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DESCRIPCION
Nanoparticulas de liposoma para pruebas de imagen de resonancia magnética de tumores
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a nuevos liposomas adecuados para su uso en la preparacion de un agente de
contraste para usar en la potenciacion de las imagenes de resonancia magnética (IRM), en particular en la
potenciacion de las imagenes de resonancia magnética de tumores.

Antecedentes de la invencion

La obtencion de imagenes de cancer es una de las areas de enfermedad mas importantes en las que la obtencion
de imagenes moleculares se fija para desempefiar un papel fundamental, tanto en la deteccion de cancer como en el
tratamiento posterior. Para una obtenciéon eficaz de imagenes de cancer mediante imagenes de resonancia
magnética (IRM), existe una clara necesidad de desarrollar sondas de imagen molecular eficaces y
biocompatibles.1’ En este campo, la nanotecnologia tiene mucho que ofrecer dado que la nanomedicina esta lista
para hacer considerables contribuciones en las areas importantes de la administracion de farmacos, deteccion de
enfermedades y terapia. La aplicacion de plataformas de nanotecnologia para la obtencion de imagenes de cancer
ha abierto oportunidades para el uso de sistemas de nanoparticulas multifuncionales tales como liposomas, en el
estudio de la deteccion y terapia del cancer.

La IRM es una modalidad de obtenciéon de imagenes clinicas que produce imagenes 3D opacas de tejidos que
contienen agua. Hoy en dia, mas del 40 % de las imagenes clinicas en todo el mundo requiere la inyeccién de algin
tipo de agente de contraste de IRM. Esto se debe al hecho de que la IRM sufre una falta de sensibilidad inherente vy,
a menudo, con el fin de diagnosticar correctamente la patologia, se inyecta por via intravenosa un agente de
contraste paramagnético en los pacientes para potenciar aun mas la sefial de resonancia magnética (RM) y, por lo
tanto, el lugar de la enfermedad. Estos agentes consisten en moléculas que incorporan un ién metalico
paramagnético, con mayor frecuencia gadolinio o hierro. La mejora de las imagenes surge debido el efecto de la
potenciacion de los tiempos re relajacion longitudinales (T1) o transversales (T2) de los protones del agua a granel
circundantes por el ion metalico coordinado. Los agentes de contraste que incorporan gadolinio aumentan tanto 1/T4
como 1/T, pero generalmente se utilizan la obtencion de imagenes ponderadas en T1, donde su efecto 1/ T 1 es
mayor en el tejido de su potenciacién en 1/T,. Los agentes que contienen hierro, por otra parte, conducen a
incrementos mas sustanciales en 1/T2 y, por lo tanto, se visualizan con imagenes ponderadas en T,. El uso de
agentes de contraste para IRM a base de gadolinio produce una potenciacion positiva de la imagen (sefial brillante
en laimagen) y el uso de agentes de hierro conduce a una potenciacién negativa de la imagen (oscurecimiento de la
imagen).

El Gd.DTPA [complejo de gadolinio (lll)-dietilentriaminopentaacetato] (Figura 1) fue el primer agente de contraste
hidrosoluble excretable por via renal aprobado para su uso por la FDA desde mediados de 1988, y actualmente se
usa de forma rutinaria con el nombre comercial Magnevist®4. La figura 1 presenta algunos ejemplos de los agentes
de contraste mas utilizados en la clinica.

Estos compuestos son generalmente complejos estables inertes donde el ion metalico esta fuertemente quelado a
los ligandos poli(aminocarboxilato). Estos tipos de agentes no son especificos, residen principalmente dentro de la
circulacién sanguinea y también se acumulan en los rifiones debido a su filtracion glomerular y generalmente se
excretan sin metabolizar. Sin embargo, su uso en la obtencién de imagenes de RM clinica tiene un gran valor, ya
que se pueden visualizar anomalias anatomicas, tales como gliomas y lesiones en el cerebro, ya que en condiciones
fisiolégicas normales estos agentes no se cruzan una barrera hematoencefalica intacta. Las patologias dentro del
higado y otros 6rganos también pueden visualizarse, ya que estos agentes de contraste se acumulan rapidamente
en los espacios intersticiales y, por tanto, pueden aumentar la relacion sefal - ruido en tales regiones de mayor
volumen de fluido.

Sin embargo, como estos agentes no son especificos y se eliminan en unas pocas horas desde la inyeccion, su
utilidad en la obtencion de imagenes de RM esta limitada a una ventana de tiempo corto de obtencion de imagenes y
sobre todo, potenciacion del conjunto de sangre. Recientemente se han realizado muchos esfuerzos dentro del
campo de la obtencion de imagenes moleculares para mejorar las propiedades de los agentes de contraste de RM,
lo que ha llevado al uso de polimeros, dendrimeros y diversas nanoparticulas como vehiculos de Gd. Los autores
han sintetizado nuestra propia biblioteca nueva de lipidos activos en la IRM. A continuaciéon, estos lipidos se han
usado para formular liposomas para la obtencion de imagenes tumorales.

Los liposomas estan compuestos por componentes lipidos, con grupos de cabeza hidréfilos y grupos de cola
hidréfobos (Figura 2). Cuando estan hidratados, estos lipidos se agregan entre si para formar vesiculas de bicapa
autoensambladas que encierran un compartimento acuoso. Debido a esta cavidad acuosa, tradicionalmente se han
usado como vehiculos de administracion de farmacos, encapsulando farmacos solubles en agua a fin de mejorar la
farmacocinética de los farmacos. Ademas, los acidos nucleicos también se han condensado en formulaciones de
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liposomas para la transfeccion eficaz y liberacion de genes. A pesar de estas funcionalidades adicionales, los
liposomas se estudiaron originalmente como modelos de membranas bioldgicas, y este es un concepto clave en la
realizacién de su biocompatibilidad.

La naturaleza versatil de los liposomas puede alterarse para cambiar su interaccion con diversas moléculas o
estructuras ain mas grandes tales como las células. Esto se puede hacer mediante la alteracion de la carga global
de la superficie del liposoma mediante la incorporacion de lipidos con grupos de cabeza polares altamente cargados
en la formulacion liposémica, por ejemplo, la incorporacion de lipidos catiénicos en la formulacion produce liposomas
catidnicos. Los lipidos cationicos se han utilizado para formular complejos de liposoma / ADN (lipoplexos) utilizados
como sistemas de liberacion de genes in vitro e in vivo.

Los liposomas se caracterizan tipicamente por su tamafo, forma y lamelaridad. Pueden estar compuestos por una
sola bicapa (unilamelares), unas pocas bicapas (oligolamelares) o multiples bicapas (multilamelares). La rigidez de
la membrana se puede modificar con el uso de lipidos adecuados; y la fluidez de la membrana se puede variar
mediante el uso de fosfolipidos con temperaturas de transicion de fase altas o bajas. En general, los derivados de
lipidos de acidos estearico (cadenas lipidicas C18 totalmente saturadas) otorgan rigidez e impermeabilidad a la
membrana, mientras que los derivados lipidicos del acido oleico (cadenas lipidicas C18 insaturadas) dan como
resultado una bicapa lipidica mas permeable y menos estable.

Mediante la incorporacion de lipidos de gadolinio en las membranas de los liposomas pueden se pueden hacer
visibles en la IRM visible y se puede obtener sistemas con un mejor control del tamafio. ® Los liposomas son muy
adecuados como vehiculos de una alta capacidad de carga de gadolinio en las células. La incorporacion de
complejos de gadolinio anfipaticos en las membranas de liposomas ha producido liposomas marcados
paramagnéticamente que potencian significativamente la capacidad de relajacion de los protones. Estos Ilposomas
paramagnéticos se han utilizado en una serie de investigaciones, incluyendo el del marcaje y rastreado celular.® La
incorporacion de lipidos de gadolinio en formulaciones de liposomas la demostraron Kabalka et al., hace mas de 20
afios y el lipido de gadolinio Gd.DTPA.BSA [gadolinio (lll).acido dietilentriaminopentaacético-| bls(estearllamlda)]
usado en sus estudios se usa con frecuencia para preparar liposomas paramagnéticos hoy en dia.’

La capacidad para ajustar el tamafio del liposoma, la carga superficial y la especificidad permite un potencial de
obtencién de imagenes patoldgicas, tales como la obtencion de tumores sdlidos in vivo. Este ajuste de los liposomas
se hace posible mediante el ajuste de la composicion de la formulacién de liposomas. Las cargas superficiales que
tienden a la neutralidad son las mas adecuadas para los propésitos in vivo con el fin de reducir el reconocimiento de
particulas de liposomas por las proteinas plasmaticas y el sistema reticuloendotelial (SRE). Esto se puede lograr a
través de la inclusion de lipidos neutros de carga en la formulacion liposomica.

Trabajos anteriores han demostrado el nuevo lipido de gadolinio Gd. DOTA. Chol (gadolinio (lll). 1, 4, 7, 10-
tetraazaciclododecano-N, N', N", N"-tetraacetato-colesterol) (véase la figura 3) es un potenciador de la sefial de RM
eficaz, y que MAGfect una formuIaC|0n de liposomas que contiene este lipido de gadolinio es un vehiculo doble de
marcaje y transfeccion celular eficaz .°

Aunque es un lipido de marcaje celular relativamente eficaz, se ha descubierto que la formulacién de
concentraciones altas de liposomas es problematica, quizas debido al pobre anclaje de la cola de colesterol en las
bicapas de liposomas en altas concentraciones. Por lo tanto, debido a esta limitacion, la necesidad de proporcionar
un anclaje a la membrana mas soélido disefiado para aplicaciones in vivo donde se requieren concentraciones mas
altas de liposomas condujo a la investigacion de un resto de cadena alquilo saturada alternativa en lugar del anclaje
de colesterol. Para este proposito se sintetizd un lipido paramagnético Gd.DOTA.DSA (gadolinio (Ill) acido 2-{4,7-
bis-carboximetil-10-[( N, N-diestearilamidometil-N'-amido-metil]-1,4,7,10-tetra-azaciclododec- 1-il}-acético) (véase la
Figura 4) usando una combinacion de quimicas de solucion y de fase sdlida.

El quelato DOTA se conjugo con el lipido a través de un grupo funcional amida estable aunque biodegradable. Este
lipido de gadolinio también se disefid con un espaciador de cinco atomos de entre el quelante de gadolinio y los
restos de cadena alquilo lipidicos. Esta separacion entre el grupo de cabeza y la cola de alquilo lipidico se considero
optima con el fin de asegurar la maxima exposicion del quelato de gadolinio al agua en la superficie hidrofila de las
particulas de liposomas. Ademas, este lipido de gadolinio también se disefi6 con el ligando DOTA en lugar del DTPA
[acido dietilentriaminopentaacético] de uso mas frecuente, puesto que el anterior ligando macrociclico se conS|dera
un quelante mas eficaz de gadolinio, capaz de retener el ion metalico incluso en el ambiente acido del endosoma. ®
Se eligio el quelato de Gd.DOTA aprobado por la FDA, ya que debido a sus constantes de estabilidad mas altas, se
sabe que los conjugados basados en DOTA son mas estable in vivo en comparacion con los ligandos de DTPA.

Eficacia de la IRM

Con el fin de establecer las propiedades de relajacion de Gd.DOTA.DSA, se realizaron estudios de IRM de los
lipidos en solucién acuosa y los valores de Tq y los parametros de la capacidad de relajacion se generaron en
mlllsegundos La eficacia del lipido de gadolinio Gd.DOTA.DSA se compard con el agente de contraste clinico
Magnevist® (Schering AG) y Gd.DTPA.BSA (véase la Tabla 1), y se encontré que se comparaba favorablemente a la
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dosis clinicamente relevante. Estos datos también mostraron que Gd.DOTA.DSA tenia una relajacion en T
comparable, sino ligeramente mejor, que el lipido Gd.DTPA.BSA ampliamente utilizado. Un método de recuperacion
de saturacion estandar en T4 (secuencia de eco de espin) se utilizé para determinar los valores de T (de acuerdo
con la Ec. 1), donde x es TR (tiempo hasta la repeticion) y Si es la sefial medida para un TR dado.

-1

Si = 80(1 -e

Ecuacién 1.

Ecuacion de recuperacion de saturacion en T1 para determinar los valores de Ts.

La Tabla 1 presenta los valores de relajaciéon en T1 para los lipidos de Gd sintetizados, ademas de los controles
pertinentes.

Muestra T; {ms)

085 mW Gd.DOTA DSA 400,71 = 19
0% ¥ GOTADSA 2356 £ 112,588
Fagnevishs: ITLL 2 453
bt S IES VA

| 0.5 m¥ 5d DTRA BSA BET,5 £ 26,08

05 md GTRPABSA 20+ 2117

Tabla 1. Valores de T1 e imagenes de Gd.DOTA.DSA y Gd.DTPA.BSA con controles relativos.

Se ha encontrado que mediante el uso de Gd.DOTA.DSA es posible formular con éxito liposomas tanto catiénicos
como neutros, y estos liposomas se han estudiado por su estabilidad, toxicidad in vitro, transfeccion in vitro y
capacidades de obtencion de imagenes de tumores in vivo [véase Kamaly et al 2009: Bioconjug Chem. 2009
Apr;20(4):648 - 55, y Kamaly et al 2008: Bioconjug Chem. 2008 Jan;19(1):118 - 29. Epub 2007 Nov 7]. Kamaly et a/
han desarrollado ademas dos liposomas PEGilados neutros que tienen mejores capacidades de potenciacion de la
sefial de RM tumoral in vivo, ademas de estabilidad anadida. Estas particulas también incorporan Gd.DOTA.DSA.
Estos liposomas contienen el DOPC de fosfolipido insaturado (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina), cuya estructura
es la siguiente:
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Sin embargo, todavia hay una necesidad de nanoparticulas de liposomas sélidas y estables que comprenden
gadolinio que tienen capacidades de potenciacion de la sefial RM TUMORAL superiores in vivo. Especificamente,
existe la necesidad de liposomas cuyas propiedades son tales que optimizan la acumulacion de dichos liposomas en
los tumores sélidos al tiempo que reducen al minimo su acumulacion en los 6rganos del cuerpo como el higado,
mejorando asi su efecto potenciador de la sefia RM al tiempo que reducen en gran medida la toxicidad de estos
liposomas de gadolinio y mejoran su seguridad. Los autores han desarrollado nuevos liposomas que comprenden
Gd.DOTA.DSA que satisfacen estas necesidades.

Descripcion de la invenciéon

En un primer aspecto de la presente invencion se proporciona
(1) un liposoma que comprende Gd.DOTA.DSA (gadolinio (lll) acido 2-{4,7-bis-carboximetil-10-[(N,N-
diestearilamidometil-N'-amido-metil]-1,4,7,10-tetra-azaciclododec-1-il}-acético)caracterizado  por que dicho
liposoma comprende adicionalmente un componente de fosfolipido neutro completamente saturado.

Aspectos preferidos del liposoma de este primer aspecto de la invencion incluyen:
(2) un liposoma de acuerdo con (1), donde dicho componente de fosfolipido completamente saturado es una 1,2-
di(lipido C12-Cy saturado)-sn-glicero-3-fosfocolina, donde los grupos de lipidos saturados pueden ser iguales o

diferentes unos de otros.

(3) un liposoma de acuerdo con (1), donde dicho un liposoma de acuerdo con (1), donde dicho DSPC (1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina).

(4) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (3), donde dicho liposoma comprende ademas colesterol.

(5) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (4), donde dicho liposoma comprende ademas un
componente polietilenglicol-fosfolipido.

(6) un liposoma de acuerdo con (5), donde dicho polietilenglicol-fosfolipido es DSPE-PEG (2000)
[diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol (2000)].

(7) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (6), donde la cantidad de Gd.DOTA.DSA en dicho
liposoma es del 29 al 31 % en moles de la formulacién de liposomas total.

(8) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (6), donde la cantidad de Gd.DOTA.DSA en dicho
liposoma es del 30 % en moles de la formulacion de liposomas total.

(9) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (8), donde la cantidad del componente fosfolipido
completamente saturado en dicho liposoma es del 32 al 34 % en moles de la formulacion de liposomas total.

(10) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (8), donde la cantidad del componente fosfolipido
completamente saturado en dicho liposoma es del 33 % en moles de la formulacién de liposomas total.

(11) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (10), donde la cantidad de colesterol en dicho liposoma
es del 29 al 31 % en moles de la formulacion de liposomas total.

(12) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (10), donde la cantidad de colesterol en dicho liposoma
es del 30 % en moles de la formulacion de liposomas total.
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(13) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (12), donde la cantidad de dicho componente
polietilenglicol-fosfolipido en dicho liposoma es de 5-8 % en moles de la formulacion de liposomas total.

(14) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (12), donde la cantidad de dicho componente
polietilenglicol-fosfolipido en dicho liposoma es de 7 % en moles de la formulacién de liposomas total.

(15) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (14), donde dicho liposoma tiene un tamafio medio de
particula a una dilucion de 10 X en solucion tampoén de fosfato inferior o igual a 100 nm.

(16) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (14), donde dicho liposoma tiene un tamafio medio de
particula a una dilucion de 10 X en solucién tampén de fosfato inferior o igual a 80 nm.

(17) un liposoma de acuerdo con (1), donde dicho liposoma comprende Gd.DOTA.DSA, colesterol, y DSPC
DSPE-PEG (2000).

(18) un liposoma de acuerdo con (17) donde Gd.DOTA.DSA, colesterol, DSPC y DSPE-PEG (2000) estan
presentes en la relacion de 30: 33: 30: 7 % molar, respectivamente, en dicha formulacion de liposomas.

En un segundo aspecto de la presente invencién se proporciona:

(19) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (1) a (17), donde dicho liposoma comprende un agente
dirigido a tumores.

Los liposomas preferidos que comprenden un agente dirigido a tumores incluyen:
20) un liposoma de acuerdo con (19), donde dicho agente dirigido a tumores comprende un ligando para un
receptor que esta sobreexpresado en las células tumorales respecto a la expresiéon de dichos receptores en las
células de tejido no tumoral de los mamiferos.

(21) un liposoma de acuerdo con (20), donde dicho agente dirigido a tumores comprende un resto de folato.

(22) un liposoma de acuerdo con (20), donde dicho agente dirigido a tumores es un compuesto de fosfolipido-
polietilenglicol-folato.

(23) un liposoma de acuerdo con (22), donde dicho compuesto fosfolipido-polietilenglicol-folato es DSPE-PEG
(2000) [diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol (2000)-folato].

(24) un liposoma de acuerdo con una cualquiera de (21) a (23), donde la cantidad de dicho resto de folato
presente en dicho liposoma es 1-2 % molar de la formulacion de liposomas total.

(25) un liposoma de acuerdo con (19), donde dicho liposoma comprende Gd.DOTA.DSA, colesterol, DSPC
DSPE-PEG(2000) y DSPE-PEG(2000)-Folato.

(26) un liposoma de acuerdo con (25) donde Gd.DOTA.DSA, colesterol, DSPC y DSPE-PEG (2000) y DSPE-
PEG(2000)-Folato estan presentes en la relacion de 30:33:30:5,5:1,5 % molar, respectivamente, en dicha
formulacion de liposomas.

En un tercer aspecto de la presente invencion se proporciona:

(27) un agente de contraste de resonancia magnética, que comprende liposomas de acuerdo con uno cualquiera
de (1) a (26) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion preferida, se proporciona:

(28) un agente de contraste de resonancia magnética de acuerdo con (27), donde dicho vehiculo
farmacéuticamente aceptable es un vehiculo acuoso.

En un cuarto aspecto de la presente invencién se proporciona:

(29) un agente de contraste de resonancia magnética de acuerdo con (27) o (28) para uso en medicina, por
ejemplo en el diagndstico.

En un quinto aspecto de la presente invencién se proporciona:

(30) uso de un liposoma de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (26) en la preparacion de un agente de
contraste de resonancia magnética para potenciar las imagenes de resonancia magnética de los 6rganos y
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estructuras de 6rganos en un mamifero.
Los aspectos preferidos de esta quinta realizacion incluyen:

(31) usar de acuerdo con (30) en la preparacion de un agente de contraste de resonancia magnética para
potenciar una imagen de resonancia magnética de un tumor en un mamifero.

(32) usar de acuerdo con (30) o (31), donde la concentracion de dicho liposomas en dicho agente de contraste
de resonancia magnética es 1 -50 mg / ml, mas preferentemente 1 -30 mg/ ml.

En un sexto aspecto de la presente invencién se proporciona:

(33) un método de obtencion de imagenes de resonancia magnética de un érgano o estructura de 6rgano en un
mamifero, que comprende las etapas de:

(a) administrar el agente de contraste de resonancia magnética de acuerdo con (27) o (28) a un paciente; y
(b) tomar imagenes del 6rgano de interés en el paciente.
Los aspectos preferidos de esta sexta realizacion incluyen:

(34) un método de acuerdo con (33) donde dicho agente de contraste de resonancia magnética se usa para
potenciar una imagen de resonancia magnética de un tumor en un mamifero.

(35) un método de acuerdo con (33) o (34), donde la concentracion de liposomas en dicho agente de contraste
de resonancia magnética es 1 -50 mg / ml, mas preferentemente 1 -30 mg/ ml.

En un séptimo aspecto de la presente invencién se proporciona:
(36) un método de obtencion de imagenes de resonancia magnética de un érgano o estructura de 6rgano en un
mamifero al que se le ha pre-administrado el agente de contraste magnético de acuerdo con (27) o (28) que
comprende la etapa de:

(i) tomar imagenes del 6rgano de interés en el paciente.

En un octavo aspecto de la presente invencién se proporciona:
(37) un método de fabricacion de un liposoma de acuerdo con (1) a (26) que comprende mezclar una solucién de
Gd.DOTA.DSA (gadolinio (lll) acido 2- {4,7-bis-carboximetil-10 - [(N,N-distearilamidometil-N’-amido-metil-
1,4,7,10-tetra-azaciclododec-1-il} -acético) y una solucién de un fosfolipido totalmente saturado neutro.

Un aspecto preferido de la octava realizacion incluye:
(38) secar la mezcla (por ejemplo, al vacio) y, opcionalmente, rehidratar el liposoma resultante.

En un noveno aspecto de la presente invencién se proporciona:

(39) un método de fabricacion de un agente de contraste magnético de acuerdo con (27) o (28) que comprende
mezclar un liposoma de (1) a (26) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los aspectos preferidos de las realizaciones octava y novena son los mismos que los enumerados anteriormente en
relacion con los aspectos primero, segundo y tercero.

Descripcion detallada de la invencién

A continuacién trataremos la presente invencion con mas detalle. La presente invencion también se puede entender
mejor haciendo referencia a las figuras 1 a 29, en las que:

La Figura 1 muestra agentes de contraste clinicos basados en gadolinio aprobados por la FDA;
La Figura 2 muestra la formacion de liposomas a partir de lipidos anfipaticos;
La Figura 3 muestra Gd.DOTA.Chol, un componente de agente de contraste lipidico de MAGfect;

La Figura 4 muestra el lipido de gadolinio paramagnético diana, Gd.DOTA.DSA;
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La Figura 5 muestra un espectro de masas por electropulverizaciéon de Gd.DOTA.DSA, m/z: 1117,2 (M-H), los
picos isotdpicos de Gd son visibles en la esquina superior derecha;

La Figura 6 muestra una traza de HPLC de Gd.DOTA.DSA 2: t{R = 36,22 min, columna C-4 péptido; mezcla de
gradientes A = MeCN/0,1 %TFA; mezcla B = H20O/TFA; mezcla C = MeOH, 0,0 min [100 % B], 15 - 25,0 min
[100 % A], 25,1 - 45,0 min [100 % CJ; flujo 1 ml/min;

La Figura 7 representa el EPR, donde el tejido normal no tiene brechas endoteliales suficientemente anchas
como para permitir fugas de los agentes macromoleculares o de nanoparticulas hacia el tejido extracelular que
reviste los vasos, mientras que el tejido tumoral tiene una capa endotelial alterada, lo que permite que las
particulas mas grandes "se filtren" en el dominio extracelular del tumor;

La Figura 8 proporciona una representacion de uno de los liposomas preferidos de la invencion, el liposoma A,
un nuevo liposoma Activo en IRM con utilidad en la obtencion de imagenes del tumor;

La Figura 9 representa las estructuras de los lipidos que forman uno de los liposomas preferidos de la invencion,
el liposoma A;

La Figura 10 muestra la influencia de los lipidos de colesterol sobre la permeabilidad y la rigidez de la bicapa del
liposoma.

Figura 11 muestra la distribucion del tamafio de las particulas de liposoma A;

La Figura 12 muestra los resultados del ensayo de viabilidad celular MTT en células LCC PK1 de rifidn utilizando
las particulas de liposoma A de la presente invencion a diversas dosis y tres periodos de incubacion;

La Figura 13 muestra los resultados del ensayo de viabilidad celular MTT en células hepaticas HepG2 utilizando
las particulas de liposoma A de la presente invencion a diversas dosis y tres periodos de incubacion;

La Figura 14 muestra los resultados obtenidos del ensayo LDH en células LCC PK1 de rifion utilizando las
particulas de liposomas A de la presente invencion a diversas dosis y tres periodos de incubacion;

La Figura 15 muestra los resultados obtenidos en el ensayo LDH en células hepaticas HepG2 utilizando las
particulas de liposoma A de la presente invencion a diversas dosis y tres periodos de incubacion;

La Figura 16 presenta imagenes de resonancia magnética de ratones portadores de tumores en diversos
periodos después de la inyecciéon con una preparacion que comprende liposoma A, donde los circulos blancos
de puntos marcan el area del tumor y la flecha blanca apunta a la localizacién del tumor;

La Figura 17 muestra un grafico del % de intensidad de la sefial tumoral a diversos puntos temporales TR
después de la administracion del liposoma A durante el experimento de RMI de 24 horas donde se obtuvieron
imagenes de la Figura 16;

La Figura 18 muestra un grafico del incremento de la intensidad de la sefial tumoral con el tiempo después de la
administracion del liposoma A durante el experimento de RMI de 24 horas donde se obtuvieron imagenes de la
Figura 16;

La Figura 19 muestra los resultados de la microscopia de fluorescencia en seccionadas de tumores IGROV-1
tras la administracion del liposoma A; en el panel de la izquierda se muestra una imagen de fluorescencia,
mientras que en el panel de la derecha se representa una tincion con H y E (X 400));

La Figura 20 proporciona una representacion de uno de los liposomas preferidos de la invencion, el liposoma B,
un nuevo liposoma Activo en IRM que tiene un resto receptor de folato y que tiene utilidad en la obtencion de
imagenes del tumor;

La Figura 21 representa las estructuras de los lipidos que forman uno de los liposomas preferidos de la
invencion, el liposoma B;

La Figura 22 muestra los resultados del analisis FACS de cuatro lineas celulares de expresion de a-FR;

La figura 23 es un grafico que establece la cantidad de Gd absorbida por las células IGROV-1 después de la
incubacién con el Liposoma B con diferentes % mol del lipido dirigido al folato;

La Figura 24 presenta datos sobre las distribuciones del tamafio y polidispersidad del Liposoma B;
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La Figura 25 es un grafico que muestra los resultados de un ensayo de MTT con particulas del Liposomas B a
diversas dosis y tres periodos de incubacion en células PK1 LCC;

La Figura 26 es un grafico que muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad de LDH con particulas del
Liposomas B a diversas dosis y tres periodos de incubacién en células PK1 LCC;

La Figura 27 presenta imagenes de resonancia magnética de ratones portadores de tumor en diversos periodos
después de la inyeccion con una preparacion que comprende el Liposoma B, en las que los circulos blancos de
puntos marcan la localizacion del tumor;

La Figura 28 muestra un grafico del % de intensidad de la sefial tumoral a diversos puntos temporales TR
después de la administracion del liposoma A durante el experimento de RMI de 24 horas donde se obtuvieron
imagenes de la Figura 27 (n=3); y

La Figura 29 muestra los resultados de la microscopia de fluorescencia en seccionadas de tumores IGROV-1
tras la administracion del Liposoma B; en el panel de la izquierda se muestra una imagen de fluorescencia,
mientras que en el panel de la derecha se representa una tincion con H y E (X 400));

Los prometedores datos de relajacion en T, de Gd.DOTA.DSA condujeron al desarrollo de formulaciones de
liposomas de gadolinio usando Gd.DOTA.DSA, para la circulacién sistémica in vivo, con el objetivo de la formacion
imagenes de tumores mediante IRM, usando el efecto ampliamente indicado de permeacién y retencién (EPR)
potenciadas. Esto condujo al desarrollo de nuevos sistemas liposomicos de Gd.DOTA.DSA de liposomas de la
presente invencidon que se caracterizan por que dicho liposoma comprende adicionalmente un componente
fosfolipido neutro totalmente saturado.

Sorprendentemente, los autores han descubierto que mediante la incorporacion de un componente fosfolipido neutro
totalmente saturado en los sistemas liposdmicos de Gd.DOTA.DSA de la presente invencién, los liposomas
resultantes son mas pequefios y dan preparaciones de liposomas mas homogéneas que tienen propiedades ideales
para su uso en la preparacion de agentes de contraste de resonancia magnética como resultado.

Los fosfolipidos neutros totalmente saturados apropiados adecuados para su uso en la construccion de liposomas
Gd.DOTA.DSA de la presente invencion son, tipicamente, 1,2-di(lipido C42-C2 saturado)-sn-glicero-3-fosfocolinas.
Los ejemplos mas preferidos incluyen los lipidos 1, 2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) o 1, 2-dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DMPC). La 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) es la mas preferida. Tipicamente, la
cantidad de componente fosfolipido totalmente saturado en dicho liposoma es de 32 a 34 % molar del total de la
formulacién de liposomas, y, lo mas preferentemente, es 33 % molar. Tipicamente, la cantidad de componente
Gd.DOTA.DSA en dicho liposoma es de 29 a 31 % molar del total de la formulacién de liposomas, y, lo mas
preferentemente, es 30 % molar.

Tipicamente, los liposomas tienen un tamafio de 100 nm o menos. Mediante nanoingenieria cuidadosa de los
liposomas de esta manera para asegurar que su tamafio permanece por debajo de 100 nm, este intervalo de
tamafos se considera 6ptimo para la acumulacion de liposomas en los tumores sélidos, debido a las caracteristicas
del tejido tumoral. Se considera que el tejido tumoral posee una afinidad universal por agentes macromoleculares, lo
que se denomina el efecto de permeacion y retencion potenciado (EPR), de modo que los azgentes
macromoleculares se acumulan en el tejido tumoral. El EPR fue introducido por primera vez por Maeda et al,” enel
presente documento; se cree que las propiedades tumorales, tales como una angiogénesis incrementada, una
infraestructura vascular heterogénea y destructiva, drenaje linfatico alterado u una capa endotelial "con fugas" son
todos ellos factores que contribuyen a la acumulaciéon de estructuras macromoleculares dentro del tejido del tumor
(véase la Figura 7). Como se explica e ilustra mas adelante, esto proporciona ventajas particulares sustanciales
sobre los liposomas activos de IRM de la técnica anterior y agentes de contraste paramagnéticos no liposémicos
como resultado.

El efecto EPR se ha convertido en un modelo estandar para la focalizacion de farmacos macromoleculares y
macromoléculas poliméricas o liposdmicas a tumores. Estos agentes se adaptan facilmente para la obtencion de
imagenes de tumores a través de su modificacidon para incluir una sonda de imagen o resto para la localizacion de la
sefal. El mecanismo clave aqui, siendo la retencion de las macromoléculas en tumores soélidos, en contraste con los
agentes de bajo peso molecular, tales como Gd.DTPA (Magnevist ™), que se recirculan hacia la sangre a través de
difusion y se eliminan a través de los rifiones en periodos relativamente cortos después de la inyeccion. Este efecto
de retencion o acumulacion de particulas dentro del tejido tumoral también se conoce como focalizacion pasiva y se
ha demostrado que debido a este fendmeno eficaz se pueden acumular niveles muy altos (10-50 veces) de
farmacos poliméricos en las zonas tumorales dentro de unos dias. " El mecanismo de la acumulacién tumoral de
nanoparticulas en el tejido tumoral se ha establecido como la extravasacion de moléculas grandes a través del
revestimiento alterado del endotelio de los vasos sanguineos del tumor. Ademas de cumplir con el umbral de tamafio
de extravasacion del tumor, una razén mas para que el tamafio del liposoma se mantenga dentro del intervalo de
100 nm para inyecciones en vivo se debe al aclaramiento de grandes liposomas a través del higado. Los liposomas
grandes son absorbidos por las células del higado, que incluyen hepatocitos y células de Kupffer, las particulas de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 538255 T3

liposomas pueden acumularse en el tejido del higado o en el bazo, debido al mayor revestimiento endotelial en estos
organos.

El colesterol se puede incorporar preferentemente en la formulaciéon ya que este lipido induce diversos efectos sobre
la bicapa liposomal. Se ha demostrado que el colesterol aumenta el espamado del grupo de cabeza en las
formulaciones de liposomas y estabiliza la las membranas de bicapa resultantes.® En el presente documento, la
presencia de colesterol en la formulacion de liposomas controla la permeabilidad de la membrana de ambos bicapas
de fluidos y rigidas mediante la induccién de la ordenacion conformacional de las cadenas de lipidos (Figura 10).
Ademas el colesterol puede reducir la agregacion inducida por el suero como resultado directo de su carga neutra.

Tlplcamente la cantidad de componente de colesterol en dicho liposoma es del 29 al 31% molar del total de la
formulacion de liposomas y, lo mas preferentemente, es 30 % molar.

Con el fin de prolongar el tiempo de circulacién de las nanoparticulas de liposomas para asegurar la maxima
exposicion del tumor, el polietilenglicol (PEG) también puede anclarse en la bicapa del liposoma usando una
construccion fijada de polietilenglicol fosfolipido. Ejemplos de polietilenglicol-fosfolipidos preferidos para su uso en
los liposomas de la invencion incluyen DSPE-PEG(2000) [diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol (2000)]. Se
ha demostrado que los liposomas que llevan una superficie decorada con polimero hidréfilo de PEG neutro se
benefician de tiempos de circulacion prolongados con semividas notificadas de 2 a 24 horas en roedores, y tan altas
como de 45 horas en seres humanos. La teoria en el presente documento es que los liposomas de PEG injertados
en la superficie han reducido la captaciéon por las células hepaticas, ya que los liposomas no estan unidos con
eficacia a las proteinas plasmaticas. Estos liposomas también se denominan liposomas estéricamente estabilizados.
En el presente documento, la capa de PEG inhibe estéricamente ambas interacciones electrostaticas e hidrofébicas
de los componentes del plasma con la bicapa del liposoma. Tipicamente, la cantidad de componente polietilenglicol-
fosfolipido en dicho liposoma es de 5 a 8 % molar del total de la formulacion de liposomas, y, lo mas
preferentemente, es 7 % molar.

Para fines in vivo, se han incorporado fosfolipidos totalmente saturados con grupos de cabeza neutros en la
formulacién de liposomas; como se ha descrito anteriormente, estos incluyen, pero no se limitan a, los lipidos 1,2-
diestearoil-sn- glicero-3-fosfocolina (DSPC) o 1, 2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC). La utilizacion de lipidos
neutros, ademas de la incorporacion de entre 5-10 relaciones molares de un lipido PEGilado en la formulacion de
liposomas, ofrece estabilizacion estérica y proteccion de las proteinas plasmaticas de la sangre tales como
opsoninas, y conduce a la reduccion de la absorcion por las células de Kupffer. Se cree que la estabilizacion se
produce por la formacién de escudos altamente hidratados de moléculas de polimero alrededor de la superficie del
liposoma. Debido a esta caracteristica de "blindaje", estos tipos de liposomas se a menudo se denominan liposomas
"Sigilosos”.

En una realizacién adicional de la presente invencion, los liposomas de la presente invenciéon pueden incorporar
ademas un agente dirigido a tumores. Los liposomas de la presente invencién que comprenden un agente dirigido a
tumores tipicamente comprenden un ligando para un receptor que esta sobreexpresado en las células tumorales
respecto a la expresion de dichos receptores en las células de tejido no tumoral de los mamiferos.

Un ejemplo de un agente dirigido a tumores de este tipo es uno que comprende un resto de folato. En ejemplos
preferidos de la presente invencion, el agente dirigido a tumores es un compuesto de fosfolipido-polietilenglicol-
folato. Mas preferentemente, el compuesto fosfolipido-polietilenglicol-folato es DSPE-PEG (2000)-Folato
[diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol (2000) —folato].

Tipicamente, la cantidad del resto de folato presente en el liposoma es 1 -2 % molar del total de la formulacion de
liposomas.

Como ejemplo de agentes dirigidos a tumores, el folato es un buen ejemplo de dicho resto dirigido; ya que los
sistemas de focalizacion basados en folato presentan un medio eficaz liberar de forma selectiva en los tumores
agentes terapéuticos o de obtencion de i |magenes ® Se ha demostrado que los tumores agresivos o indiferenciados
en una etapa avanzada tienen una mayor densidad de receptores de folato (RF), lo que indica que Ia terapia del
cancer podria beneficiarse del enfoque amplio que ofrece la liberacién de farmacos mediados por FR.' Los RF se
sobreexpresan en varios tipos de cancer, tales como cancer de cerebro de rifidén, de pulmén y de mama, vy, en
particular, en carcinomas epiteliales tales como canceres de ovario.” El ligando de los FR, folato (o acido fdlico), es
una vitamina que se utiliza para la biosintesis de los nucledtidos y se utiliza en niveles altos para satisfacer las
necesidades de las células cancerosas en proliferacion. 18

Ademas de los numerosos esfuerzos para la liberacion de farmacos, la tecnologl'a dirigida al folato ha sido aplicado
con éxito a la radioobtencion de |magenes de agentes terapéuticos, 19 |magenes de fluorescencia de células de
cancer, % agentes de contraste para IRM,? y liposomas de gadollnlo % Choi et al., han demostrado el uso de
nanoparticulas de 6xido de hierro dirigidas a folato para la obtenciéon de imagenes de tumores inducidos por KB y
demostraron que estas particulas Tenian un aumento de la intensidad de sefial del 38 % en comparacion con los
controles.”® Recientemente se ha mostrado el éxito de la IRM tumoral con un agente de contraste liposomal bimodal
no dirigido, de modo que se observd que liposomas bimodales paramagnéticos y fluorescentes de un tamafo ~
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100 nm se acumulaban en un modelo de xenoinjerto de ratén de cancer de ovarios.?* Los liposomas se pueden
acumular dentro del tejido tumoral debido al efecto de permeacion y retencién (EPR) potenciado ampliamente
notlflcado que depende de la acumulacion pasiva de macromoléculas coloidales de ~ 40 kDa y superiores en los
tumores.? El efecto EPR surge debido al endotelio aberrante del tumor que, como resultado de sus “fugas” permite
la penetracion de nanoparticulas en el tejido tumoral. La acumulacion de liposomas en el tejido tumoral podria
mejorarse a través del uso de restos dirigido a los receptores que estan posconjugados en la superficie de los
liposomas, o unidos a los lipidos que se incorporan dentro de la bicapa liposomal. Dado que la afinidad de unién RF
(Kd =1 x 1 - " M) no parece verse afectada cuando su ligando, acido félico, se conjuga con un agente de imagen o
resto terapéutico a través de su y-carboxilo,26 un ligando de folato atado en el extremo distal de un PEG lipidico
anfifilico permite el desarrollo de un sistema liposomal dirigido a FR.

La linea celular de carcinoma nasofaringeo humano KB se considera que tiene el nivel de expresion de RF mas alto,
aunque el nimero de casos de este tipo de céncer es bajo en comparacion con el cancer de ovarios, que tiene la
frecuencia mas alta (> 90 % de los casos) En particular, la isoforma o-FR, que es una protel'na de membrana
anclada por glicosil fosfatidilinositol (GPI), se expresa altamente en el carcinoma de ovarios.”® Ademas, también se
ha demostrado que la isoforma a-RF tlene valor de biomarcador especifico, lo que ayuda a la identificacion del
origen del sitio del tumor metastasico.” Por lo tanto, los inventores estaban interesados en utilizar este receptor con
el fin de probar la eficacia de los liposomas bimodales dirigidos a folato para la obtencion de imagenes de tumores
de ovarios usando IRM. La liberacién de farmacos liposomales basados en folato se ha estudiado ampllamente
sin embargo, el efecto de potenciacion de la tasa de acumulaciéon de liposomas en los tumores debido a la
focalizacion al folato no se ha estudiado de forma dinamica en tiempo real en gran medida. La potenciacion eficaz de
la sefal del tumor se ha previsto, ya que los RF se expresan en cantidades significativamente menores en el tejido
normal, limitados principalmente a los tubulos renales, el epitelio pulmonar, y el tejido de la placenta ' Para evaluar
el valor de la adicién de un ligando dirigido sobre la velocidad y la extension de la acumulacion de liposomas en los
tumores solidos, en la presente invenciéon se han formulado liposomas fluorescentes y paramagnéticos bimodales
dirigidos a los RF y se comparan con los liposomas no dirigidos mediante tanto IRM como microscopia de
fluorescencia. Los inventores han descubierto que dan muy buenos resultados con baja toxicidad, excelente
potenciacion de la sefial de RM especifica y, después de la rapida acumulacién en el tumor inicialmente, después,
un aclaramiento rapido y natural de los agentes de contraste del cuerpo.

En un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona también un agente de contraste de resonancia
magnética que comprende liposomas de acuerdo con una cualquiera de los aspectos primero y segundo de la
presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tipicamente, el vehiculo farmacéuticamente
aceptable es un vehiculo acuoso tal como una solucion tamponada con HEPES [acido (4- (2-hidroxietil) -1-
piperazina-etanosulfénico].

En un cuarto aspecto de la presente invencioén, se proporciona un agente de resonancia magnética de acuerdo con
el tercer aspecto para su uso en medicina, preferentemente para su uso en el diagnostico y en particular
preferentemente para su uso en la obtencién de imagenes de 6rganos y de estructuras de érganos (por ejemplo,
tumores).

En un quinto aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de un liposoma de acuerdo con uno cualquiera
de los aspectos primero y segundo de la invencion en la preparacion de un agente de contraste de resonancia
magnética para potenciar las imagenes de resonancia magnética de los érganos y estructuras de 6rganos en un
mamifero. Los liposomas de la presente invencion son de uso particular en la preparacion de un agente de contraste
de resonancia magnética para potenciar una imagen de resonancia magnética de un tumor en un mamifero.

Como ya se ha descrito anteriormente, y se ilustra adicionalmente mas adelante, los liposomas paramagnéticos de
la presente invencién tienen propiedades superiores debido a su tamafio 6ptimo (aumento de la acumulacion en
tumores debido al efecto EPR y la toxicidad hepatica reducida debido a la reduccion de la absorcion por las células
de Kupffer), mayor estabilidad, quelaciéon de gadolinio mas fuerte mientras que su naturaleza no idénica reduce las
consecuencias fisicoquimicas que previamente se han observado con los agentes de contraste de gadollnlo i6nico
donde un exceso de carga negativa conduce a reacciones competitivas in vivo y desplazamiento de Gd **. Como
consecuencia de ello, los agentes de contraste de resonancia magnética de la presente invencion proporcionan
ventajas sustanciales y sorprendentes sobre los agentes de contraste paramagnético de gadolinio de la técnica
anterior, ya que tienen una excelente capacidad de potenciacion de la imagen, mientras que al mismo tiempo
muestran un perfil de seguridad muy mejorado debido a la dosis reducida de gadolinio que se requiere porque los
liposomas de gadolinio de la presente invencioén se acumulan gradualmente en los tejidos tumorales sin acumularse
en otros 6rganos, particularmente en el higado. Como resultado de la mayor eficacia combinada con la menor
toxicidad, los agentes de contraste de la presente invencion pueden ofrecer un alcance mas amplio de obtencion de
imagenes dirigida por resonancia magnética en la clinica de los agentes conocidos hasta la fecha.

Tipicamente, la concentracion de los liposomas en los agentes de contraste de resonancia magnética de la
invencion es 1 -50 mg / ml, mas preferentemente 1 -30 mg / ml. Ejemplos de un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para uso en la preparacion de los agentes de contraste de resonancia magnética es un vehiculo acuoso
tal como HEPES.
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En un sexto aspecto de la presente invencion, también se proporciona un método de obtenciéon de imagenes de
resonancia magnética de un érgano o estructura de érgano en un mamifero, que comprende las etapas de:

(a) administrar a un paciente agente de contraste de resonancia magnética de acuerdo con el tercer aspecto de
la presente invencion; y

(b) tomar imagenes del 6rgano de interés en el paciente.

Una vez mas, por lo general el método se utiliza para potenciar una imagen de resonancia magnética de un tumor
en un mamifero. Normalmente, los inventores usan una concentracion de liposomas en el agente de contraste de
resonancia magnética de la invencion es 1 -50 mg / ml, mas preferentemente 1 -30 mg / ml.

La presente invencion puede entenderse mejor con referencia a los ejemplos siguientes.
Ejemplos
Ejemplo 1 Liposoma A

El liposoma A se representa en la Figura 8. El liposoma A es un nuevo liposoma Activo para IRM con capacidad de
obtencién de imagenes del tumor, como se demostrara a continuacion.

La formulacion del liposoma A consiste en Gd.DOTA.DSA / DSPC / colesterol / DSPE_PEG2000: 30/33/30/7 % mol.
Para los estudios histoldgicos preclinicos, a la formulacion también se afiade un 1 % molar de DOPE-Rodamina se
usa un 32 % molar de DSPC.

El liposoma A se desarroll6 para observar la potenciacion de la sefial del tejido tumoral in vivo mediante IRM. Las
estructuras de los lipidos que comprenden este sistema de liposomas se muestran en la Figura 9. La potenciacion
de la sefal de IRM se logra mediante la incorporacion del lipido paramagnético Gd.DOTA.DSA en la formulacion de
liposomas.

Caracterizacion del liposoma A

Antes de los ensayos de toxicidad, se midi6 la distribucion del tamafo de las particulas segun la Figura 1. En la
Figura 11, los tamafos de particula de liposoma A en varias diluciones de PBS se muestran en el grafico inferior
mientras que los de la particula de control se muestran en la parte superior del grafico. La formulacién del liposoma
A consiste en Gd.DOTA.DSA / DSPC / colesterol / DSPE_PEG2000: 30/33/30/7 % molar y la nanoparticula control
es DOTA.DSA / DSPC / colesterol / DSPE_PEG2000: 30/33/30/7 % molar. NOTA: Los picos a 1000 nm + se
eliminan después de la filtracion a través de filtros de 0,2 ym (datos no mostrados).

Tanto el liposoma A como la particula de control (sin Gd quelado con el grupo de cabeza DOTA) eran
extremadamente estables y se dimensionaron por debajo de 100 nm a varias diluciones en PBS. La particula
también tuvo un indice polidispersidad muy bajo, lo que indica una muestra uniforme y homogénea.

Los tamarfios medidos para el liposoma A son mas pequefios que los liposomas de DOPC publicados anteriormente
y el indice de polidispersidad (PDL) es también mucho menor que los medidos para la misma formulacion que
contiene DOPC (véase la Tabla 2). Esto indica que la nueva formulacion DSPC ofrece una distribucion de tamafio
mas pequefo, que es mas favorable para el aclaramiento hepatico de los liposomas y la acumulacion gradual dentro
del tejido tumoral, y también un indice de polidispersidad inferior confirma una muestra mas homogénea y uniforme
de los liposomas.

Tabla 2. Liposomas PEGilados neutros formulados con DOPC.
Formulacién liposémica (% mol)
Gd.DOTA.DSA DOPC Colesterol DOPE-Rodamina DSPE-PEG2000 Tamafo inicial PI
(nm)

30 34 30 1 5 104,9 + 34,6 0,420
30 33 30 1 6 114,5+453 0,201
30 32 30 1 7 104,3 + 36,8 0,309

Investigaciones toxicologicas in vitro

La toxicidad in vitro de los liposomas A y la nanoparticula de control de la misma composicién pero sin Gd quelado
en el macrociclo DOTA se evaluo utilizando el los ensayos de toxicidad MTT y LDH. Los liposomas se formulan en
tampon [20 mM HEPES (acido 4- (2-hidroxietil) -1 acido -piperazinetanosulfénico, pH 6,8, NaCl 150 mM) en un
concentracion total de 25 mg ml™"
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Ensayo MTT de viabilidad celular

La determinacion de la proliferacion y la viabilidad celular son areas clave evaluadas para ensayos in vitro de la
respuesta de una poblacion de células a factores externos, por lo tanto, un ensayo de MTT se llevé a cabo para
medir el efecto de liposomas A sobre la viabilidad celular. El ensayo de MTT mide la tasa de proliferacion celular y a
la inversa, cuando los acontecimientos metabdlicos conducen a apoptosis 0 necrosis, la reduccion de la viabilidad
celular (equilibrio entre proliferacion y muerte celular). Este ensayo implica la reduccién de sales de tetrazolio por
enzimas deshidrogenasas mitocondriales. El tetrazolio amarilo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazolio) se convierte en el producto purpura Formazan, por las células metabdlicamente activas, a través de
la accion de las enzimas deshidrogenadas. El formazan purpura intracelular resultante puede solubilizarse y
cuantificarse mediante espectrofotometria. De esta manera se puede medir y cuantificar la viabilidad de las células
en presencia de los liposomas de gadolinio afiadido.

-5 Dos lineas celulares, células de rifion LLC-PK1 y células hepaticas Hep G2, se sembraron a 2,5 x 10 células / ml
en placas de 96 pocillos y se incubaron en medio de crecimiento durante 24 h antes del ensayo. Después, el
liposoma A se afiadio a las células a una concentracion de 0,004 - 1,0 mg ml” y las células se incubaron durante 6,
24,y 48 horas. La citotoxicidad se determind y los datos se presentan en la Figura 12.

El ensayo de viabilidad MTT en células de rifién LLC PK1 reveldé un buen nivel de viabilidad celular, después de la
adicién de los liposomas, y se demostré que la viabilidad caia solo en los periodos de incubacion y de dosis mas
altas. La toxicidad del liposoma A es menor que la nanoparticula control, este efecto se debe, quiza, a los acidos
carboxilicos del grupo de cabeza de DOTA, que en la formulacién del liposoma A, esta quelado a Gd**, y, por lo
tanto, se convierte en neutro y relativamente inerte dentro del entorno celular.

La viabilidad celular de HepG2 se vio minimamente afectada como resultado de la adiciéon del Liposomas A o la
nanoparticula de control (Figura 13). Sin embargo, la toxicidad del liposoma A era mas baja que la de la
nanoparticula de control, donde se observaron reducciones de la viabilidad celular a la dosis mas alta y a los
periodos de incubacién mas largos (grafico superior, Figura 13).

Ensayo de citotoxicidad con lactato deshidrogenasa (LDH)

El ensayo de LDH es un ensayo de citotoxicidad colorimétrico no radiactivo que mide cuantitativamente la LDH, que
es una enzima citosolica estable que se libera tras la lisis celular durante la muerte de la célula. La cantidad de LDH
liberada en el medio celular se mide con un ensayo enzimatico acoplado de 30 minutos, lo que tiene como resultado
la conversion de una sal de tetrazolio (INT) en un producto de formazan rojo. La cantidad de color formado es
proporcional al nimero de células lisadas y, por lo tanto, muertas. Después, los resultados se normalizan contra los
controles, tal como la LDH liberada de las células sin compuestos afiadidos a ellas. La Figura 14 presenta los
resultados del ensayo NCL LDH en células de rifion PK1 LLC para la nanoparticula control y el liposoma A.

Los datos de la Figura 14 muestran que la toxicidad celular es baja en el intervalo de dosis y el periodo de
incubacion menores (4 horas). El liposoma A parece menos téxico cuando se compara con la nanoparticula control.

La citotoxicidad de los liposomas de control es mas variable para las nanoparticulas de control y parece que estas
particulas son mas toxicas para las células hepaticas HepG2 (Figura 15, arriba) que el liposoma A. La toxicidad para
HepG2 vy, por lo tanto, la toxicidad hepatica del liposoma A parece bastante baja a todas las concentraciones y
periodos de incubacioén. Estos datos confirman una toxicidad general baja para el liposoma A.

Obtencion de Imagenes de tumores in vivo

Los tumores en ratén de cancer humano son un buen modelo para las investigaciones preliminares de agentes de
imagen y su eficacia como potenciadores de la sefial tumoral. La linea celular de cancer de ovarios humano IGROV-
1 se uso para inducir tumores en ratones Balb / ¢ atimicos. En el presente documento, las células se inyectaron
debajo los flancos derechos de ratones hembra de 6-8 semanas de edad y, después de dos semanas, en los
ratones habian crecido suficientes tumores grandes adecuados para la obtencion de imagenes. Se prepararon
particulas de liposoma A en tampén HEPES y se inyectaron a través de la vena de la cola de los ratones portadores
de tumores, un método que asegura la rapida entrada de los liposomas en la circulacion sanguinea. Antes de la
inyeccion, se obtuvieron imagenes de IRM basales en un iman 4,7 T con el fin de identificar el tumor y medir los
valores de la intensidad de la sefial basales. Después de la inyeccion de los liposomas, se sometieron a las pruebas
de imagen a los ratones 2 horas, 16 horas y 24 horas después de la inyeccion. Se obtuvieron imagenes ponderadas
en T¢ para cada punto de tiempo y la potenciacion de la intensidad de la sefial en porcentaje como resultado de la
acumulacion de los liposomas dentro del tejido tumoral se calcul6 a partir de los valores de intensidad de la sefial del
tumor generados a partir del tejido tumoral (véase la Figura 16).

La Figura 16 presenta las imagenes de RM de ratones portadores de tumores, el tumor aparece oscuro antes de la

inyeccion de liposoma A, y se potencia después de la administracion de los liposomas. Este efecto es persistente
hasta el punto final de 24 horas de experimento. La potenciaciéon de la sefial tumoral del liposoma A se confirma
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adicionalmente mediante la Figura 17, donde a diferentes puntos temporales TR, se observa que la intensidad de la
sefial tumoral aumenta de forma constante con el tiempo, lo que confirma la acumulacion gradual del liposoma A en
el tumor debido al efecto EPR.

Cuando estos datos se representan como un aumento de la intensidad de la sefial tumoral en la figura 18, se puede
ver que la intensidad de la sefial aumenta en 24 horas, y que se consigue un aumento del 72 % de la sefal hasta el
punto final de 24 horas del experimento. Estos datos son muy impresionantes y demuestran la utilidad del liposoma
A de acuerdo con la presente invencion como un agente de obtencion de imagenes tumorales dirigido "pasivo".

A las 24 horas de la inyeccion, se sacrificd a los ratones y se extirparon los tumores. Los tumores fueron
congelados, se fijaron y se sometieron a crioseccionamiento, de modo que se cortaron secciones de 7 m y los
portaobjetos se analizaron para detectar la fluorescencia utilizando un microscopio. La inclusién del rojo del lipido
fluorescente rojo DOPE-Rodamina en la formulacion de liposoma A permitié la evaluacion bimodal de la localizacion
de los liposomas en el tejido tumoral.

Como era de esperar en vista de los estudios de IRM, el analisis histolégico de las secciones de tumor reveldé un
nivel muy alto de sefial de fluorescencia en el tejido tumoral (véase la Figura 19). Se pudo observar la aparicion de
sefiales de hiperfluorescencia dentro del tejido tumoral. Estos resultados de intensidad de fluorescencia
proporcionaron congruencia visual cualitativa con las imagenes de RM y validaron la acumulacion del liposoma A
dentro de los tumores de xenoinjertos. El tejido tumoral tiene microvasos con grandes fenestraciones y, como tales,
los liposomas son capaces de extravasarse hacia el tumor. Estos liposomas extravasados no se eliminan debido a
un sistema de drenaje linfatico deteriorado y pueden acumularse dentro del fluido extracelular del tumor con el
tiempo.

Conclusion

El liposoma A es una nueva formulacién de nanoparticulas en liposoma que es capaz de formar imagenes de
eficaces de los tumores mediante IRM. La incorporacion de DSPC, un fosfolipido totalmente saturado para su uso en
los liposomas Gd.DOTA.DSA de la presente invencién da excelentes resultados. Los resultados demuestran
claramente que el liposoma A tiene toxicidad hepatica baja y una actividad muy alta de potenciacion de la sefal de
IRM. Se cree que esto se debe al tamafio éptimo del liposoma A, un tipico liposoma Gd.DOTA.DSA de la presente
invencion, ya que es lo suficientemente pequefio como para acumularse en el tumor debido al efecto EPR y este
tamafio mas pequefio también evita que se acumule en el higado en particular, debido a la reduccion de la absorcién
por las células de Kupffer.

Ejemplo 2 Liposoma B

En otro experimento, se desarroll6 otro liposoma Activo en IRM dirigido a tumores denominado en lo sucesivo
Liposoma B.

El Liposoma B es una nuevo nanoparticula de liposomas dirigida a tumores para IRM. Como parte de las
investigaciones en liposomas dirigidos, los inventores han desarrollado el liposoma paramagnética dirigido a folato,
Liposomas B (véase la representacion de liposoma B en la Figura 20), que mostré una mayor acumulacién en un
modelo de tumor que expresa receptores de folato. Las particulas se formularon para garantizar una distribucion del
tamafio de aproximadamente 100 nm con un indice de polidispersidad bajo. Se usaron células IGROV-1 para inducir
tumores en ratones atimicos Balb / c y los liposomas dirigidos a folato se inyectaron por via intravenosa. Se observo
una acumulacion rapida de los liposomas dirigidos a folato dentro del tejido tumoral en comparacién con los
liposomas no dirigidos. La formulacion del liposoma B es similar a la del liposoma A, con la excepcion de que el
porcentaje molar del lipido sigiloso DSPE-PEG2000 se reduce en un 1,5 % molar con el fin de incorporar el anfifilo a
dirigir. DSPE-PEG-2000(Folato) [diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol (2000)-folato] (véase la Figura 21
para la composicion de particulas).

La linea celular de carcinoma nasofaringeo humano KB se considera que tiene el nivel de expresion de RF mas alto,
aunque el nimero de casos de este tipo de cancer es bajo en comparacion con el cancer de ovarios, que tiene la
frecuencia mas alta (> 90 % de los casos) En particular, la isoforma o-FR, que es una protel'na de membrana
anclada por glicosil fosfatidilinositol (GPI), se expresa altamente en el carcinoma de ovarios.?® Ademas, también se
ha demostrado que la isoforma a-RF tlene valor de biomarcador especifico, lo que ayuda a la identificacion del
origen del sitio del tumor metastasico.?® Por lo tanto, los inventores estaban interesados en utilizar este receptor con
el fin de probar la eficacia de los liposomas bimodales dirigidos a folato para la obtencion de imagenes de tumores
de ovarios usando IRM. La liberacién de farmacos liposomales basados en folato se ha estudiado ampllamente

sin embargo, el efecto de potenciacion de la tasa de acumulacidon de liposomas en los tumores debido a la
focalizacion al folato no se ha estudiado de forma dinamica en tiempo real en gran medida. La potenciacion eficaz de
la sefal del tumor se ha previsto, ya que los RF se expresan en cantidades significativamente menores en el tejido
normal, limitados principalmente a los tubulos renales, el epitelio pulmonar, y el tejido de la placenta ' Para evaluar
el valor de la adicién de un ligando dirigido sobre la velocidad y la extension de la acumulacion de liposomas en los
tumores solidos, en la presente invenciéon se han formulado liposomas fluorescentes y paramagnéticos bimodales
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dirigidos a los RF y se compararon con los liposomas no dirigidos mediante tanto IRM como microscopia de
fluorescencia.

Con el fin de establecer si la linea celular IGROV-1, una linea celular de carcinoma de ovarios humano expresa un
nivel suficiente de receptores de folato, se llevé a cabo el analisis FACS de cuatro lineas celulares diferentes. Para
estos fines, se eligid la isoforma del receptor de a-folato receptor (a-FR), que es un transportador de folato con
niveles de expresion restringidos en los tejidos normales. Para medir los niveles de expresion de a-RF de las lineas
de células de ovarios humanos IGROV-1, OVCAR-3 y células HelLa (cancer cervical), se llevaron a cabo
experimentos de citometria de flujo. Ademas de estas lineas celulares también se analizdé una linea celular de
cancer de mama (SKBR-3) como una linea celular de control negativo sin expresion de a-FR. Las células fueron
cultivadas en medios libres de acido félico y se incubaron con suero para bloquear las interacciones no especificas.
Se llevé a cabo inmunotincion con un anticuerpo monoclonal (MAb Mov18 / ZEL) especifico del a-FR, y después de
la incubacion con este anticuerpo, se dejé incubar un anticuerpo secundario marcado con FITC (anticuerpo IgG de
cabra, conjugado con FITC) con las células. Después de la tincion, las células se fijaron y se analizaron mediante
microscopia de fluorescencia. A partir del analisis de a-RF con FACS (véase la Figura 22), donde todas las lineas
celulares se cultivaron en las mismas condiciones estandarizadas utilizando medio de cultivo celular libre de folato,
se demostré que la linea celular IGROV-1 exhibia un nivel claramente mas elevado de expresion de a-FR. A partir
de estos datos tipicos de FACS, la expresién a-RF se midié en el orden de: IGROV-1>>0VCAR-3>HelLa>SKBR-3
(tres dias después de la siembra).

Después de haber establecido la sobreexpresion de a-RF en la linea celular IGROV-1, los liposomas de liposoma B
dirigido se prepararon para determinar la unién especifica al receptor celular y la absorcion en células IGROV-1 de
cancer de tumor.

El porcentaje de anfifilo dirigido a folato se optimizo inicialmente antes de la obtencién de imagenes de RM. La Tabla
3 muestra una serie de liposomas con diferentes anfifilos de folato formulados para la incubaciéon con las células
IGROV-1.

Tabla 3. Formulacion de liposoma BTM con varios % molar de lipido dirigido DSPE-PEG2000

Liposomas usados en los experimentos de optimizacion del ligando de folato
Gd.OOTA.DSA DSPC Col. DSPE-PEG2000 | DSPE-PEG2000 Tamaio PI
(% molar) (% (% (% molar) (folato) (% (nm)
molar) molar) molar)

30 33 30 6,99 0,01 134,33 0,401
+ 9,07 + 0,207

30 33 30 6,97 0,03 112,36 0,266
+ 3,164 + 0,094

30 33 30 6,5 0,5 103,46 0,377
+12,70 + 0,337

30 33 30 55 1,5 146,3 0,602
+ 3,897 + 0,141

30 33 30 4 3 84,766 0,960
+ 9,729 + 0,487

30 33 30 7 0 79,3 0,424
+ 1,997 + 0,186

Para los experimentos de optimizacion de ligando, se afiadieron liposomas de Liposoma B mostrados en la Tabla 3
a las células IGROV-1 en cultivo y se incubaron durante 6 horas. Después de este periodo de incubacion, las células
se lavaron, se lisaron y se sometieron a mediciones ICP-MS para determinar su contenido en Gd. La Figura 23
presenta los datos obtenidos. A partir de estos datos se puede observar que la formulacién de liposomas con la
mayor captacion en células IGROV-1 es la que contiene 1,5 % molar de DSPE-PEG-2000 (folato). Los trabajos
anterior publicados de los inventores utilizaron liposomas PEGilados neutros que incorporaron DOPC, y un 3 %
molar de PEG-DSPE-2000 (folato) dirigidos a ligando, sin embargo, el liposoma B requiere la mitad del ligando
dirigido, lo que reduce drasticamente los costes de produccion. Por lo tanto, se puede ver que esta reduccion de
costes debido a la necesidad de solo la mitad de la cantidad de ligando dirigido representa una ventaja adicional
proporcionada por el uso de fosfolipidos totalmente saturados tales como DSPC en los liposomas de la presente
invencion.

El liposoma B es una nueva formulacién que incorpora una relacion optimizada de los ligandos dirigidos, establecida
utilizando la misma linea celular de la que crecieron los tumores para los experimentos de obtencién de imagenes de
RM in vivo.

Después de haber optimizado la relacion ligando dirigido de los liposomas con Liposoma B, los liposomas se

caracterizan después por su tamafio y distribucion. La Figura 24 presenta datos sobre la caracterizacion del tamafio
de particulas de Liposoma B. Las particulas tienen un tamafio medio de aproximadamente 100 nm, teniendo las
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particulas filtradas un excelente indice de polidispersidad.
Toxicidad in vitro

Los ensayos de MTT en células de rifion LLC PK1 se realizaron en liposomas con el Liposoma B vy la viabilidad
celular no se vio afectada en gran medida en la mayoria de las dosis y los tiempos de incubacion (véase la Figura
25). El periodo de incubacion y la dosis mas altos dio lugar a una reduccion de la viabilidad celular, lo que indica que
el intervalo de dosis 6ptimo estaba entre 0,001 y 0,5 mg / ml. Los datos del ensayo de LDH se presentan en la
Figura 26, los efectos de la toxicidad del Liposomas B en el presente documento parecen ser mucho mas
pronunciados en el periodo de incubacién de 48 horas.

Capacidad de relajacion de los liposomas con liposoma B

La capacidad de relajacion de los liposomas con Liposoma B se midid mediante la formulaciéon de liposomas con
concentraciones variables del lipido Gd.DOTA.DSA para obtener 5 formulaciones con concentraciones de Gd
atomico dentro del intervalo de 1,972 a 0,2466 mM. Las capacidades de relajacion del Liposoma B y los liposomas
dirigidos a folato que contienen el lipido DOPC (segun la publicacién anterior de los inventores (Bioconjugate Chem.
2009, 20, 648 - 655) se muestran en la Tabla 4. 4. Como el lipido de Gd activo de IRM: Gd.DOTA.DSA y su
concentracion es la misma en ambas formulaciones, las capacidades de relajacién ri y r, obtenidas a 4,7 T son
comparables.

Tabla 4. Comparacion de la capacidad de relajacion de los liposomas con Liposoma B con DSPC y liposomas que
contienen DOPC dirigido a folato
DOPC DSPC
r 1,3006 r 0,9126
r 5,3794 r 5,555

IRM tumoral in vivo

Las particulas de liposomas B (concentracion total de liposomas; 15 mg ml” se prepararon en tampén HEPES
(20 mM, NaCl, 135 mM, pH 6,5) y se inyectaron a través de la vena de la cola de ratones portadores de tumores
IGROV-1. Antes de la inyeccion, se obtuvieron imagenes de IRM basales en un iman 4,7 T con el fin de identificar el
tumor y medir los valores de T1 basales. Después, se sometieron a las pruebas de imagen a los ratones 2 horas, 16
horas y 24 horas después de la inyeccion. El porcentaje de potenciacion de la sefial como resultado de la
acumulacion de las particulas de liposoma B dentro del tejido del tumor se calculd a partir de las intensidades de la
sefial generadas a partir de los tumores. La Figura 27 presenta las imagenes de RM de los tumores antes de la
inyeccion, 2, 16 y 24 horas después de la administracion de liposoma B. Las imagenes tumorales revelan un borde
brillante de sefal potenciada alrededor de la zona del tumor en el punto de tiempo de 24 horas, lo que muestra la
gran efectividad del Liposoma B paramagnético dirigido al receptor de folato de acuerdo con la presente invencion.

Los valores de intensidad de sefal del tumor medidos (véase la Figura 28) muestran que en tan soélo 2 horas
después de la inyeccion i.v., es evidente el efecto activo y dirigido especifico de los liposomas de folato donde la
sefial de tumor se ve potenciada en un 20 %. A continuacion, la potenciacién de la sefial se aumenta continuamente
hasta el punto de tiempo de obtencidon de imagenes de 16 horas, donde se consigue una potenciacion de la sefal
tumoral del 62 %. Esta sustancial potenciacion se observa a pesar de la inyeccién de particulas de liposoma B que
contienen la mitad de la cantidad de ligando dirigido a folato en comparaciéon con los liposomas anteriores que
contiene DOPC-3 % molar DSPE-PEG2000 (folato).

Ademas, la novedad y utilidad del liposoma B se demuestra por el hecho de que después del pico de 16 horas en las
intensidades de la sefial tumoral, la sefal tumoral comienza a bajar. Aunque con el liposoma A, la intensidad de la
sefal del tumor aumenta hasta el punto final de 24, este efecto de disminucién de la intensidad de la sefial del tumor
del liposoma B es ventajoso, ya que las particulas se eliminan "de forma natural" de la tumores, después de la
obtencion de imagenes, que es un requisito de cualquier nanoparticula segura y biocompatible. Aunque se pueden
alcanzar tasas de acumulacion y dosis mas rapidas en los sitios tumorales utilizando ligandos dirigidos, informes
recientes han llamado la atencién sobre la seguridad de la acumulacién prolongada y retenciéon de nanoparticulas
dirigidas. Los inventores creen que el liposoma B es una nanoparticula liposomal activa éptima en IRM dentro del
intervalo de dosis uM puede potenciar sustancialmente el tejido tumoral, eliminarse después del punto de saturacion
de la potenciacion de la sefial y demuestra ventajas sobre los actuales agentes de contraste de IRM de peso
molecular bajo clinicamente disponibles.

Histologia de los tumores IGROV-1
Después de la IRM, se sacrifico a los ratones y los tumores se extirparon, se congelaron, se fijaron y se seccionaron
para analisis histologico. La inclusion de la del lipido fluorescente DOPE-Rodamina en la formulacion de liposomas

permite el analisis post-mortem por microscopia de fluorescencia, que es una indicacion sensible de la presencia de
liposomas en el tejido tumoral. La Figura 29 presenta imagenes de microscopia de fluorescencia de tumores
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seccionados 24 horas después de la inyeccion del liposoma B. La presencia de fluorescencia roja intensa de estas
laminas tumorales seccionadas es indicativa de la acumulacion de los liposomas B dirigidos en el tejido tumoral.

Estos hallazgos sugieren que la focalizacién sobre el folato para la obtencién de imagenes in vivo de tumores
presenta una plataforma robusta y amplia para la obtencion de imagenes de tumores.

Conclusiones

En la busqueda de nanoparticulas cada vez mas dptimas para la obtencién eficaz de imagenes de tumores sdlidos,
las consideraciones de tamafio de particula, la carga y los elementos de orientacidon son requisitos clave para el
desarrollo exitoso de las particulas para la obtencion de imagenes tumorales. Los resultados de los Experimentos 1
y 2 muestran de forma concluyente que los nuevos liposomas de la presente invencion demuestran propiedades
optimas que los hacen especialmente adecuados para su uso como agentes de contraste en imagenes por
resonancia magnética de tumores.

Seccioén experimental
Materiales

Fosfatidiletanolamina-lisamina rodamina B (DOPE-rodamina), colesterol, diestearoilfosfocolina (DSPC) y 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina-N-metoxi (polietilenglicol)-2000 (DSPE-PEG2000) se adquirieron en Avanti Polar
Lipids Inc. (Alabaster, AL, EE.UU.). Todos los demas productos quimicos eran de calidad analitica o de la mejor
calidad disponible y se adquirieron en Sigma-Aldrich (Reino Unido) o Macrocyclics (EE.UU.). Gd.DOTA.DSA se
sintetiz6 del siguiente modo.

Procedimientos generales

Los espectros de RMN de 'H se registraron en un espectrometro 400 MHz Bruker Advance 400. Los
desplazamientos quimicos se expresan en partes por millén (ppm) campo abajo de TMS, usando cloroformo residual
(7,27 ppm) como patron integral. Los datos se avalan del siguiente modo: desplazamiento quimico, s = singlete, a =
singlete ancho, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto, m =multiplete, las constantes de acoplamiento J se dan en
hercios (Hz). Los espectros de RMN de 3C se registraron en un espectrometro 400 MHz Bruker Advance 400. Los
desplazamientos quimicos se expresan en partes por millén (ppm) campo abajo de TMS, usando la resonancia
media de CDCI; (77,0 ppm) como patron integral. Los espectros de infrarrojos (IR) se registraron en un
espectrofotometro de infrarrojos JASCO FT/IR-620, las absorciones se registran en niumeros de onda (vmax en cm’
1). La HPLC analitica se llevé a cabo en un sistema de bomba Hitachi-LaChrom L-7150 equipado con un detector
evaporativo de dispersion de luz Polymer Laboratories PL-ELS 1000. Las mezclas de gradiente para HPLC se
asignaron del siguiente modo: mezcla de gradiente A = H,0/0,1 %TFA; mezcla B = MeCN/0,1 %TFA; mezcla C =
MeOH. Los espectros de masas se realizaron con los instrumentos VG-070B, Joel SX-102 o Bruker Esquire 3000
ESI. Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Stuart Scientific SMP3 y se presentan sin correccion. Las
reacciones con material sensible al aire se llevaron a cabo mediante técnicas de jeringa estandar. EI CH.Cl, se
destilé sobre P,0s. Los analisis cromatograficos en capa fina (TLC) se realizaron en un gel de silice con respaldo de
aluminio de 0,2 mm de Merck en placas 60 F254 y los componentes se visualizaron mediante iluminacion con luz UV
o mediante tincion con permanganato de potasio, molibdato de amonio acido (IV), yodo, ninhidrina, Rodamina B,
acido sulfurico diluido acuoso o bromocresol verde, cuando fue adecuado se us6 Pharmacia LKB - Ultrospec Il
(lampara de deuterio a 300 nm) para visualizar la absorbancia UV. La cromatografia en columna ultrarrapida se
realizé usando gel de silice de Merck de malla de 0,040 a 0,063 mm, 230 a 400. Los experimentos de microscopia
se llevaron a cabo en un microscopio Nickon Eclipse E600. El analisis FACS se llevé a cabo en una maquina Becton
Dickinson FACSCalibur. Todos los experimentos de IRM se llevaron a cabo en un iman 4,7 T Magnex (Oxford, Reino
Unido) Varian Unity Inova consola (Palo Alto, CA, EE.UU).

Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo de conformidad con la normativa del Reino Unido y Ley
de Guia para Operaciones con Animales (Procedimientos Cientificos) (1986).

El esquema 1 presenta la ruta sintética llevada a cabo para producir el Unico componente sintetizado internamente

de las nanoparticulas liposomales presentadas. Gd.DOTA.DSA lipido 4. Este lipido se produce con una pureza ~
98 % segun se evalu6é mediante HPLC analitica.
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Esquema 1. a: 3 equiv., EtsN, CH,Cl, seco, 45 C, 12 h, 68 %. b: 6 H,0.GdCls, H20, 90 C, 12 h, cuantitativa.
Sintesis quimica:

(i) Acido 2- {4,7-bis-carboximetil-10-[(N,N-diestearilamidometil-N’-amidometil]-1, 4,7,10-tetra-azaciclododec-1-
il} -acético (DOTA.DSA) (3)

T
HOOC™ "N NI “COoH
B N T N S N fa)

‘ l N
N N COOH
T M N T TN T T "\JN'\F/\’ N’( L\'/ [
P
O

El éster de DOTA-NHS(100 mg, 0,120 mmol) y bis(esteroilamida) (80,17 mg 0,139 mmol)) se afiadieron a un matraz
evacuado, al que se afiadid CH.Cl, anhidro (40 ml). Después se afiadio trietilamina (66,90 |, 0,480 mmol) y la
reaccion se agitd durante la noche en atmdsfera de N,. Los disolventes se eliminaron vacio y la mezcla bruta se
purificé mediante cromatografia en columna ultrarrapida (eluyendo con (CH2Cl: MeOH: NH3 34,5: 9: 1): CH2Cl, 1:9
—9:1, v/v) para dar un sélido blanco. Rf [CH2Cl;: MeOH: H;O: 34,5: 9: 1 v/v] 0,61. RMN de H (400 MHz, CDCls:
MeOD: AcOD: 3: 1, 300K) dH (ppm) 10,55 (3H, s, a, 3 x COOH), 5,30 (1 H, s, a, CH,NHCOO), 3,65 (6H, m, 3 x
NCH,COOH), 3,22 (6H, m, 2 x NCH.CHz, 1 x NCH>CONH), 2,58 (16H, s, a, 4 x NCH.CH:N), 2,29 (2H, s, a,
CHoNH), 1,67 - 1,59 (4H, m, OCNCH2CH>), 1,46 -1,44(27H, d de s, J 6,0, C(CHs)3 % 3),1,25 (60H, s, cadena CH-'s),
0,90 (6H, t, J 6,8, CHs x 2). FTIR: vmax (nujol)/cm™ 3750,56, 2726,56, 1889,87, 1793,63, 1681,21, 1534,22. HPLC:
tR = 34,16 min, columna C-4 péptido, mezcla de gradientes: 0,0 min [100 % A], 15 - 25,0 min [100 % B], 25,1 - 45,0
min [100 % C], 45,1 - 55,0 min [100 % A]; flujo: 1 ml/min. HRMS (FAB+) calculado para 54H104N608 m/z 964,7916,
hallado 987,7833 (M + Na)".
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(i) Acido 2- {4,7-bis-carboximetil-10-[(N,N-diestearilamidometil-N’-amidometil]-1, 4,7,10-tetra-azaciclododec-
1-il} -acético Gadolinio (lll) (Gd.DOTA.DSA) (4)

R N N TVl \/”\/’\
N

oL
N T N \,/N*- T /k \"/CDO
H
o]

Una cantidad estequiométrica de GdCl3;6H,O (28,118 mg, 0,075 mmol) se afiadi6 a DOTA.DSA (3) (73 mg,
0,0757 mmol), y la reaccion se agité en H,0 (20 ml) destilada 2 a 0 °C durante la noche (el pH descendi6 a 3,5 tras
la adicién de gadolinio). El agua para producir un polvo blanco (83,9 mg, rendimiento 99 %, descomp. = 345 -
348 °C). Rf [CH2Cl>: MeOH: H,0: 34,5: 9: 1 v/v] 0,55. La prueba de naranja de xilenol indicé que no habia iones de
Gd** detectables libres. FTIR: vmax (nujol)/cm™ 3750,23, 2234,78, 1991,59, 1889,89, 1793,44, 1681,90,77. HPLC:
tR = 36,22 min, columna C-4 péptido, mezcla de gradientes: 0,0 min [100 % A], 15 - 25,0 min [100 % B], 25,1 - 45,0
min [100 % C], 45,1 - 55,0 min [100 % A]; flujo: 1 ml/min. MS (ESI+) calculado para C54H101GdN608 m/z 1119,67,
hallado 1120,10 (M + H)".

(iii) Ester terc-butilico de acido N,N-distearilamidometilcarbamico (2a)

N N VNI e N N NN

R N e W /‘\/\_/N‘H/\NJ\ J/
H
o]

Boc-glicina (310 mg, 1,77 mmol) y dioctadecilamina (923,96 mg, 1,77 mmol) se disolvieron en cloroformo seco (30
ml). Se afiadieron HBTU (hexafluorofosfato de 2- (1 H-benzotriazol-1-il) -1, 1, 3,3-tetrametiluronio) (804,12 mg,
2,172mmol) y DMAP (4-dimetilaminopiridina) (648,72 mg, 5,31 mmol) a la solucién y la reaccién se agitdé a
temperatura ambiente en N , durante 12 horas. Los disolventes se eliminaron a vacio. La mezcla se disolvié en
CHCI; (50 ml) y se extrajo con H20 (3 x 50 ml). Los extractos acuosos combinados se extrajeron de nuevo con 2: 1
CHCl,: MeOH (2 x 50 ml), los disolventes se redujeron y se volvieron a disolver en éter dietilico y se realizé una
extraccion posterior con 7 % de acido citrico y H2O; la capa organica se lavo con salmuera, se recogi6 y se filtré a
través de celite y finalmente se secd sobre MgSO.. El éter dietilico se evapord a vacio para dar un sélido blanco
puro (1,164 g, 97 % de rendimiento, pf = 82 - 85 °C). Rf [CH2Cl,: MeOH: H,0:

34,5:9: 1 v/v] 0,56. RMN de "H (400 MHz, CDCls) 8H (ppm) 5,50 (1 H, s, a, amida NH), 3,99 (2H, s, a, NHCH>),
3,35 - 3,25 (2H, d, a, OCNCH.), 3,17 - 3,07 (2H, d, a, OCNCH,), 1,44 (9H, s, C(CHz)3), 1,61 - 1,44 (‘13H m,
C(CHs)s y OCN(CH2CHs)), 1,25 (60H, s, CH,'s cadena de alquilo), 0,872 (6H, s, a, CHs x 2). RMN de '*C (400
MHz, CDCI3) 8 C (ppm) 167,6 (CON(CH2)17), 156,0 (C(CH3)3sCOCOQ), 79,0 (C(CHs)3), 46,9 (N(CH2CH)9), 46,1
(N(CHzCHz)Q) 42,2 (NHCH,CO), 31,9 - 26,9 (CHz x 30), 22,7 (N(CH2CH.)9), 14,1 (C(CH3)3). FTIR: vmax
(nujol)/em™ 2360,56, 1723,85, 1650,78, 1580,63, 1377,25, HPLC: tR = 36,08 min, columna C-4 péptido, mezcla
de gradientes: 0,0 min [100 % A], 15 - 25,0 min [100 % B], 25,1 - 45,0 min [100 % C], 45,1 - 55,0 min [100 % A];
flujo: 1 ml/min. HRMS (FAB+) calculado para C43H86N203 m/z 678,6638, hallado 679,6953 (M + H)".

(iv) N, N-Diestearilamidometilamina (DSA) (2)

B Vil W N N VN
R N N N N NP NN | RPN NH;

T
Q

La amina protegida 2a se disolvié en CH2Cl> anhidro (5 ml), a la que se afiadié acido trifluoroacético (3 ml). La
reaccion se agité en atmosfera de N2 durante 2 horas. Los disolventes se eliminaron al vacio y el producto se seco al
vacio para obtener un polvo blanco (158 mg, rendimiento del 94 %, pf = 59-64 °C). Rf [Hexano: acetato de etilo: 9:1
v/v] 0,44. RMN de "H (400 MHz, CDCI3) 8H (ppm) 3,85 (2H, s, OCCHaNH,), 3,32 (2H, t, J 7,2 Hz, OCNCH,CHy),
3,13 (2H, t, J 7,2 Hz, OCNCH.CH), 2,39 (2H, s, muy a, NH2), 1,61 - 1,55 (4H, m, OCNCH.CH,), 1,26 (60H, s,
cadena CH.'s), 0,86 (6H, t, J 6,8, CHs x 2). RMN de "°C (400 MHz, CDCI3) 5 C (ppm) 168,8 (CO), 43,7 (OCN CHy),
41,9 (OCNCHy), 35,6 (CH3CH.CHy), 33 4 (cadena alquilo CHy's), 32,3, 31,1 (NCH2CH,CH,), 22,7 - 14,1 (cadena
alquilo CHy's). FTIR: vmax (nujol)/cm™ 1681, 1534, 1313, 1206, 1174, HPLC: R = 31,46 min, columna C-4 péptido,
mezcla de gradientes: 0,0 min [100 % A], 15 - 25,0 min [100 % B], 25,1 - 45,0 min [100 % C], 45,1 - 55,0 min [100 %
Al; flujo: 1 ml/min. HRMS (FAB+) calculado para C38H78N20 m/z 578,6114, hallado 579,6199 (M + H)".

Debido a la naturaleza paramagnética del lipido 4, la espectroscopia de RMN no era adecuada como herramienta de
caracterizacion debido al extremo ensanchamiento de los picos causado por el metal gadolinio paramagnético.
Todos los lipidos de gadolinio se analizaron mediante espectrometria de masas por electropulverlzaC|on (ESI-MS),
se utilizo el ensayo de HPLC y naranja de xilenol para analizar la presencia de cualquier Gd™" libre en las muestras
de producto. El ensayo de naranja de X|Ienol es una prueba colorimétrica mediante la cual un cambio de color de
naranja a purpura es indicativo de Gd* en complejo con el colorante naranja de xilenol. Esto provoca un
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desplazamiento batocrémico de 440 nm a 573 nm. En el presente documento, mediante el uso de una curva de
calibracion estandar de concentraciones conocidas de gadolinio frente a la absorbancia, la cantidad de Gd*" libre en
la muestra podria evaluarse. Tal como se presenta en las Flguras 5y 6, los analisis HPLC y MS de Gd.DOTA.DSA 4
se llevaron a cabo y no se demostré que hubiera presente Gd** libre y el compuesto se prepard con un 98 % de
pureza y excelentes rendimientos. Los picos isotdpicos de gadolinio también eran visibles en la traza MS y, como
resultado, la observacion de los abundantes isétopos de gadolinio confirmaron la formacion de complejos del metal
con el lipido DOTA. La HPLC, la MS y los picos isotdpicos de gadolinio para el compuesto 4 se muestran en las
Figuras 5y 6.

Prueba de naranja de xilenol

La presencia de iones de gadolinio libres en los compuestos en los que se ha incorporado Gd se determiné midiendo
la absorbancia a 573 nm de una mezcla de solucién de naranja de xilenol (990 pl, 0,5 mM in tampo6n de acetato
sédico (0,1 M, pH 5,2) y solucién de prueba (en 1:1 MeOH: CHxCly) que contiene el compuesto Gd (10 ul).
Coeficiente de extincion € = 20, 700 L mol” cm™ mediante lo cual [Gd libre] = A573/¢.

Anédlisis de IRM de Gd.DOTA.DSA Para el analisis en T, se afiadieron Gd.DOTA.DSA 4, Gd.DTPA.BSA y controles
del compuesto libre de metal y Magnevist (Schering AG, Alemania) a agua para dar una concentracion final de
0,5 mM. Las soluciones (200 pl) se introdujeron tubos eppendorf y los valores de relajacion en T4 se midieron en un
escaner 4.7T Varian RM a temperatura ambiente. Para las mediciones de la capacidad de relajacion se prepararon
formulaciones de liposomas de gadolinio con el fin de obtener cinco concentraciones dlferentes de gadolinio entre
0,20 a 0,66 M en 200 pl agua destilada y se determind la capacidad de relajacion molar r1(mM s ) Los valores de
T+ se obtuvieron utilizando experimentos de recuperacién de saturacion realizados con una secuencia de eco de
espin estandar y una adquisicion de una sola lamina de 2 mm ((TR = 50, 100, 200 300, 500, 700, 1200, 3000, 5000,
7000 ms, TE = 15 ms), nimero de promedios de la sefia; 2, FOV; 70 x 70 mm?, recogidos en una matriz de 256 x
128.

Preparaciones de liposomas. Todos los lipidos se almacenaron como soluciones madre en disolventes organicos
anhidros (CHCls, MeOH o una mezcla de ambos), a - 20 °C en argén. Volumenes apropiados de cada poblacion de
lipidos se colocaron en un matraz de fondo redondo que contenia cloroformo y se agitaron para asegurar una
mezcla completa de los lipidos. El disolvente se elimind a vacio lentamente para asegurar la producciéon de una
pelicula uniforme de lipido. La pelicula se rehidraté con tampén (HEPES, NaCl, 150 mM, pH 6,8) en un volumen
definido (20 ml por 500 mg de liposomas). La solucién resultante se sometié a ultrasonidos durante 60 min (a 30 °C).
El pH de la suspension liposomal se comprobé mediante pH Boy (Camlab Ltd., Over, Cambridgeshire, Reino Unido).
Para cada preparacion, el tamafo y la polidispersidad de los liposomas se midieron mediante espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS).

Modelo de tumor en ratén. Se implantaron células IGROV (5 x 10° /0,1 ml PBS) en los flancos de ratones Balb / ¢
atimicos de 6-8 semanas de edad para la generacion de tumores subcutaneos. Tras ~2 semanas (pesos tumorales
estimados de 40-50 mg) se anesteS|o a los ratones se anestesiaron con una mezcla de isoflurano/O; y se colocaron
en una bobina de volumen de 'H de cuadratura y se colocaron en el iman. Se obtuvieron exploraciones basales y
después se inyecto en los ratones por via intravenosa a través de la vena lateral de la cola 200 pl de la solucién de
liposomas (HEPES (20 mM, NaCl 135 mM, pH 6,5)) y se obtuvieron imagenes a 4,7 T (secuencia de eco de espin:
TR = 400 - 2800 ms, TE = 10 ms, FOV = 45 x 45 cm? , promedios: 1, tamafio de la matriz: 256 x 128 espesor: 2,0
mm y 20 laminas).

Experimentos de Histologia. Tras la IRM, se sacrifico a los animales y los tumores, higados y rifiones se extirparon,
se congelaron en nitrégeno liquido, se incluyeron en fluido de inclusion OCT (VWR) y se cortaron secciones de 10 0
7 m de espesor, se montaron sobre portaobjetos y se estudiaron para microscopia de fluorescencia.
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REIVINDICACIONES

1. Un liposoma que comprende Gd.DOTA.DSA (gadolinio (Ill) acido 2-{4,7-bis-carboximetil-10-[(N,N-
diestearilamidometil-N'-amido-metil]-1,4,7,10-tetra-azaciclododec-1-il}-acético), caracterizado por que dicho
liposoma comprende adicionalmente un componente de fosfolipido neutro completamente saturado.

2. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho componente de fosfolipido completamente saturado
es una 1,2-di(lipido C42-Cy saturado)-sn-glicero-3-fosfocolina, donde los grupos de lipidos saturados pueden ser
iguales o diferentes unos de otros.

3. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho un liposoma de acuerdo con (1), donde dicho DSPC
(1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina).

4. Un liposoma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho liposoma comprende
ademas un compuesto seleccionado del grupo que consiste en colesterol y un componente de polietilenglicol-
fosfolipido.

5. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 4, donde dicho polietilenglicol-fosfolipido es DSPE-PEG (2000)
[diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol (2000)].

6. Un liposoma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la cantidad de Gd.DOTA.DSA en
dicho liposoma es del 29 al 31 % en moles de la formulacién total de liposomas, preferentemente 30 % molar de la
formulacion total de liposomas;

la cantidad de componente fosfolipido totalmente saturado en dicho liposoma es de 32 a 34 % molar de la
formulacion total de liposomas, preferentemente 33 % molar de la formulacién total de liposomas;

la cantidad de colesterol en dicho liposoma es del 29 al 31 % molar de la formulacion total de liposomas,
preferentemente 30 % molar de la formulaciéon total de liposomas; y la cantidad de dicho componente de
polietilenglicol-fosfolipido en dicho liposoma es 5- 8 % molar de la formulacion total de liposomas y preferentemente
7 % molar de la formulacion total de liposomas.

7. Un liposoma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde dicho liposoma tiene un tamafio
medio de particula a una dilucion de 10 X en solucién tampoén de fosfato inferior o igual a 100 nm, preferentemente
inferior o igual a 80 nm.

8. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho liposoma comprende Gd.DOTA.DSA, colesterol, y
DSPC DSPE-PEG (2000).

9. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 8, donde Gd.DOTA.DSA, colesterol, DSPC y DSPE-PEG (2000)
estan presentes en la relacion de 30:33:30:7 % molar, respectivamente, en dicha formulacién de liposomas.

10. Un liposoma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde dicho liposoma comprende un
agente dirigido a tumores.

11. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacién 10, donde dicho agente dirigido a tumores comprende un ligando
para un receptor que esta sobreexpresado en las células tumorales respecto a la expresion de dichos receptores en
las células de tejido no tumoral de los mamiferos.

12. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 11, donde dicho agente dirigido a tumores se selecciona del grupo
que consiste en un resto de folato y un compuesto de fosfolipido-polietilenglicol-folato.

13. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 12, donde dicho compuesto fosfolipido-polietilenglicol-folato es
DSPE-PEG (2000) [diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol (2000)-folato].

14. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 12 a 13, donde la cantidad de dicho resto de folato presente en
dicho liposoma es 1-2 % molar de la formulacién de liposomas total.

15. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 10, donde dicho liposoma comprende Gd.DOTA.DSA, colesterol,
DSPC DSPE-PEG(2000) y DSPE-PEG(2000)-Folato.

16. Un liposoma de acuerdo con la reivindicacion 15, donde Gd.DOTA.DSA, colesterol, DSPC y DSPE-PEG (2000) y
DSPE-PEG(2000)-Folato estan presentes en la relacion de 30:33:30:5,5:1,5 % molar, respectivamente, en dicha
formulacion de liposomas.

17. Un agente de contraste de resonancia magnética, que comprende liposomas de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 16 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferentemente un vehiculo acuoso.
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18. Un agente de contraste de resonancia magnética de acuerdo con la reivindicaciéon 17, para uso en medicina, por
ejemplo en el diagndstico.

19. Uso de un liposoma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 en la preparacién de un
agente de contraste de resonancia magnética para potenciar las imagenes de resonancia magnética de 6rganos y
estructuras de organos en un mamifero, y, preferentemente, en la preparacion de un agente de contraste de
resonancia magnética para potenciar una imagen de resonancia magnética de un tumor en un mamifero.

20. Uso de acuerdo con la reivindicacion 19, donde la concentracion de dicho liposomas en dicho agente de
contraste de resonancia magnética es 1 -50 mg / ml, preferentemente 1 -30 mg / ml.

21. Un método de obtencion de imagenes de resonancia magnética de un 6rgano o estructura de érgano en un
mamifero, que comprende las etapas de:

(a) administrar el agente de contraste de resonancia magnética de acuerdo con la reivindicacion 17 a un
paciente; y
(b) tomar imagenes del 6rgano de interés en el paciente.

22. Un método de acuerdo con 21, donde dicho agente de contraste de resonancia magnética se usa para potenciar
una imagen de resonancia magnética de un tumor en un mamifero.

23. Un método de obtencion de imagenes de resonancia magnética de un 6rgano o estructura de érgano en un
mamifero al que se le ha pre-administrado el agente de contraste magnético de acuerdo con la reivindicacion 17,
que comprende la etapa de:

(i) tomar imagenes del 6érgano de interés en el paciente.
24. Un método de fabricacion de un liposoma de acuerdo con la reivindicacién 1 a 16, que comprende mezclar una
soluciéon de Gd.DOTA.DSA (gadolinio (Ill) acido 2- {4,7-bis-carboximetil-10 - [(N,N-distearilamidometil-N’-amido-metil-

1,4,7,10-tetra-azaciclododec-1-il} -acético) y una solucién de un fosfolipido totalmente saturado neutro.

25. Un método de acuerdo con la reivindicacion 24, que comprende la etapa adicional de secado de la mezcla (por
ejemplo al vacio) y, opcionalmente, la rehidratacion del liposoma resultante.

26. Un método de fabricacién de un agente de contraste magnético de acuerdo con la reivindicacion 17, que

comprende mezclar un liposoma como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.
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