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DESCRIPCION
Eritrocitos que contienen medios de contraste para imagen por resonancia magnética
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién hace referencia a formulaciones de medios de contraste para IRM, asi como a la
preparacion y utilizacion de tales formulaciones.

INTRODUCCION

[0002] Existen diversos medios de contraste para IRM disponibles para distintas aplicaciones, incluidas: la
deteccion de dafios en los 6rganos o modificaciones patoldgicas, el estado y el tamafio de ganglios linfaticos, la
deteccion de lesiones gastroentéricas que dan lugar a hemorragia, la presencia de masas tumorales en el
cerebro u otros tejidos, lesiones renales y formacién de imagenes del sistema circulatorio.

[0003] Si bien los medios de contraste para IRM mas habituales son los quelatos de gadolinio (Gd), estos
tienden a ser no especificos, con una acumulacion rapida en el rifién, de manera que sélo se obtienen ventanas
de imagenes de corta duracion (Kubaska, 2001). Los quelatos de gadolinio muestran una extravasacion rapida
en el intersticio y los rifiones los excretan rapidamente (t12 =1,5 h - Allkemper, 2002). Por lo tanto, se han de
utilizar en combinacién con técnicas de formacion de imagenes rapidas con el fin de proporcionar el contraste de
vaso sanguineo en relacion con tejido requerido.

[0004] En los ultimos afios, se han producido y utilizado nanoparticulas superparamagnéticas como medios de
contraste para IRM. Las nanoparticulas superparamagnéticas constituyen medios de contraste para IRM
excelentes, superiores a derivados de gadolinio, pero a pesar de diversos esfuerzos por mejorar su quimica de
superficie y biocompatibilidad, su vida media en la circulacion es corta y los macréfagos tisulares que envuelven
dichos materiales las absorben rapidamente.

[0005] La relaxividad de los medios de contraste SPIO tipicos es considerablemente superior que la relaxividad
de otras moléculas paramagnéticas, tal como el gadolinio (Jung, 1995). Las particulas de 6xido de hierro
superparamagnéticas constituyen los primeros medios de contraste especificos del higado clinicamente
aprobados (Low, 1997; Halavaara, 2002) y en los ultimos afios se han utilizado en casi todos los ambitos de las
biociencias, biotecnologia y aplicaciones biomédicas, incluido el contraste de intestino, la formacion de imagenes
de bazo, la formacién de imagenes de ganglio linfatico, la formacién de imagenes de médula 6sea, la formacion
de imagenes de perfusion y la angiografia para IRM (Wang, 2001).

[0006] Las propiedades importantes de las particulas magnéticas para aplicaciones biomédicas incluyen la no
toxicidad, la biocompatibilidad, la inyectabilidad y la acumulacion de alto nivel en el tejido u 6rgano diana, y la
nanotecnologia ha avanzado hasta un nivel que permite producir, caracterizar y adaptar especificamente las
propiedades funcionales de las nanoparticulas magnéticas para aplicaciones clinicas. Esto presenta como
resultado la mejora de la calidad de la formacion de imagenes por resonancia magnética y la elaboracion de una
variedad de particulas de 6xido de hierro.

[0007] EI 6xido ferroso o férrico es el principal constituyente de las particulas magnéticas y, puesto que estas son
atraidas por una densidad de flujo magnético elevada, se utilizan para el encauzamiento farmacéutico y para
procesos de bioseparacion, incluida la clasificacion de células (Ito, 2005). El tamafio de particula varia
ampliamente e influye en sus propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas (Allkemper, 2002). En la actualidad,
se distingue entre dos grupos de medios superparamagnéticos principales (Bonnemain, 1995): los SPIO (6xidos
de hierro superparamagnéticos), cuyo tamafo, incluido el recubrimiento, es mayor que 50 nm y los USPIO
(6xidos de hierro superparamagnéticos ultrapequefios) cuyo tamafo es menor que 50 nm. Esta diferencia de
tamano se traduce en diferencias considerables tanto en la proporcién de relaxividad R2/R1, como en la vida
media plasmatica y en la biodistribucion (Bonnemain, 1998; Reimer, 1998).

[0008] La agregacion debida a las fuerzas de atraccion asociadas a las nanoparticulas de magnetita se evita
mediante la creacién de una doble capa electrostatica, normalmente mediante la utilizacion de tensioactivos
poliméricos que funcionan como estabilizador estérico, tal como acido dimercaptosuccinico (DMSA, por sus
siglas en inglés) (Morais, 2004), polimero de polisacarido (dextrano o derivados de dextrano), almidén, alcohol
polivinilico (PVA, por sus siglas en inglés), polioxietileno (PEO, pos sus siglas en inglés), polietilenglicol (PEG) o
mediante modificacion del punto isoeléctrico con un recubrimiento de citrato o de silice (Cornell, 1991; Bacri,
1990). Las nanoparticulas de 6xido de hierro que mas se suelen utilizar estan recubiertas de dextrano y se
toleran bien fisioldgicamente (Babincova, 2000).
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[0009] Las nanoparticulas magnéticas también constituyen medios especificos potenciales para determinadas
patologias, puesto que un farmaco inmovilizado en matertiales magnéticos podria transportarse a través del
sistema vascular y concentrarse en un punto particular en el cuerpo debido a la acciéon de un campo magnético
externo. Para mejorar la especificidad, el farmaco se asocia, generalmente, a otra molécula capaz de
reconocimiento especifico y union al sitio de destino. El tipo mas comun de moléculas asociadas son anticuerpos
(y sus fragmentos), lectinas, proteinas, hormonas, moléculas cargadas y algunos ligandos de peso molecular
bajo, tal como folato (Sudimack, 2000; Petri-Fink, 2005). Un ejemplo ampliamente divulgado de la administracion
de farmacos magnéticos es como una sustitucion o para aumentar el tratamiento de quimioterapia/radioterapia
(Libbe, 2001; Hilger, 2002; Zhou, 2006).

[0010] Los SPIO pueden inyectarse por via intravenosa, contando con la circulacién sanguinea para transportar
las particulas al area de interés. De forma alternativa, en muchos casos, la suspensién de particulas (ferrofluido)
se inyecta directamente en la zona general que se desea tratar. Cualquiera de estas vias presenta el requisito de
que las particulas no se agreguen y bloqueen su propia extension.

[0011] La dispersion a la masa tisular general se favorece, presumiblemente, mediante gradientes de presion
desde los vasos sanguineos hasta los espacios tisulares. Particulas mayores, de 50-100 nm de diametro, no se
transportaron de esta manera y permanecieron en circulacion o unidas a las paredes del sistema vascular, con el
consiguiente riesgo de trombosis (Berry, 2003).

[0012] Asimismo, después de la administracion por via intravenosa de SPIO, los SPIO se recubren rapidamente
de proteinas séricas (Davis, 1997). Este proceso de opsonizacion hace que el sistema de defensa principal del
cuerpo, el sistema reticuloendotelial (RES, por sus siglas en inglés), reconozca las particulas. El RES es un
sistema disperso de células fagociticas especializadas que se asocian a la estructura tisular conjuntiva del
higado, bazo y ganglios linfaticos (Kreuter, 1994; Araujo, 1999). Las células macréfagas (Kupffer) del higado y
bazo cumplen una funcién primordial en la eliminacién de particulas opsonizadas. Por lo tanto, la aplicacién de
nanoparticulas in vivo requeriria la modificacion de superficie que garantizaria que las particulas son estables al
RES. La literatura informa tanto del recubrimiento de nanoparticulas con diferentes moléculas, como de
estrategias con las que se intenta inhibir la opsonizacion de componentes plasmaticos, de manera que se
permiten tiempos de circulacién mayores (Brigger, 2002; Moghimi, 2001).

[0013] Puesto que la velocidad de absorciéon de SPIO en el sistema reticuloendotelial esta relacionada, de forma
inversa, con su tamafo de particula (Allkemper, 2002), la minimizaciéon de la superficie de particula da lugar a
una absorcion de proteinas menor, lo que reduce la fagocitosis de las particulas, dando lugar, finalmente, a una
retencion intravascular prolongada.

[0014] Sean cuales sean los parametros del ferrofluido, la via de infusion, tal como la duracién y la velocidad de
la inyeccién, asi como los parametros fisioldgicos, han de tenerse en cuenta para estas nuevas formas de
aplicacion farmacolégica. Asimismo, existen problemas fundamentales asociados a la utilizacion de
encauzamiento farmacéutico dirigido magnéticamente. El encauzamiento, por ejemplo, a un tipo de célula
especifico, puede ser posible con recubrimientos dirigidos, pero es dificil retener las particulas en las
proximidades de la membrana celular durante cualquier duracion de tiempo, puesto que la célula tiende a iniciar
automaticamente la endocitosis mediada por receptor (Wilhelm, 2003).

[0015] Si bien se ha explorado una amplia variedad de tamafos y de materiales para prolongar el tiempo de
circulacién o para mejorar la especificidad de las nanoparticulas, sus aplicaciones estan limitadas por un RES
que es muy eficaz en la eliminacion de objetos extrafios circulantes, y todavia no ha sido posible evitar esto con
éxito (Gaur, 2000).

[0016] También se han llevado a cabo estudios sobre ferrofluidos encapsulados en eritrocitos para obtener el
encauzamiento del farmaco atrapado hacia el lugar de accion. Sprandel et al., han descrito la magnetizacion de
fantasmas de eritrocitos, mientras que Vyas et al. han cargado eritrocitos con ibuprofeno y magnetita mediante la
utilizacion de la técnica de prehinchamiento. Estos estudios se llevaron a cabo in vitro y muestran que es posible
atrapar farmacos y magnetita en los eritrocitos. Sin embargo, mostraron una descarga muy elevada de
practicamente la totalidad de la magnetita atrapada, debido a su efecto citotdxico y hemolitico en las células
(Vyas, 1994).

[0017] Se han propuesto los eritrocitos como un nuevo portador de farmaco y se les considera como vectores
biocompatibles potenciales para distintas sustancias bioactivas, tales como farmacos, enzimas y péptidos
(Magnani, 2002). La encapsulacion de farmacos o de agentes biolégicamente activos puede llevarse a cabo, por
ejemplo, mediante el método descrito en el documento de patente 6,139,836 (US patent; Magnani et al.).
Diversos estudios también han dado a conocer la preparacion de eritrocitos sensibles al magnetismo para el
encauzamiento de farmacos mediante la coencapsulacién de un farmaco con diversos ferrofluidos, por ejemplo,
magnetita (Vyas, 1994). Entre otras aplicaciones de los eritrocitos portadores, se encuentra su posible utilizacion
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como medios de contraste para IRM, por ejemplo, el gadolinio DTPA dimeglumina (Gd-DTPA) se ha encapsulado
en eritrocitos humanos y de ratas (Johnson, 1998).

[0018] Los medios de contraste que incorporan nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnéticas (SPIO)
son prometedores como medio para visualizar las células marcadas mediante la utilizacion de IRM.
Recientemente, se han proporcionado nanoparticulas de SPIO para el diagnéstico y monitorizacion de diversas
enfermedades cardiovasculares, incluidas, pero sin caracter limitativo, la aterosclerosis, la trombosis, la
isquemia, asi como para la terapia del cancer celular. Los SPIO estandar disponibles en el mercado, tales como
SHU 555A (Resovist, de Schering), son intensificadores extremadamente fuertes de la relajacion de protones,
pero presentan vidas medias Utiles muy cortas tras la administracion por via intravenosa, puesto que se eliminan
rapidamente de la sangre en minutos y se acumulan en las células reticuloendoteliales del higado y el bazo.

[0019] En el documento de patente US 2005/0261575, se da a conocer un IRM de contraste positivo de células,
objetos y tejidos marcados magnéticamente.

[0020] En el documento de patente WO 2006/012201, se dan a conocer nanoparticulas para la formacién de
imagenes de placas ateroscleroticas.

[0021] En el documento de patente US 2004/0076586, se dan a conocer composiciones y métodos para la
administracion de agentes farmacéuticamente activos con nanoparticulas.

[0022] En el documento de patente US-A-6,933,331, se expone nanotecnologia para la administracion de
farmacos, medios de contraste e implantes biomédicos.

[0023] En el documento de patente US-A-4,669,481, se dan a conocer métodos de imagen por resonancia
magnética mediante la utilizacion de glébulos rojos marcados con cromo.

[0024] En el documento de patente WO 2006/048321 A1, se exponen sustancias diagndsticamente activas que
incluyen nanoparticulas que pueden introducirse en células biolégicas.

[0025] En el documento de patente WO 91/16080 A1, se dan a conocer quelatos de gadolinio o yodo que
podrian encapsularse en eritrocitos como medios de contraste.

[0026] En el documento de patente US 5928958, se describen particulas superparamagnéticas de hierro con
tamafios que oscilan entre 3-50 nm y entre 10-100 nm.

[0027] En el documento de patente US 2006/0078502A, se describe un medio de contraste para IRM que
comprende un complejo de un catién paramagnético, tal como Gd3*, Dy** y Fe®*.

[0028] En la actualidad, se llevan a cabo grandes esfuerzos en el desarrollo de portadores magnéticos
biocompatibles para el transporte dirigido y la liberacion controlada de farmacos.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0029] De forma sorprendente, se acaba de descubrir que las particulas de 6xido de hierro superparamagnéticas
pueden encapsularse en eritrocitos mediante la utilizacion de una cantidad permeable de una solucién de dialisis
hipotonica.

[0030] Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencidon da a conocer un eritrocito viable que contiene
oxido de hierro superparamagnético citosolico en forma de nanoparticulas, que presenta una vida comparable a
la de los eritrocitos sin tratar. Se prefiere que la cantidad de 6xido de hierro superparamagnético (SPIO, por sus
siglas en inglés) se encuentre presente en los eritrocitos en una cantidad suficiente para permitir la imagen por
resonancia magnética (IRM) cuando se inyecta una preparacion de una pluralidad de dichos eritrocitos a un
individuo. Cuando las concentraciones de SPIO en los eritrocitos son relativamente bajas o se utilizan cantidades
inferiores de eritrocitos, la IRM puede ser posible solo después de que se haya empleado una fuente magnética
externa para atraer los eritrocitos que contienen SPIO a una ubicacién particular. A titulo orientativo, si bien el
experto en la materia sera capaz facilmente de discernir concentraciones adecuadas, la cantidad de SPIO en lo
que respecta a la cantidad de hierro en los eritrocitos deberia oscilar entre 1 mM y 40 mM, siendo el rango
preferido entre aproximadamente 3 mM y 20 mM.

[0031] Se observara que la presente invencion da a conocer una preparacion de eritrocitos que contienen SPIO
citosdlico. Tal preparacion puede resultar adecuada para su utilizacion inmediata para una inyeccién a un
paciente con fines de IRM o puede prepararse posteriormente para tal utilizacion y puede encontrarse en un
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estado liofilizado, por ejemplo. En caso de liofilizarse, es deseable incorporar una o mas sustancias en la
preparacion para inhibir o evitar la degradacién de las membranas, tal como propilenglicol.

[0032] Por "citosdlico", se entiende que las particulas de SPIO estan presentes en el citosol en lugar de, por
ejemplo, en las vesiculas de endocitosis, tal como se obtendria mediante el proceso de endocitosis o fagocitosis.

[0033] También se prefiere que los eritrocitos de la presente invencién comprendan uno o mas farmacos, de
manera que los eritrocitos puedan utilizarse como vehiculos de administracion de farmacos. Tales farmacos
pueden utilizarse como se describe anteriormente y pueden asociarse a las particulas de SPIO o transportarse
sobre o dentro de los eritrocitos. De forma particularmente preferible, los farmacos son tales que deben ser
eficaces cuando los eritrocitos se dirigen a una zona especifica mediante la utilizacion de magnetismo externo y
también se prefiere que los farmacos puedan liberarse mediante la aplicacion de magnetismo externo, tal como
mediante ruptura de los eritrocitos a través de los efectos sobre las particulas de SPIO.

[0034] Se prefiere que las particulas de SPIO puedan coatraparse dentro de los eritrocitos con al menos una de
diversas categorias de agentes farmacéuticamente activos, ingredientes o farmacos, incluidos, pero sin caracter
limitativo: los farmacos antiinflamatorios e inmunodepresivos, tales como los analogos de glucocorticoides; los
farmacos antivirales o antiretrovirales, tales como los inhibidores de la transcriptasa inversa
nucledsidos/nucledtidos (ITIN), los inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos (ITINN), los inhibidores
de la proteasa y/o los inhibidores de la fusién o la entrada; los farmacos contra el cancer, tales como los agentes
quimioterapéuticos, por ejemplo, la antraciclina, los agentes intercalantes, los inhibidores de la tirosina quinasa,
los inhibidores de la metiltransferasa, los inhibidores de la deacetilasa y los inhibidores de la proteasoma; los
oligonucledtidos; los anticuerpos monoclonales, los péptidos y los acidos nucleicos peptidicos; los farmacos
fotosensibilizadores; y los agentes fluorescentes infrarrojos. También se prefiere que puedan utilizarse
combinaciones o mezclas de cualquiera de los anteriores. Los expertos en la materia conoceran ejemplos
especificos de dichos farmacos.

[0035] Pueden coencapsularse nanoparticulas y farmacos y/u otros nanomateriales dentro de los eritrocitos para
el encauzamiento de farmacos y/o la liberacion de farmacos y/o la destruccion de células en caso de que el
material encapsulado provoque un calentamiento local tras la radiacion externa, por ejemplo.

[0036] De este modo, los farmacos que pueden, de otra manera, ser no especificos y toxicos a otros tejidos,
pueden encauzarse cuidadosamente. Por lo tanto, las toxinas, los agentes quimioterapéuticos y los anticuerpos
son los farmacos preferidos para su utilizacion en la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0037] Por "viable", se entiende un eritrocito que el huésped en el que se inyecta todavia reconoce como viable.
Los eritrocitos inviables o muertos, tales como los eritrocitos hendidos preparados en la técnica, se reconocen
inmediatamente como inviables y se eliminan del sistema hospedador. La ventaja de los eritrocitos de la presente
invencion consiste en que son capaces de sobrevivir durante varios dias sin eliminarse y suelen tener una vida
comparable a la de los eritrocitos no tratados. En este sentido, los glébulos rojos (RBC, por sus siglas en inglés)
también pueden denominarse eritrocitos estables. En particular, se prefiere que los RBC puedan evitar
sustancialmente la depuracién inmune y de que alrededor de al menos un 50 % y mas preferiblemente entre al
menos un 60 % y al menos un 70 % o un 80 % de los RBC cargados presenten vidas in vivo estadisticamente
significativas comparables a los RBC no modificados.

[0038] Los términos gldbulos rojos y eritrocitos se utilizan de manera intercambiable en el presente documento.

[0039] EI 6xido de hierro superparamagnético citosoélico también se denomina en el presente documento 6xido
de hierro superparamagnético encapsulado o sustancialmente interiorizado, o SPIO encapsulado o
sustancialmente interiorizado y es distinto del SPIO vesicular o micelar. El tamafio de las particulas se analiza a
continuacion en el presente documento, pero no se limita a SPIO y el rango de tamafos incluye USPIO. Se
prefiere que el tamafio total de cada particula, incluido cualquier recubrimiento, tal como dextrano, no sea mayor
que 80-90 nm, y que se encuentre preferiblemente entre 20 y 60 nm, mas preferiblemente entre 3 y 50 nm, mas
preferiblemente entre 10 y 100 nm, mas preferiblemente entre 10 y 30 nm, mas preferiblemente entre 20 y 50
nm, mas preferiblemente entre 50 y 80 nm y mas preferiblemente entre 40 y 60 nm.

[0040] Se observara que las presentes nanoparticulas también pueden denominarse nanoparticulas de SPIO
(SPION, por sus siglas en inglés).

[0041] Tal como se analiza en mas detalle en la seccién de Resultados de los Ejemplos, diversas tentativas en la
técnica anterior han dado lugar a eritrocitos que muestran medio de contraste sobre la superficie celular.
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[0042] Esta modificacion de las membranas podria llevar a depuracién inmune debido a la opsonizacion de los
eritrocitos. La presente invencion, sin embargo, evita esto mediante la interiorizacién sustancial de las
nanoparticulas de medio de contraste dentro del citoplasma de la célula. EI documento de patente WO
2006/048321 A1 hace referencia a la incorporacion en células de mamiferos (incluidos los glébulos y, por lo
tanto, los eritrocitos) de sustancias activas y de sustancias diagndsticamente activas en forma de nanoparticulas.
Sin embargo, una publicacion reciente de los mismos solicitantes y de otros (Nano Letters 6, 2505-2509,2006)
prueba que el método propuesto genera eritrocitos que contienen nanoparticulas unidas a la membrana. Por lo
tanto, las células se modifican en la superficie y la presencia de nanoparticulas de medio de contraste absorbidas
sobre la superficie celular conlleva la depuracion inmune. Por lo tanto, este método no da lugar a eritrocitos
viables o estables.

[0043] ElI documento de patente WO 91/16080 A1 (Guerbet) es una publicacion antigua y hace referencia a un
medio de contraste encapsulado en eritrocitos por medio de una técnica de resellado de lisis. La aplicacion se
focaliza en la utilizacion de quelatos de gadolinio o yodo como medio de contraste. Existen pocas referencias a
medios de contraste que incluyan coloides superparamagnéticos, pero no hay mas analisis de los mismos o
trabajo experimental sobre ello, como lo demuestra el hecho de que se ignoren cuestiones tales como la
dispersion. Asimismo, no se hace mencién de nanoparticulas y, de hecho, no se da a conocer ninguna referencia
al tamafo posible de estos coloides superparamagnéticos.

[0044] Desde esta publicacion, es evidente que los coloides superparamagnéticos pueden, de hecho, dar lugar a
interacciones de eritrocitos y dafios. Por lo tanto, esta publicacién no proporciona eritrocitos viables ni describe la
utilizacién de nanoparticulas. Asimismo, su método de encapsulacion es una técnica de resellado de lisis. A partir
de su trabajo con gadolinio y yoduro, los autores simplemente suponen que otros medios de contraste, incluido el
oxido de hierro, podrian haber seguido un comportamiento similar. Sin embargo, investigaciones recientes
(incluida la publicacion en Nano Letters, mas arriba) contradicen esto y, en la actualidad, esta claro que las
condiciones basadas en ellos adecuadas para quelatos de gadolinio y moléculas que contienen yoduro no son
adecuadas para las nanoparticulas de SPIO.

[0045] Por el contrario, los presentes inventores han descubierto, de forma sorprendente, que el SPIO puede
proporcionar al menos una de las siguientes ventajas por separado pero que se complementan. En primer lugar,
el sistema inmunitario no depura los eritrocitos de la presente invencién cuando estan cargados con el material
paramagnético, lo que constituye una ventaja considerable en relacion con los eritrocitos que tienen incluso una
pequefia cantidad de material paramagnético unido a su superficie celular. Esto proporciona a los presentes
eritrocitos una vida mejorada in vivo, de manera que se facilita de forma considerable el diagnostico con IRM en
un entorno clinico en el que pueden producirse retrasos y también permite que los eritrocitos penetren
profundamente en los tejidos corporales. De hecho, la estabilidad y viabilidad aumentada de los eritrocitos
permite que se tomen imagenes del mismo paciente en diversas ocasiones a lo largo del tiempo, de manera que
se permite la obtencion de un conjunto de datos a lo largo del tiempo, que podria utilizarse para estudiar la
eficacia del farmaco durante diversos dias o incluso semanas.

[0046] Una ventaja adicional y bastante inesperada consiste en que se ha descubierto que las nanoparticulas
superparamagnéticas encapsuladas o cargadas en RBC generan (en condiciones idénticas) un tiempo de
relajacion T2* considerablemente inferior a la sefial medida mediante la adicion de la misma cantidad de
nanoparticulas a una suspension de RBC (globulo rojo) idéntica o a sangre intacta. Si se baja el tiempo de
relajacion T2*, se mejora la resolucion de la imagen de IRM. Esto ayudara a los médicos a detectar tumores
incluso mas pequefios, por ejemplo.

[0047] Se prefiere, particularmente, que las nanoparticulas superparamagnéticas presenten la formula general
Fez3*0O3M?*0O, donde M?* es un cation de metal divalente tal como hierro ferroso, manganeso, niquel, cobalto o
magnesio.

[0048] Preferiblemente, el SPIO es magnetita. Esto se produce cuando el ion metalico (M?*) es hierro ferroso
(Fe?*), de forma que se proporcionan las nanoparticulas superparamagnéticas de la férmula FeFe;O4. Por lo
tanto, se prefiere que M?* sea hierro ferroso (Fe?*).

[0049] Sin embargo, también se prefiere que el SPIO comprenda alternativas al hierro ferroso, aunque se
observara que esto se aplica al M?>* y que el SPIO es todavia un éxido de hierro. Dicho de otro modo, sélo se
sustituye el M?*, no el elemento Fe,** de la formula general de SPIO Fep**O3M?*O. Por lo tanto, también se
prefieren otros SPIO que no sean de magnetita.

[0050] En consecuencia, se prefiere, particularmente, que M?* sea al menos uno de los siguientes cationes
divalentes, seleccionados del grupo que consiste en manganeso, niquel, cobalto y magnesio. Esto da lugar a
MnFez04, NiFe;04, CoFex04 y MgFe2O4, como se expone en Nature Medicine, Vol. 13, nimero 1, pagina 95-99,
enero 2007(Jae-Hyun Lee et al.) y en Eur. Radiol. Vol. 11, pagina 2319-2331, 2001 (Yi-Xiang J. Wang et al.). El
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manganeso, que da lugar a MnFe;04, se prefiere particularmente, puesto que proporciona un efecto de contraste
de resonancia magnética fuerte, debido a su valor de relaxividad elevado.

[0051] En la presente invencion, también se da a conocer un proceso para la preparacién de uno o mas
eritrocitos, segun se define en el presente documento, comprendiendo dicho proceso la dialisis de una
preparacion de dichos eritrocitos contra un tampén hipotdnico suficiente como para permeabilizar los eritrocitos, y
donde dicha preparacion comprende SPIO monodispersado y, posteriormente, resellar los eritrocitos.

[0052] La carga de nanoparticulas magnéticas en eritrocitos mediante la utilizacion del procedimiento de la
invencion se produce a través de los poros de la membrana del RBC que surgen de la dialisis de la suspension
de RBC en un tampédn hipoténico. Esto difiere de lo que se describe en publicaciones anteriores en las que los
autores han informado acerca del atrapamiento de ferrofluidos en los eritrocitos por medio de una técnica con la
que se producian células fanstama hendidas (Jain, 1994) con estabilidad limitada.

[0053] EI término "monodispersado/a” indica que las particulas de SPIO se tratan para que no se aglomeren y se
prefiere obtener el SPIO preparado con anterioridad de dicha manera, en lugar de tratar el SPIO en la
preparacion de eritrocitos. Se prefiere, particularmente, que las nanoparticulas de SPIO sean suficientemente
pequefias como para que puedan pasar a los eritrocitos facilmente cuando se vuelven porosos al estar
expuestos al tampdn hipotoénico. Tales nanoparticulas se recubren, preferiblemente, de dextrano, aunque en la
presente invencion también se contempla cualquier otro medio para obtener la monodispersion. Se prefiere el
nanomaterial magnético monodispersado PMP-50, comercializado por G.kisker GbR. Schering comercializa un
ferrofluido particularmente preferido con el nombre de SHU 555A (Resovist).

[0054] El tampon hipotdnico puede estar presente en cualquier concentracion adecuada para alcanzar la
formacién de poros de los eritrocitos. Si la osmolaridad del tampén hipoténico es demasiado elevada, quizas no
se produzca la formacion de poros, mientras que si la osmolaridad es demasiado baja, quizas se puedan dafar
en exceso los eritrocitos y se recupere una cantidad de células viables insuficiente. Por lo tanto, a titulo
indicativo, se prefiere una osmolaridad de entre 60 y 120 mOsm, siendo mas preferible todavia un rango de entre
70y 110 mOsm.

[0055] Se ha descubierto que las tasas de recuperacion que sobrepasan un 70 % de eritrocitos expuestos a un
tampdn hipoténico pueden alcanzarse al tiempo que se obtienen concentraciones internas suficientemente
elevadas de SPIO donde la osmolaridad de los eritrocitos no baja de 90 mOsm después del tratamiento.

[0056] EI volumen del tampdn como proporcidn para la preparacion de eritrocitos se encuentra, preferiblemente,
entre aproximadamente 15 y el infinito, siendo mas preferido un rango de entre aproximadamente 20 y 100 y
siendo particularmente preferido un rango de 40-80.

[0057] La naturaleza del tampo6n no es particularmente importante, siempre que no sea dafina a los eritrocitos
para el paciente de manera que o se reduce radicalmente la cantidad de eritrocitos que sobreviven al tratamiento
0 son téxicos para el paciente de manera no deseada. Entre los tampones adecuados, se incluyen los tampones
de carbonato y de fosfato.

[0058] Con el fin de obtener un grado satisfactorio de viabilidad para los eritrocitos, se prefiere utilizar un tampon
hipoténico que comprende ingredientes para garantizar el buen curso de los eritrocitos mientras se forman poros
en los mismos. En este sentido, se prefiere la presencia de un pH equilibrado, preferiblemente a
aproximadamente 7,4, junto con glucosa y ATP. También pueden incorporarse otros ingredientes, tal como
glutation, con el fin de mejorar la viabilidad y la recuperacion de eritrocitos viables.

[0059] La duracion de la exposicion de los eritrocitos al tampdn hipotonico puede ser tan larga como se desee,
pero se encuentra preferiblemente entre 20 minutos y 5 horas, mas preferiblemente entre 30 minutos y 4 horas, y
mas preferiblemente entre 1 hora y 3 horas. Es particularmente preferible minimizar la cantidad de exposicion
tanto como sea posible, al tiempo que se garantiza la absorcion de la cantidad maxima de SPIO, puesto que los
eritrocitos en los que se forman poros son vulnerables.

[0060] El resellado de los eritrocitos tratados se lleva a cabo mediante técnicas conocidas después de la
eliminacién del tampdn de dialisis. Se prefiere que, después del resellado, se laven los eritrocitos para eliminar
cualquier SPIO extracelular. Un agente de lavado adecuado es el tampdn Hepes. A continuacion, los eritrocitos
pueden almacenarse en tampén Hepes o en cualquier otra solucién adecuada, tal como plasma artificial, antes
de la utilizacion.

[0061] En la presente invencion, también se da a conocer la utilizacion de una preparacion de eritrocitos segun
se define en el presente documento en una técnica de imagen por resonancia magnética.
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[0062] En la presente invencion, también se proporciona la utilizacion de una preparacion de eritrocitos seguin se
define en el presente documento en el tratamiento de una enfermedad en la que los eritrocitos de la invencion se
pueden localizar alrededor de una zona que se ha de tratar por medio de una fuerza magnética externa.

[0063] Se observara que los eritrocitos pueden proceder de cualquier animal, pero proceden preferiblemente de
un mamifero y, particularmente de forma preferible, de un humano. Asimismo, el ser humano que se ha de tratar
0 cuyas imagenes han de formarse puede ser un animal, preferiblemente mamifero y, particularmente de forma
preferible, humano. Si bien es preferible la utilizacion de eritrocitos del paciente, también se acepta la utilizacion
de eritrocitos preparados procedentes de un donante compatible y, particularmente de forma preferible, de un
donante universal.

[0064] En la presente invencion, también se dan a conocer eritrocitos para su utilizaciéon en un método que
consiste en eliminar glébulos rojos de un paciente y, opcionalmente, separarlos de otros glébulos v,
opcionalmente, el suero, de forma que se cargan los glébulos rojos con SPIO y se vuelven a introducir los
glébulos rojos en el paciente. Preferiblemente, los glébulos rojos pueden almacenarse en cualquier etapa y mas
preferiblemente, una vez se hayan cargado con SPIO, de modo que se permita un almacenaje preparado con
anterioridad de eritrocitos cargados Utiles en situaciones de emergencia, por ejemplo. En dichos casos, se
prefiere que los eritrocitos procedan de un donante universal, de grupo sanguineo O. También se dan a conocer
eritrocitos para su utilizacion en un método de imagen por resonancia, que comprende la administracion de los
RBC actuales cargados con SPIO. El método también comprende, preferiblemente, la eliminacion de glébulos
rojos de un paciente y, opcionalmente, separarlos de otros glébulos y, opcionalmente, el suero, de forma que se
cargan los glébulos rojos con SPIO y se vuelven a introducir los glébulos rojos en el paciente. Preferiblemente,
los glébulos rojos pueden almacenarse en cualquier etapa y, mas preferiblemente, una vez se hayan cargado
con SPIO, segun se define anteriormente.

[0065] También se da a conocer un método para hacer descender el tiempo de relajacion T2* del 6xido de hierro
superparamagnético mediante la encapsulacién del mismo en eritrocitos, siendo viables dichos eritrocitos
encapsulados.

[0066] En un aspecto adicional, se da a conocer un método de aumentar la resolucion de la imagen por
resonancia del oxido de hierro superparamagnético, mediante encapsulacién del o6xido de hierro
superparamagnético en eritrocitos viables.

[0067] En otro aspecto adicional, se da a conocer una preparacion farmacoldégicamente activa que comprende
material superparamagnético encapsulado en eritrocitos viables, adecuado para su administracion al paciente
para imagen por resonancia.

[0068] Por lo tanto, se ha encontrado, en la actualidad, una estrategia para cargar nanoparticulas de SPIO en
eritrocitos humanos de una manera que evita la depuracion del RES y que ofrece un enfoque novedoso para la
administracion de farmacos intravascular y la formacién de imagenes en acumulacién de sangre. Se ha
descubierto, de forma inesperada, que las nanoparticulas superparamagnéticas pueden encapsularse en
eritrocitos humanos en cantidades suficientemente elevadas como para ser Utiles como medios de contraste y
que estos constructos son estables. A diferencia de las nanoparticulas superparamagnéticas, estos eritrocitos
cargados con particulas no son reconocidos por los macroéfagos a menos que se encuentren en el final de su
vida fisiolégica o a menos que se modifiquen de manera especifica.

[0069] Estos eritrocitos cargados con 6xido de hierro superparamagnético son constructos artificiales utiles como
medios de contraste, especialmente para la formacion de imagenes del sistema circulatorio y en la deteccion de
vasos sanguineos ocluidos o de angiogénesis alterada en zonas del cuerpo definidas o vasos sanguineos
dafiados que dan lugar a hemorragia.

[0070] En la presente invencién, se dan a conocer eritrocitos humanos cargados con nanoparticulas
superparamagnéticas utiles como medios de contraste para IRM, especialmente en la formacion de imagenes del
sistema circulatorio. Dichos eritrocitos también pueden contener uno o mas farmacos coencapsulados con dichas

nanoparticulas superparamagnéticas y pueden ser atraidos por un campo magnético externo para liberar el
farmaco encapsulado en érganos seleccionados o, de forma preferencial, en zonas del cuerpo seleccionadas.

[0071] A continuacion, se describira la presente invencion con referencia a los siguientes ejemplos.
MATERIALES Y METODOS

Materiales
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[0072] EI procedimiento de carga de los eritrocitos se llevé a cabo con un ferrofluido disponible en el mercado
SHU 555A (Resovist, 0,5 mmol Fe/ml) obtenido a partir de la empresa farmacéutica Schering, que consiste en
nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnéticas recubiertas de carboxidextrano, con un diametro de 60
nm.

[0073] Esta suspension particulada se utiliza, por lo general, para mejorar la sefial de los examenes de imagen
por resonancia magnética (IRM). También se utilizé suspension de nanoparticulas de magnetita recubiertas con
silice, SiMagn (27 mg/ml) con un tamafio de aproximadamente 40-140 nm.

Encapsulacion de nanoparticulas magnéticas en eritrocitos humanos
[0074] Se recogié sangre humana procedente de voluntarios sanos en tubos heparinizados.

[0075] Se aislaron los globulos rojos (RBC) mediante centrifugacion a 1400 g a 4 °C durante 10 min de la sangre
recién extraida. Se elimind el suero y la capa leucocitaria y se lavd el volumen celular tres veces con tampoén
Hepes (10 mM Hepes, 140 mM NaCl, 5 mM glucosa, pH 7,4) y, a continuacion, se volvié a suspender en el
mismo tampén a un hematocrito de un 70 %. Se dializaron estas células en presencia de nanoparticulas
magnéticas durante 75 min mediante la utilizaciéon de un tubo con un corte de 12-14 kDa en 50 vol de 10 mM de
NaHCO3, 10 mM de NaH,PO 20mM de glucosa, 4 mM de MgCl; pH 7,4, que contenia 2mM de ATP y 3mM de
glutation reducido. La osmolaridad del tampon de didlisis era 64 mOsm.

[0076] Todos estos procedimientos se llevaron a cabo a 4 °C en condiciones estériles. Se obtuvo el resellado de
RBC mediante la adicion de 0,1 vol de 5 mM de adenina, 100 mM de inosina, 2mM de ATP, 100 mM de glucosa,
100 mM de piruvato de sodio, 4 mM de MgCl,, 194 mM de NaCl, 1,606 M de KCI, 35 mM de NaH.PO4 pH 7,4
(PIGPA) por vol de RBC dializado y mediante la incubacién a 37 °C durante 45 min.

[0077] Las células reselladas se recuperaron mediante centrifugacion a 400 g y se lavaron cuatro veces con
tampon Hepes para eliminar las particulas magnéticas no atrapadas.

[0078] Por medio del mismo procedimiento, se prepararon eritrocitos sin carga (UL-RBC, por sus siglas en
inglés), con la excepcion de que se dializaron en ausencia de material magnético.

[0079] A continuacion, se analizo la susceptibilidad magnética de los eritrocitos cargados (L-RBC, por sus siglas
en inglés), asi como otros parametros distintos.

Concentracion de magnetita

[0080] Se cargaron los eritrocitos mediante la utilizacion de distintas cantidades de SHU 555A (0,5 mmol Fe/ml o
28 mg/ml).

[0081] 1mI de RBC se dializé tanto en presencia de 5,6 mg de Fe (200pl) (L1-RBC) como de 22,4 mg de Fe
(800ul) (L2-RBC). Se calcul¢ la eficacia de carga por medio de distintos parametros.

Caracterizacion in vitro de eritrocitos cargados con SHU 555A;
Porcentaje de recuperacion de células

[0082] EI porcentaje de recuperacion de células se determiné por medio del recuento de la cantidad de eritrocitos
intactos totales antes y después de la carga con magnetita mediante la utilizacion de un hemocitémetro.

Evaluacion de la integridad de las células

[0083] Para determinar si las células cargadas retenian las propiedades de los glébulos rojos nativos, se
examinaron diversas caracteristicas de integridad de las células. Se midié el volumen corpuscular medio, la
concentracion de hemoglobina media y la concentracién de hemoglobina corpuscular media con un citémetro
automatizado (Modelo MICROS O.T, HoribaABX Diagnostics, ltalia).

Receptividad magnética

[0084] Se colocaron 1x10° eritrocitos cargados en un microtubo y se analiz6 su receptividad magnética mediante
una incubacion cerca de un iman de 3000 Gauss. Los eritrocitos magnéticos localizados en el lugar de la
aplicacion magnética se separaron de RBC no atraido mediante lavado en tampon Hepes, se recogieron y se
contaron con un citdmetro automatizado y se calculd el porcentaje de células atraidas con respecto a la cantidad
de células inicial.
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Mediciones de la relajacion de RMN de suspensiones de eritrocitos cargados y determinacion de la
concentracion de magnetita atrapada

[0085] La concentracion de magnetita en eritrocitos cargados se determind mediante mediciones de la relajacion
de RMN con la utilizacién de una curva de dosis-respuesta generada mediante la adicion de cantidades
conocidas de medio de contraste SHU 555A a muestras de sangre humana y murina. El rango de concentracion
estudiado era de 0 a 15 mM de Fe con al menos 9 niveles de concentracion. El tiempo de relajacion longitudinal
(T1) y transversal (T2) de estas muestras a un 44 % de hematocrito se midié a una fuerza de campo magnético
de 4,7 Tesla a 37 °C mediante la utilizacion de un espectrometro AC-200 NMR-Bruker. T1 se midié mediante la
utilizacion de una secuencia de recuperacion de inversion de 180°-1-90° con un retraso de relajacion fija de al
menos 5 x T1. Los tiempos de inversion (1) se eligieron a partir de un valor T4 estimado. T, se midié mediante la
utilizacion del método de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG). Los tiempos de eco se eligieron a partir de un valor
T, estimado.

Los valores de (1/T+° - 1/T+°) (donde T+¢ es el tiempo de relajacion a la concentracion [c] del medio de contraste y
T4 el tiempo de relajacion de la muestra de RBC sin SHU 555A) se trazaron en comparacion con la
concentracion de SHU 555A y se ajustaron mediante el método de los minimos cuadrados a una linea recta,
cuya pendiente es la relaxividad longitudinal (r1).

[0086] Se obtuvieron dos valores r1 diferentes en dos rangos de concentracion: r1=2,49 seg'mM" en el rango
0,1 mM<[c]<1mM y r1=1,95 seg”'mM-" en el rango 1mM<[c]<15mM.

[0087] La relaxividad transversal (r2) se calcul6 de manera similar en el intervalo 0,1 mM<[c]<0,3mM trazando
los valores de (1/T2°-1/T2%) en comparacion con [c], dando lugar a r2=153,6 seg”'mM-'. Todos los analisis se
llevaron a cabo en EXCEL (Microsoft Corporation).

Para que la correlacion se considerara lineal, se definieron los siguientes criterios: coeficiente de correlacion (R
cuadrado) mayor que 0,990 y la distribucién de puntos alrededor de la curva de regresion debe distribuirse de
forma aleatoria.

[0088] Por lo tanto, fue posible calcular la concentracion de SHU 555A encapsulado en los eritrocitos mediante la
utilizacién de la formula inversa [c]=(1/T+-1/T«%)/r1 y [c]=(1/T2-1/T°)/r2 en relacion con los valores T1 y T»
medidos de suspensiones de eritrocitos cargados a un hematocrito de un 44 %.

[0089] También se determind el valor T,*, obtenido de las FID de RMN medidas a 37 °C, en muestras de
suspension de RBC y L1-RBC control y en una muestra de RBC control mezclado con la misma cantidad de
medio SHU 555A incorporado a L1-RBC.

Morfologia

[0090] Se examinaron eritrocitos normales, sin carga y cargados mediante microscopia electrénica por
transmision (MET) y microscopia de exploracion electronica (SEM, por sus siglas en inglés). Para el analisis
MET, se lavaron las células rapidamente en tampoén fosfato Sérensen 0,1 M pH 7,3, se sedimentaron a 600 g y
se fijaron inmediatamente en 2,5 % de glutaraldehido en el mismo tampon durante 1 h. A continuacion, se
fijaron posteriormente las células en 1 % de OsO4 en tampon fosfato, se deshidrataron con etanol y se
incorporaron a araldita. Se recogieron secciones finas en rejillas de niquel, tefiidas con acetato de uranilo y
citrato de plomo, y se analizaron con un microscopio electronico Philips CM10. Para el analisis SEM, se lavaron
los RBC y se fijaron en suspensién con un 2,5 % de glutaraldehido en tampoén Sérensen y se depositaron gotas
de la suspension sobre cubreobjetos recubiertos de poli-lisina. La adhesion se llevo a cabo durante la noche en
una camara humeda y sellada a 4 °C. A continuacion, se lavaron los portaobjetos y se fij6 posteriormente 1 % de
Os04 en tampon fosfato durante 1 h.

[0091] Se llevé a cabo una deshidratacion de alcohol progresiva ligera y las muestras se sometieron a secado de
punto critico.

[0092] Tras montarse en portaobjetos de microscopio de exploracion electronico convencional por medio de
pegamento de plata, se recubrieron de oro los portaobjetos mediante un dispositivo de pulverizacion. Las
observaciones se llevaron a cabo con un microscopio de exploracion electrénico Philips 515.

Estabilidad in vitro

[0093] Se volvieron a suspender las células cargadas a un hematocrito de un 6 % en solucion salina fosfatada
(PBS, por sus siglas en inglés) (154 mM NaCl, 5 mM K;HPO4/NaH,PO4, pH 7,4) que contenia 5 mM de glucosa,
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se colocaron en placas de Petri y se incubaron a 37 °C. En diversos intervalos temporales, se quitaron las
muestras y se compactaron mediante centrifugacion a 600 g durante 10 min.

[0094] La hemoglobina liberada en los sobrenadantes de las muestras se midié a 540 nm por espectrofotometria
y se determind el porcentaje de hemolisis comparando la absorbancia del sobrenadante con la absorbancia
obtenida tras la hemolisis completa del mismo nimero de células en agua destilada.

[0095] Asimismo, los granulos de estas muestras diluidos en tampdn Hepes a un hematocrito de un 44 % se
caracterizaron con mediciones de RMN de relaxividad.

Reconocimiento de RBC cargados con nanoparticulas magnéticas por macréfagos humanos

[0096] Se obtuvieron macréfagos derivados de monocitos humanos a partir de muestras de sangre de donantes
sanos mediante la separacion en solucion Lymphoprep (densidad especifica 1,077; Axis-Shield PoC AS,
Noruega).

Los monocitos se separaron de los linfocitos mediante adherencia a placas de plastico durante la noche a 37 °C.
Después de la eliminacion de las células no adherentes mediante varios lavados, las células se cultivaron en
medio RPMI 1640 complementado con un 10 % (v/v) de suero de ternera fetal (FCS, por sus siglas en inglés)
inactivado por calor, un 1 % de antibidticos (penicilina/estreptomicina) y 2 mM de L-glutamina a 37 °C en
atmosfera humificada con un 5 % de CO,. El medio de cultivo se cambié cada 2 dias y después de 7 dias de
cultivo, la gran mayoria de las células adherentes eran macréfagos diferenciados. Los RBC cargados con
nanoparticulas magnéticas se prepararon mediante una dialisis de RBC en presencia de 6 mg de SHU 555A o de
suspensiones de nanoparticulas de SiMagn.

[0097] Se incubaron 1x10® macréfagos durante 16 h en presencia de RBC cargado con SHU 555A o de RBC
cargado con SiMagn o de RBC sin carga en una proporciéon de 100 RBC por macréfago. Finalizado este periodo,
se eliminaron los RBC cuidadosamente mediante lavados repetidos y se fijaron los macréfagos en metanol y se
observaron tras el tinte May-Grunwald Giemsa con un microscopio 6ptico Olympus IX51.

Estudios in vivo
Preparacién animal

[0098] Se almacenaron ratones Balb/C hembra (Nossan, Milan, Italia) a 22 + 1°C con un ciclo de luz/oscuridad
de 12-h, una humedad de 60 + 5 % y 12 renovaciones de aire/h.

[0099] En los experimentos farmacocinéticos, cada ratén recibid por via intraperitoneal 250 ul de una suspension
de RBC cargado a un 10 % de hematocrito, derivada de una suspension de eritrocitos que contenia 1,5 pymol de
RBC con hierro paramagnético/ml.

[0100] Tras finalizarse la inyeccion, las extracciones de muestras de sangre de las arterias oculares se llevaron a
cabo los dias 2, 3, 6, 10, 13 y se analizaron alicuotas de sangre entera con mediciones de RMN.

RESULTADOS

[0101] Los resultados que se muestran en la figura 1 indican que es posible encapsular nanomateriales
magnéticos monodispersados en eritrocitos humanos, especialmente los que tienen un tamafio medio de 40-60
nm, y que las células resultantes, después del procedimiento, tienen una morfologia normal. De hecho, no se
observaron diferencias considerables en la morfologia celular, segin se observa con la microscopia de
exploracioén electronica (SEM), con respecto a las células control. La mayoria de eritrocitos parecian tener una
forma discoidal biconcava, con estomatocitos ocasionales y equinocitos aiin mas escasos.

[0102] Mediante la utilizacion del analisis microscopico de transmision electronica, se analizé la presencia de
nanoparticulas en al menos 10 marcos. Para cada campo, se selecciond una zona central de muestras en las
que los eritrocitos aparecian distribuidos de forma homogénea. El analisis microscépico mostré un aspecto
morfolégico similar en todas las muestras cargadas de RBC; cada campo presentd al menos un 60 % de
eritrocitos que contenian nanoparticulas magnéticas, dispersadas en citoplasma (figura 1A).

[0103] Los eritrocitos cargados eran ligeramente mas pequefios de media que las células sin tratar (MCV 78,5y
60 en comparacion con 87 fl, respectivamente para L1-RBC y L2-RBC), con menos hemoglobina por célula
(MCH 20,1 y 16 en comparaciéon con 28 pg), pero con una concentracion de hemoglobina celular media casi
normal (MCHC 31 y 28 en comparacion con 33 g/dl). Cabe destacar que el MCV que se indica anteriormente se
debe a la dilucion de RBC aplicada en estos procedimientos de carga (es decir, para L2 RBC: 1 ml de RBC a un
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70 % de hematocrito con 800 pl de SHU 555A) y no a la utilizacion de SHU 555A, ya que se observaron valores
similares cuando se prepararon eritrocitos sin carga con la utilizacion de diluciones idénticas.

[0104] El procedimiento de preparacion total daba lugar, normalmente, a una recuperacion de células de
eritrocitos cargados que oscilaba entre un 60 % y un 70 %, similar a la de las células sin carga. Este porcentaje
de recuperacion de células es mayor que el valor obtenido por otros autores (Vyas, 1994; Johnson, 1998). Los
eritrocitos cargados eran sensibles al campo magnético externo y mantenian su susceptibilidad magnética
durante varios dias.

[0105] Los resultados obtenidos son inesperados, puesto que la técnica anterior indica que todos los intentos
anteriores de encapsulacion de nanomateriales en eritrocitos daban lugar a al menos algunas nanoparticulas
unidas en la membrana de eritrocito externa. Sin embargo, la presencia de nanoparticulas unidas a la superficie
conlleva la depuracién inmune inmediata a través del RES.

[0106] Por ejemplo, el documento de patente WO 2006/048321 da a conocer sustancias diagndsticamente
activas que incluyen nanoparticulas que pueden introducirse en células biolégicas, pero estas nanoparticulas son
parcialmente absorbidas en la superficie externa de la membrana de eritrocito. Los mismos inventores han
documentado esto claramente en Nano Letters 6, 2006 pag. 2505-2509. Esto ocurre si los nanomateriales estan
hechos de nanoparticulas superparamagnéticas recubiertas de silice (fig. 1B) o si las nanoparticulas no estan
monodispersadas.

[0107] Dicho de otro modo, los presentes inventores han descubierto que solamente la utilizacion de SPIO en
combinacién con un método para garantizar que el SPIO esta presente en el citosol de eritrocitos, en lugar de ser
absorbido en la superficie celular, es suficiente para evitar sustancialmente la depuracion del eritrocito y, por lo
tanto, conllevar tiempos de retenciéon mejorados.

[0108] La presencia de nanoparticulas unidas a la membrana de eritrocito externa constituye un fendmeno
relevante cuando el objetivo de la formacion de imagenes IRM del sistema vascular, puesto que esta condicion
activaria el reconocimiento de RBC cargados por macrofagos tisulares como los presentes en el sistema
reticuloendotelial (RES), lo que provoca su rapida eliminacion de la circulacién sanguinea. De hecho, los
experimentos in vitro realizados a la absorcion de RBC cargados de ensayo por macréfagos humanos muestran
que los RBC cargados con SHU 555A no son fagocitados, mientras que los RBC cargados con magnetita y silice
que contienen nanoparticulas unidas a la membrana de eritrocito externa son activamente reconocidos y
fagocitados por macrofagos. (fig. 2)

[0109] En la figura 2, se muestran macréfagos humanos que se incubaron durante 16 horas a 37 °C con
eritrocidos sin carga (a), eritrocitos cargados con SHU 555A (b) y eritrocitos cargados con SiMagn (c) y se
lavaron con PBS. Las células fijas, como se indica en "Materiales y Métodos" se tifieron con May-Grunwald
Giemsa y se observaron, con magnificacion 40x. Las imagenes muestran la interaccion membrana-macréfago y
la fagocitosis de los RBC cargados con SiMagn, pero no de los RBC cargados con SHU 555A, en comparacion
con los eritrocitos sin carga.

[0110] Se calculd la concentracion final de material magnético en eritrocitos humanos mediante analisis RMN
con la utilizacién de los valores r1 y r2, obtenidos de la curva de calibracion descrita en Materiales y Métodos
(mas arriba). SHU 555A incorporado en los eritrocitos humanos en una cantidad de 4,64 mM * 2, cuando se
dializé 1 ml de RBC con 5,6 mg de Fe y 15,2 mM + 4 cuando se dializaron las células con 22,4 mg de Fe.

[0111] Los resultados muestran que la concentracion de nanoparticulas magnéticas encapsuladas aumenta tanto
con cantidades crecientes del medio de contraste incubado con RBC como con un descenso de la
miliosmolaridad del tampén de dialisis, pero el tiempo de didlisis no le influye (Tabla 1 y Tabla 2). La medicién de
RMN del valor T»>* de los RBC (a un 44 % de hematocrito) cargados con nanoparticulas superparamagnéticas es
inferior (0,38 ms) al valor de la sangre entera y los glébulos rojos depurados del suero y no dializados (ND), al
mismo hematocrito (21,9 y 30 ms, respectivamente).

Tabla 1: Experimentos de carga con RESOVIST con cantidades diferentes de medio y tiempos de dialisis
diferentes. Todas las muestras se midieron a un hematocrito de un 44 % y el contenido de hierro paramagnético
se calculé mediante las férmulas siguientes:

Muestra Descripcion de muestra T1 (mseg) T2 (mseg) *[c] der1 **[c] de
r2
ND RBC no dializado 2330 138 / /
UL RBC dializado y sin carga 2196 108 / /
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Muestra Descripcion de muestra T1 (mseg) T2 (mseg) *[c] der1 **[c] de
r2
50-Res-L-RBC Dependencia de dosis: 500 pl 355 <5 1,2 mM -
de RBC 70 % dializado en
100-Res-L-RBC presencia de diferentes 104 <5 47 mM -
cantidades de medio Resovist
200-Res-L-RBC 46 <5 10,9 mM -
400-Res-L-RBC 32 <5 15,8 mM -
100-Res-L-RBC Dependencia de tiempos de 92 <5 5,3 mM -
dialisis: 500 pl de RBC 70 % en
75 min presencia de 100 ul de medio
Resovist
100-Res-L-RBC 87 <5 5,6 mM -
135 min
100-Res-L-RBC 81 <5 6,1 mM -
195 min

*[c] = (1/T1c -1/ T10)/r1 **[c]=(1/T2c - 1/ T20) /r2 T10 y T20 son los valores del RBC control (ND). Los valores
indicados como <5 corresponden a <5 mseg y no son detectables debido a la sensibilidad instrumental.

[0112] Lo que también es particularmente inesperado es el descubrimiento de que este valor (0,38 ms) es
también considerablemente inferior a T>* de las suspensiones que contienen la misma concentracion de medio
SHU 555A afadido a sangre entera (0,5 ms) o a RBC no dializados (0,64 ms) (Tabla 3). Por lo tanto, la presente
invencion permite obtener un valor T2* inferior al determinado por la presencia de nanoparticulas en la sangre. El
resultado de esto es una resoluciéon mejorada en la formacion de imagenes por IRM.

[0113] También se analizo el efecto en los valores T1 y T2 de la dilucién de muestras RBC cargadas en sangre
no procesada. A la diluciéon maxima sometida a ensayo (1:250), correspondiente a una inyeccion de 20 ml de
RBC cargado en un cuerpo humano adulto, los valores T1 resultan 300 mseg inferiores a T1 de la sangre entera
(Tabla 4). Asimismo, los valores T2* de los RBC cargados (L1-RBC) diluidos 1:125 y 1:250 en sangre no
procesada son inferiores al valor de sangre entera que contiene medio de contraste no encapsulado a la misma
concentracion de L1-RBC a las mismas diluciones (14,92 en comparacién con 16,65 ms y 17,32 en comparacion
con 19,79 ms, respectivamente) (Tabla 3).

Tabla 2: Experimentos de carga con RESOVIST con tampén de dialisis con diferentes miliosmolaridades

Muestra Descripcion de muestra T1 T2 [c] de | [c] de
(mseg) | (msegq) r1 r2
ND RBC no dializado 2289 149,4 / /
Res-L-RBC RBC no dializado incubado con Resovist 1274 18,6 0,13 0,31
(300 mOsm) mM mM
Res-L-RBC 500 ul de RBC 70 % dializado en presencia de 100 pl de 75 <5 6,6 -
(64 mOsm) medio Resovist contra tampon de didlisis a diferentes mM
miliosmolaridades
Res-L-RBC 104 <5 4,7 -
(110 mOsm) mM
Res-L-RBC 656 12,4 0,44 0,48
(165 mOsm) mM mM
Res-L-RBC 800 13,2 0,33 | 0,44
(212 mOsm) mM mM

Los valores indicados como <5 no son significativos debido a la sensibilidad instrumental.
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Tabla 3: Medicion de RMN de los valores T1, T2 y T2* de RBC cargados

Muestra Descripcion de muestra T1 (mseg) | Tz2(mseg) | T2*(mseg)
Control Sangre entera 21,96
ND RBC no dializado 2294 140,2 30
L1-RBC 500ul de RBC 70 % dializado en presencia de 100 pl 142,5 2,27 0,38

de medio Resovist
ND + res Medio Resovist afiadido a RBC no dializado a la misma 123,1 3,37 0,64
concentracion de L1-
SE +res Medio Resovist afiadido a sangre entera a la misma 129,6 6,9 0,5
concentracion de L1-RBC
L1-RBC RBC cargado diluido con sangre entera 1777 68,3 14,92
(1:125)
L1-RBC 1894 86,58 17,32
(1:250)
SE +res SE + res diluido con sangre entera 1713 61,7 16,65
(1:125)
SE +res 1845 80,6 19,79
(1:250)

Tabla 4: Medicion de RMN de SHU555A (Resovist) en eritrocitos humanos cargados (5,6 mg de Fe/ml RBC 70
%) diluidos con sangre entera. Los valores indicados como <5 no son significativos debido a la sensibilidad

instrumental.
Muestra Descripcion de muestra T1 T2 [clderl | [c]de [c] dilucion
(mseg) (mseg) r2 estimada
Control Sangre entera 2130 116,4 / / /
Sin carga RBC dializado 2114 105,6 / / /
Ln.a. RBC cargado con Res no 81 <5 6,1 mM - -
magnéticamente
Ln.a1:2 RBC cargado diluido con sangre 134 <5 3,6 mM - 3,05 mM
entera
Ln.a 1:50 1309 38,6 0,118 0,113 0,122 mM
mM
Ln.a 1582 59,0 0,065 0,054 0,061 mM
1:100 mM
Ln.a 1714 71,2 0,045 0,036 0,030 mM
1:200 mM
Ln.a 1790 79,8 0,036 0,026 0,024 mM
1:250 mM

La estabilidad in vitro de los eritrocitos cargados incubados a 37 °C en tampon fisiolégico durante varias veces se
caracterizd6 mediante medicion de RMN (figura 3). Los resultados obtenidos mostraron que los valores T1 en
RBC cargado son inferiores con respecto a los de las células control durante varios dias.
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[0114] Cabe destacar que las células cargadas no liberan una cantidad significativa de hemoglobina con
respecto a las células control (cargado 3,7 % en comparacion con 2,7 % de células control no dializadas - figura
4).

[0115] Se aplicé el mismo procedimiento de carga a los eritrocitos murinos, con la obtencion de una
encapsulacion de Resovist correspondiente a una concentracion de hierro paramagnético que oscila entre 1,5
mM y 3,75 mM (para 500 ul de RBC tratado con 100 pl de Resovist), Tabla 5.

Muestras T1 (mseg) T2 (mseg) %Ht [c]
ND 2300 134 44 /
*100-Res-L-RBC 246 <5 44 1,5mM
ND 3411 401,7 10 /
100-Res-L-RBC (inyectado por via peritoneal) 894 <5 10 0,3 mM

[0116] Tabla 5. Resultados de RMN farmacocinético in vivo tras inyeccion intraperitoneal de eritrocitos cargados
de 100 res en ratones balb. *500 pl de RBC 70 % se dializan durante 75 min en presencia de 100 pl (2,8 mg de
Fe) de medio Resovist

[0117] Los experimentos in vivo con ratones Balb/C se realizaron para investigar la presencia de RBC cargado
con nanoparticulas magnéticas en el sistema vascular y se analizaron muestras de extracciones de sangre con el
analisis RMN durante largos intervalos de tiempo (dias).

[0118] Los resultados que se indican en la figura 5 muestran que la vida media biolégica de las nanoparticulas
magnéticas en la fraccion de RBC cargada de sangre entera era similar a la vida media de los eritrocitos murinos
no procesados (12 dias), mientras que la inyeccion en ratones de una cantidad equivalente de suspension sin
Resovist produce un T1 medible sélo durante unas pocas horas y que desaparece totalmente de la circulacion en
24 horas.
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REIVINDICACIONES

Eritrocito que contiene 6xido de hierro nanoparticulado superparamagnético citosolico, caracterizado
por que el eritrocito es viable, presentando una vida comparable a la de eritrocitos sin tratar.

Preparacion que comprende una pluralidad de eritrocitos segun la reivindicacion 1, donde la cantidad de
oxido de hierro superparamagnético presente en la preparacion es suficiente como para que la
preparacion sea util como medio de contraste para imagen por resonancia magnética.

Eritrocito o preparacion del mismo segun la reivindicacion 1 o 2, donde la cantidad de SPIO en los
eritrocitos se encuentra entre 1 mM y 40 mM, preferiblemente entre 3 mM y 20 mM.

Eritrocito o preparacion del mismo segun cualquier reivindicacion anterior, donde el tamafio de particula
total medio no es mayor que 80-90 nm, y se encuentra preferiblemente entre 20 y 60 nm.

Eritrocito o preparacién del mismo segun cualquier reivindicacion anterior, donde los eritrocitos
comprenden uno o mas farmacos.

Eritrocito o preparacion del mismo segun la reivindicacion anterior 5, donde el farmaco se selecciona
entre al menos uno de los siguientes: farmacos antiinflamatorios e inmunodepresivos; farmacos
antivirales o antiretrovirales; farmacos contra el cancer; oligonucleétidos; anticuerpos monoclonales,
péptidos y acidos nucleicos peptidicos; farmacos fotosensibilizadores; y agentes fluorescentes
infrarrojos; o mezclas de los mismos.

Eritrocito o preparacion del mismo segun cualquier reivindicacion anterior, donde las particulas de SPIO
se recubren de dextrano.

Eritrocito o preparacion del mismo segun cualquier reivindicacion anterior, donde las nanoparticulas
superparamagnéticas presentan la formula general Fe;3*O3M2*O donde M?* es un cation de metal
divalente seleccionado del grupo que consiste en: manganeso, niquel, cobalto y magnesio.

Proceso para la preparacion de uno o mas eritrocitos segun se define en cualquier reivindicacion
anterior, comprendiendo dicho proceso la didlisis de una preparacién de dichos eritrocitos contra un
tampon hipoténico suficiente como para permeabilizar los eritrocitos, y donde dicha preparacion
comprende SPIO monodispersado, realizandose dicha dialisis durante un tiempo suficiente como para
permitir la absorcion de al menos una parte de dicho SPIO por dichos eritrocitos y, posteriormente,
resellado de los eritrocitos.

Proceso segun la reivindicacion 9, donde el tampdn hipoténico presenta una osmolaridad de entre 60 y
120 mOsm, preferiblemente 70 a 110 mOsm.

Proceso segun la reivindicacion 9 o 10, donde la osmolaridad de los eritrocitos no baja de 90 mOsm
después del tratamiento.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, donde el tampoén hipoténico comprende
ingredientes para mejorar la supervivencia de los eritrocitos mientras se someten a la formacion de
poros.

Proceso segun la reivindicacion 12, donde el tampdn presenta un pH equilibrado, glucosa y ATP.
Proceso segun la reivindicacion 13, donde el tampdn presenta un pH de aproximadamente 7,4.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, donde la duracion de la exposicion de los
eritrocitos al tampdn hipotdnico se encuentra entre 20 minutos y 5 horas, preferiblemente entre 30
minutos y 4 horas, preferiblemente 1 hora a 3 horas.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, donde los eritrocitos tratados se resellan, y
preferiblemente, a continuacioén, se lavan para eliminar el exceso de SPIO.

Eritrocito o preparacion del mismo segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su
utilizacién en una técnica de imagen por resonancia magnética.

Eritrocito o preparacion segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su utilizacion en
el tratamiento de una enfermedad donde los eritrocitos son localizables por medio de una fuerza
magnética externa alrededor de una zona que se ha de tratar.

Eritrocito o preparacion del mismo segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su
utilizacion en la preparacion de un paciente para imagen por resonancia magnética, donde los eritrocitos
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o la preparacion de los mismos se produce mediante eliminacion de eritrocitos del paciente y mediante
carga con SPIO para producir eritrocitos segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para volver a
introducirse en el paciente mediante inyeccion.

Eritrocito o preparacion del mismo segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su
utilizacion en la preparacion de un paciente para imagen por resonancia magnética segun la
reivindicacion 19, donde los eritrocitos se almacenan una vez se hayan cargado con SPIO.

Eritrocito o preparacion del mismo segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su
utilizacion en un método de imagen por resonancia magnética que comprende la administracion de los
eritrocitos a un paciente.

Eritrocito o preparacion del mismo segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su
utilizacion en imagen por resonancia magnética in vivo, donde el 6xido de hierro superparamagnético se
encapsula en eritrocitos viables para aumentar la resolucion de la imagen por resonancia del 6xido de
hierro superparamagnético.

Preparacion farmacolégicamente activa que comprende material superparamagnético encapsulado en
eritrocitos viables segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, adecuada para su administraciéon a un
paciente para imagen por resonancia.
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