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DESCRIPCION

Agente de contraste para ecografia.
Sector técnico

El invento se refiere a un preparado acuoso destinado a la recepcién y la estabilizacién de microburbujas gaseosas,
para su utilizacién como agente de contraste para ecografia.

Estado de la técnica

Puesto que los ultrasonidos son intensamente reflejados por las burbujitas gaseosas suspendidas en liquidos, ya en
época temprana se propusieron, como agentes de contraste para el diagndstico por ultrasonidos, unos preparados que
contenian microburbujitas gaseosas estabilizadas. Las microburbujitas gaseosas se pueden estabilizar en preparados
acuosos mediante disminucién de la tensidn superficial, es decir por adicion de agentes tensioactivos apropiados.

En el documento de patente europea EP-B-0.077.752 se indica que las soluciones acosas, que contienen un agente
tensioactivo, o una mezcla de agentes tensioactivos y adicionalmente una sustancia acrecentadora de la viscosidad,
poseen ventajosas propiedades generadoras de contraste. Como agentes tensioactivos que entran en cuestion se indican,
entre otros, lecitinas y fracciones de lecitinas no ionégenas asi como polimeros de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno).
En los seis Ejemplos de preparacion del mencionado documento EP-B-0.077.752 se presentan unos preparados que,
como agente tensioactivo, contienen en cada caso un polimero de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) y, como sustancia
acrecentadora de la viscosidad, glucosa o dextrano o el propio polimero de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno). Un
repaso de los Ejemplos de preparacién ha puesto de manifiesto que el efecto de contraste no es satisfactorio. Asi, los
preparados del ya sefialado documento EP-B-0.077.752 no son apropiados para representaciones de la parte izquierda
del corazén. En el documento EP-A-0.318.081 se propone estabilizar soluciones acuosas de anticuerpos mediante
adicién de polimeros de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) y fosfolipidos.

Se ha descubierto ahora, con sorpresa, que los preparados acuosos que, ademds de polimeros de poli(oxietile-
no)-poli(oxipropileno), contienen fosfolipidos cargados negativamente, se adecuan de manera sobresaliente para la
recepcion y la estabilizacién de microburbujitas gaseosas.

Descripcion del invento

Son objeto del invento, por lo tanto, preparados destinados a la recepcién y la estabilizacién de microburbujitas
gaseosas para su utilizacién como agentes de contraste de ecografia, que contienen unos polimeros de poli(oxietileno)-
poli(oxipropileno) y unos fosfolipidos cargados negativamente, con excepcion de unas soluciones acuosas de anticuer-
pos que contienen polimeros de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) y fosfolipidos, y con excepcién de unas soluciones
acuosas que contienen 0,23% (peso/volumen) de polimeros de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno).

Otros objetos se ponen de manifiesto a partir de las reivindicaciones.

Como polimeros de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) se prefieren los que tienen un peso molecular medio de
8.350 a 14.000. Los polimeros de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) se designan también como “poloxdmeros” y son
obtenibles en el comercio, p.ej. bajo la marca registrada Pluronic® (de Wyandotte Chemicals Corp.). Los preparados
conformes al invento contienen de 0,1 a 10%, preferiblemente de 1 a 5%, de un polimero de poli(oxietileno)-poli(oxi-
propileno). Los fosfolipidos cargados negativamente estdn contenidos en una proporcién de 0,01 a 5%, preferiblemente
de 0,5 a 2%. Los datos porcentuales se refieren en cada caso a peso/volumen.

Como fosfolipidos cargados negativamente entran en cuestion fosfatidil-gliceroles, fosfatidil-inositoles, fosfatidil-
etanolaminas y fosfatidil-serinas y lisoformas. Como lisoformas de los fosfolipidos cargados negativamente se entien-
den los fosfolipidos cargados negativamente, que s6lo contienen un radical acilo. Son preferidas las lisoformas de los
fosfolipidos cargados negativamente, en las cuales el grupo acilo estd unido al oxigeno del &tomo de carbono 1 de
la molécula de glicerol. Los fosfolipidos cargados negativamente, que se manifiestan especialmente preferidos, son
dipalmitoil-fosfatidil-glicerol (DPPQG) y diestearoil-fosfatidil-glicerol (DSPG), siendo muy especialmente preferido el
diestearoil-fosfatidil-glicerol (DSPG).

Los preparados de acuerdo con el invento se distinguen con respecto de los del estado de la técnica porque se
pueden producir, con pequefio gasto o consumo mecdnico, agentes de contraste para ecografia que contienen mi-
croburbujitas gaseosas, los cuales, a causa de su gran estabilidad, generan un contraste largamente persistente y se
adecuan excelentemente también para la representacion de la parte izquierda del corazén. Hay que resaltar espe-
cialmente que los preparados conformes al invento se adecuan excelentemente para la representacion de estructuras
superficiales interiores, ya que aparentemente las microburbujitas gaseosas se adhieren bien a las superficies y de
este modo, incluso después de haber separado por lavado o barrido las microburbujitas gaseosas que se encuentran
en el anima o lumen de los recipientes, generan un contraste rico en resolucion. Con ello es por ejemplo posible re-
presentar con mayor claridad la dindmica del corazoén, incluso después de haber eliminado por lavado el agente de
contraste.
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La produccién de los preparados conformes al invento carece de problemas y puede efectuarse incorporando en
agua los componentes individuales, en comin o consecutivamente, y en caso necesario disolviéndolos mediando
calentamiento y agitacién. En caso deseado, se puede ademas esterilizar, por ejemplo por esterilizacién en caliente.

Se han manifestado como especialmente bien adecuados para el ajuste de la isotonia de los preparados conformes
al invento, glicerol, manita y sales de amonio de aminodcidos, preferiblemente glicina.

La generacion de las microburbujitas gaseosas se efectiia convenientemente tan sélo poco antes de la administra-
cidn a los pacientes que han de ser investigados, y se lleva a cabo de un modo en si conocido. Si p.ej. el preparado de
acuerdo al invento se pone a disposicién en un frasco con puncién a través del tapén, la solucidn, conjuntamente con
la cantidad deseada de aire, se puede introducir en una jeringa usual e inyectar nuevamente con la presion mds alta que
sea posible, a través de una estrecha canula, en el frasco con puncién a través del tap6én. En caso necesario, se repiten
varias veces las operaciones de introduccién y de retirada con la jeringa. Alternativamente, los preparados conformes
al invento se pueden comprimir en vaivén entre dos jeringas a través de una pieza de comunicacién con estrecha sec-
cidn transversal o de una cimara mezcladora conectada entre ambas jeringas. El procedimiento mencionado en dltimo
conduce a imagenes de ultrasonidos especialmente informativas, aumentdndose al mismo tiempo la productividad.

Como gases para la generacion de las microburbujitas gaseosas entran en cuestion todos los gases fisioldgicamente
compatibles. Los preparados conformes al invento son espumados, por cada porcién de 1 ml, con 0,01 a 0,1 ml,
preferiblemente con 0,04 hasta 0,06 ml de gas. Estos, después de haberse generado las microburbujitas gaseosas, se
administran preferiblemente por via intravenosa. Dependiendo de la finalidad de utilizacién se administran de 1 a 20
ml, preferiblemente de 2 a 8 ml, y de modo especialmente preferido 5 ml de los preparados conformes al invento.

Hay que resaltar especialmente que los preparados conformes al invento, a causa de su productividad, aumentada
con respecto a la del estado de la técnica, se pueden dosificar en proporciones mas bajas.

Ejemplos

1. Se incorporan 3,0 g de un polimero de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) con un peso molecular medio de
8.400 (Pluronic® F68), 1,0 g de dipalmitoil-fosfatidil-glicerol (DPPG) y 3,6 g de glicerol en 80 ml de agua. Se
calienta aproximadamente a 80°C y se agita hasta que haya tenido lugar una disolucién completa. Después del
enfriamiento, se completa hasta 100 ml con agua destilada.

2. Se procede igual que en el Ejemplo 1, con la diferencia de que, en lugar de DPPG, se utiliza 1,0 g de fosfatidil-
glicerol de soja (entidad Lucas Meyer, Hamburg).

3. En 80 ml de agua se incorporan 1,1 g de glicina. Con amoniaco diluido se ajusta un pH de 6 a 7. En la solucién
se introducen 3,0 g de un polimero de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) con un peso molecular medio de
8.400 (Pluronic® F68) y 1,0 g de DPPG. Se calienta a aproximadamente 80°C y se agita hasta que haya tenido
lugar una disolucién completa. Después del enfriamiento, se completa con agua destilada hasta un volumen de
100 ml.

4. Se procede igual que en el Ejemplo 3, con la diferencia de que, en lugar de DPPG, se utiliza 1,0 g de fosfatidil-
glicerol de soja (entidad Lucas Meyer).

5. En 80 ml de agua se incorporan 4,0 g de un polimero de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) (Poloxamer 188,
Pluronic7 68), 1,0 g de diestearoil-fosfatidil-glicerol y 5,4 g de manita. Se calienta a aproximadamente 80°C y
se agita hasta la disolucién total. Después del enfriamiento, se completa con agua destilada hasta un volumen
de 100 ml.

Experimentos comparativos
Las investigaciones se llevaron a cabo en perros Beagle (sabuesos pequefios) machos despiertos (con un peso
corporal de 18,2-30,5 kg). A los perros se les aplicaron en cada caso 5 ml por via i. v. (intravenosa) de los preparados

de agentes de contraste seguidamente descritos:

A: Una solucién de infusiéon que por cada 1.000 ml contiene 35 g de polipéptidos reticulados para reemplazar al
plasma (Haemaccel® de la entidad Behringwerke).

B: Echovist® (agente de contraste para ecografia de la entidad Schering).

C Una solucién acuosa que contiene 4% en peso del Poloxamer 188 (Pluronic® F68) y 4% en peso de glucosa
(Ejemplo 1 en el documento EP-0.077.752).

D: Una solucién acuosa que contiene 2% en peso de un poloxamero y 4% en peso de glucosa (Ejemplo 2 en el
documento EP-0.077.752).
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E: Una solucién acuosa que contiene 1% en peso de un poloxamero y 4% en peso de glucosa (Ejemplo 3 en el
documento EP-0.077.752).

F: Preparado conforme al invento segtn el Ejemplo 5.

Las soluciones A, C, D, E y F se introducen, libres de aire, dentro de una primera jeringa. Esta jeringa es luego
conectada con el extremo libre de una cdmara mezcladora, que contiene 0,18 ml de aire, fijamente unida con una
segunda jeringa. Inmediatamente antes de la aplicacidn, las soluciones son bombeadas cinco veces desde la primera
jeringa, pasando a través de la cdmara mezcladora, dentro de la segunda jeringa, y luego de nuevo en la direccién
inversa.

El agente de contraste B usual en el comercio es preparado segun las instrucciones que aparecen en el suplemento
del envase.

Las fotografias ecocardiograficas por ultrasonidos se llevaron a cabo con un aparato de ultrasonidos Sonoscope
4 con cabeza mecdnica a 3,5 MHz. Las videoimpresiones de las imagenes de ultrasonidos obtenidas se evaluaron
densitométricamente en lo referente a la intensidad del contraste. El densitometro utilizado (Gretag D182) determina
las modificaciones de luminosidad (brigthness) en 100 graduaciones en un margen de 0,00 hasta 2,50 unidades de
densidad (density units). La calibracion se efectia con ayuda de la tarjeta de calibracion puesta a disposicién por el
fabricante segtin la norma DIN 16536 (calibration reference), asocidndose con el blanco mds luminoso el valor 1,64 y
con el negro mds oscuro el valor 0,00. El promedio de cuatro determinaciones individuales sobre una superficie de 1
cm x 1 cm proporciona el valor para cada animal correspondiente al preparado aplicado.

Los resultados obtenidos se reproducen en la siguiente tabla:

5ml Ventriculo derecho Ventriculo izquierdo
Contraste Intensidad Contraste Intensidad

max 10s max 10s
A si 1,18 0,86 no 0,00 0,00
B si 1,09 0,65 no 0,00 0,00
C si 1,20 0,78 no 0,00 0,00
D si 1,23 0,87 no 0,00 0,00
E si 1,22 0,93 no 0,00 0,00
F si 1,19 0,82 si 0,78 0,72

Iintensidad en unidades de dehsidad (DU)

A partir de los resultados se pone de manifiesto que los agentes de contraste para ecografia conformes al invento
pueden pasar por los pulmones, en contraposicion con los agentes de contraste de ecografia segtin el estado de la técni-
ca, y por lo tanto son excelentemente apropiados para el diagndstico de la parte izquierda del corazén. La aplicabilidad
de la formacién de imdgenes de ultrasonidos en el diagndstico del corazén se amplia considerablemente mediante los
agentes de contraste para ecografia conformes al invento.

Ademais de ello, se descubrié que las microburbujitas de los agentes de contraste conformes al invento tienen
aparentemente una considerable afinidad con las superficies interiores de vasos y cavidades vacias del cuerpo. Esto
tiene como consecuencia que los contornos de vasos y cavidades vacias se representan muchisimo mejor y por lo
tanto mds informativamente que lo que era posible con los agentes de contraste de acuerdo con el estado de la técnica.
Resulta especialmente ventajoso en el presente caso que esta representacion muy mejorada de las superficies de los
vasos y de las cavidades vacias se conserva también todavia cuando el lumen del vaso o de la cavidad vacia ya
estd exento del agente de contraste para ecografia. Esta sorprendente formacién de contraste de superficies se puede
aprovechar por ejemplo para la observacién del endocardio.
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En las Figuras 1 y 2 se representa el resultado de un experimento para la demostraciéon documental de este nuevo
modo de formacién de contraste de estructuras superficiales.

La Figura 1 muestra el cuadro ecocardiografico del endocardio de un perro Beagle despierto en la denominada via
con cuatro camaras, inmediatamente antes de aparecer el primer contraste después de la administracién de 1 ml de
agente de contraste para ecografia segtin el Ejemplo 1.

La Figura 2 muestra en endocardio del animal después de que el agente de contraste de ecografia ya hubiera sido
de nuevo separado por lavado desde el corazon.

A partir de la comparacién de ambas figuras se pone de manifiesto que con los agentes de contraste para ecografia
conforme al invento es posible una inesperada representacién en dibujo del endocardio, que significa una elevada
ganancia de informacidn para finalidades de diagndstico.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccién de preparados acuosos para la recepcion y la estabilizacién de microburbujitas
gaseosas destinadas a utilizarse como agentes de contraste de ecografia, con excepcién de unas soluciones acuosas de
anticuerpos o de fisostigmina, que contienen polimeros de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) y fosfolipidos, carac-
terizado porque se disuelven en agua polimeros de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) en una cantidad diferente de
0,23% (peso/volumen) y fosfolipidos cargados negativamente.

2. Procedimiento segtn la reivindicacion 1, caracterizado porque se utilizan unos polimeros de poli(oxietileno)-
poli(oxipropileno) con un peso molecular medio de 8.350 hasta 14.000.

3. Procedimiento segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque los polimeros de poli(oxietileno)-poli(oxipropi-
leno) se disuelven en una proporcién de 1 a 5% (peso/volumen).

4. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque como fosfolipidos cargados negativamente se
utilizan fosfatidil-gliceroles, fosfatidil-inositoles, fosfatidil-etanolaminas y/o fosfatidil-serinas.

5. Procedimiento segin la reivindicacién 4, caracterizado porque como fosfolipido cargado negativamente se
utiliza diestearoil-fosfatidil-glicerol.

6. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque el fosfolipido cargado negativamente se disuelve
en una proporcién de 0,01 a 5% (peso/volumen).

7. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque se disuelven 3% (peso/volumen) de un polimero
de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno) con un peso molecular medio de 8.400 y 1% (peso/volumen) de diestearoil-
fosfatidil-glicerol.

8. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque el o los fosfolipido(s) cargado(s) negativamente
se utilizan como una lisoforma.

9. Procedimiento segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque adicionalmente se disuelven en agua las sustan-
cias coadyuvantes usuales para conseguir la isotonia.
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