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DESCRIPCIÓN

Composiciones y métodos para la administración a tumores de agentes de unión de alta afinidad al oxígeno

Campo de la invención

La presente solicitud se relaciona con composiciones y métodos para la síntesis de agentes de unión a oxígeno de
alta afinidad adecuados para ser administrados a tumores para aumentar las presiones parciales intratumorales de5
oxígeno, mitigar la selección natural de células tumorales que demuestran un comportamiento molecular agresivo y
potencial metastásico y potenciar los efectos de las radiaciones y quimioterapias.

Antecedentes de la invención

Cada año, aproximadamente 1.2 millones de estadounidenses son diagnosticados con tumores malignos sólidos, lo
que resulta en costes de atención médica agregados de más de $ 55 mil millones para el tratamiento. 1, 2 Más del 50%10
de estos pacientes se someten a radioterapia (XRT) como parte de su plan de tratamiento.3-5 La recurrencia de tumores
locales en el campo radiado a menudo está implicada como una causa principal de fracaso del tratamiento en
pacientes que reciben terapia definitiva.4-7 La capacidad de XRT para erradicar células malignas depende
fundamentalmente del contenido intratumoral de O2, un potente radiosensibilizador involucrado en la mediación del
daño en el ADN.8-10 El nivel de O2 intratumoral es uno de los determinantes más importantes de la respuesta entre los15
tumores del mismo tipo tratados con una sola fracción de radioterapia ionizante.4, 5, 11 Los estudios experimentales
sugieren que las células hipóxicas son 2-3 veces más resistentes a una sola fracción de radiación ionizante que
aquellas con niveles normales de O2.5, 10, 12, 13. La XRT genera altos niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS)
localizadas que son citotóxicas, la hipoxia tumoral promueve una ROS14 endógena basal que resulta en la
estabilización del factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1) y conduce a un fenotipo tumorigénico más agresivo.3, 5, 8, 15-1720
Las investigaciones sobre la importancia prognóstica de los niveles de O2 previos al tratamiento de los tumores en
pacientes con cáncer de cabeza, cuello y cérvix han demostrado además que el empeoramiento de la hipoxia,
generalmente designada en estos estudios como niveles de tensión de oxígeno (pO2) por debajo de 2.5-10 mm Hg,
asociada tanto con la resistencia a la radiación como a la quimioterapia, hizo disminuir el control local del tumor
después de la cirugía y produjo tasa más bajas de supervivencia4, 5, 18-2825

Aunque la hipoxia ha sido reconocida como una causa de fracaso del tratamiento en tumores sólidos durante más de
50 años, los esfuerzos para superarla generalmente han sido infructuosos. 4, 5, 8, 29-35 Se han diseñado varias
estrategias para mejorar la radiosensibilidad y la capacidad de radiocuración de tumores sólidos. Los métodos mejor
estudiados que alteran la hipoxia han involucrado el uso de radiosensibilizadores de afinidad electrónica que imitan
las acciones del O2, pero se metabolizan más lentamente. Durante las últimas tres décadas, se han evaluado30
ampliamente compuestos de nitroimidazol como complementos de la XRT en carcinomas de cabeza, cuello, cuello
uterino y pulmón.36-43 La mayoría de estos estudios han reportado resultados de control y supervivencia locales
decepcionantes, 36-38, 40, 41, 43 pero los esfuerzos para maximizar su eficacia y seguridad, así como para desarrollar
nuevas clases de agentes, están en curso.44-47 La mayoría de las estrategias alternativas se han basado en el uso de
compuestos alquilantes en masa que confieren efectos citotóxicos directos que son independientes de la35
administración de XRT. Los ensayos clínicos que evaluaron la mitomicina C, la tirapazamina, la porfiromicina y otros
demostraron mejoras estadística y clínicamente significativas en el control locorregional y la supervivencia específica
de la causa de diversos cánceres, pero a menudo a costa de toxicidades significativas con dosis repetidas. 30-32, 48-73

La ruta más directa y menos tóxica para superar la hipoxia tumoral es aumentar la pO2 intratumoral. La administración
de oxígeno hiperbárico se intentó inicialmente, pero no se usa clínicamente, ya que muestra una respuesta40
inconsistente, costo prohibitivo, inconvenientes y problemas de seguridad relacionados con la administración. 4, 5, 8, 10,

74 Estrategias más recientes han incluido la administración de carbógeno, 45, 75-82  transfusiones de sangre, portadores
de oxígeno basados en hemoglobina sintética o emulsiones de perfluorocarbono, 5, 83, 84 e inyecciones de eritropoyetina
humana recombinante, 5, 85-89 efectores alostéricos (RSR13) o inhibidores de la angiogénesis. 90-92 Todas estas
estrategias han tenido un éxito clínico mínimo debido a su dependencia de la carga de oxígeno hiperbárico, la45
inestabilidad de la formulación, la liberación de oxígeno unido a la hemoglobina que se produce a valores de pO2 (20-
40 mm Hg) que son mucho más altos que los encontrados en las regiones de tumores hipóxicos (<3 mm Hg), y/o
mecanismos reguladores intravasculares que alteran el flujo sanguíneo para mantener niveles de oxigenación tisular
relativamente constantes. 5, 8, 83, 91

Los documentos relevantes de la técnica anterior son los documentos WO 2011/133635 A2, WO 03/059363 A1 y US50
5833974 A. A continuación, se presenta una lista de publicaciones a las que se hace referencia en esta descripción.
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Resumen de la invención

La invención se refiere a un agente de alta afinidad al oxígeno para usar en un método para aumentar la eficacia de
la radiación o la quimioterapia aplicada a un tumor en un sujeto, comprendiendo dicho método: administrar dicho
agente de alta afinidad al oxígeno al tumor mediante la administración al sujeto un portador de oxígeno que incorpora
el agente de alta afinidad al oxígeno, en donde: el agente de alta afinidad al oxígeno comprende una composición de5
mioglobina; y las características del gradiente de presión parcial de oxígeno del agente de alta afinidad al oxígeno son
tales que el oxígeno se libera del agente de alta afinidad al oxígeno a tensiones de oxígeno de menos de 10 mm Hg,
en donde el oxígeno liberado se difunde fuera del portador de oxígeno mientras que el agente de alta afinidad al
oxígeno permanece dentro del portador de oxígeno. Dicho agente de unión de alta afinidad al oxígeno es adecuado
para ser administrado a los tumores con el fin de aumentar las presiones parciales intratumorales de oxígeno, mitigar10
la selección natural de células tumorales que demuestran un comportamiento molecular agresivo y potencial
metastático, y potenciar los efectos de la radiación y las quimioterapias.

Las diversas realizaciones incluyen composiciones de materia y métodos para desarrollar un portador de oxígeno
basado en mioglobina (MBOC) lentamente biodegradable y avanzado que utiliza un vehículo de suministro basado en
nanopartículas. En algunas realizaciones, el vehículo de suministro basado en nanopartículas es una vesícula15
polimérica biodegradable autoensamblada llamada polimerosoma. La tecnología polimerosomas permite la
segregación efectiva de la mioglobina (Mb) de los tejidos circundantes y los componentes sanguíneos, evitando así
los efectos tóxicos de la mioglobina. Además, la manipulación in situ de las propiedades fisicoquímicas de los
polimerosomas influye en sus perfiles farmacocinéticos y farmacodinámicos in vivo para permitir el suministro
optimizado de oxígeno a los tejidos tumorales. Las constructos de MBOC derivadas de polímeros exhiben la eficiencia20
de encapsulación de Mb requerida, las características de unión al oxígeno, las propiedades coloidales y reológicas,
así como la estabilidad química y mecánica necesaria para el suministro efectivo de oxígeno in vivo a los tumores.

Las diversas realizaciones proporcionan formulaciones de Mb (PEM) encapsuladas en polímeros que comprenden
copolímeros dibloque de óxido de polietileno (PEO) y poli(ε-caprolactona) (PCL), poli(γ-metil ε-caprolactona) (PMCL),
o poli(trimetilcarbonato) (PTMC). En algunas realizaciones preferidas, la composición de copolímero dibloque25
formadora de polímeros es PEO(2k)-b-PCL(12k). En otras realizaciones preferidas, el tamaño de bloque de PEO en
los copolímeros formadores de polímeros es de aproximadamente 1-4 kDa y las fracciones de bloque de PEO son de
aproximadamente 10% a aproximadamente 20% del copolímero total en peso. En algunas realizaciones preferidas, la
utilización de un copolímero dibloque que consiste esencialmente en PEO(2k)-b-PCL(12k) evita los desafíos de
formulación observados con intentos previos de desarrollar portadores de oxígeno basados en células apropiadas.30
Además, las diversas realizaciones proporcionan la utilización de copolímeros dibloque de PEO-b-PMCL y PEO-b-
PTMC para generar con éxito dispersiones de PEM que no solo son biodegradables sino también deformables.

Las dispersiones de PEM biodegradables compuestas de copolímeros de PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-b-PTMC
son portadores de oxígeno de base celular ideales y podrían ayudar en el tratamiento del cáncer y la mejora de la
radioterapia contra el cáncer. Las diversas realizaciones proporcionan la combinación de copolímeros con diferentes35
sustancias de unión al oxígeno (incluidos Mb y otros agentes de unión al oxígeno con propiedades similares derivadas
de diversas fuentes), concentraciones y moléculas reductoras encapsuladas para crear una serie de portadores
biodegradable y deformables de oxígeno celular para aplicaciones animales y humanas. En diversas realizaciones
preferidas, los derivados de los copolímeros dibloque PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL, PEO-b-PTMC se mezclan y/o se
modifican químicamente para generar dispersiones de PEM biodegradables que permiten un nuevo método para la40
preparación y el suministro de MBOC.; este método incluye los siguientes pasos: 1) autoensamblaje del MBOC en
solución acuosa, 2) estabilización del MBOC mediante modificación química, 3) liofilización del constructo resultante,
4) almacenamiento en fase seca, 5) rehidratación de la solución en el punto de atención, y 6) entrega in vivo de MBOC
biodegradables que conservan su Mb original. En algunas realizaciones preferidas, el suministro in vivo se logra por
vía de administración intravenosa, inhalatoria, transmucosa (por ejemplo, bucal) o transcutánea.45

Diversas realizaciones proporcionan MBOCs en los que los portadores de oxígeno están compuestos por micelas
poliméricas, polimerosomas u otros vehículos basados en nanopartículas que incorporan proteínas de unión a oxígeno
que descargan oxígeno en pO2 de tejido bajo. Las diversas realizaciones encapsulan Mb.

En diversas realizaciones, los agentes de unión a oxígeno de alta afinidad son mioglobinas humanas no modificadas.
En diversas realizaciones, los agentes de unión a oxígeno de alta afinidad pueden ser mioglobina no modificada de50
otra especie biológica. En diversas realizaciones, los agentes de unión a oxígeno de alta afinidad pueden ser
mioglobinas modificadas química o genéticamente de humanos o de otras especies biológicas.

En una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno incluye una versión PEGilada o polimerizada del agente de
unión de alta afinidad al oxígeno. El agente de afinidad comprende mioglobina y libera oxígeno a tensiones de oxígeno
inferiores a 10 mm Hg. En una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno es mioglobina natural. En una55
realización, el agente de alta afinidad al oxígeno se selecciona entre una de mioglobina humana no modificada,
mioglobina no modificada de otra especie biológica, mioglobina modificada química o genéticamente de humanos o
de otra especie biológica. En una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno incluye un vehículo portador que
encapsula el agente de oxígeno de alta afinidad y protege al agente de oxígeno de alta afinidad para que no se libere
en el torrente sanguíneo. En una realización, el vehículo portador es un vehículo basado en nanopartículas (por60
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ejemplo, vehículo de administración de fármacos). En una realización, el vehículo portador es una vesícula. En una
realización, la vesícula es una vesícula lipídica y el agente de alta afinidad al oxígeno está dentro de la vesícula lipídica.
En una realización, la vesícula es una vesícula de polímero y el agente de alta afinidad al oxígeno está dentro de la
vesícula de polímero. En una realización, el vehículo portador es un polimerosoma. En una realización, el vehículo
portador incluye una pluralidad de polímeros biodegradables. En una realización, la pluralidad de polímeros5
biodegradables forman una nanopartícula. En una realización, la nanopartícula tiene menos de 200 nanómetros de
diámetro. En una realización, la nanopartícula tiene menos de 100 nanómetros de diámetro. En una realización, el
vehículo portador incluye una pluralidad de polímeros biodegradables que forman una nanopartícula sólida, una micela
o una nanopartícula de cubierta.

El agente de alta afinidad al oxígeno es adecuado para unir el oxígeno fuertemente a las tensiones fisiológicas de10
unión al oxígeno encontradas en los pulmones y liberar el oxígeno a tensiones de oxígeno menores de 10 mm Hg. En
una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno se selecciona de una o más de mioglobina humana no modificada,
mioglobina no modificada de otra especie biológica, mioglobina modificada química o genéticamente de humanos o
de otra especie biológica. El agente de alta afinidad al oxígeno es capaz de unirse al oxígeno fuertemente mientras
circula en el torrente sanguíneo y liberar oxígeno de forma lineal o absoluta a tensiones de oxígeno menores a 10 mm15
Hg. En una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno es la mioglobina humana natural. En una realización, el
agente de alta afinidad al oxígeno es mioglobina derivada de otra especie animal. En una realización, los agentes de
alta afinidad al oxígeno son una mioglobina modificada química, biológica o genéticamente de otra especie animal. En
una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno comprende una versión PEGilada o polimerizada del agente de
alta afinidad al oxígeno. En una realización, un vehículo portador encapsula el agente de alta afinidad al oxígeno y20
protege al agente de alta afinidad al oxígeno de ser liberado en un torrente sanguíneo. En una realización, el vehículo
portador es un vehículo basado en nanopartículas. En una realización, el vehículo portador es una vesícula. En una
realización, la vesícula es una vesícula lipídica y el agente de alta afinidad al oxígeno está dentro de un núcleo acuoso
de la vesícula lipídica. En una realización, la vesícula es una vesícula lipídica y el agente de alta afinidad al oxígeno
está dentro de una porción membranosa de la vesícula lipídica. En una realización, la vesícula es una vesícula lipídica25
y el agente de alta afinidad al oxígeno está unido a una superficie exterior de la vesícula lipídica. En una realización,
la vesícula comprende polímeros sintéticos y el agente de alta afinidad con oxígeno está dentro de un núcleo acuoso
de la vesícula de polímero. En una realización, la vesícula comprende polímeros sintéticos y el agente de alta afinidad
con oxígeno está dentro de una porción membranosa de la vesícula de polímero. En una realización, la vesícula
comprende polímeros sintéticos y el agente de alta afinidad al oxígeno está unido a la superficie exterior de la vesícula30
de polímero. En una realización, el vehículo portador es un polimerosoma uni- o multilamelar. En una realización, el
vehículo portador comprende una pluralidad de polímeros biodegradables. En una realización, la pluralidad de
polímeros biodegradables forma una nanopartícula. En una realización, la nanopartícula tiene menos de 200
nanómetros de diámetro. En una realización, la nanopartícula tiene menos de 100 nanómetros de diámetro. En una
realización, el vehículo portador comprende una pluralidad de polímeros biodegradables que forman una nanopartícula35
sólida, una micela, una vesícula o una nanopartícula de cáscara. En una realización, el agente de alta afinidad al
oxígeno comprende un vehículo portador que coencapsula el agente de alta afinidad al oxígeno con al menos otro
agente sensibilizador de la radiación o quimioterapéutico.

Otras realizaciones incluyen una composición que tiene un agente de alta afinidad al oxígeno PEGilado o polimerizado
para reducir la toxicidad. El agente de alta afinidad al oxígeno se une al oxígeno con fuerza a las tensiones fisiológicas40
de unión al oxígeno que se encuentran en los pulmones y libera su oxígeno unido a las tensiones de oxígeno del tejido
que son menores de 10 mm Hg. El agente de afinidad se une al oxígeno fuertemente mientras circula en el torrente
sanguíneo y solo libera oxígeno de forma lineal o absoluta a las tensiones de oxígeno en el tejido que son menores a
10 mm Hg. El agente de alta afinidad al oxígeno se selecciona de una de las mioglobinas humanas no modificadas, la
mioglobina no modificada de otras especies biológicas, la mioglobina modificada química o genéticamente de45
humanos o de otras especies biológicas.

Las realizaciones adicionales incluyen una composición que consiste en un vehículo portador y uno o más agentes de
alta afinidad al oxígeno que se unen al oxígeno fuertemente y liberan el oxígeno a las tensiones de oxígeno del tejido
menores de 10 mm Hg. En una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno se acopla al vehículo portador de
manera que el vehículo de transporte reduce la toxicidad del agente de oxígeno de alta afinidad cuando la composición50
está dentro de un sujeto animal o humano. En una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno se selecciona
entre una de mioglobina humana no modificada, mioglobina no modificada de otra especie biológica, mioglobina
modificada química o genéticamente de humanos o de otra especie biológica. En una realización, el agente de alta
afinidad al oxígeno libera oxígeno a tensiones de oxígeno por debajo de 5 mm Hg. En una realización, el agente de
alta afinidad al oxígeno es mioglobina natural. En una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno se selecciona55
de uno de mioglobina humana no modificada; mioglobina no modificada de otra especie biológica; mioglobina
modificada química o genéticamente de humanos o de otras especies biológicas. En una realización, el vehículo
portador es un polimerosoma. En una realización, el vehículo portador es una vesícula que consiste en una membrana
bicapa o multicapa. En una realización, la vesícula es una vesícula lipídica y el agente de alta afinidad al oxígeno está
dentro del núcleo acuoso de la vesícula lipídica. En una realización, la vesícula es una vesícula de polímero y el agente60
de alta afinidad al oxígeno está dentro de la vesícula de polímero. En una realización, el vehículo portador es una
vesícula compuesta por una membrana bicapa o multicapa que comprende un solo homopolímero, uno o más bloques
de copolímeros, o disposición aleatoria de uno o más copolímeros, y el agente de alta afinidad con oxígeno está dentro
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del núcleo acuoso de la vesícula basada en nanopartículas. En una realización, el vehículo portador es una vesícula
compuesta por una membrana bicapa o multicapa que comprende un solo homopolímero, uno o más bloques de
copolímeros, o copolímeros aleatorios, y el agente de alta afinidad al oxígeno está dentro de la región membranosa
de la vesícula basados en nanopartículas. En una realización, el vehículo portador incluye una pluralidad de polímeros
biodegradables. En una realización, la pluralidad de polímeros biodegradables forma una nanopartícula. En una5
realización, la nanopartícula tiene menos de 200 nanómetros de diámetro. En una realización, la nanopartícula tiene
menos de 100 nanómetros de diámetro. En una realización, el vehículo portador incluye una pluralidad de polímeros
biodegradables que forman una nanopartícula sólida o forman una nanopartícula de cubierta. En una realización, la
composición incluye mioglobina PEGilada. El agente de alta afinidad al oxígeno se une al oxígeno fuertemente a las
tensiones fisiológicas de unión al oxígeno que se encuentran en los pulmones y libera el oxígeno a las tensiones de10
oxígeno menores de 10 mm Hg. El agente de alta afinidad al oxígeno se selecciona de una o más de mioglobina
humana no modificada, mioglobina no modificada de otra especie biológica, mioglobina modificada química o
genéticamente de humanos o de otra especie biológica. El agente de alta afinidad al oxígeno se une al oxígeno
fuertemente mientras circula en el torrente sanguíneo y solo libera oxígeno de forma lineal o absoluta a tensiones de
oxígeno inferiores a 10 mm Hg. En una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno es mioglobina natural. En una15
realización, el agente de alta afinidad al oxígeno libera oxígeno a tensiones de oxígeno por debajo de 5 mm Hg. En
una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno se selecciona de uno o más de mioglobina humana no modificada,
mioglobina no modificada de otra especie biológica. En una realización, el vehículo portador es un vehículo basado
en nanopartículas. En una realización, el vehículo portador es una vesícula. En una realización, la vesícula es una
vesícula lipídica y el agente de alta afinidad al oxígeno está dentro de un núcleo acuoso de la vesícula lipídica. En una 20
realización, la vesícula es una vesícula lipídica y el agente de alta afinidad al oxígeno está dentro de una porción 
membranosa de la vesícula lipídica. En una realización, la vesícula es una vesícula lipídica y el agente de alta afinidad 
al oxígeno está unido a la superficie de la vesícula lipídica. En una realización, la vesícula comprende polímeros 
sintéticos y el agente de alta afinidad al oxígeno está dentro de un núcleo acuoso de la vesícula de polímero. En una 
realización, la vesícula comprende polímeros sintéticos y el agente de alta afinidad al oxígeno está dentro de una 25
porción membranosa de la vesícula de polímero. En una realización, la vesícula comprende polímeros sintéticos y el 
agente de alta afinidad al oxígeno está unido a la superficie exterior de la vesícula de polímero. En una realización, el 
vehículo portador es un polimersoma uni- o multilamelar. En una realización, el vehículo portador comprende una 
pluralidad de polímeros biodegradables. En una realización, la pluralidad de polímeros biodegradables forma una 
nanopartícula. En una realización, la nanopartícula tiene menos de 200 nanómetros de diámetro. En una realización, 30
la nanopartícula tiene menos de 100 nanómetros de diámetro. En una realización, el vehículo portador comprende una 
pluralidad de polímeros biodegradables que forman una nanopartícula sólida o forman una nanopartícula de cubierta. 
En una realización, el vehículo portador co-encapsula el agente de alta afinidad al oxígeno con al menos otro agente 
de sensibilización a la radiación o quimioterapéutico. En una realización, que comprende mioglobina PEGilada.

Otras realizaciones incluyen una composición que tiene un portador de oxígeno que incluye una pluralidad de35
vehículos basados en nanopartículas y un agente de alta afinidad al oxígeno encapsulado dentro de la pluralidad de
vehículos basados en nanopartículas. En una realización, la pluralidad de vehículos basados en nanopartículas puede
consistir en una o más vesículas, micelas o nanopartículas sólidas, en donde las vesículas, micelas o nanopartículas
sólidas incluyen al menos una de un lípido, un polímero biodegradable, un polisacárido o una proteína. En una
realización, la pluralidad de vehículos basados en nanopartículas son vesículas multiméricas. En una realización, las40
vesículas son polimerosomas. En una realización, la pluralidad de vehículos basados en nanopartículas incluye
composiciones que permiten la acumulación en un sitio objetivo de interés. En una realización, los vehículos de
nanopartículas incluyen composiciones que permiten su acumulación en sitios de interés mediante difusión pasiva o
mediante una modalidad de direccionamiento que comprende una conjugación de una molécula de direccionamiento
de composición química separada de la de las nanopartículas. En una realización, la molécula de direccionamiento45
consiste en un compuesto seleccionado de una o más de una proteína natural, una proteína recombinante, un
polipéptido recombinante, un polipéptido sintético, un agente químico sintetizado por un animal, una molécula pequeña
sintética, un complejo quelante-metal, un carbohidrato, un ácido nucleico, un lípido y/o un polímero. En una realización,
los vehículos de nanopartículas incluyen una composición de molécula de direccionamiento en la que el uso de una
fuente de energía externa como calor, rayos X y resonancia magnética se puede usar para localizar los vehículos50
basados en nanopartículas en sitios de interés dentro del sujeto. El agente de alta afinidad al oxígeno se une al oxígeno
fuertemente a las tensiones fisiológicas de unión al oxígeno que se encuentran en los pulmones y libera el oxígeno a
las tensiones de oxígeno menores de 10 mm Hg. En una realización, el agente de alta afinidad al oxígeno es
mioglobina natural. En una realización, al menos parte de la pluralidad de vesículas poliméricas son vesículas
poliméricas biodegradables y al menos parte de la pluralidad de vesículas poliméricas son vesículas poliméricas55
biocompatibles. En una realización, las vesículas de polímero biocompatibles están compuestas por copolímeros que
incluyen poli(óxido de etileno) o poli(etilenglicol). En una realización, las vesículas poliméricas biodegradables están
compuestas por copolímeros que incluyen poli(ε-caprolactona). En una realización, las vesículas de polímero
biodegradable están compuestas por copolímeros que incluyen poli(y-metil ε-caprolactona). En una realización, las
vesículas poliméricas biodegradables están compuestas por copolímeros que incluyen poli(carbonato de trimetilo). En60
una realización, el portador de oxígeno comprende además copolímeros que incluyen uno de un poli(péptido), un
poli(sacárido) o un poli(ácido nucleico). En una realización, las vesículas de polímero biodegradable están compuestas
por copolímeros de bloques de poli(óxido de etileno) y poli(ε-caprolactona). En una realización, las vesículas de
polímero biodegradable están compuestas por copolímeros de bloques de poli(óxido de etileno) y poli(y-metil ε-
caprolactona). En una realización, las vesículas poliméricas biodegradables están compuestas por copolímeros de65
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bloques de poli(óxido de etileno) y poli(carbonato de trimetilo). En una realización, las vesículas de polímero
biodegradable son puras o mezclas de copolímero multibloque, en donde el copolímero incluye al menos uno de
poli(óxido de etileno) (PEO), poli(lactida) (PLA), poli(glicolida) (PLGA), poli(ácido láctico-co-glicólico) (PLGA), poli(ε-
caprolactona) (PCL) y poli(carbonato de trimetileno) (PTMC), poli(ácido láctico) (PLA), y/o poli(metil ε- caprolactona)
(PMCL).5

Otras realizaciones incluyen métodos para fabricar una composición mediante la preparación de una solución orgánica
que comprende una pluralidad de polímeros y la exposición de la solución orgánica a un plástico, politetrafluoroetileno
o superficie de vidrio, deshidratando la solución orgánica sobre el plástico, politetrafluoroetileno o superficie de vidrio
para crear una sola o película multicapa de polímeros, rehidratando la película de polímeros en una solución acuosa
que contiene mioglobina como molécula de unión al oxígeno, y entrecruzando los polímeros en la solución acuosa10
mediante modificación química. Otras realizaciones incluyen métodos para fabricar una composición mediante la
preparación de una solución orgánica que comprende una pluralidad de polímeros y mioglobina como molécula de
unión al oxígeno, luego exponiendo la solución orgánica a un plástico, politetrafluoroetileno o superficie de vidrio,
deshidratando la solución orgánica en el plástico, politetrafluoroetileno, o superficie de vidrio para crear una película
de polímeros de una o varias capas, rehidratando la película de polímeros en una solución acuosa y entrecruzando15
los polímeros en la solución acuosa mediante modificación química.

Realizaciones adicionales incluyen un kit que incluye una composición farmacéutica que tiene un portador de oxígeno,
en donde el portador de oxígeno incluye una pluralidad de polímeros y mioglobina como agente de alta afinidad al
oxígeno, y un implemento adecuado para administrar el portador de oxígeno por vía intravenosa, mediante inhalación,
por vía tópica, por el recto, por la vagina, por vía transdérmica, subcutánea, intraperitoneal, intratecal, intramuscular u20
oral. La composición farmacéutica puede incluir un agente farmacéuticamente activo en una cantidad eficaz para tratar
o prevenir una enfermedad o trastorno en un sujeto, o para mejorar la eficacia de la radioterapia. La composición
farmacéutica puede incluir cualquiera de las composiciones, agentes y/o vehículos mencionados anteriormente para
aumentar los niveles de oxígeno en una cantidad eficaz para un sujeto que lo necesite. La composición farmacéutica
puede incluir cualquiera de las composiciones, agentes y/o vehículos mencionados anteriormente en cantidades25
eficaces para el tratamiento o prevención de cáncer maligno o crecimiento tumoral en una cantidad eficaz para un
sujeto que lo necesite. La composición farmacéutica puede incluir cualquiera de las composiciones, agentes y/o
vehículos mencionados anteriormente en cantidades eficaces para tratar de prevenir el crecimiento de tumores
benignos o malignos en un sujeto que lo necesite.

Otras realizaciones incluyen un kit que incluye un primer contenedor y un segundo contenedor, teniendo el primer30
contenedor un agente de alta afinidad al oxígeno que comprende mioglobina e incluyendo el segundo contenedor una
mezcla de rehidratación.

Otras realizaciones incluyen un agente de alta afinidad al oxígeno que comprende mioglobina, para usar en el
tratamiento de un tumor dentro de un paciente, estando configurado el agente de alta afinidad al oxígeno para tener
una baja toxicidad y para acumularse dentro del tumor, y administrar radiación ionizante al tumor. El agente de alta35
afinidad al oxígeno puede administrarse por vía intravenosa, por inhalación, por vía tópica, por el recto, por la vagina,
por vía transdérmica, subcutánea, intraperitoneal, intratecal, intramuscular u oral.

En diversas realizaciones, el portador inerte puede ser uno cualquiera o más de un liposoma, polimerosoma, micela,
lipoproteína modificada, nanopartículas sólidas, partículas sólidas de tamaño micrométrico, lípidos o emulsiones
perfluorocarbonadas, dendrímeros, virus o partículas similares a virus. En diversas realizaciones, el portador inerte40
puede ser una versión PEGilada o polimerizada de mioglobina.

En diversas realizaciones, la mioglobina humana puede encapsularse dentro de nanopartículas, vesículas de polímero
y/o polimerosomas. En diversas realizaciones, las nanopartículas, las vesículas poliméricas y/o los polimerosomas
pueden construirse a partir de uno de varios materiales diferentes.

En algunas realizaciones, la invención se refiere a kits que comprenden una composición, composición farmacéutica45
o polimerosoma descritos en el presente documento. Diversas realizaciones proporcionan un kit que incluye una
composición farmacéutica que comprende mioglobina. La composición puede incluir un vehículo de administración y
mioglobina. El kit puede incluir un implemento adecuado para administrar el agente de alta afinidad por oxígeno que
comprende mioglobina, por vía intravenosa, por inhalación, por vía tópica, por recto, por vagina, por vía transdérmica,
subcutánea, intraperitoneal, intratecal, intramuscular o oral.50

Breve descripción de los dibujos

Los dibujos que se acompañan en relación con agentes de afinidad al oxígeno distintos de la mioglobina no pertenecen
a la invención reivindicada.

La Figura 1 es un gráfico que ilustra la curva de disociación de oxígeno de la hemoglobina.

La Figura 2 es un gráfico que ilustra las curvas de disociación de oxígeno de la hemoglobina y los agentes de ejemplo55
que se pueden usar para manipular los niveles de oxígeno en los tejidos de acuerdo con diversas realizaciones.
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La Figura 3 es un gráfico que ilustra las curvas de disociación de oxígeno de la hemoglobina y la mioglobina.

La Figura 4A es una ilustración de polímeros biodegradables que pueden ser un componente de un portador de
oxígeno celular biodegradable en diversas realizaciones.

La Figura 4B es una ilustración de fluoróforos solubles en agua "◇" y proteínas de unión a oxígeno solubles en agua
"○" que pueden usarse como componentes de un portador de oxígeno celular biodegradable en diversas realizaciones.5

Las Figuras 4C-D son ilustraciones de la síntesis de mioglobinas encapsuladas con polímeros a nanoescala y
procedimientos de procesamiento (calor, sonicación y extrusión para obtener) de las mioglobinas encapsuladas con
polímeros a nanoescala de acuerdo con varias realizaciones.

La Figura 4E es una ilustración de un esquema de encapsulación de un polimerosoma de realización.

La Figura 4F es una micrografía electrónica de transmisión criogénica y una micrografía confocal de mioglobinas10
encapsuladas con polímeros.

La Figura 5 son fotografías que ilustran el campo claro (A), (B) la tensión de oxígeno en % de oxígeno y (C) la
vasculatura sanguínea funcional para un tumor de cámara de ventana.

La Figura 6A es una micrografía electrónica de transmisión criogénica de polimerosomas basados en PEO(2K)-b-PCL
(12K) en agua desionizada (5 mg/ml) que ilustra el grosor del núcleo de la membrana de las vesículas como 22.5 ±15
2.3 nanómetros.

La Figura 6B es un gráfico que ilustra la liberación in situ acumulativa de doxorrubicina, cargada dentro de polímeros
basados en PEO(2K)-b-PCL(12K) con un diámetro de 200 nm, en diversas condiciones fisiológicas (pH 5.5 y 7.4;
T=37°C) según lo medido fluorométricamente durante 14 días.

La Figura 7A es una imagen óptica in vivo de fluoróforos de infrarrojo (NIRF) cercano basados en oligo(porfirina)20
encapsulados que ilustran la acumulación de un portador de realización en tumores.

La Figura 7B es un gráfico del crecimiento de tumores in vivo inhibido por la solución salina regulada con fosfato (PBS),
doxorrubicina (Dox),  liposoma y Polimerosoma.

La Figura 8A es un gráfico de barras que ilustra las eficiencias de encapsulación de agentes de cuatro formulaciones
de agentes encapsulados en polimerosoma extrudidos a través de membranas de policarbonato de 200 nm de25
diámetro.

La Figura 8B es un gráfico de barras que ilustra la P50 (mm Hg) de glóbulos rojos, hemoglobina y cuatro formulaciones
de hemoglobina encapsulada en polimerosoma extrudidas a través de membranas de policarbonato de 200 nm.

La Figura 9 es un diagrama de flujo del proceso que ilustra un método de realización para la preparación y
administración de un portador de oxígeno basado en hemoglobina.30

La Figura 10 es un diagrama de flujo del proceso que ilustra un método de realización para preparar un polimerosoma
que comprende al menos un polímero biocompatible y al menos un polímero biodegradable.

Descripción detallada de la invención

La presente invención puede entenderse más fácilmente por referencia a la siguiente descripción detallada tomada en
relación con las figuras y ejemplos adjuntos, que forman parte de esta descripción.35

Los términos "sujeto" y "paciente" se usan de manera intercambiable en este documento para referirse a pacientes
humanos, mientras que el término "sujeto" también puede referirse a cualquier animal. Debe entenderse que, en
diversas realizaciones, el sujeto puede ser un mamífero, un animal no humano, un canino y/o un vertebrado.

El término "unidades monoméricas" se usa en el presente documento para referirse a una unidad de molécula de
polímero que contiene el mismo o similar número de átomos que uno de los monómeros. Las unidades monoméricas,40
como se usan en esta especificación, pueden ser de un solo tipo (homogéneas) o de una variedad de tipos
(heterogéneas).

El término "polímeros" se usa de acuerdo con su significado ordinario de macromoléculas que comprenden moléculas
monoméricas conectadas.

El término "sustancia anfifílica" se usa en el presente documento para referirse a una sustancia que contiene grupos45
polares (solubles en agua) e hidrófobos (insolubles en agua).

El término "administración in vivo" se usa en el presente documento para referirse a la administración de un producto
biológico por vías de administración tales como tópico, transdérmico, supositorio (rectal, vaginal), pesario (vaginal),
intravenoso, oral, subcutáneo, intraperitoneal, intratecal, intramuscular, intracraneal, inhalación, oral y similares.
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El término "una cantidad efectiva" se usa en el presente documento para referirse a una cantidad de un compuesto,
material o composición eficaz para lograr un resultado biológico particular tal como, entre otros, resultados biológicos
divulgados, descritos o ejemplificados en el presente documento. Dichos resultados pueden incluir, pero no se limitan
a, la reducción efectiva de los síntomas asociados con cualquiera de los estados de enfermedad mencionados en el
presente documento, según lo determinado por cualquier medio adecuado en la técnica.5

El término "membrana" se usa en el presente documento para significar una colección espacialmente distinta de
moléculas que define una superficie bidimensional en un espacio tridimensional, y por lo tanto separa un espacio de
otro en al menos un sentido local.

El término "agente farmacéuticamente activo" se usa en el presente documento para referirse a cualquier proteína,
péptido, azúcar, sacárido, nucleósido, compuesto inorgánico, lípido, ácido nucleico, compuesto químico sintético10
pequeño o compuesto orgánico que altera o afecta de manera apreciable el sistema biológico al que se introduce.

El término "administración de fármacos" se usa en el presente documento para referirse a un método o proceso de
administración de un compuesto farmacéutico para lograr un efecto terapéutico en seres humanos o animales.

El término "vehículo" se usa en el presente documento para referirse a agentes sin beneficio terapéutico inherente,
pero cuando se combina con un agente farmacéuticamente activo para los fines de la administración de fármacos15
resulta en la modificación de las propiedades del agente activo farmacéutico, que incluyen pero no se limitan a su
mecanismo o modo de administración in vivo, su concentración, biodisponibilidad, absorción, distribución y eliminación
en beneficio de mejorar la eficacia y seguridad del producto, así como la conveniencia y el cumplimiento del paciente.

El término "portador" se usa en el presente documento para describir un vehículo de administración que se usa para
incorporar un agente farmacéuticamente activo para los fines de la administración de fármacos.20

El término "agente de unión a oxígeno" o "compuesto de unión a oxígeno" se usa en el presente documento para
referirse a mioglobina.

El término "efector alostérico" se usa en el presente documento para referirse a una molécula que modula la velocidad
o la cantidad de oxígeno que se une o libera de un portador de oxígeno.

El término agente de "alta afinidad al oxígeno" o "compuesto de alta afinidad al oxígeno" se usa en el presente25
documento para referirse a mioglobina.

El término "portador de unión a oxígeno" o "portador de oxígeno" se usa en el presente documento para referirse a un
portador que comprende un vehículo sintético o parcialmente sintético que incorpora una sola o una pluralidad de
agentes de unión a oxígeno.

El término "homopolímero" se usa en el presente documento para referirse a un polímero derivado de una especie30
monomérica de polímero.

El término "copolímero" se usa en el presente documento para referirse a un polímero derivado de dos (o más)
especies monoméricas de polímero, a diferencia de un homopolímero donde solo se usa un monómero. Dado que un
copolímero consiste en al menos dos tipos de unidades constituyentes (también unidades estructurales), los
copolímeros se pueden clasificar según la forma en que estas unidades se disponen a lo largo de la cadena.35

El término "copolímeros de bloque" se usa en el presente documento para referirse a un copolímero que incluye dos
o más subunidades homopolímeras unidas por enlaces covalentes en los que la unión de las subunidades
homopolímeras puede requerir una subunidad intermedia no repetitiva, conocida como bloque de unión. Los
copolímeros de bloque con dos o tres bloques distintos se denominan en este documento "copolímeros dibloque" y
"copolímeros tribloque", respectivamente.40

El término "tensión por área" se usa en el presente documento para referirse al cambio en el área de superficie de una
partícula bajo una fuerza o tensión externa dividida por el área de superficie original de la partícula antes de la
aplicación de dicha fuerza o tensión externa (denotada por "A" y expresada como %).

El término "tensión de lisis crítica" o "Tc" se usa en el presente documento para referirse a la tensión a la que se rompe
una partícula cuando se somete a una fuerza externa medida por aspiración de micropipeta y expresada como45
miliNewtons/metro (mN/m).

El término "tensión de área crítica" o "Ac" se usa en el presente documento para referirse a la tensión por área
producida por el portador de oxígeno o polimerosoma a la tensión de lisis crítica.

El término "relación de carga" se usa en el presente documento para referirse a una medición de un portador de enlace
de oxígeno y se puede definir como el peso del agente de unión de oxígeno dentro del portador de oxígeno dividido50
por el peso seco del vehículo inerte.
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El término "capacidad de carga de mioglobina" se usa en este documento para referirse a una medición de un portador
de oxígeno basado en mioglobina y se puede definir como el peso de mioglobina dentro del portador de oxígeno
dividido por el peso total del portador. El término "eficiencia de carga de mioglobina" se usa en este documento para
referirse a una medición de un portador de oxígeno basado en mioglobina y se puede definir como el peso de la
mioglobina que está encapsulada y/o incorporada dentro de una suspensión portadora dividida por el peso de la5
mioglobina original en solución antes a la encapsulación (expresada como un %).

El término una "dosis unitaria" se usa en el presente documento para referirse a una cantidad discreta de la
composición farmacéutica que comprende una cantidad predeterminada del ingrediente activo.

Debe entenderse que P50 es la presión parcial de oxígeno (pO2) a la que el compuesto de unión a oxígeno se satura
al 50% con oxígeno. A medida que disminuye la P50, aumenta la alta afinidad al oxígeno y viceversa. La hemoglobina10
A adulta normal tiene un P50 de 26.5 mm Hg, mientras que la hemoglobina F fetal tiene un P50 de 20 mm Hg y la
hemoglobina S de anemia de células falciformes tiene un P50 de 34 mm Hg.

Las diversas realizaciones proporcionan un portador terapéutico basado en nanopartículas adecuado para administrar
mioglobina como agente de alta afinidad al oxígeno a los tumores con el fin de aumentar la pO2 intratumoral, detener
sus fenotipos moleculares agresivos y aumentar la eficacia de la radiación y las quimioterapias dirigidas contra el15
tumor.

En general, el tratamiento con radiación puede aumentarse aumentando los niveles de oxígeno de los tumores, para
generar más radicales libres basados en oxígeno con radioterapia concomitante, o administrando otro sensibilizador
de radiación no dependiente de O2 a sitios específicos del tumor. Los métodos convencionales para manipular los
niveles de oxígeno de los tumores dependen de un aumento del nivel sistémico de oxígeno para, finalmente, entregar20
este aumento de la capacidad de oxígeno al tumor. Un método de este tipo que administra sustitutos de sangre
artificiales utilizando hemoglobina natural (Hb) se describe en la Solicitud de Patente Estadounidense No. 13/090,076
titulada "Biodegradable Nanoparticles as Novel Hemoglobin-Based Oxygen Carriers and Methods of Using the Same",
presentada el 19 de abril de 2011.

La hemoglobina es una proteína transportadora de oxígeno en los glóbulos rojos humanos. La estructura de la25
hemoglobina hace que sea eficiente para unirse al oxígeno y eficiente para descargar el oxígeno unido en los tejidos
humanos/flujo sanguíneo. La hemoglobina consiste en dos pares de dímeros de globina unidos por enlaces no
covalentes para formar una molécula de hemoglobina de cuatro subunidades (tetramérica) más grande. La capacidad
de unión al oxígeno de la hemoglobina tetramérica depende de la presencia de una unidad no proteica llamada grupo
hemo (es decir, una molécula de hemoglobina puede unirse con cuatro moléculas de oxígeno).30

La Figura 1 ilustra la curva de disociación de oxígeno de la hemoglobina. La unión cooperativa de oxígeno a
hemoglobina da a la hemoglobina nativa una curva de disociación de oxígeno en forma sigmoidal y permite que el
oxígeno se una y libere dentro de un rango fisiológico estrecho de pO2 (de 40 a 100 mm Hg). Los métodos
convencionales para manipular los niveles de oxígeno de los tumores han intentado usar hemoglobina o agentes
(proteínas, moléculas, etc.) que tienen una curva de disociación de oxígeno similar a la hemoglobina nativa. Otros han35
intentado usar agentes que tienen curvas de disociación de oxígeno que se desplazan hacia la derecha de la curva
de disociación de oxígeno de la hemoglobina (es decir, agentes que tienen una afinidad más baja por el oxígeno que
la hemoglobina).

La Figura 2 ilustra las curvas de disociación de oxígeno de la hemoglobina y otros dos agentes de ejemplo (por
ejemplo, el Agente A, el Agente B) que se pueden usar para manipular los niveles de oxígeno en los tumores.40
Específicamente, la Figura 2 ilustra que los agentes de ejemplo (Agente A, Agente B) tienen curvas de disociación de
oxígeno que se desplazan hacia la derecha de la curva de disociación de oxígeno de hemoglobina, lo que aumenta la
cantidad de oxígeno suministrado por los agentes de ejemplo.

La Figura 3 ilustra las curvas de disociación de oxígeno de la hemoglobina y la mioglobina, una proteína ubicua
involucrada en la regulación de los niveles de oxígeno en los tejidos musculares. La Figura 3 muestra que la curva de45
disociación de oxígeno de la mioglobina es una hipérbola rectangular con un P50 muy bajo que se encuentra a la
izquierda de la curva de disociación de oxígeno de la hemoglobina en forma sigmoidea (es decir, la mioglobina tiene
una afinidad mucho mayor por el oxígeno que la hemoglobina). Es decir, a diferencia de los agentes de ejemplo (por
ejemplo, el Agente A, el Agente B) discutido anteriormente con referencia a la Figura 2, la mioglobina tiene una curva
de disociación de oxígeno que se desplaza hacia la izquierda de la curva de disociación de oxígeno de la hemoglobina.50
Esto se debe en parte al hecho de que, a diferencia de la hemoglobina (que tiene una alta afinidad al oxígeno de
aproximadamente 20 a 50 mm Hg), la mioglobina se une al oxígeno muy fuertemente y solo lo libera a una tensión de
oxígeno muy baja (2 a 3 mm Hg). Las diversas realizaciones se benefician del hecho de que existe un nivel similar de
tensión de oxígeno (2 a 5 mm Hg) en el centro de los tumores sólidos, y este mismo nivel (2 a 5 mm Hg) ha demostrado
ser el nivel en donde la eficacia de la radioterapia cae por debajo del cincuenta por ciento de su valor máximo.55

Las diversas realizaciones proporcionan composiciones que comprenden mioglobina como agente de alta afinidad
con oxígeno, y que son adecuadas para la administración a tumores sólidos para mejorar la eficacia de la radioterapia.
Dado que la tensión de oxígeno en el centro de un tumor sólido es similar a la tensión de oxígeno (2 a 3 mm Hg) a la
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que el oxígeno se libera de la mioglobina, el uso de agentes de alta afinidad al oxígeno garantiza que los agentes no
liberen oxígeno hasta que se colocan alrededor o dentro del tumor.

Como se mencionó anteriormente, las tensiones de oxígeno en el centro de los tumores sólidos son similares a las
tensiones de oxígeno (2 a 3 mm Hg) a las que el oxígeno se libera de la mioglobina. Como también se mencionó
anteriormente, la eficacia del tratamiento de radiación puede mejorarse aumentando los niveles de oxígeno de los5
tumores, y los métodos convencionales para manipular los niveles de oxígeno dependen del aumento del nivel
sistémico de oxígeno. Por ejemplo, las técnicas existentes para suministrar oxígeno a los tumores pueden implicar
aumentar la cantidad de flujo sanguíneo hacia el tumor, aumentar la cantidad de oxígeno disuelto en la sangre o
aumentar la concentración general de hemoglobina en la sangre. Los métodos convencionales logran esto usando
agentes que tienen una afinidad similar por el oxígeno que los glóbulos rojos naturales (por ejemplo, derivados de10
hemoglobina humana o xenótica y/u otros agentes que tienen la misma o menor alta afinidad al oxígeno que la
hemoglobina humana natural) para aumentar la capacidad de transporte de oxígeno de la sangre con la esperanza de
que esto se traduzca en un aumento del suministro de oxígeno del tumor. En contraste con estos métodos de
tratamiento convencionales, las diversas realizaciones describen composiciones de materia y metodología para
suministrar oxígeno a los tejidos tumorales utilizando la mioglobina como un agente que tiene una alta afinidad al15
oxígeno mucho mayor que la de la hemoglobina humana natural. Debido a que la presión parcial de oxígeno en el
centro de un tumor sólido es similar a la tensión de oxígeno a la que se libera el oxígeno de la mioglobina (2 a 3 mm
Hg), el oxígeno no se libera hasta que los agentes de alta afinidad al oxígeno están alrededor o dentro del tumor.

Mientras que los agentes sólidos de afinidad al oxígeno (por ejemplo, mioglobina, otras proteínas sintéticas que tienen
afinidad al oxígeno similar a la mioglobina, etc.) a los tumores sólidos pueden mejorar la eficacia de la radioterapia,20
con el fin de lograr una adecuada localización del tumor, se debe inyectar una gran cantidad de agentes de alta afinidad
al oxígeno en el torrente sanguíneo. Inyectar una gran cantidad de dichas proteínas en el torrente sanguíneo es
peligroso, ya que el agente inyectado (por ejemplo, la mioglobina) puede ser nefrotóxico y/o causar urgencia o
emergencia hipertensiva (a través del secuestro del óxido nítrico vasodilatador que normalmente controla el tono de
los vasos sanguíneos). Por ejemplo, en el caso de la mioglobina, estos fenómenos se observan con frecuencia en25
personas que sufren ataques cardíacos, corren maratones, realizan otros ejercicios extenuantes y/o usan diversas
drogas, como la cocaína. En tales personas, los músculos pueden comenzar a deteriorarse muy rápidamente,
liberando así una gran cantidad de mioglobina en el torrente sanguíneo. Esta mioglobina adicional puede hacer que
la proteína quede atrapada en el aparato de filtro del cuerpo (es decir, glomérulos renales) y/o cause una afección
potencialmente mortal conocida como rabdomiólisis. Una gran cantidad de mioglobina en el torrente sanguíneo30
también puede aumentar la presión arterial y provocar daños en los órganos. Esto se debe a que, en el torrente
sanguíneo, la mioglobina y otras proteínas libres de unión al oxígeno secuestran el óxido nítrico (NO) que es un
mediador del tono vascular y del flujo sanguíneo. Por lo tanto, cuando la mioglobina fluye hacia el torrente sanguíneo,
actúa extrayendo óxido nítrico de las paredes de los vasos sanguíneos, haciendo que los vasos sanguíneos se
contraigan. Esto puede causar un aumento en la presión arterial en general y posiblemente conducir a una crisis35
hipertensiva, dañando órganos principales como los riñones, el corazón y el cerebro. Por estas y otras razones,
inyectar una proteína de unión al oxígeno, como la mioglobina, directamente en el torrente sanguíneo en su forma
libre es peligroso.

Para abordar estos y otros problemas, diversas realizaciones pueden encapsular la mioglobina como agente de unión
a oxígeno de alta afinidad en un vehículo portador (por ejemplo, una cubierta de nanopartículas) que protegerá a los40
agentes encapsulados para que no se liberen en el torrente sanguíneo o interactúen con componentes biológicos (por
ejemplo, proteínas, células y las paredes de los vasos sanguíneos) mientras están en la circulación sanguínea. Debe
observarse que las diversas realizaciones no están necesariamente limitadas a la encapsulación de nanopartículas o
a cualquier vehículo portador particular a menos que se mencione expresamente como tal en las reivindicaciones. En
algunas realizaciones, el portador inerte puede ser una versión PEGilada o polimerizada de mioglobina.45

En diversas realizaciones, la mioglobina puede encapsularse en vehículos portadores que tienen características que
permiten su acumulación alrededor de las regiones tumorales y/o son capaces de dirigirse a tumores que experimentan
una baja tensión de oxígeno. El vehículo portador también puede tener características tales que el oxígeno se difundirá
desde el interior del vehículo a regiones con baja tensión de oxígeno (como existe en el centro de los tumores) mientras
que la mioglobina permanece encapsulada. El agente de alta afinidad al oxígeno, mioglobina, es adecuado para liberar50
oxígeno a la tensión de oxígeno requerida para aumentar la eficacia de la radiación debido a las características del
gradiente de presión parcial de oxígeno de la mioglobina.

En diversas realizaciones, la mioglobina del agente de alta afinidad al oxígeno se puede encapsular en un vehículo
que comprende polímeros biodegradables (por ejemplo, polimerosomas, nanopartículas, etc.). La encapsulación de la
mioglobina como agente de alta afinidad al oxígeno en vehículos poliméricos biodegradables protege a la mioglobina55
del contacto con la sangre y los tejidos, reduciendo así la toxicidad a la vez que mantiene altas concentraciones
internas de oxígeno hasta que los vehículos se posicionan dentro de los tejidos tumorales hipóxicos. En una
realización, la mioglobina se puede encapsular de tal manera que esté altamente concentrada dentro del interior
acuoso del vehículo portador. Los agentes pueden encapsularse de manera tal que el vehículo portador (por ejemplo,
la envoltura de nanopartículas) evite que la mioglobina encapsulada interactúe con las paredes de los vasos60
sanguíneos, evitando que el óxido nítrico se absorba en la nanopartícula y/o se una a la mioglobina encapsulada.

E12732165
28-03-2019ES 2 718 308 T3

 



20

En diversas realizaciones, los agentes de unión a oxígeno de alta afinidad pueden ser mioglobina humana no
modificada, mioglobina no modificada de otra especie biológica, mioglobina modificada química o genéticamente de
humanos o de otra especie biológica, que se une al oxígeno fuertemente a las tensiones de unión fisiológicas al
oxígeno como se encuentra en los pulmones y eso lo libera solo a las tensiones de oxígeno más bajas que se
encuentran en los tumores hipóxicos. En diversas realizaciones, el vehículo portador inerte puede ser uno cualquiera5
o más de una emulsión de liposomas, polimerosomas, micelas, lipoproteínas modificadas, nanopartículas sólidas,
partículas sólidas de tamaño micrométrico, lípidos o perfluorocarbono, dendrímero, virus o partículas similares a virus.
En otras realizaciones, el vehículo portador inerte puede ser una versión PEGilada o polimerizada de mioglobina como
agente de unión a oxígeno de alta afinidad. En una realización preferida, la mioglobina humana puede encapsularse
dentro de nanopartículas, vesículas de polímero y/o polimerosomas. En diversas realizaciones, las nanopartículas, las10
vesículas poliméricas y/o los polimerosomas pueden construirse a partir de uno de una serie de diferentes materiales
biodegradables.

El agente de unión a oxígeno de alta afinidad comprende mioglobina. La mioglobina (Mb) es una proteína hemo
citoplasmática que desempeña un papel bien caracterizado en el transporte de O2 y en la eliminación de radicales
libres en el músculo esquelético y cardíaco (dos tejidos, en particular, con una baja incidencia de malignidad).93, 94 Las15
funciones relacionadas con el oxígeno de la mioglobina son múltiples e incluyen al menos 3 actividades diferentes.
Primero, la mioglobina actúa como un reservorio de oxígeno, que posee una afinidad al O2 mucho mayor que la de la
hemoglobina (Mb) (P50-Mb = 2.75 vs. P50-Hb = 25-50 mm Hg). La mioglobina se une al O2 en condiciones aeróbicas
y lo libera en condiciones hipóxicas, 95 como se encuentra en los tumores. En segundo lugar, la mioglobina es capaz
de amortiguar el O2 intracelular descargando su oxígeno, ya que la pO2 citoplásmica cae a niveles bajos, lo que20
promueve la fosforilación oxidativa continua.96 En tercer lugar, la mioglobina complementa el suministro de O2 simple
trabajando como un portador en un proceso conocido como facilitación de la difusión de O2.97

Recientemente se ha demostrado que la mioglobina es un modulador de la hipoxia tumoral.98, 99 La transferencia del
gen de la mioglobina en un pulmonar humano xenotransplantado en ratón proporcionó un modelo válido para estudiar
el papel de O2 y ROS en la progresión tumoral. Al habilitar la fosforilación oxidativa bajo una pO2 baja, la mioglobina25
evita aún más la formación inicial de ROS en condiciones hipóxicas y mitiga la respuesta tumorigénica.98, 99 En estos
modelos de cáncer de ratón, la expresión de mioglobina dio lugar a un retraso en la implantación del tumor, redujo el
crecimiento del xenoinjerto y generó niveles mínimos de HIF-1.98 La angiogénesis y la invasión también fueron
fuertemente inhibidas.98 Estos efectos no se observaron al usar formas de mioglobina con mutación puntual, incapaces
de unirse al O2 pero capaces de eliminar los radicales libres.98 En conjunto, estos datos sugieren que la hipoxia no es30
solo un epifenómeno asociado con crecimiento desregulado, sino también un factor clave que impulsa la progresión
del tumor. También sugieren que las funciones pleiotrópicas de la mioglobina afectan la biología del cáncer de múltiples
maneras.

Si bien la mioglobina ha demostrado que modula la hipoxia tumoral, su utilidad clínica como agente terapéutico de O2

requiere superar dos obstáculos principales relacionados con su infusión intravascular libre: 1) vasoconstricción,35
hipertensión, flujo sanguíneo reducido y daño vascular en animales debido al atrapamiento de óxido nítrico derivado
del endotelio (NO); y 2) nefrotoxicidad vista con rabdomiólisis. En las diversas realizaciones, las limitaciones del uso
de la mioglobina como portador de oxígeno pueden superarse encapsulando la mioglobina dentro de un vehículo
polimérico apropiado (por ejemplo, un polimerosoma) para mejorar su administración específica del tumor y para
mitigar su exposición sistémica.40

Los polímeros38, 39 son vesículas de polímero sintético que se forman en dimensiones nanométricas (50 a 300 nm de
diámetro) y exhiben varias propiedades favorables como portadores de oxígeno celulares. Por ejemplo, los
polimerosomas pertenecen a la clase de vesículas bicapa y multicapa que pueden generarse a través del
autoensamblaje y pueden encapsular compuestos hidrofílicos como la hemoglobina (Hb) y la mioglobina (Mb) en su
núcleo acuoso.40, 41 Además, los polimerosomas ofrecen varias opciones para ser diseñados a partir de componentes45
totalmente biodegradables aprobados por la FDA y no presentan toxicidad in vitro o in vivo aguda.

Los polímeros exhiben varias propiedades superiores sobre los liposomas y otros vehículos de administración basados
en nanopartículas que los convierten en portadores de oxígeno MBOC basados en mioglobina. Por ejemplo,
dependiendo de la estructura de sus bloques de copolímero componente, las membranas de los polímeros pueden
ser significativamente más gruesas (∼9-22 nm) que las de los liposomas (3-4 nm), lo que las hace 5-50 veces más50
resistentes mecánicamente y al menos 10 veces más menos permeable al agua que los liposomas.46, 47 La vida media
circulatoria de los polimerosomas, con ramificaciones de poli(óxido de etileno) (PEO) que varían de 1.2 a 3.7 kDa, es
análoga a la de los liposomas basados en poli(etilenglicol) (PEG-liposomas) de tamaños similares (-24-48 horas) y se
pueden adaptar aún más específicamente mediante el uso de una variedad de copolímeros como bloques de
construcción compuestos.48 Se ha demostrado que los polimerosomas son estables durante varios meses in situ y55
durante varios días en la plasma sanguíneo en condiciones cuasi fisiológicas bien mezcladas, sin experimentar ningún
cambio en el tamaño de la vesícula y la morfología.40, 48 No muestran transiciones térmicas en la superficie de hasta
60°C.37, 48 Además, los primeros estudios en animales sobre formulaciones de polimerosomas basadas en PEO-b-
PCL y poli(óxido de etileno)-bloque-poli(butadieno)-(PEO-b-PBD-) que encapsulan doxorrubicina no han mostrado
toxicidades agudas o subagudas. Finalmente, la producción y almacenamiento de polimerosomas son económicas.60
Los polímeros pueden producirse y almacenarse fácilmente a gran escala sin requerir costosos procesos de
purificación posteriores a la fabricación.
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Se ha planteado la hipótesis de que las formulaciones de mioglobina (PEM) biodegradables más prometedoras se
componen de copolímeros de bloques que consisten en el poli(óxido de etileno) biocompatible (PEO) hidrófilo, que es
químicamente sinónimo de PEG, unido a varios alifáticos hidrófobos poli(anhídridos), poli(ácidos nucleicos),
poli(ésteres), poli(ortoésteres), poli(péptidos), poli(fosfazenos) y poli(sacáridos), incluidos, entre otros, poli(lactida)
(PLA), poli(glicolida) (PLGA), poli(ácido láctico-co-glicólico) (PLGA), poli(ε-caprolactona) (PCL) y poli(carbonato de5
trimetileno) (PTMC). Los polimerosomas que comprenden superficies PEGiladas al 100% poseen una estabilidad
química in vitro mejorada, una biodisponibilidad in vivo aumentada y una vida media circulatoria sanguínea
prolongada42, 43. Por ejemplo, los poliésteres alifáticos, que constituyen las porciones de membrana de los
polimerosomas, se degradan por hidrólisis de sus enlaces éster en condiciones fisiológicas como en el cuerpo humano.
Debido a su naturaleza biodegradable, los poliésteres alifáticos han recibido una gran atención por su uso como10
biomateriales implantables en dispositivos de administración de fármacos, suturas bioabsorbibles, barreras de
adhesión y andamiajes para la reparación de lesiones mediante ingeniería tisular.44, 45

En comparación con los otros poliésteres alifáticos biodegradables, la poli(ε-caprolactona) (PCL) y sus derivados
tienen varias propiedades ventajosas que incluyen: 1) alta permeabilidad a moléculas pequeñas de fármaco; 2)
mantenimiento de un entorno de pH neutro tras la degradación; 3) facilidad en la formación de mezclas con otros15
polímeros; y 4) idoneidad para el suministro a largo plazo proporcionado por una cinética de erosión lenta en
comparación con PLA, PGA y PLGA.45 La utilización de ε-caprolactona (o derivados tales como γ-metil ε-caprolactona)
como las capas de formación de membrana en las formulaciones de mioglobina encapsulada en polímerosoma (PEM)
prometen que los portadores de oxígeno basados en mioglobina celular (MBOC) resultantes tendrán una degradación
in vivo segura y completa.20

Se ha demostrado previamente que los polimerosomas completamente biodegradables y biorreabsorbibles se generan
a través del autoensamblaje en la hidratación acuosa de copolímeros dibloque anfifílicos de PEO-b-PCL39. Más de 20
copolímeros de PEO-b-PCL, que varían en los pesos moleculares de los componentes básicos, se han probado
previamente para la generación de polimerosomas bicapa estables. Sin embargo, como se ilustra en la Figura 4(A),
solo los copolímeros dibloque de PEO-b-PCL en los que el bloque de PEO fue de 1-5 kDa y el 10-20% de la masa de25
polímero en peso han demostrado un rendimiento consistente y significativo de polimerosomas monodispersos
estables, con diámetros medios de partículas de <200 nm y grosores de membrana de 9-22 nm después de la extrusión
a través de membranas de corte de poro de 200 nm de diámetro. Posteriormente, se ha demostrado que los
polimerosomas de PEO-b-PCL son capaces de cargar la doxorrubicina (DOX) del medicamento antineoplásico usando
un gradiente de sulfato de amonio. Como se ilustra en la Figura 4(B), la estabilidad in vitro, el mecanismo de30
degradación y la velocidad de liberación del fármaco a partir de los polímeros de PEO(2kDa)-b-PCL(12kDa) cargados
con DOX se evaluaron en función del pH durante 14 días. Si bien la cinética de liberación varió en condiciones de pH
neutro y ácido (5.5 y 7.4, a 37°C), se observó una fase de liberación de estallido inicial (aproximadamente el 20% de
la carga útil inicial dentro de las primeras 8 h) en ambas condiciones de pH por una liberación más controlada y
dependiente del pH durante varios días. A un pH de 7.4, los estudios de liberación cinética sugieren que las moléculas35
encapsuladas escapan inicialmente del polimerosoma a través de la difusión pasiva del fármaco a través de la
membrana intacta de poli(ε-caprolactona) (PCL) (días 1-4), y posteriormente a través de la degradación de la matriz
hidrolítica de PCL (días 5-14). Sin embargo, a un pH de 5.5, parece que el mecanismo dominante de liberación, tanto
a corto como a largo tiempo, es la hidrólisis de la membrana PCL catalizada por ácido. En particular, estos
polimerosomas completamente biodegradables tienen una vida media (τ1/2) de circulación (24-48 h) que es mucho40
más corta que su vida media (τ1/2) de liberación (2 semanas a pH 7.4).

La Figura 5 ilustra el campo brillante (A), (B) la tensión de oxígeno en % de oxígeno y (C) la vasculatura sanguínea
funcional para un tumor de cámara de ventana. En esta ilustración, el tumor es la región relativamente oscura en el
panel A en el centro-izquierda. La saturación de oxígeno (C) se muestra en una escala de color cuyo brillo está
modulado por el contenido total de O2 (por lo tanto, las regiones bien vascularizadas aparecen brillantes). La región45
del tumor muestra una concentración de oxígeno altamente heterogénea (B), con un pico central en la tensión de
oxígeno, así como una región periférica (superior y derecha) que es altamente hipóxica. El mapa compuesto muestra
un contraste significativo con el tejido normal circundante debido a la angiogénesis en todo el tumor, lo que hace que
parezca brillante nebuloso. Como es evidente en el ejemplo ilustrado de la Figura 5, el contenido de O2 (medido por
la presión parcial de oxígeno en varios puntos) es heterogéneo en todo el parénquima tumoral, pero las tensiones de50
oxígeno más bajas (las áreas más oscuras demarcadas por pO2 <10 mm Hg) se pueden encontrar dentro del centro
del tumor. Es dentro de estas áreas con baja carga de pO2 donde los tumores tienden a sobrerregular la cascada de
señalización HIF-1, lo que lleva a un fenotipo tumorigénico más agresivo que es resistente a la radiación y las
quimioterapias y que tiene una mayor tendencia a generar metástasis en otros lugares. Como tal, aumentar las
tensiones mínimas de oxígeno encontradas dentro del tumor heterogéneo puede ser tan importante como aumentar55
la pO2 global del tumor cuando se trata de un objetivo terapéutico.

La Figura 6A ilustra que solo los copolímeros dibloque de poli(óxido de etileno)-bloque-poli(ε-caprolactona) (PEO-b-
PCL) en los cuales el bloque de PEO fue 1-5 kDa y el 10-20% de la masa de polímero en peso tienen demostraron un
rendimiento consistente y significativo de polimerosomas monodispersos estables, con diámetros medios de partículas
de <200 nm y grosores de membrana de 9-22 nm después de la extrusión a través de membranas de corte de poro60
de 200 nm de diámetro. Posteriormente, se ha demostrado que los polimerosomas de PEO-b-PCL son capaces de
cargar la doxorrubicina (DOX) del medicamento antineoplásico usando un gradiente de sulfato de amonio.
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La Figura 6B ilustra la estabilidad in vitro, el mecanismo de degradación y la velocidad de liberación del fármaco a
partir de los polimerosomas PEO(2kDa)-b-PCL(12kDa) cargados con DOX evaluados como una función del pH
durante 14 días. La Figura 7B muestra que, si bien la cinética de liberación varió en condiciones de pH neutro y ácido
(5.5 y 7.4, a 37°C), se observó una fase de liberación de estallido inicial (aproximadamente el 20% de la carga útil
inicial dentro de las primeras 8 h) en ambas condiciones de pH seguidas de una liberación más controlada y5
dependiente del pH durante varios días. A un pH de 7.4, los estudios de liberación cinética muestran que las moléculas
encapsuladas escapan inicialmente del polimerosoma a través de la difusión pasiva del fármaco a través de la
membrana de PCL intacta (días 1-4), y posteriormente a través de la degradación de la PCL hidrolítica (días 5-14).
Sin embargo, a un pH de 5.5, el mecanismo dominante de liberación, tanto a corto como a largo tiempo, es la hidrólisis
catalizada por ácido de la membrana de PCL. Notablemente, estos polimerosomas completamente biodegradables10
tienen una vida media de circulación t1/2 (24-48 h) que es mucho más corta que su vida media de liberación t1/2 (2
semanas a pH 7.4). Como tales, se puede esperar que los polimerosomas circulen en el torrente sanguíneo
relativamente intactos y liberarán sus contenidos encapsulados de una manera acelerada solo cuando se exponen a
ambientes de pH más bajo, como se encuentra en los tumores hipóxicos.

La Figura 7A ilustra la acumulación de un portador de realización (Polimerosomas) en tumores como se demuestra a15
través de imágenes ópticas in vivo de fluoróforos (NIR) de infrarrojo cercano basados en oligo(porfirina) (NIRF)  o que
se incorporan dentro de las capas de membrana de los polimerosomas. Esta figura ilustra que los polimerosomas
pueden acumularse alrededor del tumor a través de una modalidad de direccionamiento pasivo debido al aumento de
la permeación y el efecto de retención (EPR) asociado con la microvasculatura tumoral con fugas. Aumentos
adicionales en la acumulación de polimerosomas pueden ser ayudados a través de la inclusión de moléculas dirigidas20
que aumentarán la concentración de polimerosomas en el sitio del tumor.

La Figura 7B es un gráfico lineal del crecimiento tumoral in vivo inhibido por la solución salina regulada con fosfato
(PBS), doxorrubicina (Dox), liposoma y Polimerosoma. Esta figura ilustra que no solo los polimerosomas pueden
acumularse alrededor de los tumores (como se ve en la Figura 7a) sino que lo hacen en cantidades suficientes y con
estabilidad intravascular preservada para permitir la liberación efectiva de su carga útil de encapsulante en el sitio del25
tumor para alterar la biología tumoral. Cuando se comparan diferentes vehículos de administración biodegradables
(por ejemplo, polimerosomas vs liposomas vs fármacos libres), la capacidad superior de los polimerosomas para lograr
estos resultados es evidente.

La Figura 8A ilustra las eficiencias de encapsulación de hemoglobina de cuatro formulaciones de agentes
encapsulados en polimerosoma extrudidos a través de membranas de policarbonato de 200 nm de diámetro.30
Específicamente, la Figura 8A ilustra la eficiencia de encapsulación de hemoglobina de PEO-b-PCL-1(1.65 KDa), PEO-
b-PCL-2(15 KDa), PEO-b-PLA-1(10 kDa) y PEO-b-PLA-2(2.45 KDa). Como se discutió anteriormente, las diversas
realizaciones proporcionan una metodología para generar constructos que tienen un radio promedio entre 100-125 nm
con un índice de polidispersidad <1.1 y una eficiencia de encapsulación de hemoglobina >50%.

La Figura 8B ilustra el P50 (mm Hg) de glóbulos rojos, hemoglobina y cuatro formulaciones de hemoglobina35
encapsulada en polímerosoma (PEO-b-PCL-1(1.65 KDa), PEO-b-PCL-2(15 KDa), PEO-b-PLA-1(10 kDa) y PEO-b-
PLA-2(2.45 KDa) extrudidos a través de membranas de policarbonato de 200 nm de diámetro.

Como se discutió anteriormente, los polímeros son macromoléculas que comprenden moléculas monoméricas
químicamente conjugadas, en donde las unidades monoméricas son de un solo tipo (homogéneas) o de una variedad
de tipos (heterogéneas). El comportamiento físico de los polímeros puede ser dictado por varios factores, que incluyen:40
el peso molecular total, la composición del polímero (por ejemplo, las concentraciones relativas de diferentes
monómeros), la identidad química de cada unidad monomérica y su interacción con un disolvente, y la arquitectura del
polímero (ya sea de cadena simple o de cadenas ramificadas). Por ejemplo, en el polietilenglicol (PEG), que es un
polímero de etilenglicol (EG), cuya longitud de cadena, cuando se une covalentemente a un fosfolípido, optimiza la
vida de circulación de un liposoma, se sabe que está en el rango aproximado de 34-114 monómeros unidos45
covalentemente (EG34 a EG114). Las realizaciones preferidas comprenden copolímeros hidrófilos de óxido de
polietileno (PEO), un polímero relacionado con PEG), y uno de varios bloques hidrófobos que impulsan el
autoensamblaje de los polimerosomas, hasta micras de diámetro, en agua y otros medios acuosos.

Como se discutió anteriormente, una sustancia anfifílica es una que contiene grupos polares (solubles en agua) e
hidrófobos (insolubles en agua). Para formar una membrana estable en el agua, un peso molecular mínimo requerido50
potencial para un anfifilo debe exceder al del metanol HOCH3, que es el anfifilo canónico más pequeño, con un extremo
polar (HO-) y el otro extremo hidrófobo (-CH3). La formación de una fase lamelar estable requiere un anfifilo con un
grupo hidrófilo cuya área proyectada sea aproximadamente igual al volumen dividido por la dimensión máxima de la
porción hidrófoba del anfifilo.

En algunas realizaciones, el portador de oxígeno, la nanopartícula y/o el polimerosoma no incluyen polietilenglicol55
(PEG) u óxido de polietileno (PEO) como uno de su pluralidad de polímeros. En algunas realizaciones, el portador de
oxígeno, la nanopartícula y/o el polimerosoma incluyen al menos un polímero hidrófilo que es polietilenglicol (PEG) u
óxido de polietileno (PEO). En algunas realizaciones, el polímero de PEG o PEO puede variar en peso molecular
desde aproximadamente 5 kDaltons (kDa) hasta aproximadamente 50 kDa en peso molecular.
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Los anfifilos formadores de lamelas más comunes pueden tener una fracción de volumen hidrófilo entre 20 y 50%. En
algunas realizaciones, la fracción de volumen hidrófilo de los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas es de hasta aproximadamente el 20%. En algunas realizaciones, la fracción de volumen hidrófilo de
los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas es de hasta aproximadamente el 19%. En algunas
realizaciones, la fracción de volumen hidrófilo de los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas es de5
hasta aproximadamente el 18%. En algunas realizaciones, la fracción de volumen hidrófilo de los portadores de
oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas es de hasta aproximadamente el 17%. En algunas realizaciones, la
fracción de volumen hidrófilo de los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas es de hasta
aproximadamente el 16%. En algunas realizaciones, la fracción de volumen hidrófilo de los portadores de oxígeno,
nanopartículas y/o polimerosomas es de hasta aproximadamente el 15%. En algunas realizaciones, la fracción de10
volumen hidrófilo de los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas es inferior al 20%. En algunas
realizaciones, la fracción de volumen hidrófilo de los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas es de
aproximadamente 1% a aproximadamente 20%. Debe observarse que la capacidad de las moléculas anfifílicas y
superanfifílicas para autoensamblarse se puede evaluar en gran medida, sin experimentación excesiva, suspendiendo
el superanfifilo sintético en solución acuosa y buscando estructuras lamelares y vesiculares como se juzga por simple15
observación bajo cualquier microscopio óptico básico, microscopio electrónico de transmisión criogénico, o por medio
de la dispersión de la luz.

La cantidad efectiva de la composición puede depender de cualquier número de variables, incluidas, sin limitación, la
especie, la raza, el tamaño, la altura, el peso, la edad, la salud general del sujeto, el tipo de formulación, el modo o la
forma de administración, el tipo y/o la gravedad de la condición particular que se trata, o la necesidad de modular la20
actividad de la ruta molecular inducida por la asociación del análogo a su receptor. Los expertos en la materia pueden
determinar rutinariamente la cantidad efectiva apropiada utilizando técnicas de optimización de rutina y el juicio experto
e informado del profesional y otros factores evidentes para los expertos en la materia.

Una dosis terapéuticamente eficaz de los portadores de oxígeno de las diversas realizaciones puede proporcionar
actividad biológica parcial o completa en comparación con la actividad biológica de la oxigenación tisular media,25
mediana o mínima fisiológicamente de un paciente o un sujeto. Una dosis terapéuticamente eficaz de los portadores
de oxígeno de las diversas realizaciones puede proporcionar una mejora completa o parcial de los síntomas asociados
con una enfermedad, trastorno o dolencia.

Los portadores de oxígeno de las diversas realizaciones pueden retrasar la aparición o disminuir las posibilidades de
que un sujeto desarrolle uno o más síntomas asociados con la enfermedad, trastorno o dolencia. En algunas30
realizaciones, una cantidad efectiva es la cantidad de un compuesto adecuado para tratar o prevenir una consecuencia
resultante de una oxigenación tisular baja o pobre. De acuerdo con las diversas realizaciones, la cantidad efectiva de
compuesto(s) activo(s) adecuada para uso en el tratamiento terapéutico de afecciones causadas por la oxigenación
tisular baja o deficiente de la misma varía según la forma de administración, la edad, el peso corporal y la salud general
del paciente.35

Los anfifilos solubles, proteínas, ligandos, efectores alostéricos, compuestos de unión a oxígeno pueden unirse y/o
intercalarse dentro de una membrana. Dicha membrana también debe ser semipermeable a los solutos, con un grosor
submicroscópico (d), y ser el resultado de un proceso de autoensamblaje o ensamblaje dirigido. La membrana puede
tener propiedades fluidas o sólidas, dependiendo de la temperatura y de la química de los anfifilos a partir de los cuales
se forma. A algunas temperaturas, la membrana puede ser fluida (con una viscosidad medible), o puede ser similar a40
un sólido, con una elasticidad y rigidez a la flexión. La membrana puede almacenar energía a través de su deformación
mecánica, o puede almacenar energía eléctrica manteniendo un potencial transmembrana. Bajo ciertas condiciones,
las membranas pueden adherirse entre sí y fusionarse (fusionarse).

La mioglobina se usa como el compuesto de unión a oxígeno. En algunas realizaciones, el compuesto de unión a
oxígeno es mioglobina modificada genética o químicamente.45

En algunas realizaciones, el portador de oxígeno transporta una cantidad eficaz de oxígeno adecuada para tratar a un
sujeto o para evitar que un sujeto sufra una enfermedad o trastorno en donde su sangre no transporta ni libera niveles
suficientes de oxígeno a los tejidos. En algunas realizaciones, el portador de oxígeno comprende una cantidad eficaz
de oxígeno adecuada para tratar o prevenir la propagación del cáncer en un sujeto que lo necesite.

En algunas realizaciones, el efector alostérico es 2,3-bisfosfoglicerato o un isómero derivado del mismo. Los efectores50
alostéricos, como el 2,3-bisfosfoglicerato, pueden aumentar la descarga de oxígeno del portador de oxígeno o el
polimerosoma de las diversas realizaciones a un tejido o célula que está desoxigenado dentro de un sujeto.

Como se mencionó anteriormente, la tensión de lisis crítica (Tc) es la tensión a la cual una partícula se rompe cuando
se somete a una fuerza externa, medida por aspiración de micropipeta y expresada como miliNewtons/metro (mN/m).
El cambio en la tensión de lisis crítica de un portador de oxígeno o polimerosoma puede medirse antes y después de55
la carga del portador de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosoma con mioglobina.

En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de la
tensión de lisis crítica de no más del 20%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
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polimerosomas tienen un cambio de tensión de lisis crítica de no más del 19%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de tensión de lisis crítica de no más del
18%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de
tensión de lisis crítica de no más del 17%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas tienen un cambio de tensión de lisis crítica de no más del 16%. En diversas realizaciones, los5
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de la tensión de lisis crítica de no más del
15%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de
tensión de lisis crítica de no más del 14%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas tienen un cambio en la tensión de lisis crítica de no más del 13%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de tensión de lisis crítica de no más del10
12%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de la
tensión de lisis crítica de no más del 11%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas tienen un cambio de tensión de lisis crítica de no más del 10%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de la tensión de lisis crítica de
aproximadamente 5% a aproximadamente 10%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas15
y/o polimerosomas pueden tener un cambio de la tensión de lisis crítica de aproximadamente 10% a aproximadamente
15%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de la
tensión de lisis crítica de aproximadamente el 15% a aproximadamente el 20%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un cambio de la tensión de lisis crítica de
aproximadamente 1% a aproximadamente 5%.20

Como se mencionó anteriormente, la tensión por área crítica (Ac) es la tensión por área realizada por los portadores
de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas en la tensión de lisis crítica. En diversas realizaciones, los portadores
de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una tensión por área crítica de aproximadamente 20% a
aproximadamente 50%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una tensión por área crítica de aproximadamente 20% a aproximadamente 25%. En diversas realizaciones, los25
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una tensión por área crítica de aproximadamente
25% a aproximadamente 30%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas tienen una tensión por área crítica de aproximadamente 30% a aproximadamente 35%. En diversas
realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una tensión por área crítica de
aproximadamente 35% a aproximadamente 40%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno,30
nanopartículas y/o polimerosomas tienen una tensión por área crítica de aproximadamente 40% a aproximadamente
45%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una tensión por
área crítica de aproximadamente 45% a aproximadamente 50%.

Como se mencionó anteriormente, una "capacidad de carga de mioglobina" es una medida de un portador de oxígeno
basado en mioglobina y se define como el peso de mioglobina dentro del portador de oxígeno dividido por el peso total35
del portador. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una
capacidad de carga de mioglobina mayor que aproximadamente 5. En diversas realizaciones, los portadores de
oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una capacidad de carga de mioglobina mayor que 10. En diversas
realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una capacidad de carga de
mioglobina superior a 15. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas40
tienen una capacidad de carga de mioglobina mayor de 20. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, las
nanopartículas y/o los polimerosomas tienen una capacidad de carga de mioglobina superior a 25. En diversas
realizaciones, los portadores de oxígeno, las nanopartículas y/o los polimerosomas tienen una capacidad de carga de
mioglobina superior a 26. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o los polimerosomas
tienen una capacidad de carga de mioglobina superior a 27. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, las45
nanopartículas y/o Los polimerosomas tienen una capacidad de carga de mioglobina superior a 28. En diversas
realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una capacidad de carga de
mioglobina mayor de 29. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una capacidad de carga de mioglobina superior a 30.

Como se mencionó anteriormente, una "eficiencia de carga de mioglobina" es una medida fundamental de un portador50
de oxígeno basado en mioglobina y se define como el peso de la mioglobina que está encapsulada y/o incorporada
dentro de una suspensión portadora dividida por el peso de la mioglobina original en solución antes de la encapsulación
(expresado como un %). En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 10%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a55
aproximadamente el 11%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 12%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a
aproximadamente el 13%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 14%. En diversas realizaciones, los60
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a
aproximadamente el 15%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 16%. En diversas realizaciones, los
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portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a
aproximadamente el 17%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 18%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a
aproximadamente el 19%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas5
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 20%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a
aproximadamente el 21%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 22%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a10
aproximadamente el 23%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 24%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a
aproximadamente el 25%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 26%. En diversas realizaciones, los15
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a
aproximadamente el 27%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 28%. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a
aproximadamente el 29%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas20
tienen una eficiencia de carga de mioglobina superior a aproximadamente el 30%.

En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga
de mioglobina de aproximadamente 10% a aproximadamente 35%. En diversas realizaciones, los portadores de
oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficacia de carga de mioglobina de aproximadamente el 15%
a aproximadamente el 35%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas25
tienen una eficiencia de carga de mioglobina de aproximadamente 18% a aproximadamente 35%. En diversas
realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de
mioglobina de aproximadamente 20% a aproximadamente 35%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno,
nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina de aproximadamente 22% a
aproximadamente 35%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas30
tienen una eficiencia de carga de mioglobina de aproximadamente 24% a aproximadamente 35%. En diversas
realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de
mioglobina de aproximadamente 26% a aproximadamente 35%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno,
nanopartículas y/o polimerosomas tienen una eficiencia de carga de mioglobina de aproximadamente 28% a
aproximadamente 35%. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas35
tienen una eficiencia de carga de mioglobina de aproximadamente 30% a aproximadamente 35%.

Las diversas realizaciones incluyen composiciones y métodos para fabricar y almacenar portadores de oxígeno que
comprenden un compuesto de unión a oxígeno encapsulado en una nanopartícula tal como un polimerosoma. El
compuesto de unión al oxígeno comprende mioglobina.

Las diversas realizaciones incluyen composiciones y métodos para fabricar y almacenar portadores de oxígeno que40
comprenden mioglobina como compuesto de unión a oxígeno encapsulado en un vehículo tal como un polimerosoma.

Algunas realizaciones pueden incluir composiciones y métodos para desarrollar mioglobina encapsulada con
polímerosoma (PEM) como portadores de oxígeno. En diversas realizaciones, el PEM puede incluir polimerosomas
que comprenden poli(óxido de etileno)-bloque-poli(ε-caprolactona) (PEO-b-PCL) y copolímeros dibloque relacionados
de poli(óxido de etileno)-bloque-poli(y-metilo ε-caprolactona) (PEO-b-PMCL). El PEO puede proporcionar a los45
polimerosomas una estabilidad química in vitro mejorada, una biodisponibilidad in vivo aumentada y vidas medias
prolongadas en la circulación sanguínea. Tanto PEO-b-PCL como PEO-b-PMCL pueden proporcionar una
biodegradación in vivo completa y segura de membranas de polimerosoma a través de la hidrólisis de sus enlaces
éster. En diversas realizaciones, las dispersiones de mioglobina (PEM) encapsulada en polímerosoma biodegradables
pueden estar compuestas por copolímeros dibloque de PEO-b-PCL con un tamaño de bloque de PEO de ∼1.5-2 kDa50
y con una fracción de bloque de -10-20% en peso. En diversas realizaciones, las dispersiones de mioglobina (PEM)
encapsulada en polímerosoma biodegradables pueden estar compuestas de copolímeros dibloque de PEO-b-PCL con
un tamaño de bloque de PCL de ∼8 kDa-23 kDa y con una fracción de peso en bloque de ∼50 a 85 por ciento. En
otras realizaciones, las dispersiones de PEM pueden comprender copolímeros dibloque de PEO-b-PMCL. Los
polimerosomas de PEO-b-PCL y PEO-b-PMCL pueden ser portadores de oxígeno celulares (MBOC) preferidos55
basados en mioglobina y poseen todas las propiedades necesarias para el suministro efectivo de oxígeno, incluidas
las capacidades de enlace de oxígeno ajustables, distribuciones uniformes y de tamaño apropiadamente pequeño,
viscosidades parecidas a la sangre humana y propiedades oncóticas, así como la facilidad de producción en masa y
un almacenamiento asequible.

En una realización, se puede usar una metodología de autoensamblaje supramolecular para preparar polimerosomas60
unilamelares monodispersos (50-300 nm de diámetro) que incorporan fluoróforos (NIR) de infrarrojo cercano (NIRF)
basados en oligo(porfirina) de alto rendimiento cuántico dentro de sus membranas de bicapa124, 130, 114-111. Estos

E12732165
28-03-2019ES 2 718 308 T3

 



26

polimerosomas NIR emisores brillantes pueden poseer las propiedades fotofísicas y biocompatibilidad requeridas para
imágenes ópticas in vivo ultra sensibles.111, 124, 164, 168 Los estudios de imagen de ratones con tumores han demostrado
que los polimerosomas no dirigidos pueden acumularse en tumores después de la inyección intravascular debido al
efecto de permeabilidad y retención mejorada (EPR) asociado con microvasculatura tumoral con fugas; el análisis
cuantitativo de fluorescencia ha demostrado que se puede lograr fácilmente una acumulación tumoral más de dos5
veces (Figura 7A).164 La acumulación específica del tumor puede mejorarse aún más modificando las superficies del
polimerosoma a través de la conjugación química con los ligandos dirigidos, como moléculas pequeñas, péptidos,
proteínas (ejemplo, anticuerpos) y ácidos nucleicos.111, 127, 164Algunas realizaciones incluyen una metodología
operativa para sintetizar dispersiones de PEM que cumplen sistemáticamente las siguientes características estándar:
(i) radio promedio entre 100-200 nm con índice de polidispersidad <1.1 (ii) Mb eficiencia de encapsulación >50% en10
moles; (iii) relación en peso de Mb encapsulada: polímero >2; (iv) solución metMb nivel <5%; (v) viscosidad de
suspensión entre 3-4 cP; (vi) P50 entre 2-3 mm Hg; y, (vii) al menos un orden de magnitud menor de constante de
velocidad de enlace NO medido para Mb libre en peso similar por volumen de distribución; (viii) concentración de
suspensión final de entre 80 y 180 mg Mb/ml de solución; y (ix) excelente estabilidad en diferentes condiciones de
almacenamiento y flujo según lo determinado por la morfología intacta, el cambio en el diámetro promedio de partícula15
<5 nm y la concentración de Mb inalterada (cambio <0.5 g/dL) y el nivel de metMb sin cambios (cambio <2%).

Las diversas formas de realización de PEM pueden diferir en su combinación de tamaño de partícula, deformabilidad
y concentración. Cada uno de estos parámetros puede afectar independientemente la cantidad de Mb por partícula,
la estabilidad de las partículas y el número de partículas que se acumularán en el sitio del tumor. Se pueden formar
PEM que tienen un diámetro medio de partículas de 100 nm o 200 nm. Los polímeros, al igual que otras nanopartículas20
que tienen un diámetro menor de 250 nm, pueden acumularse en tumores sólidos debido al efecto EPR.111, 114, 164.
Aunque los polimerosomas con un diámetro particular promedio de 200 nm pueden entregar más Mb por partícula, los
que son -100 nm de diámetro pueden exhibir vidas medias de circulación sanguínea más largas (antes del eventual
aclaramiento por la RES) 102, 111, 114, 136, 172 y pueden demostrar una mayor acumulación de tumores al atravesar los
canales de plasma173 (pequeños microvasos que excluyen los RBC).25

Una realización PEM puede construirse a partir de PEO-b-PCL, poli(óxido de etileno)-bloque poli(-metil ε-
caprolactona) (PEO-b-PMCL) y/o poli(óxido de etileno)-polímeros de poli(trimetilcarbonato) (PEO-b-PTMC) dibloque
para determinar el equilibrio final de la estabilidad de la partícula frente a la deformabilidad que puede maximizar la
administración in vivo del tumor. PMCL, como un derivado de PCL, forma polimerosomas completamente
bioabsorbibles que se degradan a través de la hidrólisis no enzimática de enlaces éster.174 PEO-b-PCL, sin embargo,30
puede producir membranas de vesículas sólidas ultraestables mientras que PEO-b-PMCL y PEO -b-TMC puede
generar polimerosomas más deformables, una característica que puede ayudar en la etapa de PEM a través de vasos
sanguíneos tumorales tortuosos.

Las diversas realizaciones pueden incluir una nanopartícula de polímeros, u otros portadores de oxígeno con tamaños
variables. En diversas realizaciones, el polímero o el portador de oxígeno incluye una forma aproximadamente esférica35
y tiene un diámetro de aproximadamente 50 nm a aproximadamente 1 µm. En diversas realizaciones, el polímero o el
portador de oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 50 nm a aproximadamente 250 nm. En diversas
realizaciones, el polímero o el portador de oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 100 nm a aproximadamente
200 nm. En diversas realizaciones, el polímero o el portador de oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 200
nm a aproximadamente 300 nm. En diversas realizaciones, el polímero o el portador de oxígeno tiene un diámetro de40
aproximadamente 300 nm a aproximadamente 400 nm. En diversas realizaciones, el polímero o el portador de oxígeno
tiene un diámetro de aproximadamente 400 nm a aproximadamente 500 nm. En diversas realizaciones, el polímero o
el portador de oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 500 nm a aproximadamente 600 nm. En diversas
realizaciones, el polímero o el portador de oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 600 nm a aproximadamente
700 nm. En diversas realizaciones, el polímero o el portador de oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 70045
nm a aproximadamente 800 nm. En diversas realizaciones, el polímero o el portador de oxígeno tiene un diámetro de
aproximadamente 800 nm a aproximadamente 900 nm. En diversas realizaciones, el polímero o el portador de oxígeno
tiene un diámetro de aproximadamente 900 nm a aproximadamente 1 µm.

En diversas realizaciones, el portador de oxígeno consiste en una nanopartícula que tiene un diámetro de
aproximadamente 5 nm a aproximadamente 100 nm. En diversas realizaciones, el portador de oxígeno tiene un50
diámetro de aproximadamente 5 nm a aproximadamente 10 nm. En diversas realizaciones, el portador de oxígeno
tiene un diámetro de aproximadamente 10 nm a aproximadamente 50 nm. En diversas realizaciones, el portador de
oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 50 nm a aproximadamente 100 nm. En diversas realizaciones, el
portador de oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 300 nm. En diversas
realizaciones, el portador de oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 300 nm a aproximadamente 500 nm. En55
diversas realizaciones, el portador de oxígeno tiene un diámetro de aproximadamente 500 nm a aproximadamente 1
µm.

En una realización adicional, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas pueden incluir grosores de
membrana variables. El grosor de la membrana puede depender del peso molecular de los polímeros y de los tipos
de polímeros utilizados en la preparación de los portadores de oxígeno o polimerosomas. En diversas realizaciones,60
la membrana puede ser una sola capa, doble, triple, cuádruple o más de polímeros. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un espesor de membrana de polímero de
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aproximadamente 5 nm a aproximadamente 35 nm. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno,
nanopartículas y/o polimerosomas tienen un grosor de membrana de aproximadamente 5 nm a aproximadamente 10
nm. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un grosor de
membrana de aproximadamente 10 nm a aproximadamente 15 nm. En diversas realizaciones, los portadores de
oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un grosor de membrana de aproximadamente 15 nm a5
aproximadamente 20 nm. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen un grosor de membrana de aproximadamente 20 nm a aproximadamente 25 nm. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen un grosor de membrana de aproximadamente 25 nm
a aproximadamente 30 nm. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas
tienen un grosor de membrana de aproximadamente 30 nm a aproximadamente 35 nm. En diversas realizaciones, los10
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una membrana de polímero que no tiene más de
aproximadamente 5 nm de grosor. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas tienen una membrana de polímero que no tiene más de aproximadamente 10 nm de grosor. En
diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una membrana de
polímero que no tiene más de aproximadamente 15 nm de grosor. En diversas realizaciones, los portadores de15
oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una membrana de polímero que no tiene más de aproximadamente
20 nm de grosor. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una
membrana de polímero que no tiene más de aproximadamente 25 nm de grosor. En diversas realizaciones, los
portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas tienen una membrana de polímero que no tiene más de
aproximadamente 30 nm de grosor. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o20
polimerosomas tienen una membrana de polímero que no tiene más de aproximadamente 35 nm de espesor.

La Figura 9 ilustra un método 900 para la preparación de MBOC. En la etapa 902, el portador de oxígeno basado en
mioglobina (MBOC) se autoensambla en solución acuosa. En la etapa 904, el portador de oxígeno basado en
mioglobina se estabiliza mediante modificación química. En la etapa 906, el constructo resultante se liofiliza. En la
etapa 908, el constructo resultante se almacena a través del almacenamiento en fase seca. En la etapa 910,25
rehidratación de la solución en el punto de atención. En la etapa 912, los MBOC biodegradables que retienen su
mioglobina original pueden administrarse in vivo. Como ejemplo no limitativo, los Mb encapsulados en el polímerosoma
se pueden preparar y generar a través de un método de preparación de MBOC de este tipo. En la etapa 914, pueden
administrarse al tumor de un paciente MBOC y/o un agente de alta afinidad al oxígeno que comprende mioglobina y
radiación ionizante.30

La Figura 10 ilustra un método 1000 para preparar un polimerosoma que comprende al menos un polímero
biocompatible y al menos un polímero biodegradable. Cabe señalar que la Figura 10 proporciona una descripción
general de alto nivel de las etapas del método y los detalles de cada etapa se proporcionan más abajo. En la etapa
1002, se puede preparar una solución orgánica que tiene una pluralidad de polímeros. En la etapa 1004, la solución
orgánica que comprende la pluralidad de polímeros puede exponerse a un plástico, politetrafluoroetileno (es decir,35
Teflon™) (aquí "PTFE"), o superficie de vidrio. En la etapa 1006, la solución orgánica puede deshidratarse en la
superficie de plástico, PTFE o vidrio para crear una película de polímeros. En la etapa 1008, la película de polímeros
puede rehidratarse en una solución acuosa. En la etapa 1010, los polímeros pueden estar entrecruzados en la solución
acuosa mediante modificación química.

Los polimerosomas de la diversas realizaciones de PEM pueden comprender copolímeros que se sintetizan para incluir40
grupos polimerizables dentro de sus bloques hidrófilos o hidrófobos. Los polímeros biodegradables polimerizables se
pueden utilizar para formar polimerosomas que coincorporan Mb y un iniciador soluble en agua en sus interiores
acuosos, o alternativamente, compartimentando Mb en sus cavidades acuosas y un iniciador insoluble en agua en sus
membranas hidrófobas.

Las diversas realizaciones pueden incluir además un método para preparar un polimerosoma que comprende al menos45
un polímero biocompatible y al menos un polímero biodegradable que comprende: (a) preparar una solución orgánica
que comprende una pluralidad de polímeros y exponer la solución orgánica que comprende la pluralidad de polímeros
a plástico, politetrafluoroetileno (PTFE) (también conocido como Teflon®) o superficie de vidrio; (b) deshidratar la
solución orgánica en el plástico, Teflon® o superficie de vidrio para crear una película de polímeros; y (c) rehidratar la
película de polímeros en una solución acuosa de mioglobina; (d) entrecruzamiento de los polímeros en la solución50
acuosa mediante modificación química.

Las composiciones de las diversas realizaciones pueden prepararse mediante métodos de hidratación directa como
se describe en O'Neil, et al., Langmuir 2009, 25(16), 9025-9029. Brevemente, los polimerosomas de las diversas
realizaciones se pueden hacer y encapsular usando el siguiente método: Para preparar formulaciones, se pueden
pesar 20 mg de polímero en un tubo de centrífuga de 1.5 mL, calentar a 95°C durante 20 minutos y mezclar. Después55
de enfriar las muestras a temperatura ambiente (mínimo 15 minutos), se pueden agregar 10 µL de solución proteica y
diluir con 20, 70 y 900 µL de solución salina regulada con fosfato (PBS) de 10 mmol, pH 7.4, con mezcla después de
cada adición. Como control, los polimerosomas pueden formarse mediante dilución con PBS (10, 20, 70, 890 µL de
PBS con mezcla después de cada adición) y finalmente agregar 10 µL de solución de mioglobina después de la
formación de los polimerosomas. De esta manera, la eficiencia de encapsulación y la carga se pueden calcular por60
sustracción. Todas las muestras se pueden preparar por triplicado. Las eficiencias de encapsulación pueden
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cuantificarse a partir de curvas estándar generadas a partir de la entrecruzamiento marcada con fluorescencia a los
polímeros de elección bajo investigación.

En un método de realización adicional, la preparación de polímeros puede implicar el fraccionamiento a gran escala
de partículas vesiculares. En resumen, un total de 1.25 g de copolímero dibloque se puede hidratar con 25 mL de
regulador fosfato 10 mM (PB) a pH 7.3. Debido a la baja solubilidad de los copolímeros dibloque en PB, la mezcla de5
polímeros acuosos puede someterse a sonicación (Branson Sonifier 450, VWR Scientific, West Chester, PA) durante
8-10 horas a temperatura ambiente para producir la solución de copolímero de reserva. La solución de copolímero de
reserva se puede mezclar luego con 25 mL de Mb purificado (250-300 g/L) para producir una concentración de
copolímero de 12.5 mg/mL en la mezcla de copolímero de Mb. Los polimerosomas vacíos se pueden preparar
diluyendo la solución de copolímero de reserva en PB, en lugar de la solución de Mb purificada, para producir una10
concentración de copolímero de 12.5 mg/mL. Para el método de extrusión manual de 1 mL de volumen, la mezcla de
copolímero/copolímero Mb se puede extrudir 20 veces a través de membranas de policarbonato de 100 nm o 200 nm
de diámetro (Avanti PolarLipids, Alabaster, AL). Sin embargo, para el método de extrusión de Fibra Hueca (HF) a gran
escala (Figuras 4 y 5), la mezcla de copolímero/copolímero Mb puede extrudirse a través de una membrana de HF de
0.2 µm (Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA). Para ambos métodos de extrusión, las dispersiones de15
PEM extrudidas se pueden dializar durante la noche utilizando bolsas de diálisis de corte de peso molecular (MWCO)
de 300 kDa (Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA) en PB a 4°C a una relación Volumen/Volumen
1:1000 (v/v) (PEM extrudido/PB) para eliminar los Mb no encapsulados de la dispersión vesicular. Se puede utilizar un
fraccionador de flujo de campo de flujo asimétrico Eclipse (Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA) acoplado en
serie a un fotómetro de dispersión de luz estática de ángulos múltiples Dawn Heleos de 18 ángulos (Wyatt Technology20
Corp., Santa Barbara, CA) para medir la distribución de tamaño de polimerosomas vacíos y partículas PEM. El
fotómetro de dispersión de luz está equipado con un láser GaAs de 30 mW que funciona a una longitud de onda del
láser de 658 nm. Los espectros de dispersión de luz pueden analizarse utilizando el paquete de software ASTRA
(Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA) para calcular la distribución del tamaño de partícula. El regulador de
elución consistió en PB 10 mM a pH 7.3.25

Se debe tener en cuenta que, si bien los valores de diámetro se indican anteriormente, el diámetro final de la membrana
de policarbonato a través de la cual se extruden los polimerosomas definirá la distribución de tamaño final (diámetro)
de los polimerosomas en esa suspensión.

Encapsulación de Mb en PEM: para medir la cantidad de Mb que se encapsuló dentro de las partículas de PEM, las
dispersiones de PEM dializadas se lisaron primero utilizando Triton X100 al 0.5% v/v (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)30
en PB. Las muestras de PEM lisadas se pueden centrifugar a 14.000 rpm durante 15 minutos, y el sobrenadante se
puede recoger para su análisis. La concentración de Mb encapsulada obtenida después de la lisis de las partículas de
PEM (mg/mL) se puede medir utilizando el método de Bradford mediante el kit de ensayo de proteínas Coomassie
Plus (Pierce Biotechnology, Rockford, IL).

Como consecuencia de la reacción de dos o más de los grupos polimerizables facilitados por el iniciador, se pueden35
generar dispersiones de PEM estabilizadas a través de la formación de enlaces covalentes entre las cadenas de los
copolímeros que forman las membranas de polimerosoma. Estas constructos de PEM estabilizadas se pueden secar
más a través de protocolos de liofilización bien establecidos sin alterar la estructura del polimerosoma formado o
perder los Mb encapsulados. En diversas realizaciones, los polimerosomas se administran en la solución acuosa. Si
se liofilizan, en diversas realizaciones, los polimerosomas se reconstituyen en una solución acuosa apropiada y se40
administran a un sujeto. El PEM biodegradable liofilizado se puede almacenar en un desecador (libre de O2) a 4°C
durante períodos de tiempo variables sin degradación del polímero o Mb, ya que las suspensiones secas están libres
de radicales libres acuosos, protones, etc. Los polimerosomas pueden rehidratarse en el punto de atención previa a
la entrega.

Para generar polimerosomas estabilizados, las unidades polimerizables pueden unirse químicamente a los extremos45
hidrófilos o hidrófobos del copolímero después de la síntesis. Se pueden formar uno o más enlaces cruzados entre las
cadenas de copolímero multibloque entre las unidades polimerizables y los polímeros hidrófilos o hidrófobos de las
diversas realizaciones. Estos entrecruzamientos pueden formarse adecuadamente introduciendo una composición
que tiene múltiples grupos polimerizables a las cadenas de copolímero multibloque, aunque en varios casos, el propio
copolímero multibloque incluye múltiples grupos polimerizables. En diversas realizaciones, los múltiples grupos50
polimerizables se eligen entre acrilatos, metacrilatos, acrilamidas, metacrilamidas, vinilos, unidades de vinil sulfona o
una combinación de los mismos. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas comprenden los grupos polimerizables de aproximadamente 0% en peso (peso) a aproximadamente
5% en peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas comprenden los grupos polimerizables de aproximadamente 5% en peso a aproximadamente 10% en55
peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas comprenden los grupos polimerizables de aproximadamente 10% en peso a aproximadamente 20%
en peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas comprenden los grupos polimerizables de aproximadamente 20% en peso a aproximadamente 30%
en peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o60
polimerosomas comprenden los grupos polimerizables de aproximadamente 30% en peso a aproximadamente 40%
en peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
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polimerosomas comprenden los grupos polimerizables de aproximadamente 40% en peso a aproximadamente 50%
en peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas comprenden los grupos polimerizables de aproximadamente 50% en peso a aproximadamente 60%
en peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas comprenden los grupos polimerizables de aproximadamente 60% en peso a aproximadamente 70%5
en peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno o los polimerosomas
comprenden los grupos polimerizables desde aproximadamente 70% en peso hasta aproximadamente 80% en peso
del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o
polimerosomas comprenden los grupos polimerizables desde aproximadamente 80% en peso hasta aproximadamente
90% en peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas10
y/o polimerosomas comprenden los grupos polimerizables desde aproximadamente el 90% en peso hasta
aproximadamente el 95% en peso del peso total de la composición. En diversas realizaciones, los portadores de
oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas comprenden los grupos polimerizables desde aproximadamente el 95%
en peso hasta aproximadamente el 100% en peso del peso total de la composición. La entrecruzamiento entre las
cadenas de una membrana se logra mediante la activación de la reacción de polimerización por un iniciador y resulta15
en la mejora de la rigidez de la composición del polimerosoma. En ciertas realizaciones, el grupo polimerizable puede
conjugarse con un bloque hidrófilo de copolímero que consiste en poli(óxido de etileno), poli(etilenglicol), poli(ácido
acrílico) y similares. En otras realizaciones, el grupo polimerizable puede conjugarse con el bloque hidrófobo del
copolímero que consiste en poli(ε-caprolactona), poli(y-metil ε-caprolactona), poli(trimetilcarbonato), poli(menturo),
poli(lactida), poli(glicolida), poli(metilglicolida), poli(dimetilsiloxano), poli(isobutileno), poli(estireno), poli(etileno),20
poli(óxido de propileno), etc. El iniciador puede ser una molécula que genera/reacciona al calor, luz, pH, solución
iónica, osmolaridad, presiones, etc. En diversas realizaciones, el iniciador puede ser fotorreactivo y entrecruzar los
polímeros del portador de oxígeno o el polimerosoma a través de la exposición a la luz ultravioleta.

Las composiciones de las diversas realizaciones se pueden preparar sin el uso de disolventes orgánicos. Las
composiciones de las diversas realizaciones pueden incluir polimerosomas que comprenden poli(óxido de etileno)-25
bloque-poli(ε-caprolactona), poli(óxido de etileno)-bloque-poli(y-metil ε-caprolactona) y/o), y/o copolímeros de
poli(óxido de etileno)-bloque-poli(trimetilcarbonato) que se han modificado con un resto de acrilato en el extremo del
bloque hidrófobo. En diversas realizaciones, los portadores de oxígeno, nanopartículas y/o polimerosomas pueden
comprender polímeros entrecruzados formados entre el término de bloque hidrófobo y un diacrilato usando un iniciador
de UV, tal como 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona (DMPA). En diversas realizaciones, el DMPA se compartimenta en la30
membrana del polimerosoma durante el ensamblaje del polimerosoma mientras que el Mb ocupa el compartimento
acuoso interno del vehículo.

La composición de las diversas realizaciones también puede comprender polímerosomas, nanopartículas o portadores
de oxígeno que tienen vidas medias degradantes aumentadas. Los tiempos de circulación del portador de oxígeno y
los polimerosomas generalmente pueden limitarse a horas (o hasta un día) debido a un rápido aclaramiento por el35
sistema fagocítico mononuclear (MPS) del hígado y el bazo, o por excreción. Los estudios clínicos han demostrado
que los tiempos de circulación de los portadores esféricos generalmente se pueden extender al triple en humanos que
en ratas. Tal como se propuso para las formulaciones farmacológicas de liposomas de PEG utilizadas clínicamente,
los portadores de oxígeno y los polimerosomas con una larga vida en circulación pueden aumentar la exposición del
fármaco a células cancerosas, tejidos con bajo contenido de oxígeno o heridas en curación, y por lo tanto aumentar la40
dosis integrada en el tiempo, comúnmente referida en la administración de medicamentos como "el área bajo la curva".
Además, el mayor efecto de permeación y retención que permite que pequeños solutos y micelas permeen los vasos
sanguíneos con fugas de un tumor en rápida expansión también podría permitir que los portadores de oxígeno y los
polimerosomas se transporten al estroma del tumor. La circulación persistente de los portadores de oxígeno y los
polimerosomas tiene muchas aplicaciones prácticas porque estos vehículos pueden aumentar la exposición de los45
medicamentos a las células cancerosas, a los tejidos bajos o pobres en oxígeno, o a las heridas en curación.

Las composiciones de las diversas realizaciones pueden comprender polimerosomas, nanopartículas o portadores de
oxígeno que tienen un aumento de la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, las composiciones tienen un
cierto porcentaje de composición en masa de polímero diseñado para tener una vida media circulatoria de
aproximadamente 12 horas a aproximadamente 36 horas, y una vida media de degradación de aproximadamente 3850
a aproximadamente 60 horas.

En diversas realizaciones, las composiciones tienen un cierto porcentaje de composición en masa de polímero
diseñado para tener una vida media circulatoria de aproximadamente 12 horas menos que la vida media de
degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. Este retraso en la degradación puede variar dependiendo de la
vía de administración y/o del micro-compartimento objetivo, el tamaño del portador de oxígeno o polímero o55
microambiente subcelular. En diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas,
nanopartículas o portadores de oxígeno tienen una vida media circulatoria de aproximadamente 11 horas menos que
la vida media de degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. En diversas realizaciones, las composiciones
que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno tienen una vida media circulatoria de
aproximadamente 10 horas menos que la vida media de degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. En60
diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno
tienen una vida media circulatoria de aproximadamente 9 horas menos que la vida media de degradación del portador
de oxígeno o polimerosoma. En diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas,
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nanopartículas o portadores de oxígeno tienen una vida media circulatoria de aproximadamente 8 horas menos que
la vida media de degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. En diversas realizaciones, las composiciones
que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno tienen una vida media circulatoria de
aproximadamente 7 horas menos que la vida media de degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. En
diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno5
tienen una vida media circulatoria de aproximadamente 6 horas menos que la vida media de degradación del portador
de oxígeno o polimerosoma. En diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas,
nanopartículas o portadores de oxígeno tienen una vida media circulatoria de aproximadamente 5 horas menos que
la vida media de degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. En diversas realizaciones, las composiciones
que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno tienen una vida media circulatoria de10
aproximadamente 4 horas menos que la vida media de degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. En
diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno
tienen una vida media circulatoria de aproximadamente 3 horas menos que la vida media de degradación del portador
de oxígeno o polimerosoma. En diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas,
nanopartículas o portadores de oxígeno tienen una vida media circulatoria de aproximadamente 2 horas menos que15
la vida media de degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. En diversas realizaciones, las composiciones
que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno tienen una vida media circulatoria de
aproximadamente 1 hora menos que la vida media de degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. En
diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno
tienen una vida media circulatoria de aproximadamente 14 horas menos que la vida media de degradación del portador20
de oxígeno o polimerosoma. En diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas,
nanopartículas o portadores de oxígeno tienen una vida media circulatoria de aproximadamente 1 hora a
aproximadamente 20 horas menos que la vida media de degradación del portador de oxígeno o polimerosoma. En
diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno
tienen un cierto porcentaje de composición en masa de polímero diseñado para tener una vida media circulatoria de25
aproximadamente 36 horas, y una vida media de degradación mayor que aproximadamente 48 horas. En diversas
realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno tienen un
cierto porcentaje de composición de masa de polímero diseñado para tener una vida media circulatoria de
aproximadamente 24 horas a aproximadamente 36 horas, y una vida media de degradación de aproximadamente 38
a aproximadamente 60 horas En diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polimerosomas,30
nanopartículas o portadores de oxígeno tienen un cierto porcentaje de composición de masa de polímero diseñado
para tener una vida media circulatoria de aproximadamente 28 horas a aproximadamente 36 horas, y una vida media
de degradación de aproximadamente 38 a aproximadamente 60 horas En diversas realizaciones, las composiciones
que comprenden polimerosomas, nanopartículas o portadores de oxígeno tienen un cierto porcentaje de composición
de masa de polímero diseñado para tener una vida media circulatoria de aproximadamente 30 horas a35
aproximadamente 36 horas, y una vida media de degradación de aproximadamente 38 a aproximadamente 60 horas
En diversas realizaciones, las composiciones que comprenden polímeros, nanopartículas o portadores de oxígeno
tienen un cierto porcentaje de composición en masa de polímero diseñado para tener una vida media circulatoria de
no más de 36 horas, y una vida media de degradación de aproximadamente 38 a aproximadamente 60 horas.

En diversas realizaciones, la vida media de degradación es 6 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas40
realizaciones, la vida media de degradación es entre 6 horas y 24 horas mayor que la vida media circulatoria. En
diversas realizaciones, la vida media de degradación es más de 24 horas mayor que la vida media circulatoria. En
diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 6 horas mayor que la vida media
circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 7 horas mayor que la vida
media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 8 horas mayor que45
la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 9 horas mayor
que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 10 horas
mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente
11 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es
aproximadamente 12 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de50
degradación es aproximadamente 13 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida
media de degradación es aproximadamente 14 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones,
la vida media de degradación es aproximadamente 15 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas
realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 16 horas mayor que la vida media circulatoria. En
diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 17 horas mayor que la vida media55
circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 18 horas mayor que la vida
media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 19 horas mayor que
la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 20 horas
mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente
21 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es60
aproximadamente 22 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de
degradación es aproximadamente 23 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida
media de degradación es aproximadamente 24 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas realizaciones,
la vida media de degradación es aproximadamente 36 horas mayor que la vida media circulatoria. En diversas
realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 48 horas mayor que la vida media circulatoria. En65
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diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 60 horas mayor que la vida media
circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es aproximadamente 72 horas mayor que la vida
media circulatoria. En diversas realizaciones, la vida media de degradación es más de 96 horas mayor que la vida
media circulatoria.

El suministro in vivo se puede lograr por vía intravenosa, por inhalación, por vía transmucosa (por ejemplo, bucal) o5
por vía transcutánea. Las dosis para un huésped dado pueden determinarse usando consideraciones convencionales,
por ejemplo, mediante la comparación habitual de las actividades diferenciales de las preparaciones en cuestión y un
protocolo farmacológico convencional, conocido y apropiado.

En una realización, se pueden usar diferentes concentraciones finales de PEM para probar los efectos de la dosis de
Mb en la mejora de la oxigenación y mitigar la hipoxia tumoral. Las inyecciones de 100 uL de PEM que contienen 9010
o 180 mg Mb/mL pueden dar como resultado dosis de inyección de 450 o 900 mg/kg de Mb, respectivamente,
suponiendo un ratón de 20 g. Estas dosis corresponden a la dosis total de inyección de hemoglobina encontrada en
0.5 y 1 unidad de sangre total, asumiendo concentraciones de 15 g/dL en sangre, 450 mL de sangre/unidad, y un
humano de 70 kg. Si bien las dosis más altas de PEM probablemente mejoren la administración de tumores de Mb,
las cantidades incrementadas de Mb libres (liberadas durante la degradación de PEM) también pueden resultar en15
una captación local de NO, una microperfusión disminuida y una oxigenación ineficaz.175 En una realización preferida,
las concentraciones de polímero asociadas y las dosis de inyección al sujeto pueden variar entre 2.5-18 mg/mL y 12.5-
90 mg/kg, asumiendo una relación en peso final de Mb encapsulado:polímero entre 10-35, ambos dentro del rango de
estudios previos en animales que no demostraron toxicidades subagudas o agudas in vivo de diversas composiciones
de polímeros.111, 122, 164, 168, 17120

La composición farmacéutica de las diversas realizaciones puede ser un portador de oxígeno que posee diferentes
"relaciones de carga" de mioglobina como agente de unión de oxígeno a vehículo inerte. En diversas realizaciones, la
composición farmacéutica comprende <5 mg de mioglobina/mg de vehículo inerte. En diversas realizaciones, la
composición farmacéutica comprende de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 mg de mioglobina/mg de
vehículo inerte. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de aproximadamente 10 a25
aproximadamente 40 mg de vehículo inerte de polímero de mioglobina/mg. En diversas realizaciones, la composición
farmacéutica comprende de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 mg de mioglobina/mg de vehículo inerte. En
diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de aproximadamente 30 a aproximadamente 40 mg
de mioglobina/mg de vehículo inerte. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de
aproximadamente 35 a aproximadamente 40 mg de mioglobina/mg de vehículo inerte. En diversas realizaciones, la30
composición farmacéutica comprende de aproximadamente 25 a aproximadamente 40 mg de mioglobina/mg de
vehículo inerte. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de aproximadamente 25 a
aproximadamente 35 mg de mioglobina/mg de vehículo inerte. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica
comprende de aproximadamente 25 a aproximadamente 30 mg de mioglobina/mg de vehículo inerte. En diversas
realizaciones, la composición farmacéutica comprende de aproximadamente 20 a aproximadamente 25 mg de35
mioglobina/mg de vehículo inerte. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de
aproximadamente 10 a aproximadamente 15 mg de mioglobina/mg de vehículo inerte.

En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de aproximadamente 5 a aproximadamente 35 mg
Mb/mg de polímero. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de aproximadamente 10 a
aproximadamente 35 mg Mb/mg de polímero. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de40
aproximadamente 20 a aproximadamente 35 mg Mb/mg de polímero. En diversas realizaciones, la composición
farmacéutica comprende de aproximadamente 30 a aproximadamente 35 mg Mb/mg de polímero. En diversas
realizaciones, la composición farmacéutica comprende de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 mg Mb/mg de
polímero. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de aproximadamente 25 a
aproximadamente 30 mg Mb/mg de polímero. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende de45
aproximadamente 20 a aproximadamente 25 mg Mb/mg de polímero. En diversas realizaciones, la composición
farmacéutica comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 15 mg Mb/mg de polímero. En diversas
realizaciones, la composición farmacéutica comprende de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 mg Mb/mg de
polímero. En diversas realizaciones, las dosificaciones de Mb pueden reemplazarse por el mismo peso de Mb.

En diversas realizaciones, la composición farmacéutica es una formulación líquida, en donde la dosis puede ser de50
aproximadamente 1 unidad de composiciones a aproximadamente 50 unidades de suspensión portadora de oxígeno,
en donde una unidad de suspensión comprende de aproximadamente 40 g de Mb a aproximadamente 85 g de Mbe.
En una realización, el compuesto/agente de alta afinidad al oxígeno tiene una P50 para el oxígeno que es inferior a 5
mm Hg.

En diversas realizaciones, una unidad de una formulación líquida que comprende la composición farmacéutica55
comprende aproximadamente 41 gramos de Mb. En diversas realizaciones, una unidad de una formulación líquida
que comprende la composición farmacéutica comprende aproximadamente 45 gramos de Mb. En diversas
realizaciones, una unidad de una formulación líquida que comprende la composición farmacéutica comprende
aproximadamente 50 gramos de Mb. En diversas realizaciones, una unidad de una formulación líquida que comprende
la composición farmacéutica comprende aproximadamente 55 gramos de Mb. En diversas realizaciones, una unidad60
de una formulación líquida que comprende la composición farmacéutica comprende aproximadamente 60 gramos de
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Mb. En diversas realizaciones, una unidad de una formulación líquida que comprende la composición farmacéutica
comprende aproximadamente 65 gramos de Mb. En diversas realizaciones, una unidad de una formulación líquida
que comprende la composición farmacéutica comprende aproximadamente 70 gramos de Mg. En diversas
realizaciones, una unidad de una formulación líquida que comprende la composición farmacéutica comprende
aproximadamente 75 gramos de Mb. En diversas realizaciones, una unidad de una formulación líquida que comprende5
la composición farmacéutica comprende aproximadamente 80 gramos de Mb. En diversas realizaciones, una unidad
de una formulación líquida que comprende la composición farmacéutica comprende aproximadamente 85 gramos de
Mb.

En general, una composición farmacéutica de acuerdo con las diversas realizaciones puede comprender una dosis de
mioglobina como proteína de unión a oxígeno que puede suspenderse dentro de una solución y administrarse en10
unidades, donde una unidad es igual a 81 gramos de proteína de unión a oxígeno. Si un sujeto se somete a una cirugía
o experimenta una pérdida de sangre, la composición farmacéutica se puede administrar al sujeto de acuerdo con el
siguiente régimen de dosificación, donde la sangre se reemplaza con unidades de formulación líquida: En diversas
realizaciones, la composición farmacéutica comprende aproximadamente 40 g de oxígeno proteína de enlace/unidad
de solución a aproximadamente 81 g de proteína de enlace de oxígeno/unidad de solución.15

Ejemplos de uso de sangre Promedio # unidades requeridas por paciente

Accidente de automóvil 50 unidades de sangre

Cirugía de corazón 6 unidades de sangre

6 unidades de plaquetas

Trasplante de órgano 40 unidades de sangre

30 unidades de plaquetas

20 bolsas de crioprecipitado

25 unidades de plasma fresco congelado

Transplante de médula ósea 120 unidades de plaquetas

20 unidades de sangre

En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende una dosis de aproximadamente 40 g de Mb/unidad
de solución a aproximadamente 80 g de Mb/unidad de solución. En diversas realizaciones, la composición
farmacéutica comprende una dosis de aproximadamente 50 g de Mb/unidad de solución a aproximadamente 80 g de
Mb/unidad de solución. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica comprende una dosis de20
aproximadamente 60 g de Mb/unidad de solución a aproximadamente 80 g de Mb/unidad de solución. En diversas
realizaciones, la composición farmacéutica comprende una dosis de aproximadamente 70 g de Mb/unidad de solución
a aproximadamente 80 g de Mb/unidad de solución. En diversas realizaciones, la composición farmacéutica
comprende una dosis de aproximadamente 60 g de Mb/unidad de solución a aproximadamente 70 g de Mb/unidad de
solución.25

La dosis de la composición farmacéutica de las diversas realizaciones también se puede medir en gramos de
polimerosoma administrado por kg de un sujeto. En diversas realizaciones, la dosis total comprende de
aproximadamente 12.5 mg de polímero a aproximadamente 90 mg de polímero por kg de un sujeto. En diversas
realizaciones, la dosis total comprende de aproximadamente 15 mg de polímero a aproximadamente 90 mg de
polímero por kg de un sujeto. En diversas realizaciones, la dosis total comprende de aproximadamente 25 mg de30
polímero a aproximadamente 90 mg de polímero por kg de un sujeto. En diversas realizaciones, la dosis total
comprende de aproximadamente 35 mg de polímero a aproximadamente 90 mg de polímero por kg de un sujeto. En
diversas realizaciones, la dosis total comprende de aproximadamente 45 mg de polímero a aproximadamente 90 mg
de polímero por kg de un sujeto. En diversas realizaciones, la dosis total comprende de aproximadamente 55 mg de
polímero a aproximadamente 90 mg de polímero por kg de un sujeto. En diversas realizaciones, la dosis total35
comprende de aproximadamente 65 mg de polímero a aproximadamente 90 mg de polímero por kg de un sujeto. En
diversas realizaciones, la dosis total comprende de aproximadamente 75 mg de polímero a aproximadamente 90 mg
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de polímero por kg de un sujeto. En diversas realizaciones, la dosis total comprende de aproximadamente 80 mg de
polímero a aproximadamente 90 mg de polímero por kg de un sujeto. En diversas realizaciones, la dosis total
comprende de aproximadamente 85 mg de polímero a aproximadamente 90 mg de polímero por kg de un sujeto.

En diversas realizaciones, la composición farmacéutica es una formulación líquida que comprende un efector
alostérico tal como 2,3-bisfosfogoglicerato, en donde la formulación comprende de aproximadamente 1 a5
aproximadamente 100 mmol/L de formulación. En diversas realizaciones, la formulación comprende de
aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mmol de un isómero de 2,3-bifosfoglicerato por litro de formulación. En
diversas realizaciones, la formulación comprende de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mmol de un isómero
de 2,3 bisfosfoglicerato por L de formulación. En diversas realizaciones, la formulación comprende aproximadamente
5 mmol de 2,3-bisfosfoglicerato o isómero derivado del mismo por L de formulación. En diversas realizaciones, la10
formulación comprende aproximadamente 2,25 mmol de 2,3-bisfosfoglicerato o isómero derivado del mismo por
unidad (450 mL) de formulación.

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse, envasarse o venderse en forma de una suspensión o solución
estéril, inyectable, acuosa u oleosa. Esta suspensión o solución puede formularse de acuerdo con la técnica conocida,
y puede comprender, además de mioglobina, ingredientes adicionales tales como agentes dispersantes, agentes15
humectantes o agentes de suspensión descritos en el presente documento. Dichas formulaciones inyectables estériles
se pueden preparar utilizando un diluyente o disolvente no tóxico parenteralmente aceptable, como agua o 1,3-
butanodiol, por ejemplo. Otros diluyentes y disolventes aceptables incluyen, pero no se limitan a, solución de Ringer,
solución de cloruro de sodio isotónica y aceites fijos como mono o diglicéridos sintéticos. Otras formulaciones
administrables por vía parenteral que son útiles incluyen aquellas que comprenden mioglobina en una preparación20
liposomal, o como un componente de sistemas de polímeros biodegradables. Las composiciones para liberación
sostenida o implantación pueden comprender materiales polímeros o hidrófobos farmacéuticamente aceptables, tales
como una emulsión, una resina de intercambio iónico, un polímero poco soluble o una sal poco soluble. Las
formulaciones descritas en el presente documento también son útiles para el suministro pulmonar y el tratamiento de
dichos cánceres del sistema respiratorio o pulmón, también son útiles para el suministro intranasal de una composición25
farmacéutica de las diversas realizaciones. Dicha formulación adecuada para la administración intranasal es un polvo
grueso que comprende mioglobina y que tiene una partícula promedio de aproximadamente 0.2 a 500 micrómetros,
administrado por inhalación rápida a través del pasaje nasal desde un contenedor del polvo mantenido cerca de las
fosas nasales.

Las diversas composiciones farmacéuticas de realización pueden administrarse para suministrar una dosis de30
aproximadamente 0.1 g/kg/día a aproximadamente 100 g/kg/día, donde la medida en gramos es igual al peso total de
Mb y polímero en la composición farmacéutica. En diversas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 0.1 a 1
g/kg/día. En otra realización, la dosis es de aproximadamente 0.5 g/kg/día a aproximadamente 1.0 g/kg/día. En otra
realización, la dosis es de aproximadamente 1.0 g/kg/día a aproximadamente 1.5 g/kg/día. En otra realización, la dosis
es de aproximadamente 1.5 g/kg/día a aproximadamente 2.0 g/kg/día. En otra realización, la dosis es de35
aproximadamente 2.5 g/kg/día a aproximadamente 3.0 g/kg/día. En otra realización, la dosis es 1.0, 2.0, 5.0, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 g/kg/día, donde la medida en gramos es igual al peso total de Mb y polímero en la
composición farmacéutica. En una realización, la administración de una dosis puede resultar en una concentración
terapéuticamente efectiva de mioglobina entre 1 µM y 10 µM en un tejido enfermo o afectado por cáncer, o tumor de
un mamífero cuando se analiza in vivo.40

En una realización, una composición farmacéutica, especialmente una usada para fines profilácticos, puede
comprender, además, una carga de adyuvante farmacéuticamente aceptable o similar. Los vehículos
farmacéuticamente aceptables adecuados son bien conocidos en la técnica. Ejemplos de vehículos típicos incluyen
solución salina, solución salina regulada y otras sales, lípidos y tensioactivos. El portador de oxígeno o el polimerosoma
también pueden liofilizarse y administrarse en forma de un polvo. Tomando las precauciones adecuadas para no45
desnaturalizar cualquier componente proteico descrito en el presente documento, las preparaciones se pueden
esterilizar y, si se desea, se pueden mezclar con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes,
estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, sales para influir en la presión osmótica, reguladores y similares
que no reaccionen de forma perjudicial con el portador de oxígeno o el polimerosoma aquí descrito. También se
pueden combinar cuando se desee con otros agentes biológicamente activos, por ejemplo, ADN o ARNm antisentido.50

Una composición farmacéutica de las diversas realizaciones puede prepararse, envasarse o venderse a granel, como
una dosis unitaria única, o como una pluralidad de dosis unitarias únicas. La cantidad de mioglobina es generalmente
igual a la dosis de mioglobina que se administraría a un sujeto, o una fracción conveniente de dicha dosis, como, por
ejemplo, la mitad o un tercio de dicha dosis, como sería conocido en la técnica.

Las cantidades relativas de mioglobina, el portador farmacéuticamente aceptable y cualquier ingrediente adicional en55
una composición farmacéutica de las diversas realizaciones pueden variar, dependiendo de la identidad, el tamaño y
el estado del sujeto que se va a tratar y más dependiendo de la ruta por la cual se administrará la composición. A
modo de ejemplo, la composición puede comprender de aproximadamente 0.1% a aproximadamente 100% (p/p) de
ingrediente activo.
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Las composiciones y los métodos descritos en el presente documento pueden ser útiles para el tratamiento del cáncer
junto con la radioterapia.

Las composiciones y los métodos descritos en el presente documento pueden ser útiles para prevenir la diseminación
o mejorar la quimioterapia y/o la radioterapia de los cánceres que incluyen leucemias, linfomas, meningiomas, tumores
mixtos de glándulas salivales, adenomas, carcinomas, adenocarcinomas, sarcomas, disgerminomas. retinoblastomas,5
tumores de Wilms, neuroblastomas, melanomas y mesoteliomas; según lo representado por varios tipos de cáncer,
incluyendo, pero no limitándose a cáncer de mama, sarcomas y otros neoplasmas, cáncer de vejiga, cáncer de colon,
cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, cáncer gástrico, cáncer de cuello uterino, cáncer de ovario, cáncer de cerebro,
diversas leucemias y linfomas. Se podría esperar que cualquier otra célula tumoral humana, independientemente de
la expresión de p53 funcional, se sometería a tratamiento o prevención mediante los métodos descritos en este10
documento, aunque el énfasis particular está en las células mamarias y los tumores mamarios.

También útiles en combinación con los métodos proporcionados en las diversas realizaciones pueden ser terapias de
quimioterapia, fototerapia, antiangiogénicas o de irradiación, por separado o combinadas, que se pueden usar antes,
al mismo tiempo o después de los tratamientos mejorados que se analizan aquí, pero pueden ser utilizadas más
efectivamente después de que las células hayan sido sensibilizadas por los métodos presentes. Como se usa en el15
presente documento, la expresión "agente quimioterapéutico" significa cualquier agente químico o fármaco utilizado
en el tratamiento de quimioterapia, que afecta selectivamente a las células tumorales, incluidos, entre otros, agentes
tales como adriamicina, actinomicina D, camptotecina, colchicina, taxol, cisplatino, vincristina, vinblastina y
metotrexato. Otros agentes de este tipo son bien conocidos en la técnica.

Las diversas realizaciones también pueden incluir kits que comprenden cualquiera de las composiciones mencionadas20
anteriormente o composiciones farmacéuticas que comprenden un portador de oxígeno o un polimerosoma, en donde
el portador de oxígeno o un polimerosoma comprende mioglobina, al menos un polímero biocompatible y al menos un
polímero biodegradable. Según diversas realizaciones, la formulación puede suministrarse como parte de un kit. El kit
puede comprender la composición farmacéutica que comprende un portador de oxígeno o un polimerosoma. En otra
realización, el kit puede comprender un portador de oxígeno liofilizado o un polimerosoma con una mezcla para25
rehidratación acuosa. En otra realización, el portador de oxígeno o polimerosoma puede estar en un contenedor
mientras que la mezcla para rehidratación está en un segundo contenedor. La mezcla para rehidratación se puede
suministrar en forma seca, a la que se puede agregar agua para formar una solución de rehidratación antes de la
administración por vía oral, punción venosa, inyección o cualquier otro modo de administración. En diversas
realizaciones, el kit puede comprender además un vehículo para la administración de la composición tal como un tubo,30
un catéter, una jeringa, una aguja y/o una combinación de cualquiera de los anteriores.

Las diversas realizaciones pueden ilustrarse con, pero no se limitan a, los siguientes ejemplos.

Ejemplo I

Métodos y materiales para construir dispersiones de PEM biodegradables con diferentes propiedades fisicoquímicas:

Poli(óxido de etileno)-bloque-poli(ε-caprolactona) (PEO-b-PCL) que posee un tamaño de bloque de PEO de -1.5- 4kDa35
y con una fracción de bloque de PEO de -10-20% en peso se utilizan para formar dispersiones de PEM biodegradables.
Copolímeros de poli(óxido de etileno)-bloque-poli(y-metil-ε-caprolactona) (PEO-b-PMCL) y poli(óxido de etileno)-
bloque-poli(trimetilcarbonato) (PEO-b-PTMC) de peso molecular variable, la fracción de bloques hidrófobos a hidrófilos
y el espesor del núcleo de la polimerosomembrana resultante se incorporan además para generar constructos de PEM
que no solo son biodegradables lentamente sino que también son deformables de forma única, permitiendo el paso a40
través de lechos capilares comprometidos, vía infra. PMCL, como un derivado de PCL, es un polímero completamente
bioabsorbible de manera similar que se degrada a través de la escisión no enzimática de sus enlaces éster. Los
polímeros compuestos de PEO-b-PTMC y/o PEO-b-PMCL se forman espontáneamente a temperaturas más bajas,
con mayores rendimientos, y poseen membranas más viscosas y viscoelásticas en comparación con las compuestas
de PEO-b-PCL. También se degradan mucho más lentamente que las vesículas formadas a partir de PEO-b-PGA,45
PEO-b-PLA o PEO-b-PLGA. Como tales, las dispersiones de PEM derivadas de PEO-b-PCL y PEO-b-PMCL
demuestran mayores eficiencias de encapsulación en Mb, diámetros de partículas promedio más pequeños y niveles
más bajos de generación de metMb en comparación con los MBOC celulares biodegradables reivindicados en la
literatura.

Síntesis de dispersiones de PEM:50

Para sintetizar dispersiones de PEM, se pueden adquirir Mb humanos purificados de Sigma-Aldrich® para usarlos
como materiales de partida. Se ha demostrado previamente que los copolímeros PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-
b-PTMC con un peso molecular de PEO que varía de 1kDa-4kDa proporcionan un rendimiento estable y alto de
polimerosomas53. Por ejemplo, el PEO puede tener un peso molecular de 2 kDa y el PMCL puede tener un peso
molecular de 9.4 kDa. Al variar las cantidades iniciales de polímero (de 5 mg 20 mg por muestra), así como las55
concentraciones iniciales de Mb utilizadas en la formación de polímeros (de 100 mg/ml a 300 mg/ml), se generan
dispersiones de PEM que difieren en el grado de encapsulaciones de Mb.
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Las dispersiones de PEM se formarán utilizando tres metodologías diferentes: 1) "rehidratación en película delgada",
que implica la deposición de una solución orgánica de polímero disuelto en una película de teflón, secado de la película
en horno de vacío durante la noche para eliminar todo solvente orgánico, inmersión de la película delgada seca de
polímero en una solución acuosa de Mb purificada y posterior sonicación con alta frecuencia con calor y, finalmente,
extrusión a través de una serie de membranas de poros de diferente tamaño para obtener la dispersión nanométrica5
de PEM deseada; 2) "hidratación directa", 116, 117 donde el polímero seco se mezcla con un peso igual de PEG 500
DME en una relación molar de 1:1, se calienta a 95°C durante 30 minutos, se mezcla vigorosamente, se deja enfriar
a temperatura ambiente durante 20 minutos antes de la adición de la solución de Mb, luego se continúa con la mezcla
vigorosa y la sonicación, extrusión a través de una serie de membranas de diferentes poros para obtener la dispersión
nanométrica de PEM deseada, y finalmente, por separación de PEG 500 ejecutando en una columna de exclusión por10
tamaño; y 3) hidratación directa en película delgada, donde el polímero seco se mezcla con un peso igual de PEG 500
DME en una relación molar de 1:1 antes de la deposición en Teflon, seguido de secado de esta película durante la
noche, calentando a 95°C durante 30 minutos, mezclando vigorosamente, dejando enfriar a temperatura ambiente
durante 20 minutos antes de agregar la solución de Mb, mezclando y sometiendo a sonicación más vigorosamente,
extrudiendo a través de una serie de membranas de diferentes poros para obtener la dispersión nanométrica de PEM15
deseada, y finalmente, mediante la separación de PEG 500 desarrollándolo en una columna de exclusión por tamaño.

Cada uno de estos métodos produce un alto rendimiento de polimerosomas estables que pueden controlarse de
manera efectiva a través de la extrusión por membrana para producir suspensiones unilamelares y monodispersas de
PEM que varían de 100 nm a 1 µm de diámetro en tamaño promedio. Aunque la rehidratación con película delgada
puede producir una distribución de tamaño de PEM muy estrecha y un % de encapsulación de Mb relativamente más20
alto debido a los volúmenes de núcleo más grandes disponibles para la encapsulación, 116 la estabilidad de Mb y las
dispersiones de PEM resultantes pueden ser demostrablemente más bajas; 163 estos resultados pueden deberse a el
hecho de que la hidratación y las temperaturas óptimas de sonicación necesarias para generar una composición
polimérica dada de polimerosomas pueden estar cerca de la temperatura de desnaturalización de Mb libre (por
ejemplo, 60°C utilizados para generar dispersiones de PEM basadas en PEO-b-PCL a través de la rehidratación de25
película delgada)). Los polimerosomas de PEO-b-PMCL y PEO-b-PTMC se formarán por hidratación directa o de
película delgada a temperatura ambiente (bajo pO2 ambiental) y se espera que permitan un mayor rendimiento de
PEM con una mayor eficiencia de encapsulación de Mb. Para estudios de imagen NIR concomitantes, pueden
generarse constructos de PEM emisores de NIR a través de la incorporación conjunta de NIRF basados en
oligo(porfirina) con polímero seco (en una proporción molar de 1:40), 166 antes de la exposición a la solución acuosa30
de Mb. Los Mb no encapsulados se separan de todas las dispersiones de PEM mediante diálisis, ultrafiltración y/o
cromatografía de exclusión por tamaño.

Ejemplo II

Caracterización de las propiedades fisicoquímicas de las dispersiones de PEM:

Para verificar la generación de PEM, cada formulación de Mb/polímero se caracteriza por la distribución del tamaño35
de partícula utilizando dispersión dinámica de la luz (DLS). La estructura y la morfología de la PEM se visualizan
directamente mediante microscopía electrónica de transmisión criogénica (crio-TEM). La viscosidad de las diversas
dispersiones de PEM se mide utilizando un microviscosímetro. Para medir el % de encapsulación de Mb, se utilizan
dos métodos independientes. En el primer método, las dispersiones de PEM se someten a lisis inicialmente con un
detergente (por ejemplo, Triton X-100) y la absorbancia de UV del lisado resultante se mide para determinar la masa40
de Mb y el subsiguiente encapsulado en Mb de la composición de PEM original.162 Si bien el cálculo es relativamente
sencillo, puede sobreestimar el % de encapsulación a través de algunas suposiciones sobre el volumen de dispersión
de Mb total. Como tal, se utiliza un fraccionador asimétrico de flujo de campo acoplado con un refractómetro
interferométrico diferencial para medir la concentración de elución, y se determina el Mb no encapsulado del % de
encapsulación.162, 176 A partir de estas mediciones, se calcula adicionalmente la relación de peso final de Mb:polímero45
de las dispersiones de PEM. El % de metMb en cada una de las dispersiones de PEM se determina mediante una
metodología análoga al ensayo de cianometMb bien establecido. 162, 163

Ejemplo III

Caracterización de las propiedades transportadoras de oxígeno de las dispersiones de PEM biodegradables:

Las propiedades de unión al oxígeno de las dispersiones de PEM basadas en PEO-b-PCL y PEO-b-PMCL se miden50
usando técnicas establecidas. Las propiedades de unión al oxígeno en equilibrio se caracterizan por completo, así
como la cinética de difusión del oxígeno a través de las membranas de polímeros. Con la ayuda de estas mediciones,
se determinan las permeabilidades al oxígeno y los coeficientes de difusión de la membrana de oxígeno para estas
diversas dispersiones de PEM. Estos parámetros fundamentales son críticos para el diseño óptimo de un MBOC
celular exitoso. Se determinan adicionalmente los perfiles de unión de óxido nítrico (NO) de varias dispersiones de55
PEM basadas en PEO-b-PCL y PEO-bPMCL. Se puede esperar que los MBOC acelulares induzcan vasoconstricción,
hipertensión, flujo sanguíneo reducido y daño vascular en animales debido a su atrapamiento de NO derivado del
endotelio. Sin embargo, no se espera que el Mb encapsulado en nanopartículas como los polimerosomas, liposomas,
micelas, etc., sea similarmente "vasoactivo"; análogos a los de los glóbulos rojos naturales, los liposomas y las
membranas polimersómicas deberían retardar efectivamente la unión del NO a través del secuestro efectivo de Mb60
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del entorno vascular circundante. Las dispersiones de PEM probablemente mostrarán más resistencia a la eliminación
de NO debido a sus membranas más gruesas y menores permeabilidades. Finalmente, se realizarán diferentes
mediciones de las dispersiones de PEM basadas en PEO-b-PCL y PEO-b-PMCL para probar su estabilidad e
integridad en condiciones fisiológicas durante períodos de tiempo prolongados.

Trabajo experimental:5

Caracterización de las propiedades de unión al oxígeno:

Las dispersiones de PEM basadas en equilibrio de oxígeno, tales como P50 de PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-b-
PTMC se miden utilizando un analizador Hemox51, 52. La dependencia de estas propiedades de la composición de las
dispersiones de PEM se determina utilizando una serie de concentraciones de carga de Mb, así como agregando un
efector alostérico como el hexafosfato de inositol en la fase acuosa de los polimerosomas. Esto es especialmente10
importante para determinar la idoneidad de constructos de PEM basados en PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-b-
PTMC para suministrar oxígeno a los tejidos que experimentan una oxigenación normal, así como en condiciones de
baja oxigenación. Los resultados de estos experimentos se compararán con respecto a los valores de P50 y n de la
solución de Mb libre, así como los valores de Oxyglobin® (Biopure Corp., Cambridge, MA), que es el único agente
terapéutico de oxígeno aprobado por la FDA para uso veterinario.15

Además de estas mediciones de equilibrio, la cinética de la difusión de oxígeno a través de las membranas de PEM y
la unión a/liberación de Mb para diferentes dispersiones de PEM basadas en PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-b-
PTMC se determinan utilizando un microelectrodo de oxígeno altamente sensible. Las mediciones de diversos PEM
se comparan con las de las dispersiones de polimerosomas libres de Mb y vacías (sin Mb) para delinear los roles de
difusión y unión en la captación de O2. Los resultados de estos experimentos se analizan con la ayuda de un modelo20
de transporte de difusión-reacción para determinar la permeabilidad al oxígeno de diferentes membranas de polímeros;
se espera una correlación entre las propiedades difusoras de diversas membranas de copolímero dibloque y las
propiedades de unión al oxígeno medidas de las formulaciones de PEM.

Caracterización de las propiedades de unión a NO:

La unión a NO de las dispersiones de PEM basadas en PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-b-PTMC en condiciones25
oxigenadas y desoxigenadas se estudia sistemáticamente mediante el uso de espectroscopía de flujo interrumpido.177,

178 El curso temporal de la unión se mide tomando exploraciones de absorbancia rápida de las diversas dispersiones
de PEM oxigenadas o desoxigenadas que se mezclan rápidamente con una solución que contiene NO. Se espera que
un rango de concentraciones de carga de Mb, las concentraciones de dispersión de PEM y los tamaños de PEM
alteren los resultados de estos experimentos. De manera similar, las funciones de la difusión de NO y la unión en la30
absorción de NO por PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL, y constructos PEM basados en PEO-b-PTMC se caracterizan
además por la realización de experimentos que comparan PEM, Mb libre y polimerosomas vacíos utilizando un
microelectrodo de NO. A través de estos estudios exhaustivos, se establecen las constantes de velocidad de unión a
NO para las dispersiones de PEM basadas en PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-b-PTMC en diferentes condiciones
y se comparan con los resultados de Mb libre en solución, liposoma encapsulado Mb (LEM) y Oxyglobin®.35

Caracterización de la estabilidad e integridad de las dispersiones de PEM:

Para probar la estabilidad de varias dispersiones de PEM basadas en PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-b-PTMC, se
almacenan en solución salina y en plasma sanguíneo a 4°C y a 37°C durante varios días; los cambios en la morfología
de PEM y la distribución de tamaños se evalúan utilizando cryo-TEM y DLS, respectivamente. De manera similar, los
cambios in situ en la concentración de Mb, el nivel de metMb, la absorción de NO y la liberación de Mb a partir de PEM40
biodegradables en diversas condiciones de solución (por ejemplo, temperatura, pH, pO2 y pNO) y en diversos puntos
de tiempo se prueban utilizando las técnicas descritas en este documento. Estos estudios utilizan espectroscopía de
absorción electrónica y cálculos de concentración basados en coeficientes de extinción conocidos para Mb179-188

metilado, unido a NO y oxigenado.

Medición de la tensión de lisis crítica, tensión por área crítica mediante aspiración con micropipeta:45

La aspiración con micropipeta de los polimerosomas que encapsulan Mb sigue procedimientos análogos a los
descritos en las referencias anteriores. En resumen, las micropipetas hechas de tubos de vidrio de borosilicato
(Friedrich and Dimmock, Milville, NJ) se preparan utilizando un extractor de agujas/pipetas (modelo 730, David Kopf
Instruments, Tujunga, CA) y se microforjan utilizando una perla de vidrio para dar a la punta un aspecto suave y borde
plano. Los diámetros internos de las micropipetas varían de 1 a 6 um y se miden utilizando un software para generación50
de imágenes por ordenador. Las pipetas se utilizan para recolectar los polimerosomas cargados y descargados de Mb
y aplicar tensión a sus membranas. Las micropipetas se llenan con solución de PBS y se conectan a una estación de
aspiración montada en el lado de un microscopio invertido Zeiss, equipado con un manómetro, un transductor de
presión Validyne (modelos DP 15-32 y DP 103-14, Validyne Engineering Corp., Northridge, CA), lecturas de presión
digitales, micromanipuladores (modelo WR-6, Narishige, Tokio, Japón) y milimanipuladores MellesGriot (curso x, y, z55
control). La presión de succión se aplica a través de una jeringa conectada al manómetro. Los experimentos se realizan
en soluciones de PBS que tienen osmolalidades de 310-320 mOsm para hacer que los polimerosomas estén flácidos
(la solución de vesícula interna era típicamente sacarosa 290-300 mOsm). Las osmolalidades de las soluciones se
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miden utilizando un osmómetro. Dado que la sacarosa y el PBS tienen densidades e índices de refracción diferentes,
los polimerosomas se asientan en la solución y son fácilmente visibles bajo contraste de fases o la óptica DIC.

Ejemplo IV

Desarrollo de dispersiones de PEM basadas en PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-b-PTMC que son capaces de
almacenamiento en seco, rehidratación en el punto de atención y administración in vivo:5

Síntesis de polímeros:

Los copolímeros dibloque modificados con acrilato (por ejemplo, un polímero basados en PEO-b-PCL modificado con
acrilo) se sintetizan de acuerdo con los procedimientos estándar utilizando octoato estannoso como catalizador. Por
ejemplo, se encuentra que el acrílico de PEO-b-PCL tiene un peso molecular promedio en número de 14 kDa (12 y 2
kDa para los bloques de PCL y PEO, respectivamente). Estos se determinan al calibrar los picos de RMN al grupo10
metoxi terminal en el PEO a aproximadamente 3.4 ppm. La polidispersidad del polímero es <1.5. La acrilación del
extremo OH del bloque PCL no conduce a un cambio significativo en el tamaño o la distribución del polímero después
de la segunda purificación. Se ha encontrado que la eficiencia de acrilación es del 99%.

Formación de dispersiones de PEM:

Para sintetizar dispersiones de PEM que comprenden polímeros modificados con acrilo (por ejemplo, dispersiones de15
PEM basadas en PEO-b-PCL-acrilo), se utiliza Mb humano puro como materiales de partida. Los Mb humanos puros
se pueden adquirir en Sigma-Aldrich®. PEO(2k)-b-PCL (12k)-acrilato de polímero y 2,2dimetoxi-2-fenilacetofenona
(DMPA) se secan en Teflon® rugoso mediante disolución en cloruro de metileno a una relación molar de 1:1, deposición
sobre Teflon®, y evaporación del disolvente orgánico. Variando la cantidad de polímero modificado con acrilo (por
ejemplo, PEO(2k)-b-PCL (12k)-polímero de acrilo, de 5 mg a 20 mg por muestra), así como las concentraciones20
iniciales de Mb acuoso utilizadas en la formación de polimerosomas (de 100 mg/ml a 300 mg/ml), se generan
dispersiones de PEM que compartimentan DMPA en sus membranas y que difieren en el grado de encapsulación de
Mb acuoso. Las dispersiones de PEM se forman utilizando tres metodologías bien establecidas: 1) rehidratación con
película fina, 2) hidratación directa y 3) hidratación directa con película delgada (véase el Ejemplo I). Cada uno de
estos métodos produce un alto rendimiento de polimerosomas estables que pueden controlarse de manera efectiva a25
través de la extrusión por membrana para producir suspensiones unilamelares y monodispersas de PEM que varían
de 100 nm a 1 µm de diámetro en tamaño promedio. Si bien la rehidratación con película delgada puede producir una
distribución de tamaño de PEM muy estrecha y posiblemente un % de encapsulación de Mb más alto debido a los
volúmenes de núcleo más grandes disponibles para la encapsulación,116 la estabilidad de Mb y las dispersiones de
PEM basadas en PEO-b-PCL resultantes pueden ser demostrablemente bajas; 163 estos resultados pueden deberse30
al hecho de que la temperatura de hidratación para PEO-b-PCL es cercana a la temperatura de desnaturalización de
Mb libre. Los polimerosomas de PEO-b-PMCL y PEO-b-PTMC se forman por hidratación directa o hidratación directa
en película delgada a temperatura ambiente (bajo pO2 ambiental) y se espera que permitan un mayor rendimiento de
PEM con una mayor eficiencia de encapsulación de Mb. Para los estudios de imagen NIR concomitantes, las
constructos de PEM emisores de NIR se generan a través de la incorporación conjunta de NIRF basados en35
oligo(porfirina) con polímero seco (en una proporción molar de 1:40), 166 antes de la exposición a la solución acuosa
de Mb. Los Mb no encapsulados se separan de todas las dispersiones de PEM mediante diálisis, ultrafiltración o
cromatografía de exclusión por tamaño.

Estabilización de membranas PEM después de la formación:

Una vez ensamblados, los polimerosomas modificados con acrilo que comprenden las membranas de las dispersiones40
de PEM (por ejemplo, PEO-b-PCL-acrilo) se pueden entrecruzar mediante la exposición a la luz UV que induce una
polimerización radical de los grupos acrílicos mediante la activación del fotoiniciador DMPA incorporado en las
membranas del polimerosoma. Este enfoque no impide la hidrólisis del bloque biodegradable (por ejemplo, la cadena
PCL de PEO-b-PCL-acrilo) y produce monómeros degradados (por ejemplo, unidades de oligo-caprolactona), PEO y
cadenas cinéticas de poli(ácido acrílico) como la degradación productos. Mb está protegido de la degradación45
fotoinducida de la formación de metMb por coencapsulación de NAC o azul de metileno con Mb dentro del núcleo
acuoso de los polimerosomas. La polimerización de las membranas de las vesículas procede de la exposición de los
polímeros modificados con acrilato incorporados con DMPA (por ejemplo, PEO-b-PCL-acrilo) que componen las
dispersiones de PEM utilizando luz UV generada por una lámpara de curado por puntos OmniCure Serie 1000 con
una lente colimadora (Exfo, Ontario, Canadá; 365 nm, 55 mW/cm2) durante 10-30 min.50

Liofilización y almacenamiento en fase seca:

La liofilización se realiza mediante secado por congelación de las dispersiones de PEM modificadas con acrilo (por
ejemplo, acrilato de PEM de PEO-b-PCL) después de la exposición a la luz UV mediante la colocación en nitrógeno
líquido hasta que cesa el burbujeo. Las dispersiones de PEM congeladas se colocan luego en un liofilizador de mesa
(FreeZone 4.5 L Benchtop Freeze Dry System, Labconco, Kansas City, MO; Modelo 77500) durante 24 h hasta que55
las muestras estén secas. Las dispersiones de PEM secas y colapsadas se almacenan luego en un desecador bajo
gas argón y se colocan a 4°C.
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Hidratación en el punto de atención:

Las dispersiones de PEM modificadas con acrílico secas se sacan del desecador y se colocan en un vial. El mismo
volumen original de solución acuosa se agrega de nuevo a las muestras para hidratar las vesículas. La rehidratación
de polimerosomas se incrementa aún más mediante agitación en vórtice suave durante 10 minutos para lograr la
resuspensión completa de la vesícula. Los polimerosomas intactos se verifican mediante DLS, que muestra una5
agregación de vesículas mínima y no destruye las micelas. La retención de Mb se verifica ejecutando la dispersión de
PEM sobre una columna acuosa de exclusión por tamaño y tomando partes alícuotas de las bandas de ejecución para
el análisis UV-vis. Solo las bandas correspondientes a los polimerosomas, según se verifica con más detalle por DLS
de las alícuotas de elución, contienen Mb según lo evaluado por espectroscopía UV-vis. La estabilidad de los Mb
retenidos se verifica además por los espectros UV-vis que no muestran bandas correspondientes a la generación de10
metMb o cualquier otro producto de desglose de Mb.

Desarrollo de dispersiones de PEM basadas en PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL y PEO-b-PTMC con dianas moleculares:

A través de métodos de conjugación química bien establecidos, las superficies de los polímeros se modifican con
diversos ligandos biológicos para impartir una adhesión biológica específica de avidez múltiple. Se puede adoptar una
metodología similar para generar dispersiones de PEM encapsuladas con polímeros dirigidos molecular y celularmente15
que sean capaces de promover, entre otras cosas, la cicatrización de heridas y una mejor eficacia de la radioterapia
en los tejidos de hipoxia. Los ligandos biológicos se conjugan a estas nanopartículas a través de una reacción en fase
acuosa mediada por carbodiimida-poli-vinil sulfona. El grado de cobertura de la superficie del polimerosoma con el
ligando se varía sistemáticamente (de 1% a >10% del área de superficie total de los polimerosomas) mediante el uso
de ligandos de diferentes concentraciones y dispersiones de PEM que se sintetizan a partir de mezclas que contienen20
diferentes proporciones de polímeros funcionalizados a no funcionalizados. Después de verificar la conjugación del
péptido con las superficies del polimerosoma, la unión cinética de las formulaciones de PEM resultantes a
dianas/receptores moleculares recombinantes se caracteriza mediante mediciones de resonancia de plasmón de
superficie (Biacore SPR); las curvas dependientes de la dosis se analizan de manera similar a la descrita para el
ligando biológico libre. Estos estudios revelan parámetros cinéticos de la interacción entre las dispersiones de PEM y25
las dianas moleculares (rata de inicio, kinicio y rata de terminación, kterminación) y el cambio en la afinidad de los ligandos
(constante de disociación, K) afectados por su conjugación a los polimerosomas.

Trabajo experimental:

Se utilizan procedimientos de modificación química establecidos para funcionalizar el terminal PEO de polímeros
biodegradables (por ejemplo, copolímeros dibloque de PEO-b-PCL) con grupos carboxilo y para verificar las30
reacciones mediante espectroscopía 1H RMN. Las dispersiones de PEM se crean y se purifican a partir de diversas
combinaciones de copolímeros funcionalizados y no funcionalizados utilizando métodos de separación estándar para
producir suspensiones monodispersas de vesículas unilamelares que son estables durante varios meses. Las
distribuciones de tamaño de PEM están determinadas por la dispersión dinámica de la luz (DLS). La identidad y la
pureza de los ligandos se confirman mediante cromatografía líquida de alto rendimiento en fase inversa y35
espectrometría de masas MALDI. La conjugación de ligandos con grupos PEO terminados en carboxilo en la superficie
del polimerosoma se lleva a cabo en una reacción acuosa mediada por 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS). La extensión de la conjugación del ligando se determina utilizando un ensayo
micro-BCA. Se generan imágenes de las dispersiones de PEM dirigidas resultantes extensivamente mediante
microscopía electrónica de transmisión criogénica (crio-TEM) para verificar su estabilidad después de la conjugación40
del ligando. Sus distribuciones de tamaño son nuevamente medidas por DLS. El grado de conjugación del ligando se
verifica mediante citometría de flujo. Las mediciones de SPR se llevan a cabo en instrumentos biosensores Biacore X
y Biacore 2000 (Biacore AG, Uppsala, Suecia) a 25°C. Las dianas de ligandos recombinantes purificados
recombinantes (por ejemplo, receptores de proteínas) se compran comercialmente y se inmovilizan por unión al
hidrogel de dextrano en la superficie del sensor. Las constructos de PEM diana se inyectan en diversas45
concentraciones y su unión se monitoriza en tiempo real. Las constantes de velocidad cinética (kinicio y kterminación) y la
constante de unión en equilibrio (KD) para la unión del receptor/PEM se estiman a partir del análisis cinético de los
sensogramas. Los PEM sin ligandos diana o PEM irrelevantes conjugados con ligandos se utilizan como controles.

También pueden emplearse químicas alternativas de conjugación de ligandos. Por ejemplo, las reacciones de fase
orgánica donde el polímero dibloque está químicamente funcionalizado y conjugado con ligandos seleccionados50
(moléculas pequeñas, péptidos que tienen solubilidad en fase orgánica) antes de formar dispersiones de PEM son
posibles; estos métodos de acoplamiento orgánico garantizan que el terminal PEO se conjugue con el ligando antes
de que se exponga a una solución acuosa donde podría perder muchos de sus grupos reactivos de superficie
modificados a través de la hidrólisis competitiva. Además, como método alternativo para variar el grado de conjugación
de la superficie del ligando, se crean dispersiones de PEM compuestas por copolímeros de PEO-b-PCL que varían55
con respecto a los tamaños de bloque de PEO y PCL. Este enfoque controla la cinética de la conjugación del ligando
con las superficies de los polímeros, así como el grado de cobertura de la superficie del ligando para una formulación
de PEM dada. Es posible que las formulaciones de PEM dirigidas se unan a la superficie del sensor de una manera
no específica durante las mediciones de SPR, lo que afecta su regeneración y la relación señal a fondo. Si no se
puede realizar una medición confiable, las características de unión de PEM conjugadas con ligando también se60
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estudian utilizando ELISA o calorimetría de titulación isotérmica, que son otras técnicas establecidas para estudiar la
unión de nanopartículas.

Modulación de la oxigenación de tumores in vivo por PEM:

Las dispersiones de PEM formadas a partir de PEO-b-PCL, PEO-b-PMCL, PEO-b-PTMC y/o versiones modificadas
con acrilo de estos polímeros se analizan para determinar su capacidad para alterar la oxigenación in vivo del tumor5
tras la inyección de la vena de la cola en ratones portadores de tumores por xenotrasplante. Los efectos
codependientes del tamaño de partícula, la deformabilidad y la concentración en la administración efectiva de Mb y la
oxigenación del tumor resultante también se desconstruyen. Se utiliza un sistema óptico de generación de imágenes
hiperespectral que puede desconstruir espacialmente el transporte cinético de O2 en tiempo real para evaluar la
eficacia de un constructo de PEM dado para alterar las tensiones medias y mínimas de oxígeno del tumor (pO2) .151,10
154, 156, 158 Mientras que las pO2 medias han sido estudiadas previamente y se miden fácilmente con otras técnicas, las
pO2 mínimas de tumores distribuidas espacialmente son quizás las más responsables de conducir la tumorigénesis y
proporcionar el nicho de células madre del cáncer que ayuda a los tumores a evadir el tratamiento efectivo.151, 154, 155,

189 Un sistema óptico de generación de imágenes hiperespectral permite el mapeo espacial de las pO2 cinéticas, en
tiempo real, y se utiliza para visualizar y cuantificar el grado de modulación PEM de las áreas con baja pO2 tumoral.15
Además, el leve calentamiento del tumor localizado aumenta el tamaño de los poros de los vasos sólidos en tumores
durante varias horas, ayudando en la extravasación de nanopartículas190,191. Como tal, la hipertermia localizada del
tumor también es capaz de aumentar el suministro de O2 por parte de los PEM. Finalmente, se monitoriza la
mioglobinuria relacionada con PEM y sus efectos sobre la eliminación de creatinina (CCr) para evaluar la nefrotoxicidad
aguda posterior al tratamiento.20

Almacenamiento de animales, manejo e inyecciones de PEM:

Los ratones son comprados y alojados en instalaciones apropiadas para animales. Se implantan quirúrgicamente
cámaras de ventana del pliegue dorsal de la piel en cada animal aproximadamente 1 semana antes del tratamiento.
Durante el procedimiento quirúrgico, se inyectan 10000 células de carcinoma mamario 4T1 en el dorso o el flanco del
ratón. Estas células están diseñadas para expresar RFP de forma constitutiva, con la expresión de GFP inducida en25
respuesta a la actividad de HIF-1192. Los tumores pueden crecer durante aproximadamente 1 semana, momento en el
cual son lo suficientemente grandes como para ser hipóxicos y tener actividad de HIF-1. 158 Se preparan 100 µL de
suspensiones de PEM como se describe anteriormente y se inyectan a través de la vena de la cola en t = 0 y t = 24 h.
Estos parámetros experimentales permiten la evaluación de los efectos de los PEM que se han acumulado en el
espacio perivascular, que se espera que alcancen un máximo en aproximadamente 24 h. Para los estudios de30
hipertermia, se utiliza una unidad de alojamiento especial para variar la temperatura de la cámara de la ventana/del
tumor.190, 191

Visualización y cuantificación de la modulación del oxígeno del tumor cinético por PEM:

En los puntos de tiempo especificados anteriormente, se utilizan las imágenes hiperespectrales para evaluar los
efectos de las diversas constructos de PEM en la modificación de la pO2 del tumor. Las temperaturas se ajustan entre35
34-42°C.190,191 La generación hiperespectral de imágenes de la absorción de Mb se utiliza para cuantificar la saturación
de Mb O2, 158 mientras que la evaluación radiométrica de la fluorescencia y fosforescencia de nanopartículas de boro
se utiliza para cuantificar el tumor absoluto pO2.153 La actividad de HIF-1 también se evalúa midiendo la emisión de
GFP. Esto permite la cuantificación de la oxigenación tanto vascular como tisular, así como la presencia del fenotipo
hipóxico tumoral, de forma independiente y simultánea.40
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REIVINDICACIONES

1. Un agente de alta afinidad al oxígeno para usar en un método para aumentar la eficacia de la radiación o la
quimioterapia aplicada a un tumor en un sujeto, comprendiendo dicho método:

administrar dicho agente de alta afinidad al oxígeno al tumor mediante la administración al sujeto de un portador de
oxígeno que incorpora el agente de alta afinidad al oxígeno, en donde:5

el agente de alta afinidad al oxígeno comprende una composición de mioglobina; y

las características del gradiente de presión parcial de oxígeno del agente de alta afinidad al oxígeno son tales que el
oxígeno se libera del agente de alta afinidad al oxígeno a tensiones de oxígeno de menos de 10 mm Hg, en donde el
oxígeno liberado se difunde fuera del portador de oxígeno mientras que el agente de alta afinidad al oxígeno
permanece dentro del portador de oxígeno.10

2. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho agente de alta
afinidad al oxígeno tiene un P50 para oxígeno de aproximadamente 2-3 mm Hg.

3. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 2, en donde dicho agente de alta
afinidad al oxígeno comprende uno o más de mioglobina humana no modificada, mioglobina no modificada de otra
especie biológica y mioglobina modificada química o genéticamente de humanos o de otra especie biológica.15

4. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 2, en donde dicho agente de alta
afinidad al oxígeno es un aglutinante de oxígeno cooperativo o un aglutinante de oxígeno lineal.

5. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 2, en donde las características de
gradiente de presión parcial de oxígeno de dicho agente de alta afinidad al oxígeno son tales que el oxígeno está
estrechamente unido por el agente de alta afinidad al oxígeno mientras circula en un torrente sanguíneo.20

6. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho agente de alta
afinidad al oxígeno está PEGilado o polimerizado.

7. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho agente de alta
afinidad al oxígeno está encapsulado en el portador de oxígeno, y en donde el portador de oxígeno comprende

un vehículo portador que protege al agente de alta afinidad al oxígeno de ser liberado en el torrente sanguíneo.25

8. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho agente de alta
afinidad al oxígeno está coencapsulado en un vehículo portador con al menos otro agente sensibilizador de la radiación
o quimioterapéutico.

9. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 7, en donde el vehículo portador se
selecciona de uno de entre un vehículo basado en nanopartículas, una vesícula lipídica, una vesícula de polímero30
sintético o un polimerosoma uni- o multilamelar.

10. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 7, en donde el vehículo portador
es una vesícula, y en donde el agente de alta afinidad al oxígeno está dentro de un núcleo acuoso o una porción
membranosa de la vesícula.

11. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 7, en donde el vehículo portador35
comprende una pluralidad de polímeros biodegradables.

12. Un kit, que comprende:

un primer contenedor; y

un segundo contenedor;

en donde el primer contenedor comprende el agente de alta afinidad al oxígeno de la reivindicación 1 y en donde el40
segundo contenedor comprende una mezcla para rehidratación.

13. El agente de alta afinidad al oxígeno para uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde administrar al sujeto
el portador de oxígeno que incorpora el agente de alta afinidad al oxígeno comprende administrar el portador de
oxígeno por vía intravenosa, por inhalación, tópicamente, por el recto, por la vagina, por vía transdérmica, por vía
subcutánea, intraperitoneal, intratecal, intramuscular u oral.45
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