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DESCRIPCION
Agente de contraste de IRM para su uso en el diagnéstico de cambios en el endotelio de vasos sanguineos
Estado de la técnica

El objeto de la presente invencién es el agente de contraste de IRM para el diagndstico no invasivo de cambios
tempranos que se producen en el curso del desarrollo de la disfuncion endotelial de los vasos sanguineos, que va
acompafada de cambios bioquimicos locales dificiles de monitorizar y pequefios cambios en la ultraestructura del
endotelio y la pared de los vasos sanguineos. Este agente de contraste tiene la forma de un complejo hidréfilo que
contiene Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida). Se usa gadolinio (es decir, Gd-
dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida)) comiunmente como agente de contraste de obtencion de imagenes por
resonancia magnética (IRM) en diagnésticos cardiovasculares y soporta procedimientos a través de obtencion de
imagenes intraoperatorias, por ejemplo, durante la termoablacion por ultrasonidos (1; 2; 3). Los agentes de contraste
a base de gadolinio disponibles en el mercado son complejos, cuyo objetivo es reducir su toxicidad y mejorar su
farmacocinética (4). Estas preparaciones cumplen su papel en la obtencion de imagenes del sistema circulatorio, sin
embargo, su bajo peso molecular hace que penetren en los espacios tisulares de manera relativamente rapida e
inespecifica, lo que limita significativamente las posibilidades de su uso como herramienta de diagndstico selectivo en
patologias cardiovasculares o en la obtencién de imagenes de estadios tempranos del cancer. Para usar la obtencion
de imagenes por IRM en el diagndstico de afecciones patoldgicas relacionadas con la disfuncion cardiovascular, estan
desarrollandose preparaciones basadas en nanoparticulas, polimeros, micelas o agregados lipidicos, con mayor
frecuencia en forma de liposomas (5). El problema de toxicidad permanece sin resolver en el caso de nanoparticulas
y particulas poliméricas, mientras que en el caso de agregados, tales como micelas y liposomas, la principal dificultad
es obtener una preparacion estable cuando esta en el sistema circulatorio. Una solucion parcial a estos problemas se
logra usando preparaciones que contienen gadolinio complejado. Los complejos hidréfilos pueden usarse solos (Gd-
dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida)), mientras que los complejos anfifilos tienen una alta afinidad por los
agregados lipidicos (6). Cuando se usan complejos hidréfilos de bajo peso molecular, se obtienen baja selectividad y
parametros farmacocinéticos no deseados, mientras que, debido a la alta polaridad del gadolinio, la afinidad del
complejo anfifilo por la membrana lipidica es limitada, lo que da como resultado una baja estabilidad del complejo.

Un ejemplo del uso de liposomas como agente de contraste de IRM es el presentado en la patente W02018/051289
A2, donde el gadolinio quelado se une a un enlazador polimérico anclado en la membrana con una molécula lipidica.
Este agente de contraste esta destinado a diagnésticos por IRM en mujeres embarazadas.

Una de las necesidades médicas no satisfechas es la capacidad de detectar de manera temprana los cambios en el
fenotipo endotelial vascular, permitiendo una intervencion farmacoldgica temprana para prevenir la progresion de la
enfermedad. La homeostasis de los vasos sanguineos y el sistema cardiovascular esta controlada por la funcion
endotelial, que es responsable de la regulacion de muchos procesos importantes, tales como permeabilidad endotelial,
flujo sanguineo, procesos tromboticos, fibrinoliticos e inflamatorios (10). En el caso de disfuncion endotelial, la
homeostasis estd alterada, lo que es un signo de muchas enfermedades cardiovasculares y tiene importancia
diagndstica y terapéutica en aterosclerosis, hipertension, insuficiencia cardiaca y en muchas otras enfermedades tales
como, por ejemplo, canceres (11). Una de las caracteristicas basicas de la disfuncion endotelial es un trastorno del
control local y dependiente de NO de la luz de los vasos sanguineos, y el grado de esta alteracion puede ser el
indicador de la progresion de la disfuncion endotelial y las enfermedades cardiovasculares (12). La evaluacién del
cambio dependiente de NO en la luz de los vasos sanguineos se basa en medir el diametro de los vasos sanguineos
en respuesta a un agente quimico o fisico usando una variedad de métodos de medicion que incluyen angiografia,
pletismografia, tonometria o ultrasonografia Doppler (13). En condiciones clinicas, los métodos invasivos tienen un
uso limitado. Los métodos no invasivos son una alternativa deseable y actualmente se usan ampliamente para evaluar
la funcion dependiente del endotelio de la pared de los vasos sanguineos, incluida la evaluaciéon de la dilatacion
mediada por flujo (FMD) en la arteria braquial (14) medida por ultrasonidos o hiperemia reactiva (RH-PAT) en la
circulacion sanguinea periférica (15).

La obtencién de imagenes por resonancia magnética (IRM) también puede proporcionar informacion sobre el estado
de la pared de los vasos sanguineos con alta resolucion espacio-temporal de una manera que permita la evaluacion
del estado funcional del endotelio (16). La IRM in vivo también es la técnica preferida para evaluar el endotelio en
animales experimentales (17). La medicion simultdnea del didmetro vascular dependiente del endotelio y la
permeabilidad endotelial usando IRM proporciona oportunidades Unicas para una comprensién no invasiva de la
funcion endotelial in vivo (18). La integridad estructural comprometida del endotelio luminal y microvascular y la mayor
densidad de microvasos aumentan la permeabilidad vascular en la aterosclerosis y, particularmente, la placa propensa
a la ruptura. El mapeo de T1 usando un agente de contraste de unién a albumina podria usarse para cuantificar
cambios de la permeabilidad vascular asociados con aterosclerosis e inestabilidad de placas (23).

El objeto de la invencion es un agente de contraste para su uso en el diagnéstico de cambios tempranos en la funcion
endotelial vascular indicativos de disfuncién endotelial, y esta en forma de una suspension acuosa que contiene Gd-
dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida), como agente de contraste hidréfilo, encapsulado dentro de liposomas
monocapa de un tamafio de 50 nm a 200 nm, en donde la membrana lipidica de los liposomas esta compuesta por
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una mezcla que contiene: fosfatidilcolina, colesterol y polietilenglicol unidos covalentemente a la molécula de
fosfatidiletanolamina (PEG-PE).

Preferiblemente, la razén molar de agente de contraste con respecto a componentes lipidicos es de 1:1000 a 5:1, lo
mas preferiblemente de 1:50 a 2:1.

Preferiblemente, la razén molar de lipidos con respecto a colesterol en la membrana lipidica es de 10:1 a 5:1.

Preferiblemente, los liposomas monocapa contienen PEG2000-PE en una cantidad de hasta el 10 % en moles de
todos los componentes anfifilos.

Preferiblemente, el agente de contraste de IRM segun la invencion contiene al menos uno de los componentes
seleccionados del grupo que comprende: caldiamida, hidroxido de sodio, sustancia osméticamente activa,
antioxidante, y/o una mezcla de los mismos.

Preferiblemente, el contraste segun la invencion contiene, como sustancia osmoéticamente activa, una sustancia
seleccionada del grupo que comprende solucién salina, disolucién de monosacarido o disacarido y/o una mezcla de
los mismos.

Preferiblemente, la concentracion del agente de contraste hidréfilo en la fase acuosa de la suspension es de 1 a
200 g/l.

La presente invencién son liposomas que contienen un agente de contraste de IRM hidréfilo para evaluar la funcion
endotelial basandose en cambios en la permeabilidad endotelial. La combinacion de un agente de contraste
encapsulado eficientemente con un portador de liposomas bien caracterizado con tamafios y composicién bioquimica
bien definidos permite la determinacion de cambios en el endotelio de los vasos sanguineos con sensibilidad suficiente
para diagnosticar la funcion endotelial en animales experimentales y seres humanos.

La esencia de la solucidon segun la invencion es un nuevo agente de contraste de IRM dedicado al diagnéstico
temprano y la posterior monitorizacion de la disfuncién del endotelio vascular. El nuevo agente de contraste de IRM
consiste en Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) encapsulado dentro de liposomas monocapa. La
composicion y el tamafo de estos liposomas estan adaptados a la fisiopatologia de la disfunciéon endotelial. Los
elementos estructurales de la pared de los liposomas son fosfolipidos y colesterol biologicamente neutros, lo que hace
que la pared de los liposomas sea impermeable, y polietilenglicol unido covalentemente al fosfolipido, lo que garantiza
una circulacion duradera de liposomas en el torrente sanguineo y, como consecuencia, su acumulacion en la pared
de los vasos sanguineos con un endotelio vascular cambiado patolégicamente. Los tamafios de los liposomas se
seleccionan de tal manera que puedan penetrar en la pared del vaso con un endotelio vascular cambiado
patolégicamente. El diametro de los liposomas monocapa segun la invencion esta en el intervalo de 50 a 200 nm.

Los liposomas unilamelares pueden contener un componente anfifilo seleccionado del grupo que comprende
fosfolipidos, esfingolipidos, lipidos modificados quimicamente y esteroles, especialmente fosfatidilcolinas y/o mezclas
de las mismas, preferiblemente mezclas de fosfatidilcolina con polietilenglicol unido covalentemente a una molécula
de fosfatidiletanolamina (PEG-PE) o una mezcla de fosfatidilcolina con colesterol y PEG-PE.

El uso de contraste hidrofilo (Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida)) encapsulado en el interior acuoso de
los liposomas resuelve la mayoria de las dificultades descritas anteriormente. La invencion divulgada, combinada con
la posibilidad de modificar los parametros de los liposomas (tamafio, carga superficial o accesibilidad superficial)
permite obtener agentes de contraste de IRM con parametros que permiten el diagnéstico de disfuncion endotelial
temprana, y no solo estadios tardios de la enfermedad provocados por disfunciéon endotelial, como es el caso con la
deteccion de cambios ateroscleroticos, o vasculitis avanzada (7; 8; 9).

La solucién descrita difiere de las soluciones conocidas, que se basan en la afinidad del ligando unido a liposomas o
anticuerpo especifico para el receptor o epitopo para garantizar la especificidad celular o tisular. La solucion segun la
invencion tiene selectividad tisular utilizando la correlacién entre la topologia tisular (endotelio) y la integridad, y los
parametros de los liposomas. Segun la invencién, se ha encontrado sorprendentemente que el diagndstico de la
disfuncion endotelial requiere que el diametro de los liposomas no supere los 200 nm para que puedan penetrar
facilmente debajo de la capa de endotelio vascular.

La solucion segun la invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos y figuras, que no limitan el alcance de su
proteccion de ninguna manera.

Los liposomas se prepararon segun el procedimiento divulgado en la patente PCT/EP2018/057400 “High-efficiency
encapsulation of hydrophilic compounds in unilamellar liposomes” donde se combina gadolinio en la fase acuosa con
una alta concentracion de lipido disuelto en propilenglicol. Las sustancias anfifilas que son los elementos estructurales
de los liposomas deben tener un valor de logP mayor de 5 para garantizar su estabilidad en los fluidos fisiologicos.
Como resultado, se obtienen liposomas con un alto contenido de gadolinio de manera diferente al método dado a
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conocer en la patente US 2012/0141381 A1 “Methods for loading contrast agents into a liposome” donde los lipidos se
hidratan después de mezclarse en un disolvente organico, que se retira antes de que se formen los liposomas.

Ejemplo 1.

Se afiadié Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida), también conocida como gadodiamida, disuelta en una
disolucién acuosa de caldiamida de sodio a pH 7,45, a fosfatidilcolina purificada (Lipoid GmbH, Alemania) disuelta en
propilenglicol. La mezcla completa se agitd a 60 °C hasta que se formé una suspension homogénea, lechosa.
Entonces, la suspension asi obtenida se extruyo a través de filtros de policarbonato con un diametro de poro de 100 nm
para obtener un gel de liposomas homogéneo caracterizado por un tamafio uniforme de liposomas que encapsulan el
agente de contraste.

Tabla 1. Composicion de agente de contraste.

AGENTE DE CONTRASTE: % en peso
Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) 14,8
SUSTANCIAS ADICIONALES:

Fosfatidilcolina purificada 30
Propilenglicol 20
Caldiamida de sodio 0,62
Hidroxido de sodio 0,01

Agua purificada 34,57
TOTAL 100

La razon molar de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) con respecto a sustancias anfifilas es de
aproximadamente 1:2. El tamafio promedio de los liposomas con un agente de contraste encapsulado en una
disolucion acuosa a pH 7,4 es de 124 nm con PDI = 0,12. La eficiencia de encapsulacion fue del 77 % + 5 %. La
eficiencia de encapsulacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) se determiné por ultrafiltracion.

La figura 1 muestra la homogeneidad de la suspensién de liposomas. El panel izquierdo muestra la distribucion de
tamafos de liposomas con un agente de contraste encapsulado en una disolucion acuosa a pH 7,4 y el panel derecho
muestra la calidad de hacer coincidir la funcion de correlacion con los datos experimentales. La eficiencia de
encapsulacion fue del 77 % + 5 %. La eficiencia de encapsulacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida)
se determind por ultrafiltracion.

Ejemplo 2.

Se anadié Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) disuelta en una disolucién acuosa de caldiamida de sodio
a pH 7,45 a fosfatidilcolina purificada (Lipoid) con la adicion de colesterol disuelto en propilenglicol. La mezcla completa
se agitod a 60 °C hasta que se formo una suspension homogénea, lechosa. Entonces, la suspension asi obtenida se
extruyo a través de filtros de policarbonato con un diametro de poro de 100 nm para obtener un gel de liposomas
homogéneo caracterizado por un tamafo uniforme de liposomas que encapsulan el agente de contraste.

Tabla 2. Composicion de agente de contraste.

AGENTE DE CONTRASTE: % en peso
Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) 14,8
SUSTANCIAS ADICIONALES:

Fosfatidilcolina purificada 27
Colesterol 3
Propilenglicol 20
Caldiamida de sodio 0,62
Hidroxido de sodio 0,01

Agua purificada 34,57
TOTAL 100

La razon molar de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) con respecto a sustancias anfifilas es de
aproximadamente 1:2. El tamafio promedio de los liposomas con un agente de contraste encapsulado en una
disolucion acuosa a pH 7,4 es de 132 nm con PDI = 0,17. La eficiencia de encapsulacion fue del 87 % + 6 %. La
eficiencia de encapsulacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) se determiné por ultrafiltracion.

La figura 2 muestra la homogeneidad de la suspensién de liposomas. El panel izquierdo muestra la distribucion de
tamafos de liposomas con un agente de contraste encapsulado en una disolucion acuosa a pH 7,4 y el panel derecho
muestra la calidad de hacer coincidir la funcidon de correlacion con los datos experimentales. La eficiencia de
encapsulacion fue del 87 % + 6 %. La eficiencia de encapsulacion de gadolinio se determiné usando ultrafiltracion. El
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ejemplo 2 muestra que la composicion lipidica del liposoma puede cambiar la eficiencia de encapsulaciéon de Gd-
dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida).

Ejemplo 3.

Se anadio Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) disuelta en una disoluciéon acuosa de caldiamida de sodio
a pH 7,45 a fosfatidilcolina purificada (Lipoid) con la adicion de colesterol y PEG-PE (polietilenglicol con un peso
molecular de 2000 Da unido covalentemente a una molécula de fosfatidiletanolamina) disuelto en propilenglicol. La
mezcla completa se agité a 60 °C hasta que se formd una suspension homogénea, lechosa. Entonces, la suspensién
asi obtenida se extruyo a través de filtros de policarbonato con un diametro de poro de 100 nm para obtener un gel de
liposomas homogéneo caracterizado por un tamafio uniforme de liposomas que encapsulan el agente de contraste.

Tabla 3. Composicion de agente de contraste.

AGENTE DE CONTRASTE: % en peso
Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) 14,8
SUSTANCIAS ADICIONALES:

Fosfatidilcolina purificada 22
Colesterol 6
PEG-PE 2
Propilenglicol 20
Caldiamida de sodio 0,62
Hidroxido de sodio 0,01
Agua purificada 34,57
TOTAL 100

La razon molar de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) con respecto a sustancias anfifilas es de
aproximadamente 1:2. El tamafio promedio de los liposomas con un agente de contraste encapsulado en una
disolucién acuosa a pH 7,4 es de 120 nm con PDI = 0,2. La eficiencia de encapsulacion fue del 74 % + 8 %. La
eficiencia de encapsulacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) se determiné por ultrafiltracion.

Ejemplo 4.

Se anadio Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) disuelta en una disolucién acuosa de caldiamida de sodio
a pH 7,45 a fosfatidilcolina purificada (Lipoid) disuelta en propilenglicol. La mezcla completa se agité a 60 °C hasta
que se formo una suspensién homogénea, lechosa. Entonces, la suspension asi obtenida se extruyé a través de filtros
de policarbonato con un diametro de poro de 100 nm para obtener un gel de liposomas homogéneo caracterizado por
un tamafo uniforme de liposomas que encapsulan el agente de contraste.

Tabla 4. Composicion de agente de contraste.

AGENTE DE CONTRASTE: % en peso
Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) 20
SUSTANCIAS ADICIONALES:

Fosfatidilcolina purificada 30
Propilenglicol 20
Caldiamida de sodio 0,84
Hidroxido de sodio 0,01

Agua purificada 29,15
TOTAL 100

La razon molar de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) con respecto a sustancias anfifilas es de
aproximadamente 2:3. El tamafio promedio de los liposomas con un agente de contraste encapsulado en una
disolucion acuosa a pH 7,4 es de 105 nm con PDI = 0,15. La eficiencia de encapsulacion fue del 82 % + 5 %. La
eficiencia de encapsulacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) se determiné por ultrafiltracion.

Ejemplo 5

Se anadio Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) disuelta en una disolucién acuosa de caldiamida de sodio
a pH 7,45 a fosfatidilcolina purificada (Lipoid) disuelta en propilenglicol. La mezcla completa se agité a 60 °C hasta
que se formo una suspension homogénea, lechosa. Entonces, la suspension asi obtenida se extruyé a través de filtros
de policarbonato con un diametro de poro de 100 nm para obtener un gel de liposomas homogéneo caracterizado por
un tamanfo uniforme de liposomas que encapsulan el agente de contraste.
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Tabla 5. Composicion de agente de contraste.

AGENTE DE CONTRASTE: % en peso
Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) 0,1
SUSTANCIAS ADICIONALES:

Fosfatidilcolina purificada 30
Propilenglicol 20
Caldiamida de sodio 0,01
Hidroxido de sodio 0,01

Agua purificada 49,88
TOTAL 100

La razon molar de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) con respecto a sustancias anfifilas es de
aproximadamente 1:300. El tamafio promedio de los liposomas con un agente de contraste encapsulado en una
disolucion acuosa a pH 7,35 es de 110 nm con PDI = 0,1. La eficiencia de encapsulacion fue del 84 % + 6 %. La
eficiencia de encapsulacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) se determiné por ultrafiltracion.

Ejemplo 6.

Se anadio Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) disuelta en una disolucién acuosa de caldiamida de sodio
a pH 7,45 a fosfatidilcolina purificada (Lipoid) disuelta en glicerol. La mezcla completa se agité a 60 °C hasta que se
formé una suspensién homogénea, lechosa. Entonces, la suspension asi obtenida se extruyd a través de filtros de
policarbonato con un diametro de poro de 100 nm para obtener un gel de liposomas homogéneo caracterizado por un
tamano uniforme de liposomas que encapsulan el agente de contraste.

Tabla 6. Composicion de agente de contraste.

AGENTE DE CONTRASTE: % en peso
Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) 1
SUSTANCIAS ADICIONALES:

Fosfatidilcolina purificada 30
Glicerol 20
Caldiamida de sodio 0,04
Hidroxido de sodio 0,01

Agua purificada 48,95
TOTAL 100

La razon molar de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) con respecto a sustancias anfifilas es de
aproximadamente 1:30. El tamafo promedio de los liposomas con un agente de contraste encapsulado en una
disolucion acuosa a pH 7,4 es de 106 nm con PDI = 0,12. La eficiencia de encapsulacion fue del 86 % + 7 %. La
eficiencia de encapsulacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) se determiné por ultrafiltracion.

Ejemplo 7.

Se afadié Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) disuelta en solucién salina a pH 7,45 a fosfatidilcolina
purificada (Lipoid) y vitamina E disuelta en propilenglicol. La mezcla completa se agité a 60 °C hasta que se formo una
suspension homogénea, lechosa. Entonces, la suspension asi obtenida se extruyo a través de filtros de policarbonato
con un diametro de poro de 100 nm para obtener un gel de liposomas homogéneo caracterizado por un tamafo
uniforme de liposomas que encapsulan el agente de contraste.

Tabla 7. Composicion de agente de contraste.

AGENTE DE CONTRASTE: % en peso
Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) 1
SUSTANCIAS ADICIONALES:

Fosfatidilcolina purificada 20
Propilenglicol 30
Hidroxido de sodio 0,01
Vitamina E 1

Solucién salina 47,99
TOTAL 100

La razon molar de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) con respecto a sustancias anfifilas es de
aproximadamente 1:20. El tamafio promedio de los liposomas con un agente de contraste encapsulado en una
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disolucion acuosa a pH 7,4 es de 112 nm con PDI = 0,21. La eficiencia de encapsulacion fue del 88 % + 6 %. La
eficiencia de encapsulacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) se determiné por ultrafiltracion.

Ejemplo 8.

Se anadio Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) disuelta en una disolucién acuosa de caldiamida de sodio
a pH 7,45 a fosfatidilcolina purificada (Lipoid) disuelta en propilenglicol. La mezcla completa se agité a 60 °C hasta
que se formo una suspension homogénea, lechosa. Entonces, la suspension asi obtenida se extruy6 a través de filtros
de policarbonato con un diametro de poro de 100 nm para obtener un gel de liposomas homogéneo caracterizado por
un tamanfo uniforme de liposomas que encapsulan el agente de contraste.

Tabla 8. Composicion de agente de contraste.

AGENTE DE CONTRASTE: % en peso
Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) 14,8
SUSTANCIAS ADICIONALES:

Fosfatidilcolina purificada 20
Propilenglicol 20
Caldiamida de sodio 0,62
Hidroxido de sodio 0,01

Agua purificada 44 57
TOTAL 100

La razon molar de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) con respecto a sustancias anfifilas es de
aproximadamente 1:20. El tamafo promedio de los liposomas con un agente de contraste encapsulado en una
disolucién acuosa a pH 7,4 es de 118 nm con PDI = 0,1. La eficiencia de encapsulacion fue del 82 % + 6 %. La
eficiencia de encapsulacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) se determiné por ultrafiltracion.

La eficacia del contraste de IRM segun la invencién se sometié a prueba en un modelo animal de disfuncion endotelial.
Modelo animal de disfuncion endotelial

Los experimentos se realizaron usando ratones ApoE/LDLR.. hembra de diferentes edades: 4, 6, 8, 12 y 28 semanas
de edad (19) en comparacion con ratones jovenes de control (de 8 semanas de edad) (C57BL/6) sin disfuncion
endotelial. Todos los ratones (peso corporal 20-30 g) se alojaron en condiciones convencionales libres de patégenos
(LD: 12/12, humedad: 60 %, temperatura: 23 °C).

Obtencion de imagenes por resonancia magnética (IRM)

Los experimentos de IRM se llevaron a cabo usando un escaner 9.4T (BioSpec 94/20 USR, Bruker, Alemania). Durante
el experimento, los ratones se anestesiaron usando isoflurano (Aerrane, Baxter Sp. z 0.0., Polonia, 1,5 % en volumen)
en una mezcla de oxigeno y aire (1:2). Se monitorizaron la actividad cardiaca, la frecuencia respiratoria y la
temperatura corporal (mantenida a 37 °C, usando agua tibia circulante) usando el sistema de monitorizacién y
sincronizacion (SA Inc., Stony Brook, NY, EE.UU.). Se tomaron imagenes de los ratones en posicion supina para
someter a prueba la funcion endotelial y la permeabilidad en diversos vasos sanguineos.

Protocolo de IRM in vivo para la evaluacion de la permeabilidad endotelial

Se realizaron mediciones de permeabilidad endotelial usando dos agentes de contraste de gadolinio (CA); agente de
contraste de unién a albumina de gadolinio de referencia (Galbumin, BioPAL, Worcester, MA, EE.UU. - 25 mg/ml,
4,5 ml/kg, i.v.) y nueva preparacion segun la invencion - Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) colocada
dentro de liposomas. Se midié el tiempo de relajacion (T1) antes y 30 min después de la administracion intravenosa
de CA para evaluar la permeabilidad de BCA usando la técnica de VFA (20), muestreando la sefial usando valores
variables de angulos de volteo (FA) y luego ajustando el resultado al modelo de sefial dependiente de T4 esperado
(21). Se obtuvieron imagenes 3D del arco adrtico usando la secuencia 3D IG-FLASH, para obtener una alta
uniformidad del perfil de campo B1 dentro de los subsegmentos medidos. Los parametros de obtenciéon de imagenes
incluyeron los siguientes: Tr 10 ms, Te 1,1 ms, FOV 30 x 30 x 4 mm3, tamafio de matriz 192 x 160 x 8, niumero de
repeticiones 12. Se usaron ocho FA: 2°, 4°, 6°, 8°, 14°, 20°, 30° y 50°. Los valores de FA se establecieron cambiando
la longitud de pulso de RF con potencia de amplificador constante. El tiempo total de escaneo para todos los angulos
fue de 16 min.

Andlisis de datos: Las imagenes obtenidas se usaron para calcular mapas de T1 antes y después de la administracion
de CA. El modelo de sefial se ajusté pixel por pixel usando el software Matlab. Se compararon dos mapas de T4 (antes
y después de la administracion de CA) para estimar el niumero de pixeles para los que Ti habia cambiado
significativamente (en mas del 50 %) después de la administracion de CA (Npx50, marcado en rojo en la figura 3C).
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El umbral (50 %) se determiné experimentalmente.

La figura 3 muestra una ilustracién de la metodologia para la evaluacion in vivo basada en IRM de la respuesta
dependiente del endotelio y la permeabilidad endotelial. La respuesta dependiente del endotelio a acetilcolina (Ach),
expresada como cambios en el volumen del vaso, se evalud en la arteria braquiocefalica (BCA) visible en la imagen
3D del arco adrtico (A) y en la aorta abdominal (AA) situada en la vista sagital del ratén (B). La evaluacién de la
respuesta del vaso a la dilatacion mediada por flujo (FMD), también expresada como cambios en el volumen del vaso,
se realizo en la arteria femoral (FA), visible en la imagen 3D de la extremidad posterior izquierda (D). Los pixeles para
los que Ty habia cambiado mas del 50 % después de CA (Npx50) se marcaron en rojo en una imagen en seccion
transversal representativa de los vasos sanguineos que surgen del arco aértico (C).

Los datos obtenidos se presentan como media y desviacion estandar. Las pruebas estadisticas se realizaron usando
STATISTICA 10 (Stat Soft Inc., EE.UU.) usando una prueba paramétrica (analisis de la varianza unidireccional
(ANOVA) con una prueba de Tukey). Un valor p de 0,05 se considero estadisticamente significativo.

Demostracién de que el sujeto de la invencién en forma de un gadolinio hidréfilo encapsulado en liposomas es un
agente de contraste de IRM para la deteccion de cambios tempranos en el endotelio de los vasos sanguineos.

Se usaron liposomas preparados, en el que se encapsuld Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) (GD
liposoma) como agentes de contraste de obtencion de imagenes por resonancia magnética (IRM) para la deteccion in
vivo de disfuncion endotelial basandose en cambios en la permeabilidad endotelial en ratones ApoE/LDLR... Para
comparacion, la evaluacion de la permeabilidad endotelial se realizé usando un agente de contraste de gadolinio de
unién a albumina (GD albumina).

El desarrollo de permeabilidad endotelial aumentada en la arteria braquiocefalica (BCA) en ratones ApoE/LDLR.-

En el experimento presentado, se usé el agente de contraste que tenia la composicion del ejemplo 8. Como se muestra
en la figura 4B, la preparacion de Gd-dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) encapsulada en el liposoma
permitié la deteccién de cambios tempranos en la permeabilidad endotelial, observados como un aumento en Npx50,
que ya se observé en ratones ApoE/LDLR... de 4 semanas de edad (Npx50: aumento del 100 % en comparacion con
los ratones de control, C57BL/6). Los cambios en la permeabilidad endotelial se exacerbaron por la progresion de la
aterosclerosis en ratones ApoE/LDLR., y se observé un aumento de 4 veces en Npx50 en ratones ApoE/LDLR.. de
28 semanas de edad. A diferencia de la administracién del agente de contraste liposomal, la inyeccién intravenosa de
GD albumina provocé cambios significativos en el parametro Npx50 (aumento de aproximadamente el 100 %) solo en
ratones ApoE/LDLR.. de 28 semanas de edad. Ademas, en ratones ApoE/LDLR.. de 4-12 semanas de edad no se
mostré un aumento significativo en la permeabilidad de la pared vascular evaluada usando GD albumina (aumento en
Npx50 de entre el 3 % y el 30 %, en comparacion con ratones de control; figura 4A).

La figura 4 muestra un aumento de la permeabilidad endotelial en la arteria braquiocefalica en ratones ApoE/LDLR.,..
El nimero de pixeles alrededor de la luz de BCA para los que T1 ha cambiado en mas del 50 % (Npx50) después de
usar el agente de contraste de gadolinio de unién a albumina (A: GD-albumina) o Gd-dietilentriaminopentaacetato-
bis(metilamida) encapsulada en liposomas (B: GD-liposoma) se expresan como un porcentaje del control en ratones
ApoE/LDLR.. (columnas blancas) de diferentes edades: Ratones ApoE/LDLR.. de 4 semanas de edad (ApoE_4W, n
= 4), ratones ApoE/LDLR.. de 6 semanas de edad (ApoE_6W, n = 4), ratones ApoE/LDLR,. de 8 semanas de edad
(ApoE_8W, n = 6), ratones ApoE/LDLR.. de 12 semanas de edad (ApoE_12W, n = 5) y ratones ApoE/LDLR,. de 28
semanas de edad ((ApoE_28W, n = 6). El control son ratones C57BL/6 de 8 semanas de edad (C57_8W, n = 6,
columnas negras).

Progresion de un deterioro de la respuesta dependiente del endotelio a la administracion de acetilcolina en la BCA y
la aorta abdominal (AA) en ratones ApoE/LDLR.,.

Para evaluar la sensibilidad de la deteccion de disfuncion endotelial usando el nuevo agente de contraste, que es una
invencion, también se evalué la funcidon endotelial alterada en ratones ApoE/LDLR .. mediante otras técnicas basadas
en IRM; deteccioén de la respuesta dependiente del endotelio a la acetilcolina (figura 5) y la medicion del aumento del
flujo después de la oclusién de vasos a corto plazo (FMD, figura 6). Como se describe en la publicacién reciente de
los inventores (22), la respuesta dependiente del endotelio a la acetilcolina (Ach, figura 5B) en la aorta abdominal (AA)
es el método in vivo mas sensible para detectar cambios en el fenotipo endotelial. La administracion intraperitoneal de
Ach dio como resultado la deteccidn de una respuesta funcional de la AA significativamente deteriorada en ratones
ApoE/LDLR.. de 4 semanas de edad (cambio de volumen de la AA: aproximadamente el 23 % en comparacion con
aproximadamente el 34 % en ratones de control). Se observé una progresion adicional del deterioro de la respuesta
de la AA a Ach en ratones ApoE/LDLR.. de 6-8 semanas de edad y como vasoconstriccion paraddjica en ratones
ApoE/LDLR.. de 12 y 28 semanas de edad (cambio en el volumen de la AA: aproximadamente -8 % y -23 %,
respectivamente). Los cambios en la funcién endotelial de la BCA, descritos como vasodilatacion dependiente del
endotelio alterada en respuesta a Ach, solo se observaron en ratones de 12 semanas de edad (cambios de volumen:
aproximadamente el 2 %, figura 5A). La respuesta de la BCA a Ach en ratones ApoE/LDLR.. de 4 a 8 semanas de
edad permanecié sin cambios (cambios en el volumen de la BCA: aproximadamente el 10 %) y fue comparable a la
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respuesta vasodilatadora normal observada en los ratones de control de 8 semanas de edad (cambio de volumen en
la BCA: 11,26 %). Ademas, la alteracién de la respuesta dependiente del endotelio al aumento en el flujo después de
la oclusién de vasos a corto plazo (FMD) no se observo antes que en ratones ApoE/LDLR... de 12 semanas de edad
(cambio de volumen en la FA: aproximadamente el 16 % en comparacién con aproximadamente el 34 % en ratones
de control, figura 6). La respuesta de FMD en ratones ApoE/LDLR... mas jovenes, de 8 semanas de edad, permanecio
sin cambios, en comparacion con los ratones de control (cambio de volumen de la FA: aproximadamente el 31 %).

Estos experimentos muestran claramente que la evaluacién de los cambios en la permeabilidad endotelial usando el
agente de contraste liposomal, que es una invencién, permite la deteccion de cambios funcionales en el endotelio
vascular en una etapa temprana similar del desarrollo de disfuncidon endotelial como la evaluacion de la respuesta
dependiente del endotelio a la administracion de Ach en la aorta abdominal, que era el método mas sensible para la
deteccion de cambios en el fenotipo endotelial, en los estudios previos de los inventores (22). La deteccidon de cambios
funcionales en la BCA, asi como en la respuesta de FMD, esta ultima es el método de referencia en la evaluaciéon de
la funcidon endotelial en afecciones clinicas (12, 13), fue posible en una etapa posterior del desarrollo de disfuncién
endotelial, en comparacion con la evaluacién usando un agente de contraste liposomal que es un objeto de una
invencion.

La figura 5 muestra la progresion de la respuesta dependiente del endotelio alterada a la administraciéon de acetilcolina
en la arteria braquiocefalica y la aorta abdominal en ratones ApoE/LDLR... Cambios en el volumen diastdlico final de
la arteria braquiocefalica (A: BCA-ACH) y la aorta abdominal (B: AA-ACH) 25 minutos después de la administracion
de acetilcolina en ratones ApoE/LDLR.. (columnas blancas) de diferentes edades: Ratones ApoE/LDLR.,. de 4
semanas de edad, ratones ApoE/LDLR.. de 6 semanas de edad, ratones ApoE/LDLR.. de 8 semanas de edad, ratones
ApoE/LDLR.. de 12 semanas de edad, ratones ApoE/LDLR.. de 28 semanas de edad en comparacién con ratones
C57BL/6 de control de 8 semanas de edad, (C57_8W, n = 4, columnas negras). Estadisticas: ANOVA unidireccional
seguida de la prueba post hoc de Tukey (la normalidad se evalué usando la prueba de Shapiro-Wilk); *p <0,05, **p
<0,01, ***p <0,001.

La figura 6 muestra la progresion de la respuesta dependiente del endotelio alterada a un aumento en el flujo después
de la oclusion de vasos a corto plazo (FMD) en la arteria femoral (FA) en ratones ApoE/LDLR... de diferentes edades:
Ratones ApoE/LDLR.. de 8 semanas de edad (ApoE_8W, n = 6), ratones ApoE/LDLR.. de 23 semanas de edad
(ApoE_12W, n = 6) y ratones ApoE/LDLR,. de 28 semanas de edad (ApoE_28W, n = 5), en comparacion con los
ratones C57BL/6 de control de 8 semanas de edad (C57_8W, n = 5, columnas negras). Estadisticas: ANOVA
unidireccional seguida de la prueba post hoc de Tukey (la normalidad se evalué usando la prueba de Shapiro-Wilk);
*p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001.

Referencias
1. Kim HK, Lee GH, Chang Y (2018) Gadolinium as an MRI contrast agent. Future Med Chem 10, 639-661.

2. Ibrahim MA, Dublin AB (2018) Magnetic Resonance Imaging (MRI), Gadolinium. En StatPearls. Treasure Island
(FL).

3. de Smet M, Heijman E, Langereis S et al. (2011) Magnetic resonance imaging of high intensity focused ultrasound
mediated drug delivery from temperature-sensitive liposomes: An in vivo proof-of-concept study. J Control Release
150, 102-110.

4. Le Fur M, Caravan P (2018) The biological fate of gadolinium-based MRI contrast agents: a call to action for
bioinorganic chemists. Metallomics.

5. Lux J, Sherry AD (2018) Advances in gadolinium-based MRI contrast agent designs for monitoring biological
processes in vivo. Curr Opin Chem Biol 45, 121-130.

6. Glogard C, Stensrud G, Hovland R et al. (2002) Liposomes as carriers of amphiphilic gadolinium chelates: the effect
of membrane composition on incorporation efficacy and in vitro relaxivity. Int J Pharmaceut 233, 131-140.

7. Erdogan S, Medarova ZO, Roby A et al. (2008) Enhanced tumor MR imaging with gadolinium-loaded polychelating
polymer-containing tumor-targeted liposomes. J Magn Reson Imaging 27, 574-580.

8. Jin YQ, Zhang NP, Li CL et al. (2017) Nanosystem composed with MSNs, gadolinium, liposome and cytotoxic
peptides for tumor theranostics. Colloid Surface B 151, 240-248.

9. Nitta N, Takakusagi Y, Kokuryo D et al. (2018) Intratumoral evaluation of 3D microvasculature and nanoparticle
distribution using a gadolinium-dendron modified nanoliposomal contrast agent with magnetic resonance microimaging.
Nanomed-Nanotechnol 14, 1315-1324.

10. Franses JW, Drosu NC, Gibson WJ et al. (2013) Dysfunctional endothelial cells directly stimulate cancer

9



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2949943 T3

inflammation and metastasis. Int J Cancer 133, 1334-1344.

11. Walczak M, Suraj J, Kus K et al. (2015) Towards a comprehensive endothelial biomarkers profiling and
endothelium-guided pharmacotherapy. Pharmacol Rep 67, 771-777.

12. Frolow M, Drozdz A, Kowalewska A et al. (2015) Comprehensive assessment of vascular health in patients; towards
endothelium-guided therapy. Pharmacol Rep 67, 786-792.

13. Raitakari OT, Celermajer DS (2000) Flow-mediated dilatation. Br J Clin Pharmacol 50, 397-404.

14. Phinikaridou A, Hua N, Pham T et al. (2013) Regions of low endothelial shear stress colocalize with positive vascular
remodeling and atherosclerotic plaque disruption: an in vivo magnetic resonance imaging study. Circ Cardiovasc
Imaging 6, 302-310.

15. van Bochove GS, Straathof R, Krams R et al. (2010) MRI-determined carotid artery flow velocities and wall shear
stress in a mouse model of vulnerable and stable atherosclerotic plaque. MAGMA 23, 77-84.

16. Davignon J, Ganz P (2004) Role of endothelial dysfunction in atherosclerosis. Circulation 109, [1127-32.

17. Bar A, Skorka T, Jasinski K et al. (2016) Retrospectively gated MRI for in vivo assessment of endothelium-
dependent vasodilatation and endothelial permeability in murine models of endothelial dysfunction. Nmr Biomed 29,
1088-1097.

18. Morawski AM, Winter PM, Crowder KC et al. (2004) Targeted nanoparticles for quantitative imaging of sparse
molecular epitopes with MRI. Magn Reson Med 51, 480-486.

19. Ishibashi S, Herz J, Maeda N et al. (1994) The two-receptor model of lipoprotein clearance: tests of the hypothesis
in “knockout” mice lacking the low density lipoprotein receptor, apolipoprotein E, or both proteins. Proc Natl Acad Sci
U S A91,4431-4435.

20. Wang J, Qiu M, Kim H et al. (2006) T1 measurements incorporating flip angle calibration and correction in vivo. J
Magn Reson 182, 283-292.

21. Bar A, Skorka T, Jasinski K et al. (2015) MRI-based assessment of endothelial function in mice in vivo. Pharmacol
Rep 67, 765-770.

22. Bar A, Targosz-Korecka M, Suraj J et al. (2019) Degradation of Glycocalyx and Multiple Manifestations of
Endothelial Dysfunction Coincide in the Early Phase of Endothelial Dysfunction Before Atherosclerotic Plaque
Development in Apolipoprotein E/Low-Density Lipoprotein Receptor-Deficient Mice. J Am Heart Assoc. 19 de marzo
de 2019;8(6):e011171

23. Phinikaridou A, Andia MA et al. (2016) Increased Vascular Permeability Measured With an Albumin-Binding

Magnetic Resonance Contrast Agent Is a Surrogate Marker of Rupture-Prone Atherosclerotic Plaque. Circ Cardiovasc
Imaging 9(12), 1-12.

10



10

15

20

25

30

ES2949943 T3

REIVINDICACIONES

Agente de contraste de IRM para su uso en un método de diagnostico de cambios en el endotelio de vasos
sanguineos, en forma de una suspension acuosa que contiene como agente de contraste hidréfilo Gd-
dietilentriaminopentaacetato-bis(metilamida) encapsulado dentro de liposomas monocapa de 50 nm a 200 nm
de tamafo, en donde la membrana lipidica de liposomas esta hecha de una mezcla que contiene:
fosfatidilcolina, colesterol y polietilenglicol unidos covalentemente a una molécula de fosfatidiletanolamina
(PEG-PE).

El agente de contraste para su uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la razén molar de agente
de contraste con respecto a componentes lipidicos es de 1:1000 a 5:1, preferiblemente de 1:50 a 2:1.

El agente de contraste para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado porque la
razon molar de lipidos con respecto a colesterol en la membrana lipidica es preferiblemente de 10:1 a 5:1.

El agente de contraste para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque los
liposomas monocapa contienen PEG2000-PE en una cantidad de hasta el 10 % en moles de todos los
componentes anfifilos.

El agente de contraste para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque
contiene al menos uno de los componentes seleccionados del grupo que comprende: caldiamida, hidroxido
de sodio, sustancia osmoéticamente activa, antioxidante, y/o una mezcla de los mismos.

El agente de contraste para su uso segun la reivindicacién 5, caracterizado porque la sustancia
osmoticamente activa contiene una sustancia seleccionada del grupo que comprende solucién salina,
disolucién de monosacarido o disacarido y/o una mezcla de los mismos.

El agente de contraste para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la
concentracion del agente de contraste hidrofilo en la fase acuosa de la suspension es de 1 a 200 g/l.
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