ES 2670925 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 670 925
Eint. a1

A61K 49/00 (2006.01)
A61K 49/18 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud internacional: 29.09.2011  PCT/JP2011/072431
Fecha y niumero de publicacién internacional: 07.06.2012 WO0O12073588

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  29.09.2011  E 11845744 (9)

Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 02.05.2018  EP 2647391

T|’tu|0: Agente de contraste para IRM que contiene particulas de material compuesto

Prioridad: @ Titular/es:

02.12.2010 JP 2010269386 KANEKA CORPORATION (100.0%)
3-18, Nakanoshima 2-chome, Kita-ku

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la Osaka-shi, Osaka 530-8288, JP
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

04.06.2018 TAGO, YOSHIYUKI;
YOSHIDA, SHINICH];
OHNO, KOHJI;
TSUJII, YOSHINOBU y
TABATA, YASUHIKO

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2670925 T3

DESCRIPCION
Agente de contraste para IRM que contiene particulas de material compuesto
Campo técnico
La presente invencidn se refiere a un agente de contraste para IRM que contiene particulas de material compuesto.
Antecedentes de la técnica

En el método IRM (método de captacion de imagenes por resonancia magnética), que es uno de los métodos
diagndsticos de captacion de imagenes in vivo, a menudo se usan agentes de contraste para captar imagenes de
tejidos especificos méas claramente. Los agentes de contraste son agentes farmacéuticos para usar en los
reconocimientos, para mejorar el contraste de imagen entre un tejido normal y un tejido objetivo en la diagnosis, y se
usan habitualmente mediante inyeccion intravenosa. Para los agentes de contraste para IRM, se usan generalmente
materiales magnéticos que afectan la resonancia magnética nuclear y, por ejemplo, las preparaciones de gadolinio y
preparaciones de hierro estan disponibles comercialmente.

Cuando se comparan con las preparaciones de gadolinio, las preparaciones de hierro tienen las ventajas de ser
excelentes en seguridad biologica y producir excelentes efectos de captacion de imagen a bajas dosis.

Generalmente, sin embargo, las preparaciones de hierro convencionales son tomadas por el tejido hepatico normal
en solo unos minutos después de administracion intravenosa, pero no son tomadas por regiones tumorales en el
higado en absoluto. Por lo tanto, como agentes de contraste para IRM, pueden usarse solamente para captacion de
imagenes negativas de tumores hepaticos. Por otra parte, aunque las preparaciones de hierro con una alta
estabilidad en la sangre y baja acumulacién en el higado también se han desarrollado clinicamente (por ejemplo,
documento de patente 1), han mostrado ser fagocitadas principalmente por macrofagos, y tener una alta
acumulacion en los ganglios linfaticos, y por lo tanto no son diferentes en términos de una tendencia a ser tomados
por el sistema reticuloendotelial. De este modo, las preparaciones de gadolinio y las preparaciones de hierro
convencionales tienen problemas en farmacocinética cuando se administran a cuerpos biol4gicos.

Como ejemplo de los métodos en los que se ha mejorado la farmacocinética después de administraciéon a un cuerpo
biolégico, se ha propuesto un método para revestir las superficies de nanoparticulas de nucleo inorganico con
polimeros con, por ejemplo, grupos de silano (por ejemplo, documento de patente 2).

Documentos de la técnica anterior
Documentos de patente

Documento de patente 1: WO 2006/068653
Documento de patente 2: publicacion de solicitud de patente japonesa sin examinar n°® 2009-519316.

Biomacromolecules, vol. 10, n°® 9, 14 de septiembre de 2009, pags. 2662-2671, XP55275164 describe
nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnéticas con cadenas injertadas de polimero unidas a las superficies
de las particulas a una densidad muy alta para una estabilizacién estérica.

Descripcion de la invencion
Problema que ha de resolver la invencion

Sin embargo, tales preparaciones convencionales tienen poca estabilidad de dispersién y tienden a ser fagocitadas
por macrofagos, lo que han sido problemas. Por lo tanto, los inventores de la presente invencién tienen por objetivo
proporcionar un agente de contraste para IRM que tenga una alta estabilidad de dispersion y funciones mejoradas, y
gue tienda a no ser fagocitarlo por macroéfagos.

Medios para resolver el problema

La presente invencion es un agente de contraste para IRM que contiene particulas de material compuesto, en el que
las particulas de material compuesto son aquellas con cadenas injertadas de polimero unidas a las superficies de
microparticulas a una densidad muy alta, suficiente para permitir que se produzca una repulsion estérica entre las
cadenas injertadas, las microparticulas son microparticulas inorganicas que muestran superparamagnetismo, y las
cadenas injertadas de polimero tienen un peso molecular promedio en nimero (Mn) de 30.000 a 320.000, una
densidad de injerto de 0,15 a 0,45 cadenas/nmz, y una distribuciéon de pesos moleculares de 1 a 1,5.
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Efectos de la invencién

Las particulas de material compuesto conforme a la presente invencion a las que estan unidas las cadenas de
injertadas de alto peso molecular a una muy alta densidad, mediante polimerizacién por radicales libres, tienen una
alta estabilidad de dispersion y tienden a no ser fagocitadas por células reticuloendoteliales, y por tanto, tienden a no
acumularse en tejidos tales como higado y bazo. Ademas, las particulas de material compuesto mencionadas
anteriormente se acumulan en tumores debido al efecto de retencidon y permeabilidad aumentada (efecto EPR).
Ademas, tienen un alto nivel de relajacion y por lo tanto pueden mostrar un efecto de captacion de imagenes
(contraste) incluso a una concentracién inferior. El desarrollo de tal agente de contraste para IRM de altas
prestaciones, permite una captacion de imagenes diagnéstica de alta precision y puede contribuir al desarrollo de
tratamientos médicos avanzados.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La figura 1 es una fotografia de microscopio electrénico de transmisién (TEM) de particulas de
material compuesto (tabla 1, serie 6) de un agente de contraste para IRM.

[Figura 2] La figura 2 es una imagen fantasma de IRM para medir el nivel de relajacién de las particulas de
material compuesto (tabla 1, serie 6) del agente de contraste para IRM conforme a la presente invencion.
[Figura 3] La figura 3 es una imagen de diluciones de 100 veces de particulas de material compuesto (tabla 1,
series de 3 a 5y 8) del agente de contraste para IRM conforme a la presente invencién, que se tomé después
de almacenarlas a temperatura ambiente durante seis meses.

[Figura 4] La figura 4 es una gréafica que muestra la fagocitosis por macréfagos de las particulas de material
compuesto (tabla 1, series de 1 a 13) del agente de contraste para IRM conforme a la presente invencion.
[Figura 53] La figura 5A es una imagen histopatoldgica del higado de un raton, al que se administraron
particulas de material compuesto (tabla 1, serie 5) del agente de contraste para IRM conforme a la presente
invencion.

[Figura 5B] La figura 5B es una imagen histopatoldgica del higado de un ratdén, al que se administraron
particulas de material compuesto (tabla 1, serie 8) del agente de contraste para IRM conforme a la presente
invencion.

[Figura 6] La figura 6 es una grafica que muestra los porcentajes de particulas de material compuesto que
permanecen en la sangre de los ratones, a los que se administraron las particulas de material compuesto
(tabla 1, series 6 y 9) del agente de contraste para IRM conforme a la presente invencién.

[Figura 73] La figura 7A es una grafica que muestra los tantos por ciento de acumulacién en tejidos de
ratones, a los que se administraron las particulas de material compuesto (tabla 1, series 6 y 9) del agente de
contraste para IRM conforme a la presente invencion.

[Figura 7B] La figura 7B es una grafica que muestra los tantos por ciento de acumulacion en tejidos por peso
de ratones, a los que se administraron las particulas de material compuesto (tabla 1, series 6 y 9) del agente
de contraste para IRM conforme a la presente invencion.

[Figura 87] La figura 8A es una imagen que muestra la posicion de un tumor en la region femoral izquierda de
un ratén con tumores, al que se administran las particulas de material compuesto (tabla 1, serie 6) del agente
de contraste para IRM conforme a la presente invencién.

[Figura 8B] La figura 8B es una imagen de contraste por IRM de un tumor de raton antes de la administracion
de las particulas de compuesto (tabla 1, serie 6) del agente de contraste para IRM conforme a la presente
invencion.

[Figura 8C] La figura 8C es una imagen de contraste por IRM de un tumor de ratén tomada 24 horas después
de la administracion de las particulas de material compuesto (tabla 1, serie 6) del agente de contraste para
IRM conforme a la presente invencion.

Descripcion de la invencién

Los inventores de la presente invencién encontraron que las particulas de material compuesto con cadenas
injertadas de polimero de un peso molecular predeterminado unidas a las superficies de microparticulas a una
densidad muy alta, suficiente para permitir que se produzca una repulsiéon estérica entre las cadenas injertadas,
fueron excelentes en estabilidad de dispersion en condiciones fisiolégicas durante un periodo prolongado. Basados
en este hallazgo, los inventores de la presente invencién solucionaron los problemas mencionados anteriormente.
Como se ha descrito anteriormente, con la excelente estabilidad de dispersion, el agente de contraste para IRM de
la presente invencién tiene las ventajas de (a) una manipulacién facil, (b) proporcionar un efecto farmacoldgico
estable, y (c) una seguridad mejorada. Generalmente, ya que el agente de contraste para IRM se prepara en el
ambito médico inmediatamente antes de administrarse a un paciente, el agente de contraste para IRM de la
presente invencion que es facil de manipular, puede reducir el tiempo entre la preparacion y la administracién, y por
lo tanto es ventajoso particularmente para el personal médico. Ademas, ya que los agentes de contraste con
particulas de material compuesto que tienden a agregarse (es decir, con baja estabilidad de dispersion) son
reconocidas como cuerpos extrafios en la sangre y son entonces metabolizadas y excretadas, el efecto
farmacoldgico se reduce, y por lo tanto es dificil obtener un efecto de captacion de imagenes suficientemente alto.
Por lo tanto, el agente de contraste para IRM de la presente invencion con la excelente estabilidad de dispersion
permite que el efecto farmacoldgico sea estable. Ademas, existe la posibilidad de que los agentes de contraste con
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las particulas de material compuesto que tienden a agregarse (es decir, con baja estabilidad de dispersién) puedan
formar un trombo en la sangre, y por lo tanto pueden tener una menor seguridad, mientras que el agente de
contraste para IRM de la presente invencion tiene una alta estabilidad de dispersion y por lo tanto tal posibilidad es
baja, lo que da como resultado una seguridad mejorada.

En la presente memoria descriptiva, la frase “las particulas de material compuesto con excelente estabilidad de
dispersién” denota el estado en el que no se observan agregados y sedimentos evidentes macroscopicamente en un
disolvente convencional. Ademas, la frase “particulas de material compuesto son excelentes en estabilidad de
dispersién durante un periodo prolongado” denota el estado en el que no se observan agregados y sedimentos
evidentes macroscépicamente, cuando las particulas de material compuesto se almacenan en un disolvente en
condiciones normales de almacenamiento durante unos pocos meses. En este contexto, las condiciones normales
de almacenamiento denotan condiciones que incluyen una temperatura alrededor de 18 a 30°C y una humedad
relativa de aproximadamente 60% o inferior. Preferiblemente, el disolvente convencional es un disolvente acuoso tal
como una disolucién salina normal que se usa generalmente para preparaciones farmacéuticas.

Generalmente, cuando las particulas de material compuesto tienen pesos moleculares de cadena injertada mas
altos, la densidad de las cadenas injertadas en el extremo de la cadena disminuye cuando se compara con la
vecindad en la que las cadenas injertadas estan unidas a las microparticulas. Por lo tanto, se espera que tiendan a
ser fagocitadas por células reticuloendoteliales. Contrariamente a esta expectativa, sin embargo, las particulas de
material compuesto contenidas en el agente de contraste para IRM de la presente invencion muestran
caracteristicas de tender a no ser fagocitadas por células reticuloendoteliales. La expresion “sistema
reticuloendotelial” usada en la presente invencion es una expresion genérica para células que estan implicadas en la
defensa biolégica fagocitando cuerpos extrafios, y ejemplos tipicos de éstas incluyen macréfagos.

Tales particulas de material compuesto hacen posible proporcionar un agente de contraste para IRM que esta
caracterizado por acumularse en un tejido tumoral a través de un sistema circulatorio sanguineo y ademas, que esta
caracterizado por depender de las condiciones patolégicas en el tejido tumoral y mostrar la distribucién del grado de
acumulacion que varia en el tejido tumoral. La demostracién de la acumulacién en el tejido tumoral puede
confirmarse por el hecho que en una imagen de IRM, cuando se compara con el animal de ensayo antes de
administrar el agente de contraste para IRM de la presente invencion, el contraste mejora en la parte que
corresponde al tejido tumoral del animal de ensayo después de la administracion.

Esto es, como se ha descrito anteriormente, la presente invencion es un agente de contraste para IRM que contiene
particulas de material compuesto, en el que las particulas de material compuesto son aquellas con cadenas
injertadas de polimero unidas a superficies de microparticulas a una muy alta densidad, suficiente para permitir que
se produzca una repulsion estérica entre las cadenas injertadas, las microparticulas son microparticulas inorganicas
gue muestran superparamagnetismo, y las cadenas injertadas de polimero tienen un Joeso molecular promedio en
namero (Mn) de 30.000 a 320.000, una densidad de injerto de 0,15 a 0,45 cadenas/nm®, y una distribucién de pesos
moleculares de 1 a 1,5.

En la presente invencién, el “agente de contraste para IRM” es una sustancia (agente) que se administra en un
método diagnéstico de captacidon de imagenes in vivo que usa un sistema de IRM (captacion de imagenes por
resonancia magnética) que se usa en la practica clinica. Cuando la sustancia esta presente en el objeto que ha de
someterse a determinacion por IRM, de qué manera se ve el objeto a determinar en la imagen de determinacién
parece haber cambiado significativamente cuando se compara con el caso de ausencia de la sustancia. De este
modo, se puede dar contraste a la imagen.

En la presente invencion, la expresion “cadenas injertadas de polimero” denota cadenas poliméricas, cada una de
las cuales esta formada con al menos dos mondmeros extendidos desde la superficie de una microparticula
mediante una reaccion de polimerizacién. Ademas, la expresion “una muy alta densidad” denota la densidad de
cadenas injertadas en el caso en el que las cadenas injertadas se hayan espesado hasta tal punto que se produce la
repulsion estérica entre las cadenas injertadas. En este caso, las cadenas injertadas toman cada una de forma
sustancialmente extendida de manera completa en la direccidn perpendicular a la superficie. Ademas, la expresién
“unir/unido” denota un enlace que se forma mediante una reaccién quimica comun, y sus ejemplos incluyen un
enlace covalente y un enlace i6nico.

En el agente de contraste para IRM de la presente invencion, las cadenas injertadas de polimero tienen un peso
molecular promedio en niimero (Mn) de al menos 30.000, preferiblemente de 30.000 a 320.000.

Controlando el peso molecular promedio en nimero de las cadenas injertadas, se encuentran diferencia en la
fagocitosis de las células reticuloendoteliales, y se puede controlar la retencion en la sangre del agente de contraste
para IRM de la presente invencion. Especificamente, cuando las cadenas injertadas tienen un alto peso molecular
promedio en numero, la retencién en la sangre del agente de contraste por IRM mejora. Ademas, cuando las
cadenas injertadas tienen un alto peso molecular promedio en nimero, el agente de contraste para IRM tiende a no
ser fagocitarlo por las células reticuloendoteliales. Las cadenas de polimero injertado tienen un grado medio de
polimerizacién de 10 a 100.000. Por ejemplo, cuando el mondmero tiene un peso molecular de 500, el grado
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promedio en nimero de polimerizacion es preferiblemente de 50 a 500, mas preferiblemente de 50 a 350, y lo mas
preferiblemente de 70 a 350. El peso molecular promedio en nimero puede determinarse mediante, por ejemplo,
GPC. El grado promedio en nimero de polimerizacion puede calcularse dividiendo el peso molecular promedio en
namero entre el peso molecular del monémero.

En el agente de contraste para IRM de la presente invencion, las microparticulas son microparticulas inorganicas
gue muestran superparamagnetismo. Los ejemplos de tales microparticulas inorganicas incluyen hierro (Fe), cobalto
(Co), una aleacion (por ejemplo, FePt y FeCo), y 6xido de hierro (por ejemplo, ferrita y magnetita). La ferrita es
preferible ya que se ha usado exitosamente en preparaciones comerciales de hierro para agentes de contraste para
IRM. La “ferrita” es una expresién genérica para ceramicas que contienen 6xido de hierro como su componente
principal, y es usada ampliamente como material magnético. Las microparticulas inorganicas son mas
preferiblemente ferrita con una estructura cristalina de tipo espinela y mas preferiblemente magnetita (FezO4). En
este contexto, a las que se hace referencia como SPIO (una preparacion de 6xido de hierro superparamagnética),
USPIO (una SPIO ultra-pequefia), y MION (una preparacion de nanoparticulas de 6xido de hierro monocristalinas)
estan incluidas en las preparaciones de hierro para un agente de contraste para IRM.

La expresion “superparamagnetismo” es un fenémeno que se produce en nanoparticulas inorganicas magnéticas y
denota que cuando se aplica un campo magnético externo a ellas, se magnetizan en conjunto. La sustancia
superparamagnética tiene propiedades de nanoparticulas obtenidas miniaturizando una sustancia ferromagnética
hasta un tamafio que permite que sélo esté contenido un Unico dominio magnético. A diferencia de la sustancia
ferromagnética que permanece magnetizada (almacenamiento magnético) incluso cuando se retira el campo
magnético, la sustancia superparamagnética pierde magnetizacién cuando se retira el campo magnético. Por lo
tanto, preferiblemente, las microparticulas inorganicas que muestran superparamagnetismo tienen un tamafo de
particulas de 50 nm o inferior. Este tamafio de particulas puede determinarse, por ejemplo, por microscopia
electronica de transmision. Si las particulas de material compuesto de la presente invencidbn muestran
superparamagnetismo puede confirmarse con, por ejemplo, un medidor de flujo magnético SQUID (Superconducting
Quantum Interference Device) (Macromolecules, 42(4), pags. 1219-1228, 2009).

Las microparticulas inorganicas que muestran superparamagnetismo afectan los tiempos de relajacion (tanto T
como T2) de los nudcleos (generalmente protones de agua en IRM clinica) que emiten sefiales de RM usadas para
formar imagenes en la determinacién de IRM. La preparacién de hierro que contiene las microparticulas inorganicas
hace resaltar el contraste en la imagen ponderada en T, mediante el efecto de acortar principalmente T, (hablando
estrictamente, acortando T»* induciendo no uniformidad en el campo magnético local).

Se usa un nivel de relajacion transversal (Rz), que se expresa por la reciproca de T, como valor que indica la
velocidad de acortamiento de T, del agente de contraste. El R, de las particulas de material compuesto depende
basicamente de la magnetizacion de las particulas inorganicas que muestran superparamagnetismo, y el R, de la
SPIO o USPIO existente es generalmente de 20 a 200 [Fe mM s ] (Advanced Drug Delivery Reviews, vol. 58,
pags. 1471-1504, 2006). Un R, mayor indica un efecto de acortamiento de T, mayor a una concentracién menor.
Cuando las microparticulas inorganicas que muestran superparamagnetismo son magnetita (FesO4) y se usan como
agente de contraste negativo, las pamculas de material compuesto tienen un nivel de relajacién transversal (R2) de
preferlblemente al menos 100 [Fe mMts ] (fuerza del campo magnético: 1,5 T) y mas preferiblemente al menos 200
FemM™s ] (fuerza del campo magnético: 1,5 T).

En el agente de contraste para IRM de la presente invencion, las cadenas injertadas de polimero tienen una
densidad de injerto de 0,15 a 0,45 cadenas/nm?. Controlar esta densidad de injerto permite la retencion en la sangre
de las particulas de material compuesto en el agente de contraste para IRM de la presente invenciéon que ha de
controlarse. En la presente invencion, la expresion “denS|dad de injerto” o “densidad” denota el nimero de cadenas
injertadas unidas a la superficie por unidad de area (nm ) de las superficies de las microparticulas. La densidad de
injerto (s) se calcula como sigue, determinando la cantidad de las cadenas injertadas de polimero (la cantidad de
injertos, p) que se forman extendiéndose desde las superficies de las mlcropartlculas mediante analisis elemental y
usando el valor obtenido de este modo, el area superficial (S, nm) de las microparticulas de nucleo, el peso
molecular promedio en nimero Mn y el nimero de Avogadro (Av) de los polimeros de injerto.

Método de Calculo : s = (p/Mn)Av/S

En el agente de contraste para IRM de la presente invencion, las particulas de material compuesto tienen un tamafio
medio de particulas de preferiblemente 1000 nm o inferior, mas preferiblemente de 10 a 500 nm, y mas
preferiblemente de 10 a 250 nm. En el agente de contraste para IRM de la presente invencion, su retencion en la
sangre pocas veces depende del tamafio medio de particulas. Por lo tanto, cuando se tienen cadenas injertadas con
un peso molecular predeterminado, el agente de contraste por IRM de la presente invencién no se elimina facilmente
de un cuerpo biolégico, incluso cuando el tamafio de particulas de las microparticulas aumenta y como resultado, el
tamafio medio de particulas de las particulas de material compuesto aumenta. Por consiguiente, el agente de
contraste para IRM de la presente invencion es excelente en sensibilidad cuando se compara con agentes
convencionales, y puede producir un efecto a una baja dosis. El tamafio medio de particulas denota el diametro
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hidrodinamico de una particula de material compuesto completa que incluye cadenas injertadas proporcionadas para
una microparticula de nucleo. Ademas, en el caso de particulas de material compuesto en las que la distribucién de
tamafio de particulas del tamafio medio de particulas es pequefio, el agente de contraste para IRM tiene un tamafo
uniforme y por lo tanto es preferible para DDS. El tamafio medio de particulas puede determinarse mediante un
método de determinacion de distribucion de tamafio de particulas de tipo de dispersion dinamica de luz.

En el agente de contraste para IRM de la presente invencion, las cadenas injertadas de polimero puede obtenerse,
por ejemplo, mediante la polimerizacion por radicales libres de mondmeros que usa grupos iniciadores de
polimerizacién localizados sobre las superficies de microparticulas como puntos de base. El tipo de los monémeros
es preferiblemente al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un derivado de acido acrilico, un derivado
de acido metacrilico, un derivado de acrilamida, un derivado de metacrilamida, y un derivado de estireno. Sin
embargo, no esta limitado a ello y puede seleccionarse adecuadamente en el intervalo reconocido por los expertos
en la técnica. Las cadenas injertadas de polimero pueden estar unidas a otras cadenas de polimeros de injerto.
Especificamente, en la polimerizacion por radicales libres, los copolimeros en bloque se injertan usando monémeros
de reticulacion como un tipo de monémero, y entonces los grupos de reticulacion introducidos de este modo pueden
hacerse reaccionar. Ademas, la polimerizacion por radicales libres puede ser, por ejemplo, polimerizacién al azar,
polimerizacién en bloque, o de un tipo de gradiente de composicion. Las cadenas injertadas de polimero pueden
tener cada una un ligando especifico introducido en uno de sus extremos o en la vecindad del extremo. Un agente
de contraste para IRM que contiene particulas de material compuesto con tales ligados es preferible, ya que puede
distribuir selectivamente los ligandos a un 6rgano objetivo. El ligando especifico no esta limitado particularmente
mientras que sea un ligando especifico conocido en el presente campo.

En el agente de contraste para IRM de la presente invencion, las cadenas injertadas de polimero tienen
preferiblemente una distribucién de pesos moleculares (Mw/Mn) de 1 a 1,5. Esto es porque cuando la distribucion de
pesos moleculares esta en el intervalo de 1 a 1,5, el agente de contraste para IRM tiene superficies de injerto
homogéneas.

Ademas, en las particulas de material compuesto del agente de contraste para IRM de la presente invencion, las
cadenas injertadas de polimero localizadas en una region distante de las microparticulas pueden ser polimeros
dirigidos a un tejido enfermo especifico. Los ejemplos de los polimeros dirigidos a un tejido enfermo especifico
incluyen moléculas objetivo para marcadores moleculares que estan altamente expresados en el tiempo del
desarrollo de la lesion. Tal agente de contraste para IRM puede acumularse también especificamente en una lesién
distinta a un tumor. Como resultado, tal lesién puede detectarse como un contraste de la sefial de IRM.

Preferiblemente, el agente de contraste para IRM de la presente invencién se usa para la diagnosis de tumores de,
por ejemplo, una parte afectada objetivo (un érgano, un tejido, una célula, un patégeno, etc.). El agente de contraste
para IRM de la presente invencién se caracteriza por inhibir la adsorcion de una proteina que funciona para retirarlo
de la sangre, y como resultado, con un alto porcentaje del mismo que permanece en la sangre. Por lo tanto, el
agente de contraste para IRM de la presente invencion se acumula mucho en el tejido canceroso. La razén posible
para esto es un efecto EPR (efecto de retencién y permeabilidad aumentada). Es conocido que una sustancia con
un tamafio molecular de decenas de nandémetros a 250 nm se acumula debido a las caracteristicas anatémicas de
los vasos sanguineos de tejido canceroso. El agente de contraste para IRM de la presente invencién tiene alta
retencién en la sangre y como resultado, tiene una alta probabilidad de pasar a través del tejido canceroso por todo
el torrente sanguineo. Por consiguiente, se considera que el agente de contraste para IRM se acumula mas en el
cancer.

Ademas, el agente de contraste para IRM de la presente invencion tiene una baja velocidad de transferencia hacia el
higado, y muestra la propiedad de acumularse en los tumores. Por lo tanto, es posible detectar tumores en diversos
d6rganos mediante el método IRM usando el agente de contraste para IRM de la presente invencion.

En el agente de contraste para IRM de la presente invencion, las particulas de material compuesto pueden
prepararse, por ejemplo, como sigue. En primer lugar, se fija un compuesto que ha de usarse como agente de
acoplamiento que contiene un grupo iniciador de polimerizacion a las superficies de microparticulas, mediante un
método de quimisorcion. Luego, se suministra al menos un tipo de monémero para llevar a cabo una polimerizacion
de injerto por radicales libres. Fijado el agente de acoplamiento que contiene un grupo iniciador de polimerizacién a
las superficies de las microparticulas con antelacién, la polimerizacion de injerto puede avanzar sobre las superficies
de las microparticulas, manteniéndose la densidad de injerto constante. Esto es, la cantidad de injerto puede
aumentarse en proporcion al Mn (el peso molecular promedio en nimero) de las cadenas injertadas, y se permite
que la polimerizacion avance de una manera viva, y por lo tanto se permite que casi todas las cadenas injertadas
localizadas sobre la superficie de las microparticulas de la presente invencion crezcan sustancialmente de manera
uniforme. Esto es, en las particulas de material compuesto de la presente invencién, se reduce el impedimento
estérico entre cadenas injertadas adyacentes localizadas sobre las superficies de las microparticulas. Ademas,
durante la polimerizacién de injerto por radicales libres, puede permitirse que coexista un iniciador de polimerizacién
gue no esté fijado a las superficies de las microparticulas.
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El compuesto que ha de usarse como agente de acoplamiento que contiene un grupo iniciador de polimerizacion
puede seleccionarse en vista de, por ejemplo, una afinidad con las microparticulas. Especificamente, cuando las
microparticulas son particulas de 6xido de hierro, el agente de acoplamiento que contiene un grupo iniciador de
polimerizacion del mismo es preferiblemente un grupo de silano representado por la férmula siguiente (1).

[Formula Quimica 1]

OR iy
R1O“?—(CH2}n—O—ﬁ~(I3—X (1)
OR! 0 R?

En la férmula anterior, n denota un nimero entero y es preferiblemente de 3 a 10, y mas preferiblemente de 4 a 8. R'
es un grupo alquilico C1-C3 y es preferiblemente un grupo alquilico C; 0 Ca. R®es un grupo alquilico C10 C,. X es un
atomo de halégeno y es preferiblemente un atomo de bromo o cloro. Los ejemplos del compuesto representado por
la formula (1) incluyen (2-bromo-2-metil) propioniloxipropiltrietoxisilano (BPE) y (2-bromo-2-metil)
propioniloxihexiltrietoxisilano (BHE).

Cuando las microparticulas son oxido de hierro, los ejemplos del agente de acoplamiento que no contenga un grupo
iniciador de polimerizacion del mismo incluyen un agente de acoplamiento de alquilsilano.

Es posible cambiar la densidad de injerto sobre las superficies de las microparticulas ajustando la relacién entre el
agente de acoplamiento que contiene un grupo iniciador de polimerizacion y el agente de acoplamiento que no
contiene un grupo iniciador de polimerizacién. Especificamente, en el caso en el gue las microparticulas son
nanoparticulas de 6xido de hierro, la densidad de injerto es al menos 0,1 cadenas/nm” cuando la relacién entre el
agente de acoplamiento un grupo iniciador de polimerizacién y el agente de acoplamiento que no contiene un grupo
iniciador de polimerizacion es 1:0.

Después de completarse la polimerizacion, las particulas de material compuesto deseadas pueden aislarse de la
disolucién de reaccién mediante un método usado generalmente en el presente campo, por ejemplo, mediante uno
de los métodos tales como extraccion, destilacién, lavado, concentracion, precipitacion, filtracion, secado, adsorcién,
deposicion, y cromatografia, o una de sus combinaciones.

Preferiblemente, el agente de contraste para IRM de la presente invencién se usa para diagnosis de tumores como
se ha descrito anteriormente. Los ejemplos del tumor incluyen tumoraciones no neoplasicas y tumores auténticos.
Los tumores auténticos incluyen un tumor benigno y un tumor maligno. Los ejemplos del tumor maligno incluyen
tumor cerebral, cancer de lengua, cancer de laringe, cancer de faringe, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer
de esofago, cancer de tiroides, cancer de estdémago, cancer de pancreas, cancer de la vias biliares, cancer
duodenal, cancer de colon, cancer de higado, cancer de rifion, cancer de Utero, cancer de ovario, cancer de
testiculos, cancer de préstata, cancer de vejiga, osteosarcoma, condrosarcoma, mesotelioma, cancer de piel,
leucemia, neuroblastoma, mieloma y linfoma.

El agente de contraste para IRM de la presente invencion puede administrarse por via oral o parenteral. En el caso
de administracion por via oral, el agente de contraste para IRM de la presente invencién puede administrarse en
forma de, por ejemplo, un comprimido, una capsula, granulos, polvo o jarabe. En el caso de administracion
parenteral, el agente de contraste para IRM de la presente invencidon puede administrarse en forma de, por ejemplo,
una inyeccion, un supositorio, un colirio, un inhalador, un agente transnasal, un ungiiento, o una crema. En el caso
de la inyeccion, se administra por, por ejemplo, administracion intravenosa, administracion intramuscular, o
administracion intraperitoneal. Estas preparaciones pueden producirse mediante los métodos conocidos
convencionalmente, que usan aditivos farmacéuticamente aceptables tales como un excipiente, un lubricante, un
aglutinante, un agente disgregante, un estabilizante, y un diluyente.

De aqui en adelante, la presente invencion se describe con mas detalle usando ejemplos. Sin embargo, el intervalo
de la presente invencion no esta limitado por los siguientes ejemplos.

En las descripciones de la presente memoria descriptiva, se usan las siguientes abreviaturas:

THF: tetrahidrofurano

BPE: (2-bromo-2-metil)propioniloxipropiltrietoxisilano
BPP: 1-(2-bromo-2-metil)propioniloxi-2-propeno
PEGMA: metacrilato de polietilenglicol

PEMA: metacrilato de (4-hidroxifenil)etilo
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dN-biby: Cu(l)Cl, dinonilbipiridina

EBIB: 2-bromoisobutirato de etilo

RMN: resonancia magnética nuclear

GPC: cromatografia de filtracion en gel

TGA: andlisis termogravimétrico

TEM: microscopio electronico de transmision

IRM: captura de imagenes por resonancia magnética

Ejemplos

Ejemplo de produccion de particulas de material compuestos (siendo las microparticulas nanoparticulas de 6xido de
hierro

(1) Sintesis de un agente de acoplamiento que contiene un grupo iniciador de polimerizacion, (2-bromo-2-
metil)propioniloxipropiltrietoxisilano (BPE)

[Formula Quimica 2]

OCHs CHs
C2H50—C—(CHz)3 0~ C—C—Br
OC,Hs O CHs

BPE

La sintesis de BPE se llevé a cabo mediante una reaccién en dos etapas. Como primera etapa, se enfrié en hielo
una disolucién mixta que contenia alcohol alilico (170 g), trietilamina (237 g) y diclorometano (2 I), y luego se afiadio
gota a gota bromuro de 2-bromoisobutirilo (450 g). Después de eso, la disolucidn de reaccion se agitdé a 0°C durante
tres horas, y luego se agit6 mas a temperatura ambiente durante diez horas. La disolucién de reaccion se concentro,
se afadié THF, y de este modo las sales se dejaron precipitar, y luego se filtraron. Después de concentrar las aguas
de filtrado, el resultante se diluyd luego con cloroformo (1 I). Esto se lavé luego con una disolucion acuosa de acido
clorhidrico 1 N (2 x 1 1), una disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico (2 x 1 1), y agua pura (2 x 1 1) en esta
secuencia. La capa organica se seco0 y luego se concentrd. Después de eso, esto se purificé mediante destilacion a
vacio. De este modo, se obtuvo 1-(2-bromo-2-metil)propioniloxi-2-propeno (BPP) con un rendimiento de 90%.

Como segunda etapa, se colocaron secuencialmente en un matriz BPP (100 g), trietoxisilano (170 g) y un catalizador
de Karstedt (600 pl). La mezcla de los mismos se agitd en atmoésfera de argén a temperatura ambiente durante 12
horas. Después de la reaccion, se purifico por destilacion a vacio y luego se sintetizé BPE con un rendimiento de
70%.

(2) Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro revestidas con acido oleico

De acuerdo con el informe de Hyeon et al. (Nature Materials, vol. 3, pags. 891-895, 2004), se sintetizaron
nanoparticulas de 6xido de hierro revestidas con acido oleico.

En primer lugar, se sintetizé un complejo de oleato de hierro. Se disolvieron cloruro férrico (FeCls6H.0O, 10,8 g) y
oleato sédico (36,5 g) en un disolvente mixto de etanol (80 ml), agua (60 ml), y hexano (140 ml). La disolucién
obtenida de este modo se agité a 70°C durante cuatro horas. Después de completarse la reaccion, se recupero una
capa organica superior y la capa organica se lavo luego con agua pura tres veces. Después de eso, la capa organica
se concentrd a presion reducida para retirar el disolvente, usando un rotavapor. El residuo obtenido de este modo se
secd a vacio a 70°C durante la noche, y se obtuvo de este modo un complejo de oleato de hierro. Este complejo de
oleato de hierro (36 g) y acido oleico (5,7 g) se disolvieron en trioctilamina (200 g). La disolucién obtenida de este
modo se calent6 a 370°C con una velocidad de calentamiento de 5°C/min. La disolucion se calenté adicionalmente a
reflujo para mantener una temperatura de 370°C durante 30 minutos. Después de eso, la disolucion de reaccion se
enfri6 a temperatura ambiente y después de diluirla con THF, se recuperaron nanoparticulas de 6xido de hierro
revestidas con acido oleico mediante centrifugacion (12.000 rpm). El diametro circular equivalente del area
proyectada (tamafio medio de particulas) de las nanoparticulas de oOxido de hierro se determindé mediante
microscopia electronica de transmisién, y como resultado, se encontré que era de 7, 10, 15 y 20 nm. Se confirmé
mediante el método de difraccién por rayos X que este 6xido de hierro era magnetita (FezOa).
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(3) Introduccion del grupo iniciador sobre las superficies de nanoparticulas de 6xido de hierro revestidas con acido
oleico

Las nanoparticulas de oxido de hierro obtenidas en (2) se dispersaron en THF, y de este modo se prepar6 una
dispersion (al 1% en peso). Se afiadid6 amoniaco acuoso (1% en peso) a la dispersion, que se agité luego durante un
rato. Después de eso, se afiadié el BPE (al 2% en peso) obtenido en (1), que luego se agité a temperatura ambiente
durante tres dias. Mientras se agitaba, esta disolucion se sometié a irradiacion por ultrasonidos a intervalos
regulares. Después de eso, las particulas se recuperaron mediante centrifugacion (12.000 rpm), y luego se
sometieron a redispersién con THF y centrifugacion repetidamente. De este modo, se obtuvieron nanoparticulas de
Oxido de hierro con grupos iniciadores.

(4) Polimerizacién con radicales libres iniciada en la superficie, usando nanoparticulas de 6xido de hierro

[Formula Quimica 3]

0 =0
A
n
OH
PEGMA PEMA

Las nanoparticulas de 6xido de hierro con grupos iniciadores obtenidos en (3), metacrilato de polietilenglicol
(PEGMA), metacrilato de (4-hidroxifenil)etilo (PEMA), Cu(l)Cl, dinonilbipiridina (dN-biby), y 2-bromoisobutirato de
etilo (EBIB) se colocaron en un tubo de vidrio Pyrex. Este se desgasific6 mediante el método de congelacion y
descongelacién, y luego se sellé a vacio. Después de eso, se polimerizd a 70°C durante un periodo predeterminado
de tiempo, y de este modo se obtuvieron particulas de material compuesto con cadenas injertadas de polimero
unidas a las superficies de las nanoparticulas de 6xido de hierro. Las condiciones de polimerizacién se indican en la
tabla 1.

Las particulas de material compuesto (siendo las microparticulas las nanoparticulas de 6xido de hierro) se
purificaron mediante una repeticiéon de centrifugacion y redispersiéon en acetona y agua pura.

Las particulas de material compuesto se dispersaron en agua pura, que se habia almacenado a temperatura
ambiente. Las particulas de material compuesto se trataron con fluoruro de hidrégeno y de este modo las cadenas
injertadas de polimero fueron escindidas de las nanoparticulas de 6xido de hierro. Luego, el peso molecular y la
distribucién de pesos moleculares de las cadenas injertadas de polimero se determinaron mediante cromatografia
de filtracion en gel (GPC).

De la cantidad de injertos determinada mediante analisis termogravimétrico (TGA), se calculd la densidad de injerto.
Se confirmé que todas las muestras tuvieron una alta densidad de injerto de al menos 0,15 a 0,43 cadenas/nm?.
Ademas, las condiciones de polimerizacion usadas en la presente memoria y los resultados de polimerizacion se
indican conjuntamente en la tabla 1, que se pretende usar como un listado de muestras. La figura 1 muestra una
fotografia de microscopio electrénico de transmision (TEM) de particulas de material compuesto (serie 6).
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<Medida del nivel de relajacion de las particulas de material compuesto>

Con respecto a las particulas de material compuesto obtenidas en la serie 2 (7 nm), serie 3 (10 nm) y serie 6 (20 nm)
de los ejemplos, que son diferentes en el tamafio de las particulas de las microparticulas de 6xido de hierro unas de
otras, se determind en tiempo de relajaciéon usando RMN y IRM, como sigue.

Usando RMN (EX-400, JEOL Ltd.), se determinaron los T» mediante un método CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill),
siendo el objeto a medir una sefial de protén del H,O en presencia de particulas de material compuesto equivalentes
a Fe 1 mM (99% de D,0/24°C). Los R, determinados a partir del resultado fueron 118 [Fe mM'l.s'l] (serie 2), 151 [Fe
mM™t.s?] (serie 3), y 326 [Fe mM™.s™] (serie 6). Por consiguiente, se encontré que las particulas de material
compuesto obtenidas anteriormente mostraban un efecto de acortamiento de T, requerido como agente de contraste
para IRM. Ademas, se pudieron obtener particulas de material compuesto (serie 6), que indicaron un R de al menos
200 [Fe mM'l.s'l] y mostraron un alto efecto de acortamiento deT> incluso a una concentracion inferior. En la RMN
usada en esta determinacion, la fuerza del campo magnético fue de 9,4 T, pero la relajacion de T, apenas esta
afectada por la diferencia en la fuerza del campo magnético (Questions & Answers in MAGNETIC RESONANCE
IMAGING, segunda edicién, publicado por Medical Science International).

Después, se llevd a cabo un experimento fantasma usando IRM (Unity INOVA 4.7T, Varian Technologies Japan
Ltd.). Las particulas de material compuesto (serie 6) se diluyeron con agua destilada hasta una concentracion de Fe
de 0,001 a 2,0 mM. Se colocaron, como se muestra en el dibujo de la derecha de la figura 2, y sus T, se midieron
luego mediante eco de espin (condiciones de medida: TR/TE = 4000/0,08 ms). El sujeto de comparacién usado en la
presente memoria fue un agente de contraste existente basado en gadolinio, Magnevist (MV, Gd 1 mM, Bayer
Yakubhin, Ltd.), y el testigo negativo usado en la presente memoria fue agua destilada. Los nimeros indicados en los
circulos mostrados en el dibujo de la derecha de la figura 2 son concentraciones (mM) de las particulas de material
compuesto, y MV indica el agente de contraste existente basado en gadolinio usado como el sujeto de comparacion.
El dibujo de la izquierda de la figura 2 muestra una imagen fantasma de IRM para determinar el nivel de relajacion
de las particulas de material compuesto (serie 6). Como resultado, con referencia a la imagen de determinacién de
T, las particulas se vuelven oscuras de un modo dependiente de la concentracion, y se confirmé que fue posible
obtener una imagen de contraste por IRM suficiente incluso a concentraciones inferiores, cuando se compara con el
producto existente. Ademas, se obtuvieron los mismos resultados cuando se usaron otras particulas de material
compuesto. La fuerza del campo magnético fue de 4,7 T.

<Evaluacion de la estabilidad de dispersion de particulas de material compuesto>

Para evaluar la estabilidad de dispersion de las particulas de material compuesto obtenidas en las series de 1 a 13,
se llevé a cabo un ensayo de almacenamiento de larga duracion. Usando PBS (disolucion salina tamponada con
fosfato), se ajustaron las particulas de material compuesto respectivas (series de 3, 4 y 5 de los ejemplos asi como
la serie 8 del ejemplo comparativo; 5 ml cada una) con las microparticulas de 6xido de hierro con tamafo de
particulas de 10 nm, para tener una concentracion de particulas de 0,038% en peso, y luego se almacenaron a
temperatura ambiente durante seis meses. Antes de comenzar el almacenamiento, no se encontré6 agregacion de
ninguna particula de material compuesto. Como resultado de la determinacién de distribucion de tamafio de
particulas por dispersion dinamica de luz, usando LB-550 (fabricado por HORIBA, Ltd.), los tamafios medios de
particulas (diametro hidrodinamico; el tamafio de la mediana se usé en la presente determinacién) fueron inferiores a
40 nm, y todos ellos mostraron una excelente estabilidad de dispersion. Cuando estas particulas de material
compuesto se almacenaron a temperatura ambiente durante 6 meses, la precipitacion se produjo sélo en la serie 8
del ejemplo comparativo (figura 3). De manera similar, se llevé a cabo la determinacion de la distribucién de tamafio
de particulas de las particulas de material compuesto y, como resultado, la serie 8 del ejemplo comparativo fue 296
nm, la serie 3 fue 120 nm, la serie 4 fue 75 nm, y la serie 5 fue 24 nm. De este modo, cuanto mayor fue la longitud
de la cadena injertada, mayor fue la dispersabilidad obtenida antes de mantener el comienzo del almacenamiento. A
partir de estos resultados, se confirmé que las particulas de material compuesto con mayores pesos moleculares de
cadenas injertadas fueron excelentes en estabilidad de dispersién, y fueron adecuadas para un largo periodo de
almacenamiento. Este es un resultado sorprendente, que indica que las particulas de material compuesto con
cadenas injertadas de polimero unidas a ellas mediante polimerizacion por radicales libres, muestran la
caracteristica que la estabilidad de dispersién se mantiene durante un largo periodo de tiempo incluso cuando estan
simplemente mezcladas en un disolvente acuoso.

<Fagocitosis de particulas de material compuesto por macréfagos intraperitoneales de raton>

Para evaluar la tendencia de las particulas de material compuesto de ser tomadas por el sistema reticuloendotelial,
se llevo a cabo el ensayo de macrofagos in vitro. Un raton (de 8 semanas de edad, raton macho ICR) sometido a
administracion intraperitoneal de 2 ml de tioglicolato al 3% (fabricado por Sigma Corporation), se sacrificd después
de tres dias y se recuperaron macrofagos de la cavidad abdominal usando disolucién de Hanks (fabricada por Gibco
Corporation). Los macréfagos recuperados de este modo se ajustaron para tener 1x10° células/ml después de
lavarse con disolucion de Hanks y un medio de cultivo (DMEM, fabricado por Gibco Corporation), y luego se
cultivaron en las condiciones de 37°C y CO; al 5%. Después de tres horas, el medio de cultivo se retird y se
afiadieron particulas de material compuesto (seriesde 1 a 7, 11y 12 de los ejemplos asi como seriesde 8 a 10y 13
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de los ejemplos comparativos) ajustadas para tener 30 ug Fe/ml usando el medio de cultivo. Después de 24 horas
de cultivo, el medio de cultivo se retir6 de ahi, y se lavé luego con PBS tres veces. Después de eso, los macréfagos
gue fagocitaron las particulas de material compuesto se tifieron con colorante azul de Prusia de Perl, y se midi6 la
absorbencia (590 nm) (figura 4). El testigo negativo usado en la presente memoria fue PBS, y el testigo positivo
usado en la presente memoria fue un agente de contraste existente de 6xido de hierro, Resovist (Bayer Ltd.; 30 ug
de Fe/ml). Como resultado, cuando se usaron las particulas de material compuesto del ejemplo, no hubo diferencia
con el testigo negativo, y por lo tanto se confirmé que no fueron fagocitadas por macréfagos. Generalmente, se
considera que cuando las particulas de material compuesto tienen mayores pesos moleculares de cadenas
injertadas, la densidad en el extremo de la cadena injertada disminuye cuando se compara con la vecindad en la que
las microparticulas estaban unidas, y tienden a ser reconocidas por el sistema reticuloendotelial, y tienden de este
modo a ser fagocitadas. Por lo tanto, se consideré que las particulas de material compuesto con pesos moleculares
de cadenas injertadas inferiores tendian a no ser fagocitadas por macréfagos. Contrariamente a las expectativas, sin
embargo, se confirmo que cuando se comparan con las particulas de material compuesto (ejemplo comparativo) con
pesos moleculares de cadenas injertadas inferiores, las particulas de material compuesto (la presente invencion) con
mayores pesos moleculares de cadenas injertadas tendian a no ser fagocitadas por macréfagos.

<Fagocitosis de particulas de material compuesto por macréfagos de higado de raton>

Para evaluar la tendencia de las particulas de material compuesto de ser tomadas por el higado, se llevé a cabo la
evaluacion histopatoldgica del higado. Cada disolucién de las particulas de material compuesto (serie 5 del ejemplo
y serie 8 del ejemplo comparativo; 300 pl cada una) con una concentracion ajustada a 1,9% en peso usando una
disolucién salina normal, se administré por via intravenosa a través de la cola de un ratén (6 semanas de edad, ratén
macho ICR). Se sacrificaron tres dias después de la administracion, y los higados extirpados se fijaron en formol.
Después de eso, se incluyeron en parafina, se seccionaron, y luego se tifieron con HE. Como resultado de la
evaluacion histopatolégica del higado, en el caso de la serie 8 del ejemplo comparativo (el tamafio de particulas de
las microparticulas de 6xido de hierro: 10 nm, Mn: 29.000), los macrofagos del higado (células de Kupffer)
mostrados en los circulos se tifieron de un color amarronado, y se indicé de ese modo que las nanoparticulas de
oxido de hierro (particulas de material compuesto) fueron fagocitadas (figura 5B). En el caso de la serie 5 (el tamafio
de particulas de las microparticulas de 6xido de hierro: 10 nm, Mn: 154.000), s6lo se encontraron células de Kupffer
normales mostradas en los circulos, y no se observé fagocitosis (figura 5A). A partir de este resultado, se confirmé
gue las particulas de material compuesto del ejemplo no fueron fagocitadas por las células de Kupffer en el sistema
reticuloendotelial del higado, y no se acumularon en el higado tres dias después de la administracion.

<Evaluacion farmacocinética de particulas de material compuesto marcadas con isétopos radioactivos (IR)>
(2) Marcado de particulas de material compuesto con is6topo radioactivo (IR)

Dispersiones (la concentracion de las particulas de material compuesto: 1% en peso, el disolvente = agua pura, 100
pl) de las particulas de material compuesto de la serie 6 del ejemplo (el tamafio de particulas de las microparticulas
de oxido de hierro: 20 nm, Mn: 109.000) y la serie 9 del ejemplo comparativo (el tamafio de particulas de las
microparticulas de 6xido de hierro: 20 nm, Mn: 11.000) se colocaron cada una en un tubo para microcentrifugadora,
y se afiadieron adicionalmente Na'®| (5 ul, Perkinelmer NEZ033) y luego se afiadié una disolucién de cloramina T
(la concentracion: 0,2 mg/ml, el disolvente = disolucién acuosa tamponada con fosfato 0,5 M (pH 7,5, que contiene
NaCl 0,5 M, 100 pl). Cada disoluciéon obtenida de este modo se agité con un mezclador de vortice durante dos
minutos. Ademas, se afiadio una disolucién de metabisulfito sédico (la concentracién: 4 mg/ml, el disolvente = agua
pura, 100 pl), y luego se agitdé con el mezclador de vortice durante dos minutos. La mezcla obtenida de este modo se
separo y purifico (eluato: disolucién salina normal) con una columna PD-10 (GE Healthcare Japan Corporation), y de
este modo se recuper6 una destilacion que contenia microparticulas (particulas de material compuesto marcadas
con *?1) como una dispersién de particulas de material compuesto marcadas con*?l.

(3) Evaluacién farmacocinética de particulas de material compuesto marcadas con is6topos radioactivos (IR)

Las dispersiones de particulas de material compuesto marcadas con'®| (series 6 y 9, 100 ul cada una), preparadas
en (1) se administraron por via intravenosa a través de la cola de un ratén con tumores (8 semanas de edad, ratén
hembra BALB/c) con células tumorales de colon-26 transplantadas en él. Después del lapso de un periodo de tiempo
predeterminado, se recogié sangre del ojo de un raton. Se midié luego su radioactividad con un contador gamma
(ARC-301B, ALOKA Co., Ltd.), y de este modo se determiné el porcentaje de las particulas de material compuesto
que quedaban en la sangre (figura 6). Ademas, se sacrificaron los ratones con tumores 24 horas después de la
administracion. Se midié la radioactividad de cada 6rgano extirpado de los mismos, y de este modo se evalud la
biodistribucién de las particulas de material compuesto (figura 7A; tasa de acumulacion en los tejidos, figura 7B: la
tasa de acumulacion en los tejidos por peso). Como resultado del porcentaje de las particulas de material compuesto
gue quedan en la sangre, en la serie 9 del ejemplo comparativo (el tamafio de particulas de las microparticulas de
oxido de hierro: 20 nm, Mn: 10.000), el porcentaje disminuy6é desde inmediatamente antes de la administracion,
mientras que en la serie 6 del ejemplo (el tamafio de particulas de las microparticulas de 6xido de hierro: 20 nm, Mn:
109.000), un alto porcentaje (aproximadamente 40%) de las particulas de material compuesto que permanecian en
la sangre se mantuvo hasta 24 horas después de la administracion, lo que indicé una alta retencién en la sangre. En
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la biodistribucién, con respecto a la tasa de acumulacion en los tejidos determinada 24 horas después de la
administracion, se observé una acumulacion de 8 a 18% en el higado y una acumulaciéon de 1 a 2% en el bazo en
ambos productos de ensayo. Ya que la tasa de acumulacion en el sistema reticuloendotelial del higado medida una
hora después de la administracion de un agente de contraste basado en éxido de hierro convencional fue de
aproximadamente 80% (Am J Roentgenol. 152, 167-173, 1989), se confirm6 que las tasas de acumulacion de las
particulas de material compuesto del ejemplo en el higado y el bazo fueron muy bajas. Ademas, en la tasa de
acumulacién en los tejidos por peso medida 24 horas después de la administracion de la serie 6 del ejemplo, se
prob6 una alta tasa de acumulacion en el tumor. A partir de estos resultados, se confirmé que en las particulas de
material compuesto con mayores pesos moleculares de cadenas injertadas, la retencién en la sangre se prolongé, y
la acumulacién en el tumor aumento debido al efecto EPR, mientras que las tasas de acumulacion en el higado y en
el bazo fueron muy bajas.

<Evaluacion de la captacion de imagenes de las particulas de material compuesto por IRM>

Usando las particulas de material compuesto de la serie 6 del ejemplo (el tamafio de particulas de microparticulas
de 6xido de hierro: 20 nm, Mn: 109.000), se llevé a cabo un ensayo de IRM. Un ratén con tumores (8 semanas de
edad, raton hembra BALB/c) bajo anestesia se situdé en un sistema de IRM (Unity INOVA 4,7T, Varian Technologies
Japan Ltd). Después de situar y tomar imagenes del tumor de la region femoral izquierda (antes de la
administracion) (véanse las figuras 8A y 8B), se administrd por via intravenosa una dispersion (100 uM de Fe/kg,
100 pl) de particulas de material compuesto de la serie 6 preparadas con una disolucion salina normal a través de la
cola, y se tomaron imagenes del mismo tumor después de 24 horas (véase la figura 8C). La captacion de imagenes
se llevé a cabo en condiciones que incluian: plano transversal, 1 mm de espesor, TR = 300 ms, TE = 10 ms, y un
angulo de inclinacién de 20°. Como resultado, en la imagen ponderada en T, que fue captada mediante la
determinacién de eco de gradiente (GE), el interior del tumor, que fue captado como una imagen blanca antes de la
administracion de las particulas de material compuesto, fue sombreado en su totalidad y particularmente en una
parte del mismo se observo un efecto sombra perfecto en la imagen 24 horas después de la administracion (véase la
figura 8C). Este resultado mostr6é que las particulas de material compuesto se acumularon en el tumor y mostraron
de este modo un efecto de acortamiento de T, para reducir la fuerza de la sefial. Por consiguiente, se confirmo que
las particulas de material compuesto funcionan practicamente como un agente de contraste para IRM que mejora el
contraste.

Aplicabilidad industrial

El agente de contraste para IRM de la presente invencion también es aplicable para usar como un vehiculo de
nanofarmacos, o un reactivo para captacion de imagenes.
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REIVINDICACIONES

Un agente de contraste para IRM que comprende particulas de material compuesto,

en el que las particulas de material compuesto son aquellas con cadenas injertadas de polimero unidas a
superficies de microparticulas a una densidad muy alta, suficiente para permitir que se produzca una repulsion
estérica entre las cadenas injertadas, las microparticulas son microparticulas inorganicas que muestran
superparamagnetismo, las cadenas injertadas de polimero tienen un peso molecular promedio en nimero (Mn)
de 30.000 a 320.000, una densidad de injerto de 0,15 a 0,45 cadenas/nm?, y una distribuciéon de pesos
moleculares de 1 a 1,5.

El agente de contraste para IRM conforme a la reivindicacién 1, en el que las cadenas injertadas de polimero
se obtienen mediante polimerizacién por radicales libres de al menos uno seleccionado del grupo que consiste
en un derivado de &cido acrilico, un derivado de acido metacrilico, un derivado de acrilamida, un derivado de
metacrilamida, y un derivado de estireno, con grupos iniciadores de polimerizaciéon localizados sobre las
superficies de las microparticulas usadas como puntos de base.

El agente de contraste para IRM conforme a la reivindicacion 1 o 2, en el que el agente de contraste para IRM
es para usar para diagnosis de tumores.

El uso de un agente de contraste para IRM conforme a la reivindicaciéon 1 o 2 en IRM.
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24 horas después de la administracion
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