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DESCRIPCION
Soluciones hipoosméticas para la deteccion de ganglios linfaticos
Campo de la invencion

La invencion se relaciona con el campo del diagndstico médico en general y con composiciones para uso en métodos
y dispositivos de diagndstico para localizar tejido para escision quirdrgica como se define en las reivindicaciones.

Antecedentes

Aproximadamente 1.25 millones de casos nuevos de cancer de seno son diagnosticados cada afio. En una mayoria
de estos casos, existe una necesidad urgente de cirugia para extirpar el tumor y extirpar los ganglios linfaticos
centinelas e inspeccionarlos histolégicamente para determinar si el cancer se ha propagado a otros sitios del cuerpo.
Los ganglios linfaticos centinelas son los primeros ganglios que reciben drenaje linfatico del tumor. Se llaman asi
porque alertan de manera confiable al médico sobre cualquier propagacion del cancer. Una biopsia de ganglio linfatico
centinela es un estandar de atencion en las operaciones de cancer de mama en la actualidad.

La localizacién de los ganglios centinelas durante la cirugia es dificil. Un método para localizar el ganglio centinela es
inyectar un pigmento azul oscuro en el sistema linfatico en la mama. Luego, el pigmento se dispersa por todo el sistema
linfatico mamario y el cirujano extirpa los ganglios coloreados. Este método se reconoce como propenso a errores.

Un método mejorado implica inyectar un pigmento radioactivo en los ganglios linfaticos. De manera similar, el pigmento
drena a través del sistema linfatico y el cirujano luego usa un detector de radiacién para ayudar a localizar los ganglios
centinelas. Sin embargo, el uso de radioisétopos presenta una carga logistica significativa y costosa, debido a la
necesidad de asignar el tiempo y recursos de un radiélogo de medicina nuclear ademas del cirujano para lo que de
otro modo seria una operacion de rutina. Ademas, muchos pacientes son reacios a recibir una inyeccion radiactiva.
Estos factores pueden convertirse en una barrera importante para el uso de radiois6topos para localizar los ganglios
centinelas.

Un método mejorado adicional consistioé en inyectar suspensiones de particulas magnéticas en los ganglios linfaticos
y esperar a que las particulas magnéticas se drenen a través del sistema linfatico. Las particulas luego se detectan
utilizando un magnetémetro, que revela la ubicaciéon de los ganglios linfaticos. Ver el documento US2011/0133730.
Las soluciones de la técnica anterior, como Sienna+®, tienen una osmolalidad muy baja de aproximadamente 30
mOsm/kg. Sienna+® es una solucioén acuosa de nanoparticulas de maghemita recubiertas con carboxidextrano, que
tiene una concentracion de hierro de aproximadamente 25.5 a 29.5 mg/ml. Las particulas magnéticas en una inyeccion
de Sienna+® tardan aproximadamente 30 minutos en drenar lo suficiente a través del sistema linfatico para garantizar
una deteccion precisa de los ganglios linfaticos, lo que puede causar un tiempo de inactividad significativo y costoso
durante procedimientos quirurgicos. En consecuencia, médicos impacientes pueden intentar detectar los ganglios
linfaticos demasiado pronto, es decir, antes de que las particulas magnéticas se hayan drenado lo suficiente a través
del sistema linfatico, lo que podria provocar una deteccion incompleta de los ganglios linfaticos. EI documento
EP2339343A1 se relaciona con particulas magnéticas y método para producirlas.
https://tools.liftechnologies.com/content/sfs/msds/2007/11361  DVIAL  1_MTR-NAIV_EN.pdf  (recuperado el
10/06/2014) se relaciona con una hoja de datos de seguridad de materiales. El documento WO2011/067576A1 se
relaciona con un aparato de sonda magnética. TZONG T. TSAY ET AL, Life Sciences, vol. 61, no. 19, 1 de octubre de
1997, P1929-1934 se relaciona con el flujo linfatico cervical profundo luego de la infusién de manitol en conejos.

Por lo tanto, existe una necesidad de composiciones que permitan procedimientos mas eficientes.
La presente invencién aborda esta necesidad.
Sumario de la invencion

La invencion se relaciona con una suspension hipoosmotica para uso en el diagnostico de cancer de acuerdo con la
reivindicacion 1, a una suspension hipoosmética para uso en el tratamiento por hipertermia magnética de acuerdo con
la reivindicacion 10 y a un método para localizar un ganglio linfatico en un paciente de acuerdo con la reivindicacion
11.

Las realizaciones de las suspensiones hipoosmoticas pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas:

Las particulas magnéticas pueden ser particulas de 6xido de hierro, tales como particulas de 6xido de hierro
superparamagnéticas (por ejemplo, maghemita).

Las particulas magnéticas pueden recubrirse, como con dextrano (por ejemplo, carboxidextrano).

Las suspensiones pueden tener aproximadamente 13 mg/ml de particulas magnéticas, aproximadamente 28 mg/ml
de particulas magnéticas, 56 mg/ml de particulas magnéticas, 100 mg/ml de particulas magnéticas, 140 mg/ml de
particulas magnéticas o aproximadamente 200 mg/ml de particulas magnéticas.
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La suspensién puede tener una osmolalidad de aproximadamente 80 mOsm/kg a aproximadamente 160 mOsm/kg.
La suspension puede incluir un excipiente.

La sal inorganica puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 0.01 % p/v-0.6 % p/v, aproximadamente
0.05 % p/v-0.3 % plv, aproximadamente 0.1 % p/v-0.3 % p/v, menos de aproximadamente 0.6 % p/v o
aproximadamente menos de aproximadamente 0.3 % p/v.

La invencion también proporciona un método para localizar un ganglio linfatico en un paciente (por ejemplo, un
humano). El método incluye las etapas de: proporcionar una suspension hipoosmoética; inyectar la suspension
hipoosmotica en el paciente; esperar hasta que las particulas magnéticas queden atrapadas en un ganglio linfatico; y
detectar la ubicacion del ganglio linfatico detectando la ubicacion de las particulas magnéticas.

El método puede incluir una o mas de las siguientes caracteristicas:

El método puede incluir inyectar 0.2 ml de suspension hipoosmética, 0.4 ml de suspension hipoosmotica o 0.8 ml de
suspension hipoosmoética en el paciente.

La deteccion se puede realizar usando un magnetémetro.

La invencion también proporciona un método para localizar rapidamente un ganglio linfatico en un paciente (por
ejemplo, un humano). El método puede incluir las etapas de: proporcionar una suspension hipoosmotica que
comprende particulas magnéticas; inyectar la suspension hipoosmética en el paciente; y detectar un ganglio linfatico
en 10 minutos, o en tan solo 5 minutos, de inyeccion mediante la deteccion de la ubicacion de las particulas
magnéticas, la deteccion es suficiente para comenzar inmediatamente un procedimiento médico en el ganglio linfatico
a base de la deteccion.

La invencion también proporciona una composicién de acuerdo con las reivindicaciones para uso en un método de
tratamiento de un paciente que usa hipertermia magnética, el método comprende las etapas de: proporcionar la
suspension hipoosmatica; inyectar la suspension hipoosmotica en el paciente; y exponer al paciente a un campo
magnético alterno.

Las suspensiones pueden tener aproximadamente 13 mg/ml de particulas magnéticas, aproximadamente 28 mg/ml
de particulas magnéticas, 56 mg/ml de particulas magnéticas, 100 mg/ml de particulas magnéticas, 140 mg/ml de
particulas magnéticas o aproximadamente 200 mg/ml de particulas magnéticas.

La suspension tiene una osmolalidad de 80 mOsm/kg a 160 mOsm/kg.
La suspension puede incluir un excipiente.

La sal inorganica puede estar presente en la cantidad de aproximadamente 0.05 % p/v-0.3 % p/v, aproximadamente
0.1 % p/v-0.3 % p/v, menos de aproximadamente 0.6 % p/v o aproximadamente menos de aproximadamente 0.3 %
p/v.

La invencion también proporciona un método para localizar un ganglio linfatico en un paciente (por ejemplo, un
humano) de acuerdo con la reivindicacion 11.

El método puede incluir una o mas de las siguientes caracteristicas:

El método puede incluir inyectar 0.2 ml de suspensién hipoosmoética, 0.4 ml de suspensién hipoosmotica o 0.8 ml de
suspension hipoosmoética en el paciente.

La deteccion se puede realizar usando un magnetémetro.
Breve descripcion de los dibujos

Las figuras no estan necesariamente a escala, sino que generalmente se hace hincapié en principios ilustrativos. Las
figuras deben considerarse ilustrativas en todos los aspectos y no pretenden limitar la invencién, cuyo alcance esta
definido solo por las reivindicaciones.

Figura 1. Mediciones del magnetometro SentiMag® (Unidad Abs) en la glandula linfatica para diversas soluciones
hipoosméticas a base de sal. Los resultados se presentan como media £+ SEM de 0 a 2 h, n=3.

Figura 2. Mediciones del magnetémetro SentiMag® (Unidad Abs) en el ganglio linfatico para diversas soluciones
hipoosmdticas a base de sal y no a base de sal. Los resultados se presentan como media + SEM de 0 a 120 min, n=3.

Descripcion detallada

La invencion se relaciona en parte con el descubrimiento de composiciones utiles para la deteccion rapida de ganglios
linfaticos en pacientes. Estas composiciones incluyen suspensiones de particulas magnéticas en una solucion
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hipoosmotica. La osmolalidad de las soluciones hipoosméticas facilita el drenaje rapido o transporte de las particulas
magnéticas a través del sistema linfatico después de la inyeccion, lo que reduce el tiempo de inactividad entre la
inyeccion inicial y la deteccion de ganglios linfaticos. Los ganglios linfaticos adyacentes al sitio de inyeccion se pueden
detectar de manera robusta en tan solo 5 a 15 minutos después de la inyeccion inicial, que es al menos un 50 % mas
rapido que métodos actuales, lo que permite un examen preoperatorio mas eficiente. Ademas, las soluciones
hipoosmaticas de la invencion son disolventes versatiles y pueden usarse con una gama mas amplia de excipientes
que las soluciones isotdnicas o hipertonicas. Ademas, el movimiento rapido hacia los ganglios linfaticos puede reducir
las marcas residuales o tatuajes en el sitio de inyeccion.

Las soluciones hipoosméticas dentro del sentido de la invencién son soluciones acuosas que tienen una osmolalidad
de aproximadamente 80 mOsm a aproximadamente 160 mOsm. Las soluciones isoténicas tienen una osmolalidad de
aproximadamente 300 mOsm, y las soluciones hiperosméticas tienen una osmolalidad de mas de 350 mOsm.

Se usa una sal inorganica (por ejemplo, cloruro de sodio) o propilenglicol para crear la soluciéon hipoosmética.
Soluciones de sales inorganicas (por ejemplo, cloruro de sodio) que tienen de 0.01 % p/v a 0.6 % p/v de una sal
producen soluciones hipoosomaéticas adecuadas para usar con la invencién. Las soluciones de propilenglicol que
tienen 0.5 % p/v a 1.5 % p/v de propilenglicol producen soluciones hipoosométicas adecuadas para uso con la
invencion.

Las soluciones hipoosmaticas pueden prepararse usando sales inorganicas adecuadas que incluyen, por ejemplo,
sales monovalentes y divalentes tales como cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio, cloruro de
amonio, bicarbonato de sodio, bisulfato de sodio, sulfato de sodio, sulfato de amonio, fosfato de sodio, fosfato de
potasio, cloruro de calcio y sulfato de magnesio.

Se pueden hacer soluciones hipoosméticas usando propilenglicol.

Las particulas magnéticas pueden estar compuestas de un material magnético adecuado y uno o mas recubrimientos.
En algunas realizaciones, las particulas magnéticas contienen un 6xido de hierro tal como magnetita y/o maghemita.
El nicleo magnético puede estar rodeado por un recubrimiento biocompatible para reducir toxicidad, evitar la
aglomeracion de las particulas o modificar el tiempo de residencia en el cuerpo. Los recubrimientos adecuados
incluyen, por ejemplo, dextrano, carboxidextrano, otros azucares, albumina, polietilenglicol (PEG), polimeros
biocompatibles, almidén pegilado, alcohol polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona (PVP), polietilenimina (PEI),
poliglucosa sorbitol carboximetileter y quitosano. Otros materiales de recubrimiento incluyen metales como el oro,
nanoparticulas de oro coloidal pegiladas, plata, carbono, silica, siliconas, aminosilanos y ceramicas. Para exhibir un
comportamiento superparamagnético, los nucleos magnéticos de las particulas deben estar por debajo de cierto
diametro, tipicamente en el intervalo de 3-25 nm, dependiendo del material y estructura.

Las particulas magnéticas también se pueden funcionalizar para permitirles localizar en tejidos particulares o tipos de
células, por ejemplo, células cancerosas, o direccionar sistemas bioldgicos particulares para administrar terapias a
esas areas. La funcionalizacion se logra uniendo o recubriendo con biovectores que comprenden, por ejemplo,
anticuerpos, enzimas o proteinas.

En una realizacién, el 6xido de hierro se usa como el nicleo magnético debido a su baja toxicidad, pero otros
materiales que pueden formar un nucleo superparamagnético también son aceptables. El material del nicleo debe ser
capaz de ser ordenado magnéticamente. Puede ser un metal, como cobalto, hierro o niquel, una aleacién de metal,
tierras raras y aleacion de metal de transicion, ferrita de tipo M o espinela que contiene aluminio, bario, bismuto, cerio,
cromo, cobalto, cobre, disprosio, erbio, europio, gadolinio, holmio, hierro, lantano, lutecio, manganeso, molibdeno,
neodimio, niquel, niobio, paladio, platino, praseodimio, prometio, samario, estroncio, terbio, tulio, titanio, vanadio,
iterbio e itrio o una mezcla de estos. El nlcleo también se puede formar oxidando una combinaciéon de una sal de
hierro (I) y otra sal metalica. Las sales metalicas que son beneficiosas incluyen sales de aluminio, bario, bismuto,
cerio, cromo, cobalto, cobre, disprosio, erbio, europio, gadolinio, holmio, hierro, lantano, lutecio, manganeso,
molibdeno, neodimio, niquel, niobio, paladio, platino, praseodimio, prometio, samario, estroncio, terbio, tulio, titanio,
vanadio, iterbio e itrio.

La osmolalidad de las soluciones hipoosmoticas tiene la ventaja adicional de permitir la combinacién con una amplia
gama de excipientes, lo que da como resultado diversas opciones de formulacion. Los excipientes adecuados que
pueden usarse con las soluciones hipoosméticas de la invencion incluyen, por ejemplo:

» codisolventes tales como etanol, propilenglicol, polipropilenglicol, PEG 400, glicerol, alcohol bencilico y
combinaciones de estos;

* aceites tales como lipidos, parafina liquida, aceite de sésamo, aceite vegetal PEG y combinaciones de estos;
tensioactivos tales como ésteres de acidos grasos de polioxileno, aceite de ricino polioxil 40, polisorbato 20, polisorbato
80 y combinaciones de estos;

* liposomas tales como lecitina, lecitina de huevo, fosfatidilglicerol, fosfolipido, fosfolipido de huevo y combinaciones
de estos;

« carbohidratos como dextrosa;

» aminoacidos o mezclas de aminoacidos, como Aminosyn® Il, Travasol® y HepatAmine®;
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* agentes espesantes/estabilizantes tales como carboximetilcelulosa; y

* reguladores adecuados para inyeccion.

Si un excipiente aumenta la osmolalidad de una solucion, la cantidad de sal inorganica y/o glicol se puede ajustar de
modo que la osmolalidad total de la solucion hipoosmética esté entre 80 mOsm y 160 mOsm.

Las composiciones de la invencion pueden usarse para detectar ganglios linfaticos en humanos o cualquier otro
mamifero, tal como cerdos. Por ejemplo, una soluciéon hipoosmética que comprende particulas magnéticas puede
inyectarse en un paciente con cancer de mama. Las particulas magnéticas en la solucion se detectan utilizando un
magnetémetro como SentiMag® (Endomagnetics; Cambridge, Reino Unido) para revelar la ubicacion de los ganglios
linfaticos centinela en el paciente.

Una aplicacion adicional de la solucion hipoosmética es en la hipertermia magnética donde la solucion se administra
al cuerpo con el fin de calentar el tejido. En esta aplicacion, la concentracion de nanoparticulas esta entre 20 y 200
mg/ml y mas preferiblemente entre 100 y 140 mg/ml.

Las composiciones hipoosméticas de la invencidon pueden suministrarse listas para usar como parte de un kit que
comprende un recipiente, tal como un vial o una jeringa, e instrucciones para administrar las composiciones.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se demostré que los ensayos clinicos con pacientes humanos que utilizan 2 ml de Sienna+® (Endomagnetics;
Cambridge, Reino Unido) proporcionan una absorcion lenta en los ganglios linfaticos axilares, con una sefial externa
deficiente después de 30 minutos. Sienna+® es altamente hipotdnico, con una osmolalidad de -30 mOsm/kg. Se
especuld que cuando se inyectd Sienna+® en el tejido intersticial, las células circundantes absorbieron rapidamente
el agua de la inyeccién para mantener la presion osmética. Esto dejaria una masa mas concentrada de Sienna+® vy al
mismo tiempo reduciria la presién intersticial, reduciendo efectivamente el transporte al sistema linfatico. Se cree que
un aumento en volumen aumenta la presion intersticial y, por lo tanto, aumenta la velocidad de absorcién por parte del
sistema linfatico. Sin embargo, grandes aumentos en volumen pueden resultar incbmodos para el paciente. Ademas,
algunas aplicaciones potenciales para la biopsia de ganglio linfatico centinela (por ejemplo, intestino, melanoma,
algunos canceres de cabeza y cuello) no permitiran un aumento en el volumen de inyeccion. Se planted la hipotesis
de que una solucién de osmolalidad aumentada proporcionaria una respuesta mas rapida ya que el volumen y presion
del fluido en el fluido intersticial se mantendrian (isoténicos) o incluso aumentarian (para inyeccion hiperténica, donde
las células circundantes expulsarian agua), aumentando asi el flujo hacia los ganglios linfaticos

Métodos

Las mamas de cerdo se utilizaron como un modelo de ganglios linfaticos in vivo. Se realiz6 una investigacion para
evaluar los efectos de concentracion y volumen de la solucion de nanoparticulas de maghemita recubierta con
carboxidextrano en la biodistribucion de particulas de 6xido de hierro superparamagnético en cerdos, después de una
inyeccion de la solucion directamente en la tercera papilar inguinal. El ndcleo de maghemita tenia un diametro de
aproximadamente 5 nm, y el recubrimiento de carboxidextrano aumentd el diametro de las particulas a
aproximadamente 60-70 nm. El objetivo de este estudio fue evaluar la biodistribucion de las particulas de 6xido de
hierro superparamagnético en ganglios linfaticos de cerdo después de inyecciones de la solucidon de nanoparticulas
de maghemita preparada con cloruro de sodio al 0.3, 0.6 y 0.9 % p/v. La influencia de la tonicidad sobre la
biodistribucion en los ganglios linfaticos de las particulas se evalué mediante el uso de una sonda magnética
SentiMag®.

Antes de la inyeccion, los cerdos se sedaron con una combinacion intramuscular de azaperona y ketamina, seguido
de anestesia general con tiopental de sodio intravenoso. Antes de la administracion, las areas de administracion se
lavaron y demarcaron.

Todas las inyecciones se realizaron directamente en la base de la tercera papila inguinal. Cada cerdo recibié una
inyeccion diferente en la papila izquierda y la papila derecha. Cada una de las soluciones de prueba se inyectd en tres
papilas de diferentes cerdos (n=3). La Tabla 1 muestra las formulaciones probadas. En la Tabla 1, la columna
"Sistema" corresponde a las curvas de la figura 1.

Tabla 1: Formulaciones probadas.

Sistema | Tonicidad Volumen de inyeccion Hierro Cpncentramon de
total hierro
a sol. salina al 0.3 % p/v 0.4 mL 10.4 mg 26 mg/mL
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Sistema | Tonicidad Volumen de inyeccion :-clnitz rlro Eic(;r:r%entracic’)n de
b sol. salina al 0.6 % p/v 0.4 mL 10.4 mg 26 mg/mL
c sol. salina al 0.9 % p/v 0.4 mL 10.4 mg 26 mg/mL
d sol. salina al 0.9 % p/v 0.8 mL 20.8 mg 26 mg/mL
e 0 0.2mL 10.4 mg 52 mg/mL
f 0 0.4 mL 20.8 mg 52 mg/mL
g 0 0.4 mL (Sienna+®, 10.4 mg 26 mg/mL
control)
h 0 0.8 mL 10.4 mg 13 mg/mL

Las soluciones de nanoparticulas de maghemita recubiertas con carboxidextrano se prepararon en agua. Se afiadio
NaCl a la solucion de maghemita a la concentracion apropiada. Por ejemplo, se cre6 una suspension de particulas
magnéticas de sal al 0.3 % agregando 0.3 mg de NaCl a una solucion de nanoparticulas de maghemita prediluida.
Sienna+® (-26 mg/ml de maghemita, dosis de 0.4 ml; sistema g) sirvi6 como control.

Se tomaron multiples lecturas para cada cerdo usando un dispositivo SentiMag®, como se detalla en la Tabla 2.
Después de las lecturas de 72 horas, se extrajo el sitio de la papila y ganglios linfaticos de todos los animales para el
analisis histologico. Los resultados en la figura 1 son promedios (n=3) de las medidas tomadas en los ganglios
linfaticos.

Tabla 2. Sitios de medicion con SentiMag® y puntos de tiempo

Después de la inyeccion

Lugar de medicion Antes de la inyeccion
2 5 15 30 1126 24 |72
S |min | min | min | mn |h | h h | h h
Directamente en papilar X X X X X X X | X | x| x X
Segundo papilar inguinal X X X X X X X | X | X | X X
Ganglio linfatico X X X X X X X | x| x| x X
Resultados

Se descubrié que Sienna+® en solucion salina al 0.3 % p/v (figura 1, sistema a) era tan eficaz como las soluciones
salinas al 0.6 % y al 0.9 % (figura 1, sistemas b y c, respectivamente). Esto fue sorprendente porque una solucion de
0.3 % p/v es hipoténica (156 mOsm) en comparacion con 0.6 % p/v (270 mOsm: aproximadamente isoténica) y 0.9 %
p/v (384 mOsm: hiperténica). Tales resultados fuertes para una solucién de 0.3 % p/v son inesperados. Se cree que
la baja tonicidad extendera el intervalo de aditivos de formulacién (excipientes) que pueden usarse, en comparacion
con las soluciones de 0.6 % y 0.9 %.

Especificamente, el aumento de la tonicidad resulta en un transporte significativamente mas rapido de particulas de
hierro a través del sistema linfatico. A 5 minutos post inyeccion, la adicion de sal al 0.3 %, 0.6 % y 0.9 % a Sienna+®
(figura 1, sistemas a, b y c, respectivamente) da como resultado un aumento de cinco veces en la sefial medida en la
glandula linfatica en comparacion con el control, Sienna+® (figura 1, sistema g). Como un resultado, un médico tratante
solo necesita esperar de 5 a 15 minutos antes de comenzar un procedimiento, lo que reduce el tiempo de espera en
al menos un 50 % en comparacion con Sienna+® solo.
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Ademas, en el punto de tiempo de 30 minutos, el impacto de agregar cloruro de sodio al 0.3 %, 0.6 % 0 0.9 % p/v a
Sienna+® (figura 1, sistemas a, b y c, respectivamente) es equivalente a duplicar la concentracion de hierro (figura 1,
sistema f). En consecuencia, el aumento de la tonicidad requiere que se use menos hierro total por inyeccion, lo que
reduce costes y efectos secundarios.

Por lo tanto, una soluciéon hipoosmotica de <0.6 % de NaCl y mas preferiblemente solucion de <0.3 % de NaCl
proporciona el mismo transporte rapido a los ganglios linfaticos que una solucion isoténica (por ejemplo, NaCl al 0.6
%) o incluso una solucién hipoténica (por ejemplo, NaCl al 0.9 %) pero sin requerir que se incluya una cantidad tan
grande de sal en la solucion.

Una solucién mas hipoténica que contenia NaCl al 0.05 % p/v no mostré una mejora significativa sobre Sienna+ ®. El
"punto de activacion" para el beneficio de la tonicidad es, por lo tanto, en algun lugar entre aproximadamente 80 mOsm
y aproximadamente 156 mOsm. Por lo tanto, una solucion de NaCl al 0.05 % a 0.3 % o preferiblemente una solucién
de NaCl al 0.1 % a 0.3 %, o mas preferiblemente una solucién de NaCl al 0.2 % a 0.3 % exhibe tanto absorcién rapida
y versatilidad como un excipiente.

Ejemplo 2

Se llevaron a cabo estudios similares in vivo para investigar soluciones hipoosméticas que comprenden solutos
alternativos. Todas las inyecciones se realizaron directamente en la base de la tercera papila inguinal. Cada cerdo
recibié una inyeccion diferente en la papila izquierda y la papila derecha. Cada solucién de prueba se inyecté en las
tres papilas de diferentes cerdos (n=3). La Tabla 3 muestra las formulaciones probadas. En la Tabla 3, la columna
"Sistema" corresponde a las curvas de la figura 2.

Tabla 3. Formulaciones de solucion.

Sistema Solucion Tonicidad (mOsm/kg)
1 Sienna+ con NaCl al 0.3 % y HA al 0.1 % 132
3 Sienna+ con NaCl al 0.3 % y polisorbato 20 al 1 % 135
5 Sienna+ con propilenglicol al 0.5 % 128
6 Sienna+ con NaCl al 0.3 % (control) 126
7 Sienna+ glicerol al 0.75 % 136
13 Sienna+ propilenglicol al 0.5 % vy glicerol al 1.8 % 297

El sistema 6, Sienna+® con NaCl al 0.3 % sirvid como el control. Se tomaron multiples lecturas para cada cerdo usando
un dispositivo SentiMag®, como se detalla en la Tabla 4. Los resultados en la figura 2 son promedios (n=3) de las
medidas tomadas en los ganglios linfaticos.

Tabla 4. Sitios de medicion con SentiMag® y puntos de tiempo

Después de la inyeccion

L Antes de la
Lugar de medicion . 2

Inyeccion 30 2 5 15 30 1h 2 |72
s min | min min min h h
Sitio de inyeccion X X X X X X X | x X
Seggndo papilar X X X X X X X | X X

inguinal
Ganglio linfatico X X X X X X X | x X
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Como se muestra en la figura 2, el sistema 6 (Sienna+ NaCl al 0.3 % - CONTROL) result6 en la administracion mas
rapida a la glandula linfatica. Por lo tanto, la sal parece ser el mejor potenciador para la administracion. El
polietilenglicol al 0.5 % (sistema 5) también parece ser eficaz, lo que resulta en administracion rapida a la glandula
linfatica dentro de los 5-15 minutos de inyeccion. Por consiguiente, en algunas realizaciones, los glicoles pueden
usarse como un soluto para crear una solucién hipoosomotica que comprende particulas magnéticas.

Las formulaciones de polisorbato (sistema 3) y glicerol (sistema 7) fueron las formulaciones de peor rendimiento
durante las primeras dos horas, a pesar de que la tonicidad es igual a la del control de NaCl (sistema 6), lo que indica
que el polisorbato y glicerol inhiben potencialmente la administracion a las glandulas linfaticas. De manera similar, la
adicién de acido hialurénico (MW 108,000 Daltones) parece retrasar la administracion cuando se combina con NaCl
al 0.3 %.

Debe observarse que el método de administracion de la solucién dependera del sitio particular en el cuerpo en el que
se administra. Para la biopsia de ganglio linfatico centinela, la inyeccion puede ser intersticial, subcutanea, intradérmica
o intramuscular. Para hipertermia magnética, la soluciéon puede administrarse mediante cualquiera de estos métodos
de inyeccion o mediante un catéter o infusiéon en una region de tejido, cavidad corporal o vaso sanguineo.

Debe entenderse que el orden de las etapas u orden para realizar ciertas acciones es irrelevante, siempre que la
invencién permanezca operativa. Ademas, dos o mas etapas o acciones pueden llevarse a cabo simultaneamente.

Donde se proporciona un intervalo o una lista de valores, cada valor intermedio entre los limites superior e inferior de
ese intervalo o lista de valores se contempla individualmente y se abarca dentro de la invencion como si cada valor se
enumerase especificamente aqui.
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REIVINDICACIONES

1. Una suspension hipoosmatica para uso en el diagnostico de cancer, siendo la suspension hipoosmatica una solucion
acuosa que tiene una osmolalidad de 80 mOsm a 160 mOsm, la suspension comprende:

13 mg/ml a 200 mg/ml de particulas superparamagnéticas; y

un osmolito seleccionado de 0.01 % p/v a 0.6 % p/v de una sal inorganica o 0.5 % p/v a 1.5 % p/v de un glicol, en
donde el glicol es propilenglicol.

2. La suspension hipoosmética para uso de la reivindicacion 1, en donde las particulas superparamagnéticas son 6xido
de hierro.

3. La suspension hipoosmotica para uso de la reivindicacion 1 o 2, que comprende entre 13 mg/ml y 52 mg/ml de
particulas superparamagnéticas.

4. La suspension hipoosmotica para uso de cualquier reivindicacién precedente, que comprende ademas un
excipiente.

5. La suspensiéon hipoosmética para uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde las particulas
superparamagnéticas estan recubiertas.

6. La suspension hipoosmatica para uso de la reivindicacion 5, en donde el recubrimiento comprende dextrano.

7. La suspension hipoosmética para uso de cualquier reivindicacion precedente, en donde la sal inorganica es cloruro
de sodio.

8. La suspension hipoosmética para uso de cualquier reivindicacion precedente, en donde la sal inorganica se
selecciona del grupo que consiste en cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio, cloruro de amonio,
sulfato de sodio, fosfato de sodio, fosfato de potasio, cloruro de calcio y sulfato de magnesio.

9. La suspension hipoosmética para uso de cualquier reivindicacion precedente, en donde la suspension se usa para
la deteccion de ganglios centinela y comprende 0.05 %-0.3 % p/v de la sal inorganica.

10. Una suspension hipoosmética para uso en el tratamiento por hipertermia magnética, siendo la suspension
hipoosmética una solucién acuosa que tiene una osmolalidad de 80 mOsm a 160 mOsm, la suspension comprende:

20 mg/ml a 200 mg/ml de las particulas superparamagnéticas; y

un osmolito seleccionado de 0.01 % p/v a 0.6 % p/v de una sal inorganica o 0.5 % p/v a 1.5 % p/v de un glicol, en
donde el glicol es propilenglicol.

11. Un método para localizar un ganglio linfatico en un paciente, el método comprende las etapas de:
proporcionar la suspension hipoosmaética como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9;
inyectar la suspension hipoosmética en el paciente;

esperar hasta que las particulas superparamagnéticas queden atrapadas en un ganglio linfatico; y

detectar la ubicacion del ganglio linfatico detectando la ubicacion de las particulas superparamagnéticas.
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