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DESCRIPCION
Compuestos radiomarcados en cabeza de puente y métodos de utilizacion de los mismos

La presente invencion se relaciona con compuestos quimicamente marcados y con el uso de dichos compuestos en
diagndstico y terapia.

Actualmente, raramente se realiza el diagnéstico de un paciente sin el uso de tecnologia de imagen. Uno de los
objetivos de la imagen es reducir la necesidad de métodos invasivos. No s6lo es més comoda y segura para el
paciente, sino que la imagen permite vistas de anatomia y fisiologia que no se pueden obtener por otros medios.

En general, la imagen puede dirigirse a dos cuestiones: estructura y funcién. Se puede o bien ver estructuras del
cuerpo y anatomia de imagen, o bien ver procesos quimicos y bioguimica de imagen. Las técnicas de imagen
estructural incluyen los rayos x, la CT (Tomografia Computerizada) y la MRI (Imagen por Resonancia Magnética). Es
actualmente la funcion de la imagen por SPECT (Tomografia Computerizada por Emision de un Solo Fotén) y por
PET (Tomografia por Emision de Positrones) permitir la visualizacion de los procesos bioquimicos dentro del
organismo.

PET y SPECT son técnicas de imagen en donde se introduce sintéticamente un radioniclido en una molécula de
relevancia biolégica potencial, también designada como trazador, y se administra a un paciente. Dependiendo de la
naturaleza del asi llamado producto radiofarmacéutico, se puede administrar éste en cualquiera de una serie de
formas apropiadas, tales como, por ejemplo, por inhalacion, ingestion o, mas cominmente, inyeccion intravenosa.
Se mide la posterior captacion de un radiotrazador en el tiempo y se usa para obtener informacién acerca del
proceso fisiologico de interés. Debido a las emisiones de alta energia (rayos gamma) de los is6topos especificos
empleados y a la sensibilidad y sofisticacion de los instrumentos utilizados para detectarlos, se puede inferir la
distribucién bidimensional de radiactividad en un corte desde el exterior del cuerpo. Asi, la PET y la SPECT son
técnicas tanto de emisién como tomograficas (del Griego tomos para corte). Ambas caracteristicas distinguen estas
modernas modalidades de imagen de métodos radiograficos mas convencionales, como una radiografia de térax,
donde se transmite una fuente externa de radiacion a través del sujeto para crear una silueta plana de los érganos y
cavidades del cuerpo. Mientras que la PET y la SPECT se basan en principios similares para producir sus imagenes,
diferencias inherentes en sus fisicas respectivas de emision de fotones imponen importantes diferencias en cuanto a
instrumentacion, radioquimica y aplicaciones experimentales.

Los naclidos inestables que poseen un nimero en exceso de protones pueden adoptar una de dos aproximaciones
en un esfuerzo por reducir su positividad nuclear neta. En un esquema de desintegracién radiactiva, un protén se
convierte en un neutrén y se emite una particula llamada positrén (indicado como épsilon+ o beta+). De idéntica
masa, pero de carga opuesta, los positrones son el equivalente de antimateria de los electrones. Cuando se expulsa
del ndcleo, un positron colisiona con un electrén, dando lugar a la aniquilacion de ambas particulas y a la liberacion
de energia. Los principios de conservacion de masa y de momento establecen que se produzcan dos fotones (rayos
gamma), cada uno de energia equivalente y trayectoria exactamente opuesta (separadas en 180°). Por esta razén, a
veces se hace referencia a la PET como tomografia por emisién de doble fotén. Entre los ndclidos emisores de
positrones mas cominmente usados en los procedimientos de PET estan el carbono 11 (*'C), el nitrégeno 13 (**N),
el oxigeno 15 (*°0) y el fltior 18 (*°F).

La firma espacial Unica de los trayectos consecutivos de fotones es explotada por los escéneres PET en la
localizacién de la fuente de un suceso de aniquilacion, un método conocido como deteccion de coincidencia. Se
puede conceptualizar un escaner PET como una camara de tipo anular que rodea el cuerpo. En lugar de usar
pelicula fotografica, sin embargo, los escaneres PET (y SPECT) emplean detectores de escintigrafia altamente
sensibles hechos de materiales cristalinos densos (v.g., 6xido de bismuto y germanio, yoduro de sodio o fluoruro de
cesio), que capturan los rayos gamma de alta energia invisibles y los convierten en luz visible Este breve destello de
luz es convertido en un pulso eléctrico por un tubo fotomultiplicador inmediatamente adyacente (PMT). El cristal y el
PMT constituyen conjuntamente un detector de radiacion. Mas que utilizar detectores individuales aisladamente, una
camara PET esta construida de tal forma que detectores opuestos estan electronicamente conectados. Cuando
coinciden sucesos de escintigrafia independientes en detectores emparejados, se supone que ha ocurrido un suceso
de aniquilacion en algun punto a lo largo de una linea imaginaria entre los dos. Esta informacion es registrada por un
ordenador y posteriormente utilizada para reconstruir imagenes usando los principios de tomografia computerizada.
Por el contrario, se ignoran los sucesos Unicos. Aunque se puede concebir que dos fotones no relacionados de
sucesos de aniquilacion espacialmente separados podrian alcanzar detectores opuestos al unisono, estas
coincidencias accidentales son mucho menos frecuentes que las verdaderas. De hecho, la deteccién de coincidencia
es una técnica muy eficiente y contribuye a las velocidades de muestreo y sensibilidad superiores de la PET.

Una limitacion intrinseca de la PET deriva de la naturaleza de la desintegracion de positrones y del principio de
deteccion de coincidencia. Especificamente, la PET reconoce el sitio de aniquilacion de positrones y no el sitio de
desintegracion radiactiva. Dado que un positron debe generalmente llegar a reposar en tejidos antes de poder
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colisionar con un electrén, la aniquilacion se produce frecuentemente a alguna distancia del origen del positron. La
distancia que separa estos dos sucesos, desintegracion y aniquilacién, depende de la energia cinética media del
positrén al salir del nicleo, y varia segun el isétopo especifico implicado. Para la desintegracién del ¢, este rango
es de aproximadamente 2 mm. Ademas, si el positrén no esta totalmente en reposo en la aniquilacion, se emitiran
fotones en un angulo ligeramente diferente de 180°. Tomadas conjuntamente, la aniquilacién positrénica remota y la
no colinealidad foténica ponen un limite tedrico sobre la resolucion espacial alcanzable con la PET, que se estima en
2-3 mm.

En un esquema alternativo a la emision de positrones, ciertos radionuclidos ricos en protones pueden en cambio
capturar un electrén en Orbita, una vez mas transformando un protén en un neutrén. El nicleo hijo resultante
permanece frecuentemente residualmente excitado. Esta disposicibn metaestable se disipa a continuacion,
alcanzando asi un estado de tierra y produciendo un solo fotén gamma en el proceso. Se usan is6topos que se
desintegran por captura de electrones y/o emision gamma en la SPECT e incluyen el yodo 123 (123I, v.g.,
aplicaciones cerebrales), el ndclido metaestable de larga vida m-tecnecio 99 (99mTc, v.g., aplicaciones Oseas,
hepaticas y cerebrales) y Ga-67 (v.g., diversas aplicaciones tumorales). Dado que los rayos gamma son
directamente emitidos por el sitio de desintegracion, no existe ningun limite teérico comparable sobre la resolucion
espacial para la SPECT.

Sin embargo, la emisién de un solo foton significa que la instrumentacién en la SPECT debe ser intrinsecamente
diferente de la de la PET. En lugar de deteccién de coincidencia, la SPECT utiliza una técnica conocida como
colimacion. Se puede pensar en un colimador como en un bloque de plomo que contiene muchos orificios pequefios
gue se interpone entre el sujeto y el detector de radiacion. Los orificios son lo suficientemente largos y estrechos
como para permitir que solo fotones de trayectoria esencialmente paralela pasen a través del colimador y alcancen
el detector. Conociendo la orientacion de los orificios de un colimador, se extrapola linealmente el trayecto original
de un fotdén detectado. Contrariamente a los fotones paralelos, los rayos gamma, que se desvian ligeramente, son
absorbidos por el plomo y permanecen sin detectar. Como podria imaginarse, la colimacién es menos eficiente que
la deteccién de coincidencia, ya que se filtran muchos fotones potencialmente informativos. Aunque la colimacion es
menos sensible que la PET, avances en el disefio y la deteccidn de radiacién de los colimadores han hecho que la
SPECT sea suficientemente sensible para uso rutinario en casi todas las mismas aplicaciones.

Aunque los principios fisicos relacionados con la emision y deteccion de fotones son diferentes, los medios mediante
los cuales la PET y la SPECT traducen la informacién sobre los trayectos de fotones en imagenes corporales de
seccion transversal son en gran medida los mismos. Como sélo se conoce informacién acerca de la direccién de un
foton, no de la profundidad, se requieren vistas de trayectorias de fotones desde mdltiples dngulos alrededor de todo
el cabezal. Se hace referencia a un conjunto de mediciones desde un angulo o punto de vista dados como una
proyeccion. En la PET, se obtienen mudltiples proyecciones mediante un anillo de detectores de radiacion
esencialmente contiguos, mientras que las cdmaras SPECT utilizan tipicamente varios cabezales detectores que
giran alrededor del sujeto en sincronia y recogen datos de 360° completos. Después de registrar muchos miles de
trayectorias desde multiples proyecciones, se crea una imagen de la distribucion de radiactividad en un corte
corporal dado volviendo a trazar o "retroproyectando” las trayectorias de los rayos gamma a través del campo de
visién para cada angulo de imagen. El método de retroproyeccion, aunque complejo, es conceptualmente analogo al
simple puzzle en el que se infieren los numeros en una cuadricula cuadrada a partir de sus sumas a lo largo de cada
fila. Sin embargo, las imagenes PET y SPECT consisten en matrices mucho mayores (v.g., 128 x 128 0 256 x 256
elementos) de valores de densidad de radiacién. Asi, normalmente se usan coprocesadores informaticos rapidos y
algoritmos matematicos eficientes (transformaciones Fourier rapidas) para manejar las enormes cantidades de datos
y los calculos intensivos implicados. Una vez determinados sus valores de radiacion, se asignan a elementos de
matriz individuales matices correspondientes de color y se muestran como elementos de imagen o pixeles en un
terminal de video. De este modo, se produce una imagen PET o SPECT de la distribucion de radiactividad dentro del
cuerpo.

Actualmente, raramente se usa el método de simple retroproyeccion para reconstruir imagenes. Mas bien se aplica
casi universalmente una técnica modificada conocida como retroproyeccion filtrada. La razén para la filtracion se
relaciona con artefactos de imagen cuantitativos introducidos por el propio método de retroproyeccion, incluso en
ausencia de otras fuentes de ruido estadistico. Al volver a trazar el trayecto de un fotén, el punto real de
desintegracion es indeterminado. Asi, se fuerza al algoritmo de retroproyeccion a asumir una probabilidad igual de
desintegracion radiactiva, y de aqui valor de radiacién, para cada punto a lo largo de la linea de trayectoria. Areas
del cuerpo que tienen altas concentraciones de radiactividad se destacaran, ya que se superponen muchas
trayectorias de mudltiples proyecciones y se sumen sus valores de probabilidad. Sin embargo, las areas que no
contienen radiactividad llevaran la impronta residual de la adivinacién estadistica del algoritmo, y se atribuyen
valores pequefios, aunque finitos, a areas en las que no deberia existir ninguna. Aunque este problema disminuye
con una mayor toma de muestras espacial y mayores nimeros de proyecciones, aun se utiliza habitualmente un
filtro para restaurar la exactitud cuantitativa restando valores falsos de las imagenes. Se han desarrollado miltiples
técnicas de filtracion y las consideraciones implicadas en la eleccion de una dependen de la aplicaciéon especifica
requerida. El experto puede, por ejemplo, seleccionar una técnica de filtracion en base a los compromisos entre
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filtros, teniendo en cuenta su impacto relativo sobre la resolucién espacial y la amplificacion del ruido. Asi, se puede
determinar la seleccidn del filtro por el contexto de imagen.

Resumiendo, tanto la SPECT como la PET usan la idea de un "trazador", que se refiere a un analogo de un
compuesto biolégicamente activo en donde uno de los a&tomos ha sido reemplazado por un substituyente radiactivo
(v.g., atomo radiactivo o una molécula que incluye un atomo radiactivo) para obtener la imagen de procesos
guimicos. Cuando se introduce el trazador en el organismo, se puede trazar su captacion especifica de sitio por
medio de fotones (rayos gamma) emitidos por el atomo marcado.

En la SPECT, los atomos radiactivos de los trazadores son habitualmente Tc-99m (v.g., aplicaciones en hueso,
higado y cerebro), 1-123 (v.g., aplicaciones en cerebro) y Ga-67 (v.g., diversas aplicaciones en tumores). En el
organismo, cuando se desintegra uno de estos atomos radiactivos, se detectan los fotones emitidos por el aparato
de imagen SPECT. La capacidad de la SPECT para obtener la imagen de algunos procesos quimicos esta
obstaculizada por el hecho de que los is6topos tienden a ser &tomos relativamente grandes que no resultan ideales
para uso en el marcaje de algunos compuestos debido a razones estéricas.

La PET utiliza trazadores marcados con isotopos emisores de positrones (v.g., Flior-18 y Carbono-11). Estos
is6topos tienen una vida media relativamente corta, lo que reduce el tiempo de exposicion para el paciente. En
particular, el Flior-18 exhibe una vida media de s6lo menos de aproximadamente 2 horas, y el Carbono-11 exhibe
una vida media de s6lo aproximadamente 20 minutos. Una ventaja de la PET es la sensibilidad afiadida.

Los usos clinicos de la imagen del cerebro por PET y SPECT pueden dividirse, en general, en mediciones de la

actividad neuronal local, neuroquimica o farmacologia in vivo. La actividad neuronal local se asocia al consumo de

energia y puede medirse por el metabolismo de la glucosa, que a su vez se asocia habitualmente de manera

posmva al flujo sanguineo. Asi, los trazadores PET para la medicion de la actividad neuronal local pueden incluir

[ F]FDG (metabolismo de la glucosa) y [ O]HzO (flujo sanguineo). Por otra parte, la SPECT no tlene un trazador

comparable para el metabolismo de la glucosa, pero puede utilizar compuestos marcados con “mTc y 2 asi como
Bxe, para proporcionar medidas del flujo sanguineo.

Los usos clinicos de la imagen por PET y SPECT para medir la actividad neuronal local pueden ser empleados para
determinar trastornos neuroldgicos e incluyen la localizacién tanto de la isquemia cerebral como del foco epiléptico y
la distincion de la necrosis por radiacién del crecimiento tumoral. En al menos las dos ultimas condiciones, los
resultados de la imagen pueden tener un impacto directo en el cuidado clinico. Por ejemplo, el tratamiento
neuroquirdrgico de pacientes con epilepsia refractaria a la medicacién depende de manera critica de una
localizacién precisa del foco convulsivo, que esta con frecuencia distante de la superficie del cerebro y se localiza
mal mediante un electroencefalograma (EEG) con electrodos en el cuero cabelludo. En el periodo interictal, el foco
convulsivo es hipometabdlico y tiene un flujo sanguineo reducido. Se ha usado la imagen por PET y SPECT como
un medio primario de localizacion o como confirmacion de otras pruebas diagndsticas para seleccionar la porcion del
cerebro que se extirpa a continuacion. En el periodo ictal, el foco convulsivo se asocia a un mayor metabolismo y un
mayor flujo sanguineo y puede tener una mayor probabilidad de mostrar una localizaciéon positiva que la imagen
interictal.

Se ha combinado la imagen PET de una manera elegante con estudios de activacidon neuropsicolégicos para
localizar funciones cognitivas, incluyendo la lectura, el habla y las asociaciones de palabras. La corta vida media del
o) (T12 de 2 min.) permite multiples (frecuentemente de 8 a 10) inyecciones en bolo del trazador en una sesion
experimental. Asi, se pueden repetir y promediar tanto los escéaneres basales como los que siguen a las tareas
neuropsicoldgicas.

Dos atributos importantes de la PET y la SPECT, la elevada sensibilidad y la estabilidad quimica, hacen que estos
métodos sean particularmente bien adecuados para mediciones neuroqwmlcas in vivo. La sensibilidad de la PET y
la SPECT para detectar radlotrazadores es de menos de 10" M, que es Ordenes de magnitud mayor que la
sensibilidad de la MRI (de 10% a 10° M). De un modo exactamente analogo a los farmacos no radiactivos, se
pueden desarrollar radiotrazadores para marcar sitios diana especificos en el cerebro. Estos trazadores especificos
pueden, por lo tanto, proporcionar medidas de multiples rutas neuroquimicas en el cerebro, incluyendo la sintesis y
liberacion de transmisores, receptores, sitios de recaptacion, enzimas metabdlicas y posiblemente incluso sistemas
de segundos mensajeros.

Entre éstos, los estudios de receptores han recibido probablemente el mayor esfuerzo entre los diversos objetivos de
la imagen neuroquimica. Si se altera selectivamente un receptor en una enfermedad especifica, entonces la imagen
de este sitio puede proporcionar informacion diagnéstica acerca del trastorno. Para el sistema de receptores DA, el
grupo Johns Hopkins PET ha descrito que los pacientes esquizofrénicos que no habian recibido farmacos tienen una
elevacion de 2 5 veces en la densidad del receptor de dopamina D2 en el estriado usando el trazador virtualmente
irreversible [ C]N metilespiperona y modelos cinéticos
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Otro ejemplo de una aplicacion diagnéstica que utiliza receptores es el uso de un trazador para la imagen de la
densidad de los receptores de serotonina en el cerebro. El sistema de la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es
una red importante de neurotransmision implicada en la modulaciéon de diversas funciones fisiolégicas y del
comportamiento, tales como la termorregulacion, la funcién cardiovascular, el comportamiento agresivo y sexual, el
humor, el apetito y el ciclo suefio-vigilia. La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido L-triptéfano por
hidroxilacion y descarboxilacién secuenciales. Se almacena en vesiculas presinapticas y se libera de los terminales
nerviosos durante la descarga neuronal. Uno de los sitios de unidon mejor caracterizados para la serotonina es el
receptor 5-HT1a. LOs receptores 5-HT1a funcionan como autorreceptores somatodendriticos en los nucleos del rafe,
al igual que como receptores postsingpticos en los campos terminales.

El subtipo 5-HT1a de receptores de serotonina ha sido implicado en la patogenia de la ansiedad, la depresién, el
comportamiento alucindgeno, el mareo y los trastornos alimentarios y es, por lo tanto, un importante objetivo para la
terapia con farmacos. Se cree que los tratamientos con farmacos antidepresivos implican la regulacion a menos u
otros cambios adaptativos de la subpoblacion 5-HT14 central.

También se ha propuesto que los antagonistas del receptor 5-HT14 podrian mejorar los sintomas de la demencia
facilitando la liberacion de glutamato y asi compensar en alguna medida la pérdida de neuronas de glutamato
corticales, que se piensa ocurre en la enfermedad de Alzheimer. Se produce una pérdida gradual de receptores 5-
HTia en el envejecimiento normal, mientras que es aparente una pérdida mucho mas prominente en el cerebro
Alzheimer. Finalmente, varios laboratorios han descrito una elevada union de receptores de 5-HT neocorticales
(incluyendo el subtipo 5-HT1a) en la esquizofrenia.

Muchos investigadores han tratado de desarrollar un radioligando capaz de determinar los cambios in vivo en los
receptores de 5-HT1a en sujetos deprimidos, personas con trastornos de ansiedad, pacientes con enfermedad de
Alzheimer y esquizofrénicos. Las técnicas de imagen no invasivas podrian proporcionar una importante oportunidad
de investigar el papel funcional de los receptores de 5-HT1a centrales en voluntarios sanos, la relacion del subtipo 5-
HT1a con diversas enfermedades neuropsiquiatricas y/o la ocupacion de los receptores de 5-HTia en el cerebro
humano por nuevos farmacos.

Se han preparado y evaluado varios trazadores para los receptores de 5-HTia con fines de imagen. Se vio que
compuestos con similitud estructural con el antagonista de 5-HT1a, la N-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-N-(2-
piridinil)ciclohexanocarboxamida (WAY-100635), eran los mas prometedores. El propio WAY-100635 ha sido
marcado con Carbono-11 en las posiciones a o b (véase la Fig. 1).

Como la ruta metabdlica principal de WAY-100635 es la hidrélisis del enlace amida (véase la Fig. 1), se favorece un
marcaje en el resto ciclohexanocarbonilo (posicién b). Si no, el metabolito lipofilico (WAY-100634) lleva el marcaje y
como este compuesto también entra en el cerebro y se une a otros receptores (ol y no especificos), interfiere con
las mediciones tomogréficas. Sin embargo, cuando el marcaje con carbono-11 ha de ser parte del resto ciclohexilo,
la sintesis serd mas compleja. Una aproximacion para simplificar el procedimiento de metilacion es evitar que el
compuesto sufra hidrélisis de la amida usando grupos mas voluminosos (véase la Fig. 2) en lugar del
ciclohexanocarbonilo, como en CPC-222 o Wilson-8 (AA Wilson et al. (1998), Derivatives of WAY 100635 as
potential imaging agents for 5-HT1A receptors: syntheses, radiosyntheses, and in vitro and in vivo evaluation, Nucl.
Med. Biol. 25, 769-776). Aunque estos compuestos tienen una afinidad comparable con respecto a WAY-100635 y
han mostrado ser estables hacia la hidrdlisis, la corta vida media fisica del Carbono-11 aln impide el uso de estos
compuestos en hospitales que no tienen su propia instalacién de produccion (v.g., un ciclotrén y un laboratorio de
radioquimica que cumpla con las GMP).

Un isétopo de vida mas larga permitira el transporte a larga distancia y puede también tener una ventaja en dar
mejores estadisticas de recuento en la etapa final de un escaner y en acompafiar al analisis de metabolitos
radiactivos en plasma.

Por lo tanto, la investigacion se ha dirigido hacia derivados de WAY-100635 marcados con Flior-18 (t1,=110 min.) o
Yodo-123 (t12=13,2 horas) (véase la Fig. 3). Sin embargo, para los derivados de WAY MPPF y MPPI, que contienen
un resto aromatico en la parte carboxamida, se vio que los potenciales de union calculados eran 4-6 veces inferiores
a los de WAY- 100635. Ademas, estos compuestos mostraron una menor selectividad debido a una bastante alta
afinidad por los al-adrenoceptores, mientras que también se metabolizaban rapidamente.

Utilizando un resto saturado (FCWAY, véase la Fig. 3), se ha solucionado este problema, pero la eliminacién de H'®F
del anillo de ciclohexano conduce a una captacion substancial por el craneo de [18F], gue asciende al doble de la
media en la totalidad del cerebro a los 60 min., lo cual dificulta seriamente la aplicacion clinica (Carson et al. (1998),
Evaluation of a new F-18 labelled analog of the 5- HT1A antagonist WAY-100635 for PET, J. Nucl. Med. 39, 135P,
abstract 553). Por lo tanto, la busqueda de nuevos ligandos fluorados es atn un desafio continuo.

Existe un problema al menos generalmente similar con respecto a los ligandos yodados para la SPECT. En este
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momento, las camaras de SPECT estan mas ampliamente distribuidas en hospitales que las camaras de PET, que
s6lo estan presentes en unos cuantos centros. Sin embargo, un inconveniente importante es que los compuestos
yodados alifaticos son inherentemente inestables in vivo, lo cual esta causado por el hecho de que son facilmente
susceptibles a la substitucién y eliminacién nucleofilica. Por lo tanto, en los productos radiofarmacéuticos, el yodo
siempre esta hasta ahora unido a un atomo de carbono sp en un resto aroméatico o vinilico. Como puede verse por
MPPI (Fig. 3), esto reduce con frecuencia la afinidad de unién.

En la investigacién que condujo a la presente invencion, se desarrollaron nuevos compuestos biolégicamente activos
guimicamente marcados. La invencién es como se define en las reivindicaciones adjuntas. A propdsito, un "atomo
de carbono en cabeza de puente” (al que también se hace aqui referencia como un "cabeza de puente") es cualquier
atomo del esqueleto de un sistema de anillo que se une a tres 0 mas atomos del esqueleto (excluyendo el
hidrégeno).

Se puede realizar la copulaciéon de agentes diagnosticos y radioterapéuticos a biomoléculas por métodos bien
conocidos en la técnica, tal como describen Hnatowich et al., Radioactive Labeling of Antibody: A simple and efficient
method. Science, 1983, 220, 613-615; A. Pelegrin et al.,, Photoimmunodiagnosis with antibody-fluorescein
conjugates: in vitro and in vivo preclinical studies. Journal of Cellular Pharmacology, 1992, 3, 141-145; y Pat. EE.UU.
N° 5.714.342.

Por ejemplo, acidos carboxilicos aril- o alquil-activados pueden reaccionar con grupos nucleofilicos, tales como
aminas primarias o secundarias. Dichos ésteres activados incluyen, por ejemplo, ésteres de N-hidroxisuccinimida,
ésteres de sulfo-N-hidroxisuccinimida y ésteres fendlicos (v.g., fenol, p-nitrofenol, tetrafluorofenol). Otros grupos
reactivos con aminas incluyen imidatos de arilo y alquilo e isocianatos o isotiocianatos de alquilo o arilo.

El bromo o el yodo se copula a una cabeza de puente del sistema de anillo fusionado con puente (BFR). Poniendo el
halégeno en la cabeza de puente (v.g., Fig. 4), se pueden obtener compuestos que tienen un lento metabolismo y
una union estable carbono-radioisétopo; ya no es posible ahora la substitucion Sy2, mientras que se evita la
eliminacion, ya que ello conduce a un sistema altamente tenso. La formacion de cationes es también bastante dificil,
como puede deducirse por la Tabla 1 siguiente (PE Eaton (1992) Cubane: Ausgangsverbindungen fir die Chemise
der neunziger Jahre und des nachsten Jahrhunderts Angew. Chem. 1447-1462), por lo que la hidrélisis es también
improbable.

En esta solicitud, se describen derivados WAY.

En algunas realizaciones, el BFR puede ser biciclooctano, norbornano o cubano. En algunas realizaciones, el BFR
es cubano.

El marcaje de los compuestos de la invencion puede ser realizado usando un halégeno radlactlvo (es decir,
radiohaldgeno). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el halégeno radiactivo es 2124131 o 7677782

Un compuesto de la invencion es un derivado de WAY100635 en el que el grupo ciclohexilo esta reemplazado con
un sistema de anillo fusionado con puente, como se muestra en la Fig. 5, donde X es bromo o yodo. En una
realizacién particularmente ventajosa, el sistema de anillo fusionado con puente es el cubano. Una ventaja de tener
no sélo X, sino también el grupo que se dirige a la diana, tal como WAY100634, copulado a una cabeza de puente,
es que los productos radiofarmacéuticos resultantes tienen un elemento de simetria, y por lo tanto (como es el caso
con el uso de cubano) se puede evitar la adicién de centros quirales extra.

Se muestra un procedimiento ejemplar para la sintesis de los compuestos de la invencion en el Esquema 1 (Fig. 10).
Aunque el cubano es el sistema de anillo fusionado con puente ilustrado, habria que indicar que el cubano puede ser
substituido por otras estructuras con puente en otras realizaciones del procedimiento. Tal como se muestra, la
bromo- o yodo-descarboxilacién da lugar a un compuesto halogenado en cabeza de puente. La saponificacion, la
preparacién del cloruro de acilo y la copulacion al producto farmacéutico (WAY- 100634 en el Ejemplo de la figura)
son sencillas y pueden realizarse de un modo conocido para quienes tienen conocimientos ordinarios en la técnica.

Cuando se estudiaron en cuanto a su afinidad por el 5-HT14 humano (Ejemplo 5), de los compuestos que tienen
yodobiciclooctilo, yodoadamantilo, yodonorbornilo y yodocubilo como resto .BFR-X, se encontré la mayor afinidad
para el yodocubil-WAY, la cual esta aun en el rango subnanomolar (véase la Fig. 6).

Se vio que, tanto en el intercambio isotopico (**°l para I) como en el no isotépico (**I para Br), el rendimiento de
marcaje para trazadores que incluyen cubano era significativa y sorprendentemente mayor que para aquellos
trazadores que incluyen otras estructuras de anillo fusionado con puente. Por ejemplo, la Tabla 2 que se da mas
adelante, que resume los resultados experimentales obtenidos con el experimento de marcaje descrito en el Ejemplo
2, muestra que el rendimiento de un derivado de yodocubano (4) era sorprendentemente alto (en relacion a los otros
derivados) en condiciones libres de agua utilizando triflato de cobre dos como catalizador.
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La Fig. 7 muestra como se obtiene una solucion libre de agua (AH Braker et al. (2002), Adsorption of radioiodine on
platinum: a fast and simple column method to obtain concentrated and pure radioiodide in either water or anhydrous
solvents, Appl. Radiat. Isot. 57,475-482; y JDM Herscheid, FP Moet Process for the purification and concentration of
radioiodide isotopes. PCT/US00/01824). Resumiendo, se acidifica la solucion de recogida diana y se atrapa el yodo-
123 en una minicolumna llena de platino. Se elimina el agua por aclarado con acetona, después de lo cual se puede
recuperar el radioyodo en un pequefio volumen mediante una elucién pulsada con eluyente (en este caso,
acetonitrilo) e hidrégeno.

Se vio que los compuestos de yodo marcados en cabeza de puente eran muy estables. Se mantuvieron en solucion
durante mas de seis meses sin descomposicién. No se observo captacion por el tiroides in vivo, lo que indica que no
se formé yoduro libre. Esta ausencia de desyodacion fue ademas confirmada por pruebas de estabilidad usando
hepatocitos humanos (véase el Ejemplo 4).

Se pueden usar los compuestos de la invencion para diagnostico o terapia. La aplicacion puede depender del
radioisotopo usado. Las etapas implicadas en los métodos diagnoésticos y terapéuticos de la invencion son al menos
generalmente conocidas para quienes tienen conocimientos ordinarios en la técnica. La porcion de estos métodos
diagnoésticos y terapéuticos que no se conocia con anterioridad a esta descripcion es el uso de uno o mas
compuestos de la invencion en tales métodos diagnésticos y terapéuticos. Al menos en algunas aplicaciones, una
diferencia entre los métodos terapéuticos de la invencién y los métodos diagndsticos de la invencion es el isétopo
particular incluido en el compuesto que se administra al paciente. Por ejemplo, se pueden utilizar moléculas
marcadas con *?| para procedimientos diagnésticos, mientras que se pueden utilizar moléculas marcadas con **|
para procedimientos terapéuticos.

Un método de realizacién de un procedimiento diagnéstico de la invencion puede incluir la administracion de una
cantidad efectiva de un compuesto de la invencién a un paciente. En la mayoria de los casos, se prefiere
generalmente que el compuesto sea administrado al paciente como una formulacion farmacéuticamente aceptable
(v.g., el compuesto estd en un excipiente biolégicamente compatible). Por ejemplo, una formulacion
farmacéuticamente aceptable de administracion parenteral puede incluir una solucién o suspension acuosa estéril
del compuesto. Las formulaciones farmacéuticamente aceptables de la invencion pueden contener uno o mas
tampones, emulsionantes, surfactantes y eventualmente electrolitos, tales como el cloruro de sodio,
farmacéuticamente aceptables. Las formulaciones para administracion enteral pueden variar ampliamente, como es
bien sabido en la técnica. En general, dichas formulaciones son liquidos, que incluyen una cantidad efectiva de un
compuesto segun la presente invencion en solucién o suspension acuosa. Dichas formulaciones enterales pueden
eventualmente incluir uno 0 mas tampones, surfactantes, emulsionantes 0 agentes tixotropicos, Las formulaciones
para administracion oral pueden contener agentes saborizantes y otros ingredientes para aumentar sus cualidades
organolépticas. Las formulaciones para administracion topica pueden contener excipientes liquidos o semisélidos
para ayudar a la penetracion de los compuestos segun la presente invencion. Los compuestos de la invencion
pueden ser administrados en un spray aerosol. En realizaciones preferidas del método diagnéstico, se deja que un
compuesto de la invencién se acumule en un area de interés (v.g., tejido particular) antes de realizar la imagen por
PET o SPECT.

Algunos compuestos de la presente invencion pueden ser usados como agentes terapéuticos. En un método
terapéutico ejemplar de la invencion, se puede administrar una cantidad efectiva de un compuesto de la invencién a
un paciente de un modo como el descrito con respecto al método anterior de realizaciéon de un procedimiento
diagndstico.

Los compuestos de la invencion pueden ser formulados en compuestos diagnosticos o terapéuticos para
administracion enteral, parenteral, tépica, por aerosol, por inhalacién o cutanea. La administracién tépica o cutanea
de los compuestos de la invencion puede incluir formulaciones en aerosol, cremas, geles, soluciones, etc. Los
compuestos de la invencion son preferiblemente administrados en dosis efectivas para alcanzar el efecto diagnostico
0 terapéutico deseado. Dichas dosis pueden variar ampliamente dependiendo de los compuestos particulares
empleados en la formulacién, de los 6rganos o tejidos que se han de examinar, del equipo empleado en el
procedimiento clinico y de la eficacia del tratamiento alcanzada. Las formulaciones de la invencion pueden contener
una cantidad efectiva del/de los compuesto(s), junto con soportes y/o excipientes farmacéuticos convencionales
apropiados para el tipo de administracion contemplada. Estas formulaciones pueden también incluir uno o mas
agentes estabilizantes y/o agentes promotores de la penetracién cutanea.

Otro aspecto de la invencidn se relaciona con el uso de una version "fria" de los compuestos de la invencion. En
estos compuestos, X no es un radionuclido, sino su forma no radiactiva (v.g., | o Br no radiactivos).

La presente invencion sera ademas dilucidada en los Ejemplos siguientes. Estos Ejemplos son Unicamente para
fines ilustrativos y no estan destinados de ninguna manera a limitar la invencion en modo alguno.
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Ejemplo 1
Sintesis de derivados WAY bromados y yodados con cabeza de puente
Se realizo la sintesis de derivados WAY con cabeza de puente como se representa en el Esquema 1 (Fig. 10).

Partiendo de los dicarboxilatos de dimetilo, que, o bien pueden ser adquiridos comercialmente, o bien sintetizados
por los métodos de la literatura (EW Della y J Tsanaktsidis (1985), Synthesis of bridgehead-bridgehead substituted
bicycloalkanes, Aust. J. Chem., 38, 1705-18), se obtuvieron los &cidos monocarboxilicos 1 mediante una
saponificacion controlada (R Priefer et al. (2002), Effective synthetic routes to cubylcarbinol derivatives, Synthesis,
2671-2673). La bromo- o yodo-descarboxilacion utilizando 6xido de mercurio (a, b, ¢) (NJ Bunce (1972), A mercury
salt pathway for the degradation of carboxylic acids to alkyl halides using halogen and mercuric oxide, J. Org. Chem.
37, 664-669) o diacetato de yodobenceno (d) (R Priefer (2002) vide supra) proporciond los compuestos halogenados
con cabeza de puente 2.

La posterior saponificacion con NaOH en metanol, la preparacion de los cloruros de acilo usando SO,Cl; y la
copulacién a WAY-100634 fueron posteriormente realizadas utilizando quimica sencilla (véase, v.g., AA Wilson et al.
(1968), Derivatives of WAY 100635 as potential imaging agents for 5-HT1A receptors: syntheses, radiosyntheses,
and in vitro and in vivo evaluation, Nucl. Med. Biol., 25, 769-776).

Ejemplo 2
Preparacion de [**[lyodocubano-WAY radiomarcado

Se disolvieron 2 mg de precursor bromocubano-WAY preparado segln el Ejemplo 1y 0,1 mg de triflato de Cu(ll) en
100 ul de [123I]-yoduro anhidro en acetonitrilo. Se calenté esta mezcla en un vial cerrado durante 30 minutos a 140°C,
obteniéndose un rendimiento en marcaje del 60-80%.

A continuacion, se aisl6 el producto por HPLC, se atrap6 en una SepPak C-18 y se recuperd en 500 microlitros de
etanol. Se diluy6 éste entonces con un tampdn citrato y se esterilizd por filtracion. El tiempo total de sintesis fue de
aproximadamente 2,5 horas, con un rendimiento global del 40%. La pureza radioquimica fue del 99,5 por ciento,
medida al dia siguiente, y la actividad especifica fue superior a 7,5 TBqg por micromol. No se detectd ningun
precursor ni otros compuestos traza en el cromatograma UV.

Ejemplo 3

Efecto del agua sobre el rendimiento de marcaje

Con objeto de determinar el efecto del agua sobre el rendimiento de marcaje de [““llyodocubano-WAY, se
afadieron cantidades crecientes de agua hasta el 10% a la mezcla de reaccion como se describe en el Ejemplo 2.
La Fig. 8 muestra que el agua disminuia el rendimiento de marcaje draméticamente.

123

Ejemplo 4

Pruebas de estabilidad
Se vio que el [123I]yodocubano-WAY era completamente estable en soluciéon y en el plasma humano durante al
menos 24 horas. En hepatocitos humanos, se observé una lenta hidrdlisis (t12 = 75 min.) del enlace amida, pero no
se produjo ninguna desyodacion. Esto estaba en contraste con el MPPF (véase la Fig. 3), para el cual se encontro
una vida media de aproximadamente 15 minutos, junto con una elevada velocidad de desfluoracion.

Resumiendo, se descongelaron hepatocitos humanos crioconservados rapidamente y se diluyeron lentamente con
medio de cultivo celular. Después de lavar, la concentracion celular fue ajustada a 1 millon por mL. Se afadio
[*#1]yodocubano-WAY (50 MBq) o [**F[MPPF (50 MBq). Después de 15, 60 y 150 minutos, se tomé una muestra de
200 microlitros, se afiadié a 200 microlitros de metanol, se sonicé y se centrifugd. Se analizaron los metabolitos en el
sobrenadante por HPLC. En la siguiente Tabla 4 se muestran los resultados.

Ejemplo 5

Pruebas de afinidad

Se determinaron las afinidades de union relativas de los trazadores candidatos de los receptores 5-HT1a €n ensayos
de union competitiva (n=4 por trazador) usando [3H]8-OH-DPAT (Perkin Elmer, Boston, EE.UU.) como referencia. Se
obtuvo una suspension de membranas de células HEK-293 EBNA que expresaban el subtipo de receptor 5-HT1a

recombinante humano de Perkin ElImer (Boston, EE.UU.). La concentracién de proteina de la suspension original era
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de 36,8 mg/mL.

Se incubaron alicuotas de estas membranas diluidas (factor 1:20) en microplacas durante 120 min. a 37°C en la
obscuridad. Se usaron ensayos de 200 pL, que contenian 20 uL de membranas diluidas, una concentracion estable
de [*H]8-QH-DPAT vy trazadores candidatos en concentraciones crecientes (rango de 102 a 10®). El tampén de
incubacion contenia 50 mM de TRIS-HCIl y 5 mM de MgSO, (pH a 7,4 a 25°C). Se uso el E’H]S-OH-DPAT en una
concentracion final de 1,1 nM. La constante de disociacion en equilibrio (Kp) en nM de [*H]8-OH-DPAT para el
subtipo de receptor 5-HT14 fue proporcionada por el fabricante (2,4 nM). Se determind la unién no especifica usando
5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) como competidor en una concentracion de 10 pM.

Tras el periodo de incubacion, se finalizé rapidamente la reaccion por filtracién a vacio sobre filtros de fibra de vidrio
GF/C que se incorporaron a las microplacas y que se preempaparon en polietilenimina al 0,5% (Sigma-Aldrich,
Munich, Alemana), y se lavé 5 veces con tampon TRIS-HCI helado. Se afiadieron a cada pocillo 25 pL de fluido de
centelleo (MicroScint™, Perkin Elmer, Boston, EE.UU.), después de lo cual se contaron las microplacas en un
contador de centelleo liquido (Topcount, Packard).

Para cada trazador candidato, se calcul6 la constante de inhibicion (K;) a partir de la CEsp para el receptor 5-HT1a
con ajuste de curva de regresion no lineal usando el programa informatico Graphpad Prism® (version 3.02). Los
calculos para el subtipo de receptor se basaron en la Kp de [3H]8-OH-DPAT.

En la Fig. 6 se muestran los resultados. Se hallé la mayor afinidad para yodo-cubil-WAY.
Ejemplo 6

Biodistribucién

Se inyect6 [ml]yodocubano-WAY (15 MBq) en la vena de la cola de ratas Wistar machos (n=4) con o sin blogueo del
receptor HT1a con una predosis de WAY-100635 no marcado. A los 45 minutos p.i., se maté a las ratas por
dislocacién cervical, se extirp6 el tejido de interés y se conto la radiactividad.

La Tabla 3 muestra que, aunque la captacion en el cerebelo era aun relativamente alta, dando lugar a bajas
proporciones para el cértex y el hipocampo, los estudios de bloqueo proporcionaron claramente una reduccion en las
regiones ricas en serotonina-1A, ya que todas las proporciones volvieron a la unidad. Mas aun, no se encontrd
captacion de radiactividad en el tiroides.

Tabla 1

Tasa relativa de hidrdlisis

X = Tosilato calc. exp.
terc-Butilo 1 1

1-Adamantilo 10™ 10°
1-Biciclo[2.2.2]octilo 10° 107
1-Norbornilo 0™ 10"
Cubilo <10™ 10™
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Tabla 2
Tabla 2 1 2 3 4
X X
X
WAY- WAY WAY WAY
(o) [0
Precursor Producto X="2| Rendimiento radioquimico
1X=1 1 40%
2 X=I 2 0%
3 X=l 3 1%
4 X=I 4 85%
1 X=Br 1 10%
2 X=Br 2 0%
3 X=Br 3 0%
4 X=Br 4 70%
Tabla 3 Captacion cerebral de [**lJcubano-WAY en ratas
Tejido No bloqueado Bloqueado®
Captacion® +/- SEM Razén® +/- SEM Captacion® +/- SEM Razén® +/- SEM
Estriado 9,4 0,8 0,91 0,02 9,2 0,6 0,86 0,02
Cortex 13,6 2,1 1,31 0,05 10,5 1,1 0,97 0,07
Hipocampo 25,2 5,0 2,49 0,31 119 17 1,08 0,07
Cerebelo 10,5 0,8 10,9 0,8

1) Bloqueado con 0,4 mg de WAY-100635, 1 minuto antes de la inyeccion de [ ljcubano-WAY
2) Porcentaje de dosis inyectada * veces peso corporal/por gramo de tejido a los 45 minutos

3) La razédn indica la captacién del tejido indicado dividida por la captacién del cerebelo
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Tabla 4

t=0 t=15 t=60 t=150
Yodocubano-WAY 99,9% 90,7% 60,1% 24,9%
Acido yodocubanocarboxilico - 9,0% 39,7% 74,9%
Yoduro libre 0,1% 0,3% 0,2% 0,2%
Compuestos no identificados 0% 0% 0% 0%
MPPF 99,2% 45,2% 22,7% 8,4%
Acido fluorobenzoico - 24,8% 41,8% 50,1%
Fluoruro libre - 19,6% 31,2% 40,6%
Compuestos no identificados 0,8% 11,4% 4,3% 0,9%

11
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado de WAY-100635, en donde el grupo ciclohexilo esta reemplazado por un sistema de anillo fusionado
con cabeza de puente seleccionado entre adamantano, biciclooctano, norbornano y cubano, donde el sistema de
anillo fusionado con cabeza de puente tiene un atomo de bromo o de yodo unido a un atomo de carbono de cabeza
de puente.

2. Un derivado segun la reivindicacion 1, donde el sistema de anillo fusionado de cabeza de puente es seleccionado
entre biciclooctano, norbornano y cubano.

3. Un derivado segun se reivindica en la reivindicacion 1 6 2, donde el atomo de bromo o de yodo es 123

4. Un derivado segun se reivindica en cualquier reivindicacion precedente, donde el sistema de anillo fusionado de
cabeza de puente es el cubano.

5. Un derivado segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para uso en al menos uno de
diagnoéstico médico y terapia médica.

12
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