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DESCRIPCION
Deteccion in vivo de una molécula jaula enlazante del xen6n

La invencion se refiere a jaulas supramoleculares etiquetadas para xendn para su uso como biosensores en la
obtencién de imagenes por resonancia magnética (IRM) in vivo y especialmente a IRM de transferencia de saturacion
por intercambio quimico de xendén hiperpolarizado (HiperCEST). Las jaulas supramoleculares para xenén son
preferiblemente jaulas de cucurbiturilos. La invencion se refiere ademas a un método de obtencién de por resonancia
magnética (IRM) in vivo que hace uso de las jaulas supramoleculares etiquetadas para xendn de la invencion.

Antecedentes de la invencion

Los biosensores para la obtencidon de imagenes por resonancia magnética (IRM) basados en un gas hiperpolarizado
(HP) tienen el potencial de detectar concentraciones muy pequefias de dianas moleculares en el cuerpo (1). Dichos
biosensores deben ser capaces de visualizar una amplia gama de patologias desde el cancer hasta la inflamacion,
basandose en al menos un biomarcador distinto (2). La sensibilidad extrema de estos biosensores es una combinacion
de la hiperpolarizacion de los gases nobles, tales como '?°Xe (3, 4), y la capacidad de las moléculas jaula para
intercambiar rapidamente atomos de gas polarizados que pueden estar "saturados", lo que permite su deteccion
mediante la aplicacion del método de Transferencia de Saturacidon por Intercambio de Compuestos Quimicos
Hiperpolarizados (HiperCEST) (5, 6). La combinacion de estas dos técnicas da como resultado un aumento de la
relacion sefial-ruido de hasta 10° sobre el gas noble 2°Xe térmicamente polarizado (7).

Varios grupos han demostrado la sintesis de biosensores para la obtenciéon de imagenes y los han probado in vitro (1,
8-10). Estos biosensores comprenden una molécula jaula que encapsula '*°Xe conjugada a una etiqueta de afinidad
que puede unirse a una pequefia molécula de interés, como un ion o una proteina (2). Las moléculas jaula y las
nanoestructuras adecuadas para HiperCEST que han sido estudiadas por RMN de '?°Xe incluyen criptofanos (1, 11-
13), cucurbiturilos (14, 15), vesiculas de gas (8), bromuro de perfluorooctilo (16) y esporas bacterianas (17). Los
criptéfanos se han conjugado con etiquetas de afinidad para unirse a dianas tales como zinc (9), iones metalicos
toxicos (10), células CD14 (7), el receptor HER2 asociado al cancer (8), la metaloproteinasa-7 de la matriz (Wei et al.:
“Designing '**Xe NMR biosensors for matrix metalloproteinase detection”, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128(49): 13274-
13283), y el receptor periférico de benzodiazapeno que marca la inflamacion (PBR) (18) entre otros (19-21). La
traduccion de experimentos in vitro a imagenes in vivo requiere superar una serie de retos, que incluyen la toxicidad
potencial, la solubilidad y la despolarizacion rapida de '2°Xe en sangre (22-25). A pesar de los retos asociados con la
relajacion mejorada en la sangre, varios grupos han informado con éxito de otros sistemas tales como cultivos celulares
(1, 8, 26-29) y el plasma sanguineo (14, 30). Estos experimentos se completaron en espectrometros de RM de alta
resolucién, campo pequefio, diametro pequefo. Los experimentos de los presentes inventores se completaron
utilizando un escaner clinico 3T RM de cuerpo entero, que es un buen augurio para la traduccion clinica de esta
técnica. Hane F. et al. (International Society for Magnetic Resonance in Medicine, 22 de abril de 2016, No. 814)
describen una deteccion por hiperCest in vivo de cucurbit[6]urilo en abdomen de rata en un entorno artificial, ya que
la jaula de cucurbit [6]urilo se precargo in vitro con '*Xe y el biosensor se detectd a continuacion después de la
inyeccion intraperitoneal en el abdomen sin una diana especifica y sin aplicar la secuencia de pulsos de hiperCest o
adquirir imagenes de RM con pulsos de control fuera de resonancia y pulsos de saturacion en resonancia.

Los biosensores para la obtencion de imagenes por resonancia magnética (IRM) de xendn hiperpolarizado (HP) (4)
tienen el potencial de proporcionar imagenes, de alta sensibilidad y alta resolucién, de patologias dentro del cuerpo
(8, 35). La base de estos biosensores para la obtencion de imagenes es una molécula jaula, que actia como un agente
de contraste de IRM, que es un anfitrion supramolecular que puede encapsular reversiblemente un atomo de xenén
HP huésped. Estas propiedades proporcionan un desplazamiento quimico de la frecuencia de resonancia magnética
(RM) unico y detectable para el atomo de xendn dentro de la jaula (5, 36). En combinacion con la hiperpolarizacion,
que crea una polarizacién de espin nuclear de xenén mucho mas alla de las condiciones de equilibrio térmico, estos
biosensores tienen el potencial de proporcionar una mejora de la sefial de hasta mil millones de veces por encima de
la RM convencional del xendn (5), proporcionando asi imagenes de RM de alta resolucién con una sensibilidad similar
a la Tomografia de Emisiéon de Positrones (TEP), aun con la resolucion espacial de IRM. A pesar de esta promesa,
los biosensores de xenén aun tienen que ser detectados dentro de un modelo animal vivo después de su
administracion intravenosa.

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un método para la obtencion de imagenes de resonancia
magnética in vivo que comprende: inyectar en un individuo una soluciéon que comprende jaulas supramoleculares
etiquetadas para xenodn; mientras que se ventila a dicho individuo con una mezcla de gas oxigeno y gas xendn
hiperpolarizado tal que el xendn en las jaulas supramoleculares etiquetadas para xenén se intercambia con el gas
xenon hiperpolarizado, formando de este modo jaulas supramoleculares etiquetadas para xenén hiperpolarizado,
teniendo dichas jaulas supramoleculares etiquetadas para xenon hiperpolarizado una frecuencia de desplazamiento
quimico; aplicar un pulso a la frecuencia del desplazamiento quimico, despolarizando de este modo el xenén en las
jaulas supramoleculares etiquetadas para xenén hiperpolarizado; generar una imagen de resonancia magnética de
xenon en resonancia del individuo a la frecuencia del desplazamiento quimico; aplicar un pulso a una frecuencia fuera
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de resonancia; generar una imagen de resonancia magnética de xendn fuera de resonancia del individuo a la
frecuencia fuera de resonancia; y restar la imagen fuera de resonancia de la imagen en resonancia, obteniendo de
este modo una imagen de la localizacion de las jaulas supramoleculares etiquetadas de xenon dentro del individuo.

Como se discute en la presente memoria, la obtencién de imagenes puede ser de una region de interés del individuo,
por ejemplo, un érgano especifico o una porcion de tejido. En algunas realizaciones, el individuo es un ser humano.

Las jaulas supramoleculares etiquetadas pueden seleccionarse del grupo que consiste en jaulas de cucurbiturilos
etiquetadas, jaulas de criptéfanos etiquetadas, jaulas de calixararenos etiquetadas, jaulas de pillarenos etiquetadas,
jaulas de rotaxanos etiquetadas y jaulas de pseudo-rotaxanos etiquetadas.

En algunas realizaciones, las jaulas supramoleculares marcadas son jaulas de cucurbiturilos etiquetadas.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para la obtencién de imagenes de resonancia
magnética in vivo que comprende: inyectar en un individuo una solucién que comprende jaulas de cucurbiturilos
etiqguetadas para xenén; mientras que se ventila a dicho individuo con una mezcla de gas oxigeno y gas xendn
hiperpolarizado tal que el xendn en las jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xenon se intercambia con el gas xenén
hiperpolarizado, formando de este modo jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xenén hiperpolarizado, teniendo
dichas jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xenén hiperpolarizado una frecuencia de desplazamiento quimico;
aplicar un prepulso a la frecuencia de desplazamiento quimico, despolarizando de este modo el xenén en las jaulas
de cucurbiturilos etiquetadas para xendn hiperpolarizado; generar una imagen de resonancia magnética de xenén en
resonancia del individuo a la frecuencia del desplazamiento quimico; aplicar un pulso a una frecuencia fuera de
resonancia; generar una imagen de resonancia magnética de xenoén fuera de resonancia del individuo a la frecuencia
fuera de resonancia; y restar la imagen fuera de resonancia de la imagen en resonancia, obteniendo de este modo
una imagen de la localizacion de las jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xenén dentro del individuo.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 - (Izquierda) La poblacion de nicleos de Xe representados en rojo se hiperpolariza, de lo que se deriva que
hay mas nucleos en el estado de espin abajo que de espin arriba. La poblaciéon de nucleos de Xe representados en
azul esta despolarizada (o saturada) y tiene un nimero aproximadamente igual de espines arriba y abajo. Espectro
de RMN de '?°Xe de intercambio de Xe en cucurbit[6]urilo. El xenon disuelto en el plasma esta representado por un
pico a +191,4 ppm. El '2°Xe hiperpolarizado se intercambia continuamente entrando y saliendo del CB6 dando como
resultado un pico Xe-CB6 a 124,3 ppm. El complejo xendn-gldbulo rojo esta representado por un pico a +219,4 ppm.
(Derecha) se aplica un pulso HiperCEST al pico Xe-CB6 de +124,3 ppm (-68 ppm del pico de xendn disuelto)
correspondiente al desplazamiento quimico del pico CB6. El xenén encapsulado por el CB6 se despolariza y se
intercambia con el pozo de disolvente de xendn hiperpolarizado. Ahora se encuentran menos atomos de xenén
hiperpolarizado en el pozo de disolvente, lo que resulta en una gran reduccion en el pico de Xe disuelto a +191,4 ppm.

Figura 2 - Espectro de reduccion HiperCEST de CB6 en sangre. Un minimo local a +124,3 ppm indica una reduccion
de la sefial del 74% cuando la solucion se pulsa a +124,3 ppm, el desplazamiento quimico del complejo xenén-CB6.
Obsérvese una reduccion casi completa de HiperCEST entre +180 ppm y +207 ppm, que corresponde al xendn
disuelto en el plasma.

Figura 3 - Reduccion de HiperCEST de CB6 en funcion de la concentracion de CB6 en sangre completa de bovino.
Se observé una reduccion de HiperCEST del 80% a 2,5 mM. Esta reduccion se redujo al 14% a 250 pM. Se observo
un efecto de reduccién de HiperCEST a una concentracion de CB6 de 10 uM.

Figura 4: (A) Una imagen control de eco de gradiente de 2D fuera de resonancia de CB6 2,5 mM en sangre. Dentro
del FOV (campo de vision), el circulo izquierdo es una jeringa de 30 mL que contiene CB6 en una solucién de sangre.
El circulo derecho es una jeringa que contiene sdlo la solucion de sangre, pero no CB6. Ambas jeringas contienen
cantidades iguales de '°Xe HP. Los dos semicirculos en la parte inferior de la imagen son artefactos de
desplazamiento quimico del xenén en fase gaseosa presente en la jeringa. (B) La misma configuracion que (A) pero
una adquisicién de imagen tomada después de prepulsos de saturacion de RF en resonancia en el desplazamiento
quimico de Xe-CB6 (124,3 ppm). (C) Un mapa de saturacion HiperCEST de la imagen B sustraida de la imagen Ay
dividiendo cada pixel entre la imagen de control (A) fuera de resonancia.

Figura 5. A) El xenén se polariza utilizando el Bombeo Optico con Intercambio de Espin (BOIS). En BOIS, el xenén
fluye hacia una camara que contiene vapor de gas rubidio en presencia de un campo magnético. Un laser sintonizado
a la transiciéon D del Rb excita al rubidio. El Xe que colisiona con el Rb da como resultado un intercambio de espin,
por lo que una mayor proporcion de atomos de Xe estan en el estado de espin de menor energia (rojo). B) La solucién
de CB6 se inyecta intravenosamente en la vena de la cola y se deja distribuir bioldgicamente. C) La rata se ventila
mecanicamente con una mezcla de xenén 80%/ oxigeno 20%. La rata inhala el gas Xe HP que entra en la red vascular
a través de los pulmones. El Xe HP interactia con la jaula de CB6, difundiéndose hacia dentro y hacia fuera de la
jaula. D) Se aplica un prepulso de saturacion HiperCEST a la frecuencia del desplazamiento quimico del complejo Xe-
CB6 (124,3 ppm), despolarizando el Xe en la jaula (azul). Debido al intercambio, esto da como resultado una reduccion
de la sefial en el reservorio disuelto. E) Durante la toma de imagenes, se aplica un pulso de RF en el desplazamiento
quimico de Xe-CB6, despolarizando solo el Xe dentro de la jaula de CB6. A medida que el xenén despolarizado se
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intercambia saliendo de la jaula de CB6, se reduce el conjunto de atomos de Xe (rojo) polarizados (detectables). La
reduccion de la sefial de RM en comparacion con una sefial de control indica la presencia de jaulas de CB6.

Figura 6- Espectros e imagenes de RM del abdomen de una rata Sprague-Dawley después de la inyeccion IV de 3 mL
de solucion de CB6 10 mM. A) Decaimiento libre de la inducciéon (FID) adquirida después de la aplicacion de un
prepulso fuera de resonancia (control) a +260,3 ppm. B) FID adquirido después de la aplicacion de un pulso HiperCEST
en resonancia a +124,3 ppm. Obsérvese la reducciéon en la RSR del pico primario que indica una reducciéon
HiperCEST. C) Una imagen de 'H RM de Turbo Espin Eco del localizador del abdomen. D) Una imagen de 2D de RM
de eco de gradiente (GE) de Xe después de la aplicacion de un prepulso fuera de resonancia (+260,3 ppm). E) Igual
que D) pero después de un prepulso de saturacion HiperCEST en resonancia (+124,3), que destruye la polarizacion
de Xe en la jaula de CB6. A medida que estos atomos de Xe despolarizados salen de la jaula, reducen el conjunto de
Xe polarizado en la sangre, reduciendo de este modo la sefial de RM. F) Un mapa de saturacién construido restando,
pixel por pixel, la imagen HiperCEST en resonancia de la imagen de control fuera de resonancia y dividiendo entre la
imagen de control fuera de resonancia. Esto mide la reduccion de la sefial e indica la localizacion de la molécula de la
jaula CB6.

Figura 7- Espectros e imagenes de RM del cerebro de una rata Sprague-Dawley después de la inyeccion IV de 3 mL
de soluciéon de CB6 10 mM. Las leyendas para todos los paneles son idénticas a la Figura 6, pero en el cerebro en
lugar del abdomen.

Figura 8 - A) Mapa de saturacion HiperCEST de un abdomen de rata superpuesto en una imagen de 'H RM que
muestra la localizacion del agente de contraste de la jaula CB6. Se observa acumulacion en el corazon, pulmones,
aorta, rifiones y vejiga. B) Igual que A) pero del cerebro de rata. Se observa una sefial fuerte en el cerebro y una sefial
bilateral mas débil desde la musculatura o desde las arterias carotidas.

Descripcion de las realizaciones preferidas

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que el entendido comunmente por un experto en la técnica a la que pertenece la invencion. Aunque
en la practica o prueba de la presente invencion puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los
descritos en este documento, los métodos y materiales preferidos se describen ahora.

En este documento se demuestra el primer ejemplo de la deteccién in vivo de un agente de contraste de IRM de un
gas HP usando IRM de '?°Xe mejorada con HiperCEST, de la molécula jaula cucurbit[6]urilo (CB6), dentro de la red
vascular de una rata viva. Al hacer que la rata respire gas xenon, que se disuelve en la sangre e interactda con las
jaulas de CB6 inyectadas que circulan en la red vascular, se pudo detectar con éxito la presencia de CB6 en el cerebro,
corazon, aorta, arterias carotidas, rifiones y finalmente se produjo su aclaramiento renal en la vejiga. Estos resultados
traducen esta técnica desde estudios in vitro a estudios preclinicos y, por lo tanto, al uso clinico. Este trabajo demuestra
la viabilidad de emplear biosensores de IRM de gases HP como un posible reemplazo de las imagenes PET debido a
su superior resolucion, facil sintesis, menor costo y ausencia de radiacion ionizante. Los resultados de este documento
formaran la base para el desarrollo de biosensores de imagenes dirigidos que pueden detectar areas especificas de
patologias dentro del cuerpo utilizando IRM de xenén HP. Estos resultados se traducen en una deteccion mas
temprana de patologias especificas y proporcionan seguimiento del tratamiento en estudios longitudinales.

La técnica de IRM de Transferencia de Saturacién por Intercambio Quimico de Xenoén Hiperpolarizado (HiperCEST)
multiplica la mejora de la sefial de la hiperpolarizacién de '*°Xe (37) con la mejora de la sefial de intercambio quimico
producida por la secuencia de pulsos CEST IRM (5). Este método aprovecha la difusion continua de atomos de xendn
HP hacia dentro y hacia fuera de la molécula jaula, lo que proporciona un desplazamiento quimico Unico de la
frecuencia de los atomos de xenén HP disueltos en solucién. Se aplica un prepulso de saturacion HiperCEST a la
frecuencia del desplazamiento quimico del xenén dentro de la molécula jaula, despolarizando de este modo los atomos
de xenén. A medida que los atomos de xenon despolarizados salen de la molécula jaula por intercambio, son
reemplazados por atomos polarizados del reservorio de atomos de '2°Xe disueltos en solucion. Esto da como resultado
una disminucién de los nucleos polarizados en el reservorio de xenén en la fase disuelta, reduciendo de este modo su
sefial. Al restar la sefial HiperCEST en resonancia de la sefial de control fuera de resonancia se obtiene una mejora
de la sefial de hasta 4 d6rdenes de magnitud por encima de la mejora de la sefial que ofrece el proceso de
hiperpolarizacion (5). Similarmente, en la obtencién de las imagenes, al restar la imagen de control de xenoén fuera de
resonancia de la imagen saturada, pulsada y en resonancia, se puede crear un mapa de saturacion HiperCEST, que
muestra la localizacién de las moléculas jaula. Conjugando la molécula jaula con una etiqueta de afinidad, se puede
crear un biosensor para la obtencion imagenes por RM de xenén HP que puede localizar espacialmente areas de
patologia (7, 8, 26, 35).

En este trabajo se adquieren espectros de RMN de '2°Xe, reduccién HiperCEST, imagenes de RM y mapas de
saturacion de imagenes HiperCEST de una molécula jaula CB6 dentro de la red vascular de una rata viva. Se
demuestra una nueva secuencia pulsada de prepulso de saturacion que puede superar algunos de los retos
potenciales asociados con los biosensores de '2°Xe HP. Estos desarrollos demuestran que puede usarse en animales
una amplia variedad de moléculas jaula y biosensores de imagenes propuestos.
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De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un método de obtencién de imagenes de resonancia
magnética in vivo que comprende: inyectar en un individuo una soluciéon que comprende jaulas supramoleculares
etiqguetadas; mientras que se ventila a dicho individuo con una mezcla de gas oxigeno y gas xenon hiperpolarizado tal
que el xenon en las jaulas supramoleculares etiquetadas de xenodn se intercambia con el gas xenén hiperpolarizado,
formando de este modo jaulas supramoleculares etiquetadas de xendn hiperpolarizado, teniendo dichas jaulas
supramoleculares etiquetadas de xendn hiperpolarizado una frecuencia del desplazamiento quimico; aplicar un pulso
a la frecuencia de desplazamiento quimico, despolarizando de este modo el xenodn en las jaulas supramoleculares
etiguetadas de xendn hiperpolarizado; generar una imagen de resonancia magnética de xenén en resonancia del
individuo a la frecuencia del desplazamiento quimico; aplicar un pulso a una frecuencia fuera de resonancia; generar
una imagen de resonancia magnética de xendn fuera de resonancia del individuo a la frecuencia fuera de resonancia;
y restar la imagen fuera de resonancia de la imagen en resonancia, obteniendo de este modo una imagen de la
localizacion de las jaulas supramoleculares etiquetadas de xenén dentro del individuo.

En algunas realizaciones, las jaulas supramoleculares etiquetadas son jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xenon.

Como se discute en la presente memoria, la obtencién de imagenes puede ser de una region de interés del individuo,
por ejemplo, un érgano especifico o una porcion de tejido. En algunas realizaciones, el individuo es un ser humano.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un método de obtencién de imagenes de resonancia
magnética in vivo que comprende: inyectar en un individuo una solucién que comprende jaulas de cucurbiturilos
etiqguetadas para xendn; mientras que se ventila a dicho sujeto con una mezcla de gas oxigeno y gas xendn
hiperpolarizado de manera que el xenén en las jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xenén se intercambia con el
gas xenon hiperpolarizado, formando de este modo jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xenén hiperpolarizado,
teniendo dichas jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xenoén hiperpolarizado una frecuencia del desplazamiento
quimico; aplicar un prepulso a la frecuencia del desplazamiento quimico, despolarizando de este modo el xenén en
las jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xendn hiperpolarizado; generar una imagen de resonancia magnética de
xenon en resonancia del individuo a la frecuencia del desplazamiento quimico; aplicar un pulso a una frecuencia fuera
de resonancia; generar una imagen de resonancia magnética de xendn fuera de resonancia del individuo a la
frecuencia fuera de resonancia; y restar la imagen fuera de resonancia de la imagen en resonancia, obteniendo de
este modo una imagen de la localizacion de las jaulas de cucurbiturilos etiquetadas para xenén dentro del individuo.

Como apreciara un experto en la técnica, el individuo puede ser un sujeto humano. Ademas, la obtencion de imagenes
puede ser de todo el cuerpo del individuo o puede ser de una region especifica del cuerpo, por ejemplo, una region
especifica de tejido o un tipo de tejido o un 6rgano o miembro especifico o area vascular o similar.

El cucurbiturilo puede ser cualquier cucurbiturilo adecuado conocido en la técnica (14, 15). Por ejemplo, el cucurbiturilo
puede ser, pero de ninguna manera limitarse a, cucurbit[6]urilo, cucurbit[7]urilo, cucurbit[8]urilo, cucurbit[9]urilo, o
cucurbit[10]urilo. En algunas realizaciones, el cucurbiturilo es cucurbit[6]urilo o CB6.

Alternativamente, dentro de la invencion se pueden usar otras jaulas supramoleculares etiquetadas para xenon, tales
como, por ejemplo, pero de ninguna manera limitadas a, criptéfanos, calixerenos, liposomas, ciclodextrinas, vesiculas
de gas, bromuro de perfluorooctilo, esporas bacterianas y virus. Especificamente, como apreciara un experto en la
técnica, dentro de la invencion puede usarse cualquiera de estos tipos de jaula que no sean tdxicas para el individuo
que esta siendo fotografiado.

Como se usa en el presente documento, una "etiqueta" se refiere a cualquier molécula que pueda unirse a una
pequefia molécula de interés, tal como un ion, proteina o similar. Por ejemplo, la "etiqueta” puede ser una etiqueta de
afinidad, un anticuerpo, un ligando u otro compuesto adecuado similar para interactuar con o unirse a una diana
especifica.

Como sabran los expertos en la técnica, se encontré que una serie de agentes de contraste HiperCEST anteriores
ensayados, incluidos los criptéfanos, tenian efectos toxicos cuando se ensayaron in vivo. Como apreciaran los
expertos en la técnica, es muy dificil predecir de antemano qué moléculas no seran toxicas debido a la complejidad
de las interacciones in vivo.

Ademas, CB6 también podria haber sido ineficaz in vivo. Por ejemplo, CB6 podria no haberse disuelto en solucion o
separarse en la sangre por precipitacion o disociarse en la sangre, haciendo de este modo que CB6 sea inutil para
obtener imagenes in vivo.

AlUn mas, es posible que la intensidad del campo de RF pudiera no haber sido lo suficientemente fuerte para
despolarizar las moléculas de xenén en la jaula o que no se hubiera generado suficiente sefial del xenén en el cuerpo
debido a la despolarizacion a causa de la interaccion con el gas oxigeno.

En algunas realizaciones, es una mezcla de no mas que aproximadamente 80% de xendén y al menos
aproximadamente 20% de oxigeno. Como sera evidente para los expertos en la técnica, el uso de menos que 20% de
oxigeno podria potencialmente asfixiar al sujeto.

En otras realizaciones, la mezcla puede ser de aproximadamente 70 a aproximadamente 80% de xendn vy
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aproximadamente 20 a aproximadamente 30% de oxigeno.

Como sera evidente para un experto en la técnica, dentro del alcance de la invencién se puede usar una amplia
variedad de condiciones de pulso, especificamente, condiciones de pulso HiperCEST. Por ejemplo, el pulso puede ser
un tren de pulsos o continuo o una onda o una onda continua o cualquier otra disposicion adecuada conocida en la
técnica. En algunas realizaciones de la invencion, el prepulso es un tren de prepulsos de dieciséis pulsos sinc de 3
I6bulos de 6 ms con intervalos entre pulsos de 3 ms.

Como sera apreciado por un experto en la técnica, la frecuencia especifica del desplazamiento quimico de una jaula
etiquetada especifica de cucurbituril-xendn puede depender de varios factores, por ejemplo, el cucurbiturilo especifico
utilizado, asi como la etiqueta usada para la construccion de la jaula. Sin embargo, la frecuencia especifica del
desplazamiento quimico para una construccion de jaula dada se puede determinar facilmente usando los métodos
descritos en este documento. Ademas, una amplia variedad de frecuencias fuera de resonancia es adecuada para ser
utilizada dentro de la invencién, como sera facilmente evidente para un experto en la técnica. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el pulso en resonancia activa puede aplicarse a +215 ppm y el pulso fuera de resonancia puede aplicarse
a +124,3 ppm.

Como sera evidente para un experto en la técnica, se requeririan dosis proporcionalmente mayores de cucurbiturilos
para obtener imagenes en seres humanos. Dichas dosis dependeran, por supuesto, de muchos factores, que incluyen,
pero de ninguna manera se limitan a, la edad, el peso, la altura y el estado general del individuo. Ademas, se mantiene
que dicha optimizacion es una experimentacion de rutina y esta dentro del alcance de la invencion. Si desear ligarse
a ninguna teoria o hipotesis particular, los inventores creen que, por ejemplo, serian adecuados aproximadamente 10
mL de cucurbiturilo por kilogramo de peso corporal del paciente humano y aproximadamente 1 L de xendn.

Combinando las moléculas jaula activas en RM con un anticuerpo u otra etiqueta de afinidad como agente de
direccionamiento, se crearia un biosensor para la obtencion imagenes de RM de xenén HP para localizar
espacialmente areas de patologia dentro del cuerpo. Tales biosensores proporcionan el soporte basado en imagenes
para la medicina personalizada. La medicina personalizada y la radiologia de precision requieren modalidades de
imagenes especializadas que proporcionan los biomarcadores de imagenes (39). Estos biomarcadores de imagenes
permiten la estratificacion de los pacientes de acuerdo con sus caracteristicas fenotipicas, que es un requisito de la
medicina personalizada.

Por ejemplo, podrian usarse anticuerpos que se sabe que se unen a antigenos especificos relacionados con el cancer
como la etiqueta dentro de la invencion para el diagnéstico en etapa temprana de ciertos canceres. Alternativamente,
a modo de ilustracion, la "etiqueta" podria ser serotonina, que se unira a areas de aterosclerosis, o tioflavina que se
une a areas de la enfermedad de Alzheimer en el cerebro o desoxiglucosa para la deteccion del cancer. Por supuesto,
otras etiquetas adecuadas para usar en la obtencion de imagenes in vivo seran faciimente evidentes para un experto
en la técnica.

En la actualidad, la obtencion de imagenes moleculares en tejido profundo se ha restringido principalmente a PET y
SPECT; sin embargo, estas modalidades tienen una serie de inconvenientes significativos. Ademas, ambos requieren
grandes inversiones de capital en forma de escaneres y ciclotrones dedicados para producir radioisétopos. Si bien el
equipo de polarizacion no es barato, es menos caro que el equipo PET (40). Lo mas significativo es que la IRM de
xenon HP es capaz de una resolucion espacial mucho mas alta que la obtencion de imagenes por PET, lo que hace
posible la localizacién de pequefias lesiones. Los escaneres de PET dependen de la resolucién espacial de los
escaneres de CT o de IRM para la localizaciéon anatémica; la IRM de xenén HP tiene la capacidad de obviar esa
necesidad. Ademas, dado que no se utiliza ninguna radiacién ionizante, los estudios de obtencién de imagenes
mediante biosensores de IRM con un gas HP se pueden realizar mas frecuentemente que las técnicas de obtencion
de imagenes moleculares basadas en ionizacion.

Con la demostracion in vivo de un agente de contraste para IRM de biosensores de xenén HP, el desarrollo y la
demostracion in vivo exitosa de biosensores de IRM de gases HP dirigidos que pueden obtener imagenes de
enfermedades localizadas en el conjunto de organismos vivos es una prediccion solida.

La invencion se ilustrara ahora adicionalmente por medio de ejemplos; sin embargo, la invenciéon no se limita
necesariamente a los Ejemplos.

En una solucion de CB6 2,5 mM disuelta en sangre y PBS, se observo un pico a +192,4 ppm con respecto al pico del
xenon en fase gaseosa, el cual corresponde al xenon disuelto en plasma sanguineo (Figura 1, panel izquierdo).
Adicionalmente, se observé un pico correspondiente al CB6 que encapsula al xenén a +124,3 ppm (Figura 1, panel
izquierdo). Se observo un pico a +219,4 ppm que corresponde al '>°Xe unido a los globulos rojos (GR) (Figura 1).
Después de la aplicaciéon de un tren pulsado de prepulsos de saturacion de dieciséis pulsos sinc de 3 I6bulos de 6 ms
con intervalos entre pulsos de 3 ms a +124,3 ppm, se adquirié el espectro de RMN de 2°Xe mostrado en la Figura 1.
Después de un prepulso de saturacion HiperCEST, se observé una gran reduccion (84%) en la sefial de xendn en la
fase disuelta que indica el intercambio de polarizacion desde el CB6 hacia adentro y hacia afuera de las moléculas de
la jaula CB6.

Se continud recolectando espectros HiperCEST mediante la aplicacion de prepulsos de saturacion a frecuencias que
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se compensaron con respecto a las frecuencias de los picos de CB6. La reduccién de la sefial para cada frecuencia
de compensacién de prepulsos de saturacion se muestra en el espectro de reduccion de HiperCEST mostrado en la
Figura 2. Obsérvese una alta reduccion de la sefial correspondiente al CB6 y al pico de xenén-plasma a +191,4 ppm
con menor reduccidon a medida que la frecuencia de prepulso de saturacion se aplica mas lejos de estos picos. Se
observa un minimo local a +124,3 ppm, que corresponde al desplazamiento quimico del complejo CB6/Xe.

Inicialmente, se planted la hipétesis de que se observaria una reducciéon de HiperCEST cuando se aplicaran pulsos
de saturacion en el pico de los GR debido al intercambio entre el conjunto de xendn disuelto y el xendén unido a los
GR. Algo contrarintuitivamente, no se observé este efecto. Bifone et al. calcularon una velocidad de intercambio Xe-
GR de 50 s (22), que es considerablemente mas lenta que el intercambio Xe-CB6 de 1470 s™' (14). Este intercambio
mas lento podria ser la razén por la cual no se pudo observar una reduccién de HiperCEST cuando el pico de los GR
estaba saturado.

Se hicieron diluciones en serie del CB6/sangre de la presente invencion y se midié la reduccion de HiperCEST en
funcién de la concentracion. Se ensayaron concentraciones de hasta 10 yM de CB6 en sangre. Se midié un efecto
HiperCEST del 14% a una concentracion de 250 uM (Figura 3). La reduccion de HiperCEST fue medible hasta 10 yM.

Se obtuvieron imagenes de RM de dos jeringas dentro del mismo campo de vision: una llena con una solucion de CB6
en sangre, la otra con solo una solucién de sangre y sin moléculas de CB6 (Figura 4). La sefal del plasma, la fase
gaseosa Yy el xendn unido a los GR esta presente en la imagen de control (Figura 4A). Se observo un artefacto de
desplazamiento quimico en fase gaseosa, compensado por 43 pixeles de 67,1 mm. Adicionalmente, se observé una
sefial mas fuerte en fase gaseosa en la solucion control (jeringa derecha) que en la jeringa de CB6 (jeringa izquierda).
Este fendmeno se atribuy6 a las diferencias en el grado de formacion de espuma en sangre entre las dos soluciones.
La solucion de control produjo mas espuma que la solucion de CB6, que proporcioné un reservorio de xenon
hiperpolarizado gaseoso para intercambiar con el xenén disuelto en el plasma proporcionando una sefial xenén-
plasma mas fuerte. Una vez que se aplicd un tren de prepulsos de saturacion (Figura 4B), hubo una reduccion casi
completa de la sefial de xendn en la fase disuelta. Se produjo un mapa de saturacioén (Figura 4C) normalizando cada
imagen mediante su propio ruido de fondo y restando la imagen de control fuera de resonancia de la imagen de
saturacion HiperCEST y normalizando pixel por pixel la imagen fuera de resonancia. La intensidad del color en el
mapa de saturacion es proporcional a la cantidad de reduccién de la sefial que se ha producido como resultado del
prepulso de HiperCEST. El mapa de saturacion muestra una fuerte reducciéon de la sefial HiperCEST de CB6. La
jeringa control no muestra ninguna reduccion y en el mapa de saturacion se indica como una "sefial" ausente.

Se preparo6 una solucién 10 mM de la molécula jaula CB6 disuelta en PBS 1X (pH 7,2). Se inyectaron 3 mL de la
solucién de CB6 en el catéter de la vena de la cola de una rata Sprague-Dawley y se dejo que se distribuyera
bioldgicamente durante 30 minutos. Se colocé quirirgicamente un tubo endotraqueal en la rata anestesiada, y la rata
se ventilé con oxigeno al 100% usando un ventilador hecho a medida. La rata se coloco en una bobina de RF de rata
de cuerpo entero hecha a medida. Cinco segundos antes de la adquisicion de la imagen de RM de xendn, la rata fue
ventilada con una mezcla de gases de xenén 80%/oxigeno 20%. Se adquirieron espectros de resonancia magnética
(ERM) de decaimiento libre de la induccion (FID) (Figs. 5 y 6, A&D) tanto del abdomen como de la cabeza de la rata.
El espectro de RM del abdomen revel6 tres picos resolubles a +184 ppm, +192,5 ppm y +207 ppm con respecto a la
frecuencia del desplazamiento quimico del '2°Xe en fase gaseosa (referenciada a 0 ppm) (Figura 6A). No se observo
un pico correspondiente al pico '2°Xe-CB6, como se informé anteriormente (10). Esto se atribuy6 a una variedad de
efectos de susceptibilidad y de ensanchamiento de linea que ocurren in vivo. Al aplicar un pre-pulso HiperCEST a la
frecuencia de desplazamiento quimico conocida de '2°Xe -CB6 (+124,3 ppm) (38), se adquirié un espectro de RM con
una reduccion del 86% en la intensidad de la sefial en comparacion con el espectro de control fuera de resonancia
(Figura 6D). Se repiti6 esta técnica después de que la rata se colocara en una bobina de RF de cabeza de rata hecha
a medida (Figuras 7A y D). Al aplicar un pre-pulso HiperCEST (+124,3 ppm), se observé una reduccion del 38% en la
intensidad de la sefial de RM del cerebro de la rata.

Se obtuvo un espectro de reduccion HiperCEST de CB6 dentro del abdomen y del cerebro de la rata mediante la
recopilacién de una serie de espectros FID a varias compensaciones de frecuencias de desplazamientos quimicos
con prepulsos de saturacion en resonancia. La rata se ventild con la mezcla de xendn/oxigeno y se adquirieron
espectros FID secuenciales con prepulsos de saturacion fuera de y en resonancia. El espectro de reduccion
HiperCEST indicé una reduccién HiperCEST maxima a -66 ppm.

A continuacién, se adquirieron imagenes de 'H RM de turbo espin eco (TSE) para correlacionar la sefial del xenon
con su localizacion anatémica. Inmediatamente antes de la adquisicion de la imagen de '°Xe, la rata fue ventilada
con xenon como se describidé anteriormente. La secuencia de obtencién de imagenes comenzé con un prepulso de
saturacion que constaba de dieciséis pulsos sinc de 3 I6bulos de 20 ms con un intervalo entre pulsos de 3 segundos
aplicado a las frecuencias del desplazamiento quimico en resonancia (+215 ppm) y fuera de resonancia (+124,3 ppm).
Las imagenes de eco de gradiente (EG) de '?°Xe se adquirieron con prepulsos de saturacién en resonancia y fuera de
resonancia (Figuras 6 y 7, B y E). Las imagenes de RM fuera de resonancia revelaron la distribucién de xendn en
todas las areas de la anatomia de la rata que se sabe que tienen altas velocidades de perfusién, como el cerebro, la
aorta, los rifiones, los pulmones y el corazén (Figuras 6 y 7B). Al aplicar los pulsos de saturacion HiperCEST, se
observo una reduccion de la sefial en areas que contenian las moléculas de CB6 (Figuras 6 y 7E). Restando las
imagenes de control en resonancia de las imagenes de HiperCEST fuera de resonancia (Figuras 6 y 7F), y registrando
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las imagenes "H del localizador (Figuras 6 y 7C), se tomaron imagenes selectivamente de las areas de las moléculas
de CB6 que estaban localizadas en el cerebro, corazén, pulmones, aorta, arterias carétidas y rifiones (Figura 8).
Curiosamente, también se observé una mejora débil de la sefal de HiperCEST desde la vejiga de la rata (Figura 8A).
Esta observacion apoya la hipotesis de que CB6 es excretada por los rifiones y termina en la orina contenida en la
vejiga. También se creé un mapa de saturacion HiperCEST en el cerebro de la rata (Figura 8B).

Se calculé la TAE (tasa de absorcion especifica) de esta secuencia de pulsos y se obtuvo una TAE de 0,025 W/kg,
que esta muy por debajo del limite TAE de la FDA de 4 W/kg.

Este trabajo es el primer informe para obtener datos por HiperCEST de una molécula jaula que encapsula xenén en
sangre completa y dentro de la red vascular de una rata viva.

Experimental
Preparacion de la muestra

Se prepard una solucién 2,5 mM de cucurbit[6]urilo (CB6) disolviendo 50 mg de CB6 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.)
en 10 mL de solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) 1X a pH 7,2 a temperatura ambiente. La mezcla se agité
suavemente. Se mezclaron diez mL de la solucion de CB6-PBS con 10 mL de sangre fresca de bovino con citrato
(Cederlane, Burlington CA) dentro de una jeringa de 30 mL para crear una soluciéon de CB6 2,5 mM en una solucion
de sangre. La muestra de control se preparé de manera idéntica a la solucién de CB6, excepto que se omitio el CB6.
La muestra de control contenia 10 mL de PBS y 10 mL de sangre de bovino.

Se hicieron diluciones en serie de CB6 en sangre afiadiendo una cantidad apropiada de sangre a la solucién madre
2,5 mM.

Espectros de RMN de '%°Xe

Se polarizé al 30% gas '?°Xe usando un polarizador Xemed (Xemed, Durham, NH). Se introdujeron en la jeringa 7,5
mL de gas '**Xe HP durante 5 s desde la bolsa Tedlar en la camara de presion que se presurizo a 20,69 kPa (3 psi)
por encima de la presion atmosférica. La solucion y el gas se mezclaron agitando la jeringa durante aproximadamente
12 s. Aproximadamente 3 mL de >°Xe disuelto en el disolvente de sangre/PBS, el '2°Xe no disuelto restante se expulsd
de la jeringa, produjeron una concentracion de '*°Xe efectiva de 7,5 mM. El procedimiento se repitid para cada
adquisicion espectral para el espectro de reduccion HiperCEST. La jeringa de 30 mL que contenia la solucién de CB6-
sangre se coloco dentro de una bobina de RF personalizada sintonizada a la frecuencia Larmor del '2°Xe (35,33 MHz)
a 3T. Se utilizé un escaner clinico Philips Achieva 3T para adquirir todos los espectros de RMN y las imagenes de RM.
Se registro el decaimiento libre de la induccion (FID) y se observo el desplazamiento quimico del complejo '>°Xe/CB6.
Ref B1 es un parametro de los escaneres RM de Philips y se utiliza para calcular la longitud del pulso de RF. El escaner
utiliza la longitud del pulso y el angulo de giro para determinar la amplitud del pulso de RF y la intensidad del campo.
Para estos experimentos, el escaner establecid una intensidad de campo B1 de 1,18 uT. Para los espectros e
imagenes de RMN, se aplicé un tren pulsado de prepulsos de saturacion, que constaba de 16 pulsos de 6 ms de 3
I6bulos sinc con intervalos entre pulsos de 3 ms, fuera de la resonancia +124,3 ppm del pico de fase gaseosa que
corresponde al desplazamiento quimico del Complejo CB6-Xe. Para las mediciones iniciales del decaimiento de
HiperCEST, se recogieron los espectros de control con un pre-pulso de saturacion fuera de resonancia de 258 ppm.
Se registro el espectro de decaimiento HiperCEST midiendo el decaimiento HiperCEST a varias compensaciones de
desplazamiento desde el pico CB6/Xe. Se recolecté un minimo de 3 espectros en cada desplazamiento quimico y se
representd graficamente el decaimiento medio de la sefal en funcién de la frecuencia de la compensacion del
desplazamiento quimico. La relacion sefial-ruido (RSR) de cada espectro se calculé utilizando MATLAB (MathWorks,
Natick MA). Los valores de decaimiento de la sefial debidos al efecto HiperCEST se midieron restando la RSR del
espectro de saturacion HiperCEST de la RSR del espectro de control y dividiendo entre la RSR del control.

Preparacioén de la rata

Todos los procedimientos con animales fueron aprobados por el Comité para el Cuidado de Animales de la Universidad
de Lakehead. Se anestesiaron ratas Sprague-Dawley (n = 6) (Charles River, Sherbrook QC) que pesaban entre 300-
400 g usando 4 LPM de isoflurano hasta que su reflejo corneal desaparecié. Una vez que las ratas estuvieron
anestesiadas, se colocd un catéter en la vena de la cola y se inici6 una infusion intravenosa (IV) de propofol (45
mg/kg/h). Se insert6 un segundo catéter en la vena de la cola (en la segunda vena de la cola) para el acceso IV.

Se realizé una incision en la linea media en el cuello de la rata y se localizé la traquea. Se realiz6 una incision semi
circunscrita de 1 mm en la traquea y se insert6 un catéter endotraqueal en la traquea. El cuello fue cerrado por
suturacion. El tubo endotraqueal se conectd a un ventilador hecho a medida y la rata se colocé en oxigeno a 60
respiraciones por minuto con un volumen corriente de 5 mL. Se midié una Presién de Expiraciéon Final Positiva de 20
mbar.

Se inyectaron 3 mL de solucién de CB6 10 mM durante 2 minutos en el catéter de la vena de la cola.

Se colocaron las ratas dentro de una bobina de RF Birdcage personalizada de doble sintonizacion ("H/'?°Xe) con un
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diametro de 80 mm.
Después de la adquisicion de datos, las ratas fueron sacrificadas por inyeccion 1V de pentobarbital.
Obtencién de imagenes por resonancia magnética

Se utilizé un escaner clinico Philips Achieva 3T para adquirir todos los espectros de RM y las imagenes de RM. El gas
129Xe se polarizo al 30% usando un polarizador Xemed (Xemed, Durham, NH).

El campo magnético del escaner Philips Achieva 3T se reflejo en la sefial de 'H usando un fantasma de aceite mineral
de aproximadamente el mismo tamafio que la rata para corregir las faltas de homogeneidad By con el fin de mejorar
la resolucion espectral de las adquisiciones.

Se obtuvieron imagenes multicorte 1H turbo espin eco (TSE) ponderadas en T2 (TR =2 s, TE = 1,67 ms, angulo de
giro de 12 grados, espesor de corte de 2 mm) localizadas en el espacio intraperitoneal de la rata con un campo de
vision de 150 mm x 150 mm y un tamafo de matriz de 256 x 256, que dieron una resolucion en el plano de 0,586 mm.

30 minutos después de la inyeccion de CBB, el ventilador se ajustd para dispensar xenén a la rata. Se proporcioné un
periodo de lavado con xen6n de 5 segundos, seguido por la administracion de una mezcla de xenén 80%/oxigeno
20% durante la exploracion de RM. Se obtuvieron imagenes de eco de gradiente 2D de xendn con un campo de vision
de 150 mm x 150 mm con un tamafio de matriz de 64 x 64 y una resolucion en el plano de 2,34 mm, TR = 197 ms, TE
= 1,67 ms, un angulo de giro de 40 grados, ancho de banda 300 Hz/pixel. Como se indicé anteriormente, los prepulsos
de saturacion de resonancia y de fuera de resonancia (+124,3 ppm y +260,3 ppm, respectivamente) se aplicaron como
parte de la secuencia de impulsos de adquisicién. Se proporcioné un periodo de espera de 5 minutos entre las
imagenes en resonancia y fuera de resonancia para asegurar que todo el gas xenon se habia eliminado del torrente
sanguineo. Para algunas adquisiciones, las imagenes con prepulsos de saturacion fuera de resonancia se aplicaron
primero, seguidas de las imagenes con prepulsos de saturacion en resonancia. En otras adquisiciones, las imagenes
con prepulsos de saturacion en resonancia se aplicaron primero. Esto se hizo para tener en cuenta un posible efecto
de orden para asegurar que realmente se estaba midiendo la despolarizacion de Xe debido a los prepulsos de
saturacion y no la despolarizacion del xenon con el tiempo. Las imagenes fueron recolectadas y analizadas utilizando
MATLAB. Se aplicé un filtro de convolucidon que consistia en una matriz de 5x5 que se aproxima a una distribucion
gaussiana con un factor de normalizaciéon para mantener la intensidad de la sefial. Las imagenes fueron umbralizadas
para capturar toda la sefial de xenén disuelto en la sangre. Los mapas de saturacion se produjeron comparando
imagenes de '°Xe fuera de resonancia y en resonancia. El ruido de la sefial de fondo fue segmentado y eliminado
para mayor claridad de la imagen usando una mascara para todas las imagenes.

Los mapas de saturacion HiperCEST se superpusieron en la imagen de 'H usando el software de procesamiento de
imagenes GIMP.

Espectros de reducciéon de HiperCEST

30 minutos después de la inyeccion de CB6, el ventilador se ajustd para dispensar continuamente a la rata una mezcla
de xendn 80%/oxigeno 20%. Después de un periodo de lavado de 15 segundos, se adquirieron espectros de
decaimiento libre de la induccion de '>°Xe (FID) con prepulsos de saturacion fuera de y en resonancia (16x20 ms,
intervalo de pulso de 5 ms, pulso de 3 Iébulos sinc) en una variedad de compensaciones de desplazamientos quimicos.
Para eliminar la posibilidad de los efectos de orden, se alterné el orden de adquisicion fuera de resonancia y en
resonancia. La relacion sefial/ruido (RSR) de cada espectro se calculé utilizando MATLAB. Se calculd la reduccién de
HiperCEST en cada compensacion de desplazamiento quimico y se representd graficamente utilizando Microsoft
Excel.

Simulaciones de la tasa de absorcion especifica (TAE)

Se colocaron cuatro bolsas de solucién salina de 1 L en una bobina para cabezas de doble sintonizacion 'H-2°Xe
(Clinical MR Solutions LLC, Brookfield WI) para simular una cabeza de ser humano. Se aplicaron pulsos de
presaturacion sinc de 3 Iébulos y de adquisicion de eco de gradiente. Se midieron Psr y Prey y se calculd la potencia
promedio, Payg. La TAE se calculé dividiendo Payg entre 4 kg, el peso medio de una cabeza de ser humano.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la obtencion de imagenes por resonancia magnética in vivo, que comprende: inyectar en un
individuo una solucién que comprende jaulas supramoleculares etiquetadas para xendn; mientras que se ventila a
dicho individuo con una mezcla de gas oxigeno y gas xenoén hiperpolarizado tal que el xenén en las jaulas
supramoleculares etiquetadas para xenon se intercambia con el gas xendn hiperpolarizado, formando de este modo
jaulas supramoleculares etiquetadas para xendn hiperpolarizado, teniendo dichas jaulas supramoleculares
etiquetadas para xenon hiperpolarizado una frecuencia del desplazamiento quimico; aplicar un pulso a la frecuencia
del desplazamiento quimico, despolarizando de este modo el xendn en las jaulas supramoleculares etiquetadas para
xenon hiperpolarizado; generar una imagen de resonancia magnética de xenén en resonancia del individuo a la
frecuencia del desplazamiento quimico; aplicar un pulso a una frecuencia fuera de resonancia; generar una imagen
de resonancia magnética de xenon fuera de resonancia del individuo a la frecuencia fuera de resonancia; y restar la
imagen fuera de resonancia de la imagen en resonancia, obteniendo de este modo una imagen de la localizacion de
las jaulas supramoleculares etiquetadas para xenon dentro del individuo.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que las jaulas supramoleculares etiquetadas se seleccionan del
grupo que consiste en: jaulas de cucurbiturilos etiquetadas, jaulas de criptéfanos etiquetadas o jaulas de calixararenos
etiquetadas.

3. Método segun la reivindicacion 2, en el que el cucurbiturilo se selecciona del grupo que consiste en:
cucurbit[6]urilo, cucurbit[7]urilo, cucurbit[8]urilo, cucurbit[QJurilo, and cucurbit[10]Jurilo; y preferiblemente es
cucurbit[6]urilo (CB6).

4, El método seguin una de las reivindicaciones precedentes, en el que la mezcla de gas oxigeno y gas xendn
hiperpolarizado es no mas que aproximadamente xenon al 80% y al menos aproximadamente oxigeno al 20%.

5. El método seguin una de las reivindicaciones precedentes, en el que la mezcla es xen6n de aproximadamente
70 a aproximadamente 80% y oxigeno de aproximadamente 20 a aproximadamente 30%.

6. El método segun las reivindicaciones 3 a 5, en el que la jaula supramolecular es una jaula de cucurbit[6]urilo
(CBB6) y el pulso a la frecuencia del desplazamiento quimico se aplica a +124,3 ppm.

7. El método segun las reivindicaciones 3 a 6, en el que la jaula supramolecular es una jaula de cucurbit[6]urilo
(CBB6) y el pulso a la frecuencia fuera de resonancia se aplica a +215 ppm.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

Reduccion HiperCEST en funcién de [CB6]
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Figura 4
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Figura 7

= @
m e

= o2 o
-

=2
=

=
£

b
o

=
o

i

o . A L N 1 R P
Desplazamiente Quimico (ppm)

Wom m

. D
0E

2 =2 2 =
-

=]
in

=
i

=3

3 s I : L 1 I A
SB b V- 1 R £ O R E R A 4

Desplazamiento Quimico (ppm})

19



ES 2751724 T3

Figura 8
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