo se han propuesto como un nuevo
tratamiento prometedor para las malignidades del higado a inicios de la década de 1990 [1]. Desde entonces estas
microesferas se han estudiado extensamente [2-5]. El holmio-166 (1°6Ho) es un emisor beta y gamma combinado. Estas
microesferas radiactivas tienen propiedades fisicas y quimicas superiores a las microesferas con itrio-90 [6] disponibles en
la actualidad. Las microesferas cargadas con holmio bpueden, por ejemplo, fotografiarse directamente usando imagenes
nucleares, debido a la radiacién gamma que emite el %Ho, e imagenes de MR, debido al alto valor paramagnético (valor X)
del holmio.

Las microesferas de PLLA (acido poli (L)-lactico) cargadas con holmio pueden prepararse mediante la incorporacion de
acetilacetonato de holmio al acido poli (L)-lactico por via de la evaporacion de solvente. Se cree que la estabilidad de las
microesferas obtenidas de esta manera es el resultado de la interaccion de los grupos carbonilo del acido poli (L)-lactico con
el ion Ho en el complejo de acetilacetonato de holmio [3]. El acido poli (L)-lactico funciona asi como un aglutinante o
estabilizador para la formacién de las microesferas. No hay indicacion de que las microesferas sin aglutinante, o con s6lo
una pequefia cantidad de aglutinante, serian estables.

Hay, sin embargo, una desventaja en las microesferas de PLLA cargadas con holmio, debido a que la capacidad de carga
de estas microesferas es limitada. La carga promedio de holmio de estas microesferas es de alrededor de 17% (p/p) [3.4].

La disertacion de Zielhuis titulada "Lanthanide bearing radioactive particles for cancer therapy and multimodality imaging"
(Universidad de Utrecht, NL, 2006) y la de Nijsen titulada "Radioactive holmium poly(L-lactic acid) microspheres for
treatment of liver malignancies" (Universidad de Utrecht, NL, 2001) describen ambas las microesferas de &cido poli (L)-
lacticos-holmio (acetilacetonato) que tienen un contenido de holmio menor que 20 %p usando una cantidad relativamente
grande de material aglutinante.

Mumper y otros (J. Phys. Chem. 1992, 96(21), 8626-8631) describe la encapsulacién de complejos de lantanido en
microesferas de acido polilactico. Este documento ensefia que se requiere la incorporacién de complejos de quelatos de -
dicetona con lantanidos en matrices poliméricas biodegradables tales como acido polilactico con el fin de utilizar estos
complejos como agentes radioterapéuticos.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar microesferas que tienen un contenido sustancialmente mayor de un
metal lantanido y que muestran al mismo tiempo una alta estabilidad. Una carga de lantanido mas alta, preferentemente una
carga de holmio (p/p), daria como resultado un nimero de ventajas, tales como el tiempo de activacion de neutrones mas
corto y la actividad especifica mas alta, que a su vez conduciria a una cantidad reducida de microesferas para administrar a
los pacientes. Adicionalmente, una carga de lantanido mas alta resultara en sefiales de MRI mas altas y asi mejores.

Sorprendentemente, ahora se ha encontrado que las microesferas altamente estables con un alto contenido de metal
lantanido pueden prepararse usando un compuesto organico de metal lantanido, mientras que no es necesario usar
aglutinante o sélo cantidades muy pequefias de aglutinante tal como acido poli (L)-lactico.

En consecuencia, la presente invencion se relaciona con una microesfera que comprende un complejo de metal lantanido
organico en donde el metal lantanido esta presente en una cantidad mayor que 20 %p, basado en la microesfera total, y en
donde la cantidad de matriz de polimero en la que puede incorporarse el complejo de metal es menor que 1 %p, basado en
la microesfera total.

La reduccion del material aglutinante sorprendentemente no conduce a la desintegracién de las microesferas. Por el
contrario, las microesferas de acuerdo con la presente invencion son altamente estables y contienen una alta cantidad de
lantanido, mientras que no se necesita aglutinante o, si alguno, so6lo cantidades muy pequefas de aglutinante.

En el contexto de la presente invencién un aglutinante para una microesfera que comprende un complejo de metal se define
como una matriz de polimero en la que puede incorporarse el complejo de metal, por lo que el aglutinante sirve para
estabilizar y formar la microesfera.

Si se usa cualquier acido poli (L)-lactico como el aglutinante este esta de manera adecuada presente en una cantidad menor
que 1 %p, basado en la microesfera total.
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De manera adecuada, el metal lantanido a usar de acuerdo con la presente invencion esté presente en una cantidad mayor
que 22 %p, basado en la microesfera total.

De acuerdo con la presente invencién puede usarse cualquiera de los metales lantanidos. De manera adecuada, el metal
lantanido comprende holmio, gadolinio, disprosio, lutecio, samario o itrio.

Preferentemente, el metal lantanido comprende holmio, lutecio, gadolinio o itrio.

Con mayor preferencia, el metal lantanido es holmio o itrio.

Con la maxima preferencia, el metal lantanido es holmio.

De manera adecuada, el metal lantanido esta presente en una cantidad menor que 60 %p, basado en la microesfera total.

Preferentemente, el metal lantanido esta presente en una cantidad en el intervalo de 25-60 %p, basado en la microesfera
total.

Cuando el metal lantanido es itrio, el lantanido esta preferentemente presente en una cantidad en el intervalo de 22-35 %p,
con mayor preferencia en el intervalo de 25-30 %p, basado en la microesfera total.

Con mayor preferencia, cuando el metal lantanido no es itrio este esta presente en una cantidad en el intervalo de 30-60 %p,
basado en la microesfera total.

Aun con mayor preferencia, cuando el metal lantanido no es itrio este esta presente en una cantidad en el intervalo de 35-55
%p, basado en la microesfera total.

Con la maxima preferencia, cuando el metal lantanido no es itrio este esta presente en una cantidad en el intervalo de 40-50
%p, basado en la microesfera total.

La diferencia entre las cantidades a ser usadas en caso de que el metal lantanido es itrio o el metal lantanido es otro tipo de
metal lantanido se debe a la diferencia entre la masa atdmica respectiva del itrio y los otros metales lantanidos respectivos.

Tales cantidades altas de metal lantanido son muy sorprendentes porque sobre la base de célculos quimicos en el material
de partida a ser usado se esperaria obtener una microesfera que contuviera mucho menos metal lantanido.

El complejo de metal lantanido organico de acuerdo con la presente invencién comprende un ion lantanido correspondiente
y una serie de moléculas organicas con la que el ion forma el complejo.

De manera adecuada, las moléculas organicas pertenecen a los compuestos de betadicarbonilo que exhiben tautomeria
ceto-endlica.

Preferentemente, las moléculas orgénicas son acetilacetonato, 2,4-heptanodiona, y 2 (acetoacetoxietil) metacrilato.

Con la maxima preferencia, las moléculas organicas son acetilacetonato.

Las moléculas organicas en el complejo de metal lantanido organico son preferentemente todas iguales.

De manera adecuada, la microesfera no comprende otro compuesto organico adicionalmente a las moléculas organicas.
Preferentemente, la microesfera de acuerdo con la presente invencion es una microesfera.

Preferentemente, la microesfera de acuerdo con la presente invencion se ha fabricado radiactiva.

La presente invencion se relaciona ademas con un polvo que comprende un namero de microesferas de acuerdo con la
presente invencion.

La microesfera de acuerdo con la presente invencion puede usarse muy atractivamente en aplicaciones terapéuticas.
De manera adecuada, la microesfera de acuerdo con la invencion es una microesfera radiactiva.
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Las microesferas radiactivas contienen un elemento radiactivo que emite radiacion adecuada para el diagnostico y/o terapia.
Los radioniclidos se (rdpidamente) descomponen (vida media de unos pocos minutos a unas pocas semanas) en,
generalmente, un ndclido estable después de emitir radiaciones ionizantes. Los tipos mas comunes de radiacion ionizante
son (1) las particulas alfa, (2) las particulas beta es decir los electrones que se emiten desde el nucleo atémico, y (3) los
rayos gamma (y) y los rayos X. Para fines terapéuticos, se aplican los radioniclidos que emiten radiacion beta (8) o de
electrones, y en algunas aplicaciones excepcionales, radiacion alfa (a). La radiacion B dafiara el ADN en la célula lo que
resulta en la muerte celular.

Frecuentemente el radiontclido estd unido a un material portador que tiene una funcién o tamafio especificos que traen al
radionlclido a un 6rgano o tejido especifico. El disefio de estos compuestos portadores se basa Unicamente en la funcion
fisiolégica del tejido u oOrgano diana. Este material portador es frecuentemente un compuesto enddégeno, que estd
naturalmente presente en el cuerpo humano. Los compuestos portadores de la invencién son las moléculas organicas en
caso de que el aglutinante esté ausente. Las moléculas organicas en si mismas y el metal lantanido forman el complejo de
metal lantanido orgénico y asi la microesfera. Si se afiade una pequefia cantidad de aglutinante después este compuesto
ayudara en la formacién de la microesfera. Las microesferas de la invencion se adaptaran en diametro y composicion para
su aplicacion especifica.

La imagen nuclear es extremadamente sensible a las anormalidades en la estructura o la funcion del érgano. Los
compuestos de diagnéstico radiactivos pueden identificar anomalias tempranas en la progresion de una enfermedad, mucho
antes de que se pongan de manifiesto los problemas clinicos. Por otra parte, los radiofarmacos comprenden la capacidad
Unica de que pueden proporcionar una opcién de tratamiento mediante el intercambio del nuclido de diagndstico por uno
terapéutico pero usando el mismo portador. En la mayoria de los lantanidos soélo tiene que aumentarse la radiactividad del
radiofarmaco ya que estos radion(clidos emiten frecuentemente tanto radiacion y como B para el diagndstico y la terapia,
respectivamente. La distribucion y la vida media biolégica del compuesto terapéutico especifico son entonces en su mayoria
muy similares a la del compuesto de diagnéstico. Por ejemplo el uso de microesferas de 166-Ho para aplicacién de
diagnostico en una dosis de tamizaje contendra tipicamente 100-500 MBq y para el tratamiento de diferentes tipos de
tumores, por ejemplo carcinoma hepatocelular (HCC), metéastasis hepaticas, metastasis 6seas, una dosis de hasta 16 GBq.

La presente invencion proporciona ademas una composicion terapéutica que comprende una microesfera radiactiva o un
polvo radiactivo de acuerdo con la presente invencion. Dicha composicion terapéutica adecuada puede presentarse en la
forma de una suspension antes de que se administre a un individuo. Tales composiciones terapéuticas tienen la ventaja de
que requieren un tiempo de activaciébn de neutrones mas corto y que muestran una mayor actividad especifica.
Adicionalmente, se necesita una cantidad reducida de microesferas para administrar a los pacientes.

Dicha microesfera de la presente invencién se puede generar directamente mediante un componente radiactivo, tal como
holmio radiactivo. Preferentemente sin embargo, una microesfera no radiactiva de la invencién se genera primero, seguido
por la irradiacion de dicha microesfera que disminuye la exposicion innecesaria del personal a la radiacion. Esto puede
evitar el uso de altas dosis de componentes radiactivos y la necesidad de instalaciones especialmente equipadas
(expansivas), tales como instalaciones de celdas calientes y transporte.

Dichas microesferas de la presente invencion pueden usarse para la visualizacion de lesiones benignas en la esclerosis
tuberosa por MRI. Dichas microesferas se usan sin que se hagan después mas radiactivas por medio de irradiacion de
neutrones.

En una modalidad de la presente invencion, la composicién terapéutica de la presente invencion comprende una
microesfera de la presente invencion donde la microesfera se proporciona con al menos un compuesto terapéuticamente
activo, por ejemplo capaz de tratar un tumor. Dicha composicion terapéutica es por ejemplo capaz de tratar un tumor de
forma simultanea por radioterapia y con una accion terapéutica de dicho compuesto terapéuticamente activo.

Se describe ademas una composicién terapéutica no radiactiva de la presente invencién, que comprende una microesfera
no radiactiva de la presente invencion que se proporciona con al menos un compuesto terapéuticamente activo, por ejemplo,
capaz de tratar un tumor.

De manera adecuada, la microesfera de acuerdo con la presente invencion tiene un didmetro en el intervalo de 20 nm a 300
pm.

En una modalidad particular de la presente invencion, la microesfera tiene un diametro en el intervalo de 20 nm a 1000 nm,

preferentemente en el intervalo de 20 nm a 200 nm. Tales microesferas pueden usarse atractivamente como terapéutico
local y adicionalmente para propésitos de diagndstico. Para propdésitos como terapéutico local, la(s) microesfera(s) pueden
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entregarse De manera adecuada localmente a través de un catéter o por medio de inyeccion directa, mientras que para
propositos de diagnéstico la(s) microesfera(s) pueden introducirse en el cuerpo de un individuo a través de la administracion
parenteral, por ejemplo, a través de inyeccion, infusion, etc.

La microesfera de acuerdo con la presente invencion puede prepararse mediante el uso de diferentes tipos de procesos. Los
procesos de preparacion adecuados incluyen procesos de evaporacion de solvente, los procesos de extraccion de
solventes, procesos de secado por pulverizacion, y procesos de impresion con inyeccion de tinta. Preferentemente, se hace
uso de un proceso de evaporacion de solvente.

Por lo tanto, la presente invencion se relaciona ademas con un método para preparar una microesfera de acuerdo con la
presente invencion o un polvo de acuerdo con la presente invencion, que comprende las etapas de:

(a) disolver un compuesto organico de metal lantdnido en un solvente orgéanico;

(b) emulsionar esta fase organica en una soluciéon acuosa que comprende un emulsionante

(c) agitar, y opcionalmente calentar, la emulsion obtenida en la etapa (b) de manera de reducir el volumen de la
emulsidn por evaporacion de la menos parte del solvente orgénico, y obtener asi una mezcla; y

(d) recuperar de la mezcla obtenida en la etapa (c) la microesfera o el polvo.

Los emulsionantes adecuados incluyen alcohol polivinilico (PVA), poloxameros (Pluronics®), Tween 80, fosfatidil-colina de
huevo, sacarosa, etc.

La presente invencion proporciona ademas una suspension que comprende una microesfera o un polvo de acuerdo con la
presente invencion.

La suspension de acuerdo con la presente invencion comprende De manera adecuada una suspension de exploracion,
mediante el cual la(s) microesfera (s) es(son) capaces de al menos en parte perturbar un campo magnético. Dicha(s)
microesfera(s) puede(n) detectarse por un método de exploracion no radiactivo tal como formacién de imagenes por
resonancia magnética (MRI). Preferentemente dicha suspension de exploracion comprende una suspension de exploracion
de MRI o una suspensién de exploracién nuclear.

Una suspension de acuerdo con la presente invencion comprende de manera adecuada microesfera(s) de la(s) cual(es) la
composicion es capaz de mantener esencialmente su/sus estructura(s) durante la activacion de neutrones.

La formacién de imagenes por resonancia magnética (MRI) proporciona informacion del estado interno de un individuo.
Frecuentemente se usa un agente de contraste para ser capaces de obtener una imagen de exploraciéon. Por ejemplo las
particulas de ferrita y complejos de gadolinio-DTPA (4cido dietilaminotriaminopentaacético) se usan frecuentemente en los
medios de contraste para la exploracion MRI. De este modo, puede obtenerse una buena impresion de los trastornos
internos, como la presencia de un tumor o tumores.

Después del diagnéstico; frecuentemente se inicia un tratamiento que involucra la administracién de una composicién
farmacéutica a un paciente. Frecuentemente también es importante monitorear el estado de un paciente durante el
tratamiento. Por ejemplo el curso de un tratamiento y la orientacion de un farmaco pueden monitorearse, asi como también
los posibles efectos secundarios que pueden implicar una necesidad de terminar, o interrumpir temporalmente, un
tratamiento determinado.

A veces se prefiere el tratamiento local en sélo una parte especifica del cuerpo. Por ejemplo, el crecimiento del tumor a
veces puede contrarrestarse mediante la radioterapia interna que comprende la administracion de microesferas radiactivas a
un individuo. Si dichas microesferas radiactivas se acumulan dentro y/o alrededor del tumor, es posible el tratamiento local
especifico.

La presente invencion se relaciona ademas con el uso de una microesfera de acuerdo con la presente invencion para la
preparacién de una suspension de exploracion. Preferentemente, la imagen de la exploracion obtenida mediante el uso de la
presente microesfera o presente polvo es una imagen de exploracion MR o una imagen de exploracion nuclear. En esta
solicitud el significado de la palabra suspension tiene que entenderse como que al menos incluye las dispersiones.

Una suspension de exploracion de la presente invencion es adecuada para determinar un comportamiento de flujo de una
microesfera.

Una suspension de exploracién de la presente invencion es ademas adecuada para detectar un sitio de angiogénesis. Un
sitio de angiogénesis puede detectarse mediante la determinacién del comportamiento de flujo de la(s) microesfera(s) de
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acuerdo con la presente invencion. Tipicamente, la microesfera tiene un didmetro de aproximadamente 3-5 um para dicha
aplicacion.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona ademas el uso de la microesfera de acuerdo con la presente invencion para
detectar un sitio de angiogénesis,

Una suspension de exploracion de la invencion es ademas muy adecuada para detectar una malignidad, por ejemplo, un
tumor. Preferentemente, dicho tumor comprende una metéstasis de higado.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona ademés el uso de una microesfera de acuerdo con la presente invencion
para detectar una malignidad, tal como, un tumor. Tal tumor puede detectarse sin necesidad de usar material radiactivo.
Alternativamente, las microesferas con baja radiactividad pueden usarse. Después que se detecta un tumor, el tumor puede
tratarse con una composicion terapéutica de acuerdo con la presente invencion que comprende el mismo tipo de
microesferas que dicha suspension de exploracién. En una composicion terapéutica de este tipo, sin embargo, dichas
microesferas preferentemente se hacen (mas) radiactivas. A pesar de la diferencia en la radiactividad, las microesferas de la
composicion de diagndstico para detectar el tumor y las microesferas de dicha composicion terapéutica pueden ser
guimicamente las mismas.

También se describe un método para la deteccién de una malignidad, por ejemplo, un tumor, que comprende

- administrar a un individuo una suspension de exploraciébn que comprende una microesfera de acuerdo con la
presente invencidn que es capaz de al menos en parte perturbar un campo magnético;

- obtener una imagen de exploracion; y

- determinar si dicha imagen revela la presencia de un tumor.

En otra modalidad atractiva de la presente invencién, una microesfera de la presente invencién tiene un didmetro en el
intervalo de 15-200 um, méas especificamente en el intervalo de 15-100 um, aun méas especificamente en el intervalo de 20-
100 pum, y con la maxima preferencia en el intervalo de 20 a 50 o en el intervalo de 80-100 pm. Una microesfera de dichas
dimensiones es muy adecuada para fines radioterapéuticos. Tal microesfera comprende un diametro suficientemente grande
como para permitir que dicha microesfera se aloje dentro de las arteriolas. La presente invencion se relaciona ademas con
el uso de una microesfera de acuerdo con la presente invencion, en donde la microesfera tiene un didmetro en el intervalo
de 20-100 pum, para embolizar un vaso sanguineo. Cuando se usan microesferas relativamente grandes, por ejemplo en el
intervalo de 50-200 pm, la embolizacién de los tumores, por ejemplo cancer de hueso y tumores debido a la esclerosis
tuberosa, es posible. Cuando se hace uso de microesferas que tienen un diametro en el intervalo de 50 a 200 pm, la
embolizacién de los vasos sanguineos que conducen a dicho tumor puede conducir a un retraso del crecimiento del tumor.

Como resultara claro a partir de lo anterior, el tamafio de la microesfera, de acuerdo con la presente invencion puede variar
considerablemente, dependiendo del uso particular que se pretende. El experto entendera que el tamafio deseado de las
microesferas puede obtenerse mediante el ajuste de las condiciones relevantes del proceso en el proceso de evaporacion
de solvente como se describi6 anteriormente.

En aun otra modalidad de la presente invencién, una microesfera de la presente invencion se administra a una microesfera o
complejo de interés.

Preferentemente, tal microesfera o complejo de interés comprende una microesfera o complejo con una funcion deseada
que esta puede realizar dentro de un organismo.

Con mayor preferencia, tal microesfera o complejo de interés comprende un organulo o célula de un organismo. Con la
méaxima preferencia, tal microesfera o complejo de interés comprende un liposoma o un glébulo blanco. Después de la
administracién de una microesfera de la invencién a una microesfera o complejo de interés, la microesfera o complejo de
interés pueden detectarse mediante un método de exploracién tal como MRI. De esta manera puede detectarse una
presencia y/o migracion de la microesfera o complejo de interés. Por ejemplo, un liposoma es util para entregar un acido
nucleico de interés a un sitio adecuado para la terapia génica. Si a ese liposoma se le proporcionan las microesferas de la
presente invencién puede determinarse dénde dicho liposoma esta presente dentro de un organismo. Después puede
estimarse si un acido nucleico de interés se entrega a un sitio deseado. Como otro ejemplo, después de la administracion de
una microesfera de la presente invencién a un glébulo blanco, la migracién de dicho glébulo blanco a un sitio de inflamacion,
0 a un tumor, puede detectarse usando un método de exploracién tal como la MRI.

Se describe ademas el uso de una microesfera de la presente invencién para detectar una presencia y/o migracion de una
microesfera o complejo de interés.
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Resultara claro a partir de lo anterior que la suspension de acuerdo con la presente invencion puede usarse tal como una
composicion terapéutica y/o composicion de diagnéstico. Adicionalmente, dicha suspension puede usarse para la
preparacién de una composicion de diagnostico.

Preferentemente, tal suspensién es practicamente no radiactiva.

Preferentemente, la presente microesfera es biodegradable, lo que permite la degradacion en un cuerpo animal después de
usarla, por ejemplo para radioterapia y/o MRI.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona el uso de una microesfera de la presente invencion para la preparacion
de una composicién terapéutica radiactiva. Adicionalmente, la presente invencién proporciona el uso de una microesfera de
acuerdo con la presente invencién para la preparacion de una composicion de diagnéstico.

En términos de la presente invencidn, un individuo se refiere a un animal, preferentemente un humano.

Preferentemente, la microesfera de acuerdo con la presente invencién es paramagnética, por ejemplo que comprende
holmio, gadolinio y/o disprosio.

Se describe ademéas un método para tratar un individuo que padece de una malignidad, por ejemplo un tumor, que
comprende:

- administrar a dicho individuo una suspension de exploracion que comprende una microesfera que es capaz de al
menos en parte perturbar un campo magnético;

- obtener una imagen de exploracién de dicho individuo;

- determinar la distribucién de dicha microesfera dentro de dicho individuo;

- administrar a dicho individuo una composicion terapéutica que comprende dicha microesfera.

Dicha microesfera en dicha composicion terapéutica es mas radiactiva que dicha microesfera en la suspension de
exploracion, y/o se proporciona con al menos un compuesto terapéuticamente activo.

La composicion terapéutica radiactiva de acuerdo con la presente invencién es particularmente adecuada para el
tratamiento de un tumor del higado, por ejemplo una metéstasis de higado.

Por supuesto, otros tipos de tumores ademas pueden ser tratados al alojar una microesfera de la presente invencién en un
vaso sanguineo.

Se describe ademas un método para preparar una composicion terapéutica para el tratamiento de una malignidad, por
ejemplo, un tumor, que comprende las etapas de:

- en una primera etapa obtener una imagen de exploracién, mas especificamente una imagen de MRI o nuclear de
una persona a la que se administra una suspension de exploracion de la presente invencion;

- en una segunda etapa preparar una suspension terapéutica para el tratamiento de un tumor, usando microesferas
con practicamente la misma estructura quimica como dichas microesferas en dicha suspension de exploracion,
donde las microesferas se hacen mas radiactivas que dichas microesferas en dicha suspension de exploracion.

En una modalidad una cantidad de microesferas se prepara antes de obtener dicha imagen de exploracién, en donde una
primera parte de dicha cantidad de microesferas se usa para preparar dicha suspensién de exploracién y una segunda parte
de dicha cantidad de microesferas se usa para preparar dicha suspension terapéutica.

La presente invencién proporciona ademas un método para obtener una imagen de exploracion, que comprende administrar
una suspension de exploraciéon a un individuo y generar subsecuentemente una imagen de exploracién del individuo, en
donde la suspensién de exploracion comprende una suspension de exploracion de acuerdo con la presente invencion.

Los ejemplos siguientes estan destinados a ilustrar la presente invencion.

Ejemplos

Materiales
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Todos los productos quimicos estan disponibles comercialmente y se usaron tal como se obtuvieron. Acetilacetona, 2,4-
pentanodiona (AcAc; >99.9%), cloroformo (CHCIs; grado-HPLC), etanol (C,HsOH; absoluto, Ph. Eur.), hidroxido de amonio
(NH4OH; 29.3% en agua), pentoxido de fosforo (Sicapent®) y Pluronic F68® (PEO100PPOgssPEQ100; PM 9 840-14 600) se
suministraron por Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania). El cloruro de holmio (lll) hexahidrato (HoCls-6H20; 99.9%) se
adquirié de Metall Rare Earth Ltd (Shenzhen, China).

Ejemplo 1

Preparacion del complejo de acetilacetonato de holmio

El complejo de acetilacetonato de holmio (HOAcAc) se prepar6 como se describié previamente [2-5]. En resumen, 10
gramos de cloruro de holmio se disolvieron en agua y se afiadieron a una solucién acuosa de acetilacetonato (16.6% p/p). El
pH de la soluciéon de acetilacetonato se ajusté a pH = 8.5 con hidroxido de amonio. Los cristales de acetilacetonato de
holmio se formaron a temperatura ambiente en 24 horas. Los cristales se recogieron y se lavaron tres veces con agua, y se
secaron sobre Sicapent® bajo un flujo constante de nitrégeno por 48 horas.

Preparacion de las microesferas de acetilacetonato de holmio

Las microesferas de acetilacetonato de holmio (MS HoAcAc) se prepararon mediante el uso de la técnica de evaporacion de
solvente descrita previamente [2]. 10 gramos de cristales de acetilacetonato de holmio se disolvieron en 186 gramos de
cloroformo y se afiadieron a una solucién acuosa de PVA (2%). La solucién se agité continuamente bajo un flujo constante
de nitrégeno, para evaporar el cloroformo. Después de 40 horas las microesferas formadas se recogieron mediante
centrifugacién y se lavaron con agua. Las microesferas lavadas se tamizaron usando un sistema de tamizado en humedo
gue comprende un vibrador de tamiz electrénico (EMS 755) y un procesador de ultrasonidos (UDS 751), adquirido de Topaz
GmbH, Dresden, Alemania. Las microesferas se secaron a temperatura ambiente seguidas por secado a 50 °C por 48
horas. Después de secar, la distribucion de tamafio de las fracciones tamizadas se determind mediante el uso de un
contador Coulter (Multisizer 3, Beckman Coulter, Mijdrecht, Paises Bajos), con un orificio de 100 um. Las microesferas se
suspendieron en una solucién acuosa que contenia 1% de Pluronic y 10% de etanol (ambos en p/p). Se realizé la
microscopia de luz para evaluar el caracter esférico de las microesferas.

Determinacion del contenido de holmio en MS HoAcAc

El contenido de holmio de las microesferas se determin6 usando la valoracién complejométrica para el aluminio que se ha
descrito en la Farmacopea Europea [7]. En resumen, aproximadamente 50 mg de las microesferas secas se pesan con
precision, y se disuelven en NaOH 1N. A esta solucion se afiade HCI 1N y la solucion se diluye hasta 50 ml, se afiaden 5
gramos de hexametilentetramina y el pH se ajusta a 5, usando HCI 1N. Se afiaden aproximadamente 50 mg de xilenol
naranja como un indicador, y la solucion se valora después con EDTA 0.01M, hasta que el color cambia de purpura a
amarillo. Los analisis se realizaron por triplicado.

El contenido de holmio se midié mediante espectrometria de emision Optica de plasma acoplado inductivamente (IPC-OES).
Las microesferas se pesan y se destruyen a 100C con 5 ml de NaOH 1N, que se evapor6 a sequedad. Se afiadieron 15 ml
de acido nitrico 2% seguido por una diluciéon de 1 en 50. Las muestras se introdujeron en un Optima 4300 CV (PerkinElmer,
Norwalk, Estados Unidos) y la absorbancia se midié a tres longitudes de onda diferentes (345.600, 339.898 y 347.426 nm)
para determinar con precision el contenido de holmio.

Irradiacion de neutrones de las MS HoAcAc

La estabilidad de las microesferas de acetilacetonato de holmio se ensay6 en un reactor nuclear después de la irradiacion.
Las irradiaciones de neutrones se realizaron en el sistema neumatico de capsulas de irradiacién en la instalacion del reactor
en Delft (Departamento de radiacién, radionuclidos y reactores, Universidad Tecnoldgica de Delft, Delft, Paises Bajos). El
sistema neumatico de capsulas de irradiacion en el reactor es un medio de entrega de las microesferas a una posicion en el
reactor, donde hay una gran abundancia de neutrones, y se produce la activacion de neutrones. Aproximadamente 100 mg
de las muestras se pesaron con precision en viales de polietileno (Posthumus Plastics, Beverwijk, Paises Bajos), y estas
muestras se irradiaron por tres horas con un flujo de neutrones térmicos de 5 x 10*%cm?2.s™. Después de un mes de
desintegracion radiactiva se examinaron las microesferas mediante microscopia de luz (LM). La distribucién de tamafio de
las muestras irradiadas se determind mediante el uso de Multisizer-3.

Caracteristicas superficiales de MS HoAcAc
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Las caracteristicas superficiales de las MS HoAcAc (tanto irradiadas con neutrones como no irradiadas) se estudiaron
mediante microscopia electronica de barrido (SEM), usando un Philips XL30 FEGSEM. Se aplicd un voltaje de 5 kV. Las
muestras de los diferentes lotes se montaron en resguardos de aluminio y se recubrieron con una capa de 10 nm de Pt/Pd.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las mediciones de calorimetria diferencial de barrido moduladas se realizaron por duplicado con un Q1000 DSC (TA
Instruments, Estados Unidos). Aproximadamente una muestra de cinco mg se transfirid a un recipiente de aluminio. La
amplitud de la modulacion se ajusté a 1 °C cada 60 segundos. Las muestras se calentaron con una velocidad de
calentamiento de 2 C/min de 20 a 220 C, después s e enfriaron a 20 C a una velocidad de enfriamiento de 2 °C/min.
Después de eso las muestras se calentaron a 250 € con una velocidad de calentamiento de 2 T/min. Las exploraciones se
analizaron usando el programa informatico Universal Analysis 2000 (version 3.9A).

Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman se realizé para estudiar los ligandos acetilacetonato que rodean al ion Ho en los cristales de
HoAcAc y las microesferas de HoAcAc. Las mediciones se llevaron a cabo en un espectrometro Kaiser RXN equipado con
un laser de diodo de 70 mW 785 nm para la excitacion, una rejilla holografica para la dispersiéon y una camara fria CCD
Andor Peltier para la deteccién. Los espectros se registraron en las muestras a temperatura ambiente. La resoluciéon de
pixeles del detector fue de aproximadamente 2 cm™ y se acumularon 10 exploraciones para un espectro en un tiempo de
exposicion de 3 segundos por exploracion.

Resultados

Preparacion de microesferas de acetilacetonato de holmio

El rendimiento de la técnica de evaporacion de solvente fue de alrededor de 30% del material acetilacetonato de holmio de
partida, lo que esta de acuerdo con la literatura [2,3,5,8,9].El tamafio medio fue de alrededor de 17 micrémetros. Las
microesferas eran esféricas y se mantuvieron esféricas después de la irradiacion (Fig. 1a, b).

Determinacion del contenido de holmio

Las microesferas de acetilacetonato de holmio contenian 45 + 0.5% de Ho (p/p), lo que es altamente inesperado ya que
podria esperarse un contenido de holmio de 31.9 % (p/p) sobre la base de célculos quimicos del material de partida. No
hubo diferencia entre los dos métodos para determinar el contenido de holmio. La Tabla 1 muestra una comparacioén entre la
composicion elemental tedrica y medida de los cristales de HoAcAc y la composicion medida de las microesferas de
HoAcAc (en % p/p). La cantidad tedrica se calcula como sigue.

numero de atomos de holmio x masa de un atomo de holmio

x 100 %
peso molecular total .
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Tabla 1.
microcristales de HoAcAc microesferas de HoAcAc
Ho(AcAc)s-3H.0 Hoz(AcAc)s-4H,0
3 - “Ha. L
e S
o‘: :,0 o
1 éo.
. -
=G
,hu

MMMM

Estructura de los cristales de Interacciones propuestas de AcAc con Ho
HoAcAc dentro de las microesferas de HoOAcCAc
Elemento | Tedrico Medido Medido
C 34.9 36.5 27.0
H 5.3 5.0 3.8
o 27.9 27.1 24.2
Ho 31.9 31.2 45.0

Irradiacién de neutrones de las microesferas de acetilacetonato de holmio

Aproximadamente 100 mg de las muestras se pesaron con precision en viales de polietileno (Posthumus Plastics, Beverwuk
Paises Bajos), y estas muestras se irradiaron por tres horas con un flujo de neutrones térmicos de 5 X 10%2cm?. st

resultando en 3.7 GBq de actividad (fin de los bombardeos). La inspeccion de las microesferas mediante LM después de la
irradiacién no mostré ningun dafio por irradiacién de las microesferas. La superficie de las microesferas se estudi6 mas
extensamente mediante SEM.

El tamafio de las microesferas se determiné antes y después de la irradiacion y se compararon los datos (ver figuras 3 a, b).
El gréafico indica que la irradiacion no tiene un efecto sobre la distribucion del tamafio de las microesferas.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los termogramas de los cristales de HoOAcAc y las MS de HoAcAc son claramente diferentes, la temperatura de fusion Tm
se desplaz6 130 T para los cristales de HoOAcAc a 190 T para la MS de HoAcAc. La entalpia de fusion e st de acuerdo
con los datos reportados en la literatura [3].

Espectroscopia Raman

Los espectros Raman de los cristales de HoAcAc y las microesferas de HoAcAc fueron comparables (Fig.4). Esto implica
gue el holmio esté rodeado de acetilacetonato tanto en los cristales de HOAcAc como en las microesferas de HoAcAc. Estos
resultados estan de acuerdo con los resultados de las mediciones infrarrojas (datos no mostrados). El aumento del
contenido de holmio, encontrado mediante andlisis elemental, valoracién complexométrica e ICP OES so6lo puede explicarse
por un reordenamiento del acetilacetonato alrededor del holmio, sin cambiar la estructura del acetilacetonato. Teniendo en
cuenta que el holmio esta rodeado por ligandos de acetilacetonato, hemos deducido a partir de los resultados del andlisis
elemental que por cada ion holmio probablemente uno y medio de acetilacetonato y dos moléculas de agua estan presentes
en las microesferas de HoAcAc.

10
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Discusién

Las micrografias de SEM muestran que las microesferas de HOAcCAc estaban intactas después de la irradiacién de
neutrones, y que la superficie era lisa (Fig. 3. La irradiacion de neutrones afectd ligeramente la superficie de las
microesferas (Fig. 3b)).

Las mediciones de DSC sugieren que después de la formacion de las microesferas se reordena el complejo de
acetilacetonato de holmio, y que uno y un medio de moléculas de acetilacetonato dejan el complejo que se comprende de 1
atomo de holmio y tres moléculas de acetilacetonato [10]. El complejo asi formado es mas estable debido a mas
interacciones, y conducira a un aumento de la entalpia de fusién. Esto explica ademas la diferencia en el contenido de
holmio en comparacién con los cristales de HoOAcAc que se ha encontrado mediante valoracion complexométrica, analisis
elemental y mediciones por ICP-OES.

Como sera claro a partir de lo anterior, de acuerdo con la presente invencién se han producido microesferas que consisten
Unicamente de acetilacetonato de holmio, y que son altamente resistentes a la irradiacién de neutrones. Se observa que la
carga de estas microesferas no es menor que 45 % de Ho p/p, lo que es mas sorprendente como se ha observado antes.

Ejemplo 2

Preparacion del complejo de acetilacetonato de gadolinio

El acetilacetonato de gadolinio (GdAcAc) se prepar6 mediante el uso del método previamente descrito por Nijsen y otros
para el acetilacetonato de holmio [2-3]. En resumen, 166 g de acetilacetona se disolvié en 11 de agua destilada. El pH de la
solucién de acetilacetona se ajusté después a 8.50 por adicién de hidroxido aménico, e ionizando asi la acetilacetona a
acetilacetonato. Se disolvieron 10 g de cloruro de gadolinio en 40 ml de agua destilada y se afiadieron a la solucién de
acetilacetonato, seguido por agitacion suave. Después la solucion se dejé en reposo durante la noche a temperatura
ambiente. Los cristales se recogieron mediante centrifugacion (2 000 rpm por 2 min), se lavaron 4 veces con agua destilada
y se secaron en dos etapas: primero durante la noche a temperatura ambiente, después durante la noche a 50C.

Preparacion de microesferas de acetilacetonato de gadolinio

Las microesferas de acetilacetonato de gadolinio se prepararon de la misma manera como se describe en el Ejemplo 1 para
las microesferas de acetilacetonato de holmio, pero se disolvieron 5 g de GdAcAC en 186 g de cloroformo. Se realizé
microscopia de luz para evaluar el caracter esférico de las microesferas. La figura 4 muestra una micrografia de las
microesferas de GdAcAc. Las microesferas tenian un tamafio de aproximadamente 10-20 um. La Figura 5 muestra una
micrografia SEM de las microesferas de GdAcAc.

El contenido de gadolinio de las microesferas de GdAcAc se determiné de la misma manera como se describe en el Ejemplo
1. El contenido de gadolinio fue 44.4 % (p/p).

Descripcion de las figuras

Figura 1. La distribucion de tamafios de las microesferas de una fraccion de tamiz mas grande que 15 pm. La linea
continua representa el tamafio de la particula antes y la linea de puntos representa el tamafio de la particula después de
la activacion de neutrones (6 horas).

Figura 2. Micrografia de luz de microesferas recién producidas, antes del tamizaje. Esta micrografia muestra particulas
de entre 5y 25 pm, con un tamafio medio de 15 pm.

Figura 3.

A. Micrografia SEM de microesferas de HoAcAc antes de la irradiacion.
B. Micrografia SEM de microesferas de HoOAcAc después de la irradiacion.

Figura 4 Espectros Raman de microesferas de HoAcAc (linea continua) y cristales de HoAcAc (linea de puntos), que
indican la integridad estructural del acetilacetonato en ambos los cristales y las microesferas.

Figura 5. Micrografia de luz de microesferas de GdAcAc.
Figura 6. Micrografia SEM de microesferas de GdAcAc.
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REIVINDICACIONES

Microesfera que comprende un complejo de metal lantanido organico en donde el metal lantanido esta presente en
una cantidad mayor que 20 %p, basado en la microesfera total, y en donde la cantidad de matriz de polimero en la
cual puede incorporarse el complejo de metal es menor que 1 %p, basado en la microesfera total.

Microesfera de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el metal lantanido esta presente en una cantidad mayor que
22 %p, basado en la microesfera total, preferentemente en el intervalo de 25-60 %p, basado en la microesfera total,
con mayor preferencia en el intervalo de 30-60 %p, basado en la microesfera total, aun con mayor preferencia en el
intervalo de 35-55 %p, basado en la microesfera total, y con la méxima preferencia en el intervalo de 40-50 %p,
basado en la microesfera total.

Microesfera de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde el metal lantanido es itrio, o en donde el metal lantanido
comprende holmio, gadolinio, disprosio, lutecio, o samario, preferentemente el metal lantanido es holmio.

Microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el complejo de metal lantanido organico
comprende un ion del lantanido correspondiente y un nimero de moléculas organicas con las que el ion forma el
complejo, preferentemente las moléculas organicas pertenecen a los compuestos betadicarbonilo que exhiben
tautomeria ceto-endlica, con mayor preferencia las moléculas organicas son acetilacetonato.

Microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4, en donde las moléculas organicas son todas
iguales.

Microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en donde la microesfera no comprende otro
compuesto organico adicionalmente a las moléculas organicas.

Microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la microesfera tiene un diametro en el
intervalo de 1-10 pm, tal como en el intervalo de 3-5 pum.

Microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la microesfera tiene un didmetro en el
intervalo de 10-200 um, o en el intervalo de 20-50 pum.

Microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la microesfera tiene un diametro en el
intervalo de 20-200 nm.

Microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la microesfera se hace radiactiva.
Polvo que comprende un nimero de microesferas como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

Método para preparar una microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o un polvo de acuerdo
con la reivindicacién 11, que comprende las etapas de:

(a) disolver un compuesto organico de metal lantanido en un solvente orgéanico;

(b) emulsionar esta fase organica en una solucién acuosa que comprende un emulsionante

(c) agitar, y opcionalmente calentar, la emulsion obtenida en la etapa (b) de manera de reducir el volumen de la
emulsién por evaporacion de la menos parte del solvente orgénico, y obtener asi una mezcla; y

(d) recuperar de la mezcla obtenida en la etapa (c) la microesfera o el polvo.

Suspensién que comprende una microesfera como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o un polvo
como se describe en la reivindicacion 11, preferentemente dicha suspension es una suspension terapéutica o una
suspensién de exploracién MRI o una suspension de exploracion nuclear, con mayor preferencia la microesfera
comprende una composicion capaz de mantener practicamente su estructura durante la activacion de neutrones.

Uso de una microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o un polvo de acuerdo con la
reivindicacion 11 para la preparacion de una suspension.

Uso de una microesfera de acuerdo con la reivindicacion 13 para obtener una imagen de exploracion,
preferentemente para determinar el comportamiento de flujo de dicha microesfera.
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Microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o un polvo de acuerdo con la reivindicacion 11
para detectar un sitio de angiogénesis, para detectar una malignidad, o para tratar una malignidad.

Suspension de acuerdo con la reivindicacion 13 para tratar una malignidad, para detectar un sitio de angiogénesis, o
para detectar una malignidad, en donde preferentemente dicha malignidad comprende una metastasis de higado.

Método para obtener una imagen de exploracion, que comprende

- administrar a un individuo una suspensién de exploracién de acuerdo con la reivindicacion 13; y subsecuentemente
- generar una imagen de exploracién del individuo.

Composicion terapéutica que comprende una microesfera de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, un

polvo de acuerdo con la reivindicacion 11 o una suspension de la reivindicacion 13, en donde la(s) microesfera(s) es
(son) radiactiva(s).
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