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DESCRIPCION
Composiciones radiofarmacéuticas que comprenden polisacaridos injertados por poliaminas.

La invencion se refiere a muevas composiciones farmacéuticas basadas en polisacaridos injertados y a su utilizacion
en la imaginologia médica, especificamente en la gammagrafia y en la radioterapia interna.

Las particulas vectoras de elementos radioactivos se han utilizado durante mucho tiempo en los campos médicos y
biolégicos (para una visién general, véase Héfeli, 2001), por ejemplo, para estimar el flujo sanguineo tisular
mediante particulas no reabsorbibles de un tamafio suficiente (varias decenas de micrometros) que son captadas en
la primera red capilar encontrada una vez se inyectaron en la red vascular. Aunque dichas particulas pueden
utilizarse, por ejemplo, en forma de particulas de vidrio (Héafeli et al., 1999) para exponer tejidos especificos (en
particular tejidos tumorales) a la radiacion ionizante, el hecho de que no son reabsorbibles significa que no es
posible desarrollar aplicaciones rutinarias in vivo, por tanto a un nivel diagnéstico, y también frecuentemente a un
nivel terapéutico (cuando no es deseable la isquemia total del tejido diana).

La utilizacién mas habitual in vivo de las microparticulas en el hombre es para el diagnéstico gammagrafico de un
embolismo pulmonar. Esta patologia habitual (aproximadamente 650.000 nuevos casos anuales en USA) es
causada por trombos sanguineos, muy frecuentemente de las extremidades inferiores, que se desplazan a través
del sistema venoso, pasan a través del corazén derecho y bloquean los capilares pulmonares. Si el embolismo es
masivo, existe un riesgo de insuficiencia de la bomba cardiaca. Para ser efectivo y evitar embolismos masivos, es
necesario detectar pequefios embolismos de forma temprana para implementar un régimen extendido de tratamiento
anticoagulante. La tomografia computarizada espiral de rayos X (escaner de rayos X) es un procedimiento que se ha
extendido ampliamente en los afios recientes, pero su capacidad ejecutiva en términos de embolismos periféricos es
escasa. Ademas, la dosis de radiacion ionizante a la cual se expone el pecho puede provocar cancer mamario. Por
tanto, la gammagrafia de perfusién conserva habitualmente su lugar, evaluandose la ventilacién mediante aerosol o
mediante gases radiactivos.

Histéricamente uno de los primeros usos de las particulas que se conocia que eran reabsorbibles fue la
gammagrafia de perfusion pulmonar utilizando particulas de éxido de hierro marcadas con 9Mre (patentes US n°
3.962.412 y US n° 4.057.616). Este procedimiento, que utiliz6 iones de Fe*, permiti6 una reduccion en el
pertecnetato y un buen nivel de unién sobre los éxidos de hierro y los hidroxidos, que formaban el ndcleo de las
particulas, que debia alcanzarse. Sin embargo, uno de los limites de este tipo de tecnologia fue la dificultad de
obtener un tamafio homogéneo de aproximadamente varias decenas de micrometros. Ademas, el proceso para
liofilizar dichas preparaciones que iban a utilizarse en forma del kit de marcado, fue también delicado.

Una alternativa a la utilizacion de dichas particulas es utilizar proteiones como matrices de particulas (patente US n°
3.663.685), en particular la albimina de huevo o la albimina sérica (patente US n° 4.024.233). Existen
procedimientos para obtener tamafios homogéneos (por ejemplo patente US n° 6.709.650), a menudo un nivel
relativamente alto de complejidad en términos de produccién, que da lugar a un nivel significativo de variabilidad
entre los distintos lotes. Ademas, el marcado utilizando yodo y tecnecio es un procedimiento relativamente sencillo
(patente US n° 4.410.507 por ejemplo). Estos productos son habitualmente muy utilizados, para diagnosticar un
embolismo pulmonar en la practica clinica. Sin embargo estas particulas tienen tres limitaciones significativas para
su uso en el hombre, en particular en la gammagrafia de perfusion pulmonar después de inyeccion intravenosa:

- La cinética de degradacion in situ dura de modo frecuente, relativamente largos periodos de tiempo de mas
de cuatro horas. Esta duracion es menos apropiada que un periodo de tiempo mas corto (de una a dos
horas), en términos del tratamiento intravenoso con fibrinoliticos, permitiendo un diagnéstico precoz y la
efectividad de monitorizarse subsiguientemente, directamente después del tratamiento;

- Estas particulas pueden ser inmundgenos, y esta es la razon por la que se utilizan preferentemente las
proteinas de origen humano;

- Si estas particulas son de origen animal o humano, todas estas formulaciones implican potencialmente el
riesgo de transmitir contagios, en particular, contagios viricos (VIH, hepatitis) y priones (agentes transmisores
no convencionales que son responsables de la enfermedad de Kreutzfeld-Jacob, etc.), siendo esta
transmisién muy dificil de prevenir habitualmente. Un procedimiento para aumentar la seguridad consiste en
preparar solamente las particulas con soluciones de albumina que se hayan guardado durante seis meses.
Ademas de los costes adicionales implicados, esta precaucion no es totalmente fiable ya que uno de los
donadores de sangre puede estar sometido a la positivizacion de cualquier prueba previamente negativa, o
puede declarar subsiguientemente la enfermedad y, por, tanto, encontrarse que es un portador (y
potencialmente un contaminante) después de una fase silente de incubacién de varios afios (en el caso de
agentes transmisores no convencionales).

Ciertos equipos han propuesto la utilizacion de liposomas, que presentan la ventaja especifica de no ser téxicos. Sin
embargo, es extremadamente dificil producir liposomas de gran tamafio (varias decenas de micrémetros) que sean
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estables durante la liofilizacién y reconstitucién. Ademas, existen tres amplios procedimientos para marcar
liposomas: incorporar el producto radioactivo en el interior de la vesicula (durante la preparaciéon o con un producto
lipofilico que se convierta en hidrofilico en el interior, tal como I'HMPAO- ggmTc) utilizando eI nucleo alifatico de la
bicapa lipidica como un sistema de retencién de un producto hidrofébico (tal como Hp- -oxina), 0 agentes
acomplejantes de injerto superficial, como en el caso de 'HYNIC- 9MTc. En todos los casos anteriores, es dificil
alcanzar un buen grado de marcado, debido a la inestabilidad de los liposomas.

Para remediar estas limitaciones se propuso que se utilizarian polimeros biodegradables completamente sintéticos
(ES 2096521, Delgado A. et al., 2000). Sin embargo, en opinién, incluso de los mismos autores, la utilizacion de
poliésteres representa una dificultad para obtener un marcado estable y un buen nivel de reproducibilidad para la
liofilizacién y la cinética de liberacion.

Una forma complementaria para obtener polimeros y particulas beneficiosos es utilizar polisacaridos naturales o
artificiales (patentes US n° 3.663.685, US n° 3.758.678). Los origenes vegetales o microbiolégicos de algunos de
dichos polisacaridos, aseguran que puede no existir transmisién de patdgenos que se origina en el reino animal.
Ademas de la facilidad con la que pueden obtenerse y del bajo coste (de varios de ellos), su rica quimica permite
que el proceso de biodegradacién pueda ser bien controlado.

La solicitud de patente FR 2273516 divulga la utilizacion de perlas microportadoras de amilopectina que se
entrecruzan mediante la epiclorohidrina y estan marcadas con 9Mre para la gammagrafia de perfusiéon pulmonar.
Sin embargo los grupos hidroxilos de la amilopectina forman uniones débiles con el tecnecio y no permiten que se
obtenga el marcado estable. Ademas, se sabe que la epiclorohidrina, que se utilizé para el entrecruzamiento, es
mutagénica y muy toxica.

Las particulas de almidén injertadas por elementos radioactivos mediante sistemas de acomplejamiento aminico,
que incluyen, por lo menos, un atomo de azufre, también se han dado a conocer (FR 2797769). La tasa de
formacion de los complejos de los elementos radioactivos mediante los sistemas de acomplejamiento, parece ser
relativamente satisfactoria, pero las formulaciones especificas que se han descrito, muestran una cinética de
degradacion muy rapida, (en menos de 10 minutos), lo cual constituye un factor limitante en términos de tomografia.
La cinética de degradacion parece depender, en parte, de la tasa de oxidacion y de la del injerto del almidén de maiz
seleccionado. Ademas, parecen tener una estabilidad limitada de almacenamiento. Finalmente, los grupos de
acomplejamiento que se describen en este documento, son estructuras relativamente complejas que pueden
requerir varios estadios en la sintesis quimica, lo cual puede aumentar el riesgo de toxicidad de las composiciones
radiofarmacéuticas y sus costes de produccion. A un nivel toxicolégico, las vias metabdlicas para la degradacién de
los compuestos estudiados no se han identificado y pueden entrafiar fuentes de compuestos secundarios
potencialmente peligrosos.

Mas generalmente, los polimeros polisacaridos sobre los que Ios atomos radioactivos se han fijado, se utilizaron
como agentes radioactivos de marcado (dextrano marcado con ® Tc) para las zonas vasculares y/o intersticiales
(como una funcion del peso molecular del dextrano, Kellaway I.W., et al., 1995), como un indicador de permeabilidad
(Akgun A. et al., 2005), o para la deteccion de la linfodenomegalia (Paiva G.R. et al., 2006), como un agente que
permite que Ia cantldad de atomos radioactivos aumente en la utilizacién interna de la radioterapia (dextrano
yodizado con "1, unido a las proteinas, Andersson A. et al., 1992), e incluso como un agente que permite que la
depuracién renal del trazador radioactivos aumente, con objeto de incrementar la proporC|on sefal-ruido, en la
utilizacién para una vectorizacion activa por los péptidos o anticuerpos (dextrano marcado con ®™Tc, Line B.R. et al.,
2000).

El documento WO 00/21571 divulga una composicion que incluye el radiofarmacéutico **"Tc-lisina-dextrano. En este
conjugado "TC forma complejo mediante los grupos pendientes de la lisina que se unen covalentemente a la
estructura del dextrano, después de aminacion reductora. Este conjugado radiomarcado se describe para las
imagenes tumorales. La invencion se refiere a un procedimiento para preparar una composicion que incluye un
polisacarido que posee uno 0 mas grupos acomplejantes obtenidos uniendo covalentemente la putrescina
NH2(CH2)aNH,, la espermina HzN(CH2)sNH(CH2)4sNH(CH2)sNH, la espermidina NHz(CH2)sNH(CH2)sNH2 o la
cadaverina NH2(CH2)sNHz, con dicho polisacarido, formando todos o algunos de dichos grupos acomplejantes un
complejo con por lo menos un metal polivalente, cuyo procedimiento incluye las etapas de:

i) la puesta en contacto de un polisacarido con un agente oxidante controlado,

i) la puesta en contacto del polisacarido oxidado con un compuesto de acomplejamiento seleccionado a partir
de entre la putrescina, espermina, espermidina o cadaverina;

iii) opcionalmente, poner en contacto el polisacarido obtenido en punto ii) con un agente reductor; y

iv) Eoner el polisacéarido obtenido en el punto ii) o iii) en contacto con una sal metalica polivalente, siendo ésta
om.
Tc.
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La invencién se refiere también a una composicién que incluye un polisacarido que posee uno 0 mas grupos
acomplejantes  obtenidos uniendo  covalentemente la  putrescina  NH2(CH2)sNH2, la  espermina
H2N(CH2)sNH(CH2)aNH(CHz)sNH>, la espermidina NH2(CH2)sNH(CH2)aNH> o la cadaverina NH2(CH3)sNH>, con dicho
polisacarido, formando todos o algunos de dichos grupos acomplejantes un complejo con por lo menos un metal
polivalente, siendo el polisacarido de origen vegetal o microbiolégico, y seleccionandose de entre almidén, celulosa,
amilopectina, amilosa, agarosa, quitosan, pululano o dextrano y mezclas de dos o varios de ellos, siendo capaz
dicha composicion de obtenerse mediante un procedimiento que incluye las etapas de:

i) la puesta en contacto de un polisacarido con un agente oxidante controlado,

i) la puesta en contacto del polisacarido oxidado con un compuesto de acomplejamiento seleccionado a partir
de entre la putrescina, espermina, espermidina o cadaverina;

iii) opcionalmente, poner en contacto el polisacarido obtenido en punto ii) con un agente reductor; y

iv) poner el polisacarido obtenido en el punto ii) o iii) en contacto con una sal metalica polivalente, siendo
seleccionada ésta de entre los is6topos radioactivos de tecnecio, renio, cobre, estroncio, indio, samario,
estafio, escandio, itrio, galio, gadolinio o lutecio, siendo particularmente preferido ®mre,

Estas composiciones son particularmente ventajosas, porque permiten una elevada tasa de acomplejamiento de
dichos atomos polivalentes para obtenerlas, permitiendo que se reduzcan las dosis de composiciones
radiofarmacéuticas administradas a un paciente en términos de los a&tomos radioactivos, la mejoria de calidad de la
imagen en el procedimiento de imaginologia médica, y la reduccion del riesgo toxicoldgico.

Ademas, estas composiciones presentan una muy buena extraccion pulmonar, no son toxicas y las dosis utilizadas
son facilmente biodegradables mediante los conocidos procedimientos de bioeliminacion, son esterilizables y
pueden envasarse en forma de un estuche para diagnéstico.

El polisacarido segun la invencion esta preferentemente en forma de, preferentemente, particulas esféricas, en
particular, micro- o nanoparticulas.

El tamafio de la particula puede ser de entre 10 nm y 200 um, preferentemente entre 10 y 100 ym, y mas
preferentemente aproximadamente 40 um para aplicaciones de bloqueo capilar (tales como gammagrafia de
perfusién pulmonar, por ejemplo, para el diagndstico gammagrafico del embolismo pulmonar). Las particulas
nanomeétricas, es decir, las que poseen un tamafio inferior a 1 uym (en particular las que tienen un tamafio de entre
10 y 500 nm, especificamente las que tienen un tamafio de aproximadamente entre 40 y 80 nm), son
particularmente Utiles para la administracion intratisular de las composiciones segun la invencion, por ejemplo, para
detectar la presencia de, y/o para visualizar la linfodenomegalia, para gammagrafia, para producir la imagen de la
médula ésea o de los ganglios linfaticos después de la inyeccién intravenosa (“gammagrafia coloidal marcada”), o
asimismo, para la irradiacion de los tejidos mediante dichos polisacaridos en la radioterapia interna.

Las particulas microméticas, es decir, las que muestran un tamafo de aproximadamente 1 um y superior (hasta
aproximadamente 10 um), pueden administrarse intravenosamente y son particularmente Utiles para visualizar
mediante imaginologia médica el sistema de fagocitos mononucleares tal como el higado, la médula 6sea o
similares, para el tratamiento de tumores hepaticos o esplénicos mediante radioterapia interna.

Los polisacaridos que pueden utilizarse segun la invencion son, preferentemente de origen natural, en particular, de
origen vegetal o microbiolégico. Los ejemplos incluyen, en particular, almidén, celulosa, amilopectina, amilasa,
agarosa, pulalano, quitosan o dextrano y sus derivados, asi como mezclas de dos o mas de ellos; se prefiere
particularmente el almidoén.

Ventajosamente, el polisacarido reduce los riesgos microbiolégicos de las composiciones radiofarmacéuticas, en
comparacioén con aquellos que se basan en proteinas, tales como la albimina humana y la gelatina, generalmente,
gelatina porcina. Otra ventaja es que la cinética de la degradacion in situ puede modificarse segun la tasa de
oxidacion o el injerto del polisacérido, siendo éste dificil de obtener de forma reproducible, con proteinas.

El almidén puede ser, por ejemplo maiz, trigo, arroz, patata o almidén de mijo, etc., o un derivado tal como
hidroxietilamidona (HES) que se degrada lentamente después de una inyeccidn intravenosa, permitiendo que pueda
utilizarse como una solucién que puede rellenar el vaso en caso de choque hipovolémico. Este producto no activa el
complemento y por tanto, no conduce a los efectos secundarios resultantes.

Los grupos de acomplejamiento son aquellos obtenidos mediante unidon covalente de la putrescina NH2(CH)4NHo,
espermina HaN(CH2)sNH(CH2)aNH(CH2)sNH,, espermidina NH2(CH2)sNH(CH2)aNH2, o cadaverina NH»(CH2)sNHa,
con el polisacarido oxidado.

Estos grupos de acomplejamiento son particularmente ventajosos, pues se obtienen de las poliaminas bigénicas, es
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decir, de las que se encuentran en un medio bioldgico, reduciendo esto el riesgo de toxicidad de las compaosiciones,
a causa de que los procedimientos de degradacion de estos productos son bien conocidos. Ademas, estas
poliaminas endbgenas estan comercializadas a un bajo coste.

La proporcion de los grupos de acomplejamiento puede ser de entre 0,1 a 200%, basandose en las unidades
monosacdaridas del polisacérido, preferentemente de 10 a 100%.

99m. 94m
T

Los metales polivalentes son los is6topos radioactivos del tecnecio tal como ¢, %Tc 0 #™Tc, los del renio, tales
como *8Re o °Re, los del cobre, tales como *°Cu, ®'Cu, ®*Cu o *’Cu, los del estroncio, tales como 2°Sr, los del indio
tales como *in o *In, los del samario tales como ***Sm, los del estafio tales como **"™Sn, los del escandio tal
como **Sc, los del itnio tales como *°Y o ®°Y, los del galio tales como °’Ga o *®Ga, los del gadolino o los del lutecio,
siendo preferido particularmente el **™Tc.

Preferentemente las composiciones segin la invencion, comprenden también un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Preferentemente dicha composicidon contiene una cantidad efectiva de polisacarido marcado por un elemento
radioactivo mediante los grupos de acomplejamiento segun la invencién.

Las composiciones segun la invencion son preferentemente farmacéuticas y/o diagndsticas.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencién pueden presentarse en formas preparadas para la
administracion parenteral, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intersticial, intracerebral, intratecal o
intrapulmonar, para la administracién via el ambito ORL, ocular, vaginal o rectal, membranas mucosas o incluso
enteralmente (transito gastrico) y via aerosoles.

Se presentaran por tanto en forma de solutos, soluciones o suspensiones inyectables, o en forma de polvos o viales
de dosis Unicas o mdltiples.

Para la utilizacion parenteral, los vehiculos mas convenientes de utilizacion son agua, soluciones acuosas, suero
fisiolégico y soluciones isoténicas.

Las composiciones segun la invencion pueden prepararse aplicando o adaptando cualquier procedimiento conocido
per se y/o por el experto en la materia, en particular los descritos por Larock en Comprehensive Organic
Transformations, VCH Pub, 1989, o aplicando o adaptando los procedimientos que se describen en los ejemplos
siguientes.

El procedimiento segun la invencién de la reivindicacion 1 o para preparar la composicion de la reivindicacion 3, se
lleva a cabo generalmente en agua, a temperatura ambiente.

Los ejemplos de agentes de oxidacién controlados que pueden utilizarse incluyen, en particular, los peryodatos, por
ejemplo, peryodato sédico.

Los ejemplos de agentes reductores incluyen, en particular, borohidruro sédico.

Sin desear vincularse a ninguna teoria en particular, la oxidacion controlada del polisacarido conduce a la formacién
de las funciones carbonilo, que reaccionan con los grupos HN- de las aminas que se mencionan en las
reivindicaciones 1y 3.

Como ejemplo, el almidén, después de oxidacion controlada, provoca la formacién de funciones aldehido, que
pueden reaccionar con los grupos HzN de la putrescina, espermina, espermidina o cadaverina, para formar enlaces
covalentes iminicos (-CH=N-), y enlaces covalentes aminos (-CH-NH-) después de la reduccion.

Puede llevarse a cabo la etapa (iv) que consiste en poner en contacto el polisacarido obtenido con una sal metélica
polivalente (reaccion de marcado), y en el caso de marcado, se realiza ventajosamente con 9MTe, en presencia de
agentes reductores del tipo del estafio, borato y derivados o del acido ascérbico, o de cualesquier otros medios que
reduzcan de modo efectivo la sal metalica polivalente radioactiva, en particular en el caso del tecnecio.

El procedimiento segun la invencion puede también incluir la etapa subsiguiente de aislamiento de las
composiciones obtenidas.

Segun otro objetivo, la invencién se refiere a la utilizaciéon de las composiciones anteriormente definidas, en
particular para la produccién de una composicién diagnostica para la imaginologia médica, humano o veterinaria, en
particular la gammagrafica monofoténica, difotonica o, incluso, polifoténica.

Las composiciones segun la invencién son también particularmente Utiles para visualizar uno 0 mas 6rganos en un

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2386 849 T3

paciente o en un animal, tales como el pulmén, higado, bazo, médula dsea o ganglios linfaticos.
Algunas composiciones segun la invencion pueden también utilizarse para visualizar los ganglios centinela.

Segun otro objetivo, las composiciones segun la invencion pueden utilizarse para obtener una composicién
farmacéutica para el tratamiento del cancer en un paciente o en un animal mediante radioterapia interna, en
particular para tratar ganglios linfaticos o tumores hepaticos o esplénicos.

En este contexto, las composiciones, de la invencion se utilizan generalmente para exponer los tumores cancerosos,
en particular hepaticos y/o del bazo, o ganglios linfaticos, a la radiacién ionizante.

Tal como se ha utilizado anteriormente y haciendo referencia a la descripcion total de la invencién sus términos, si
no se ha establecido de otro modo, deberan entenderse con los significados siguientes:

El término “polisacarido” se refiere a un polimero que resulta de la unién de diversas unidades de monosacaridos, en
particular de 10 a 1.000 monosacaridos.

Segun la presente invencion, los radicales alquilos son radicales hidrocarburos saturados de cadena recta o
ramificada, que contienen de 1 a 6 atomos de carbono, preferentemente de 1 a 4 &tomos de carbono.

Los radicales lineales incluyen metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo y hexilo.

Los radicales isopropilo, terc-butilo, 2-etilhexilo, 2-metilbutilo, 2-metilfenilo y 1-metilfenilo pueden mencionarse en
particular como radicales ramificados o radicales sustituidos por uno o mas radicales alquilicos.

Los radicales alcoxilos segun la presente invencion son radicales de férmula -O-alquilo, definiéndose éste tal como
anteriormente en la presente memoria.

Los radicales alquiltio segin la presente invencion son radicales de férmula -S-alquil. Siendo el alquilo tal como se
ha definido anteriormente en la presente memoria.

Los radicales alquileno son radicales hidrocarburos divalentes ramificados o lineales que contienen de 1 a 6 atomos
de carbono.

Los radicales alquenileno son radicales hidrocarburos divalentes lineales o de cadena recta y comprenden una o
varias instauraciones etilénicas. Los radicales alquenilénicos incluyen, en particular, los radicales -CH=CH-, -
CH,CH=CH-, -C(CH3)=CH-, -CH,CH=CHCH>-.

Arileno hace referencia a un radical hidrocarburo aromatico divalente mono o biciclico que contienen de 6 a 10
atomos de carbono. Los radicales arilénicos incluyen, en particular, el radical fenilénico o naftilénico.

Bis-arileno hace referencia a un sistema divalente que incluye dos radicales hidrocarburo aromaticos mono- o
biciclicos que contienen de 6 a 10 atomos de carbono. Los radicales bis-arilénicos incluyen, en particular, el radical
bifenilénico o el binaftilénico.

Figuras

Figura 1: Acoplamiento de la cadaverina a particulas de almidén visualizado con un microscopio Optico de
fluorescencia en presencia de fluorescamina.

Figuras 2 y 3: Imagenes gammagraficas tipicas de ratas (proyeccion anterior) que recibieron intravenosamente
particulas de almidon oxidado un 20% marcados con 4 MBq de e, justamente después de inyeccion (figura 2) y
después de 15 minutos (figura 3).

Figuras 4, 5, 6: Imagenes gammagraficas tipicas de ratas (proyeccion anterior), que recibieron intravenosamente
particulas de almidén oxidado al 50% unidas a cadaverina marcada con 4 MBq de 9Mre después de 15 minutos
(figura 4), 30 minutos (figura 5) y 90 minutos después de la inyeccion (figura 6).

Figuras 7, 8, 9: Imagenes gammagraficas tipicas de ratas (proyeccion anterior) que recibieron intravenosamente
particulas de almidon oxidado al 50% unidas a cadaverina marcada con 4 MBq de 9mre después de 5 minutos
(figura 7), 15 minutos (figura 8) y 30 minutos después de la inyeccion (figura 9).

Figuras 10 y 11: Caracteristicas morfolégicas visualizadas mediante microscopio 6ptico (a un aumento de 10x) de
microparticulas de almidon oxidado al 50% marcadas anteriormente (figura 10) y después de la reaccién con
cadaverina (figura 11).
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Figura 12: Ejemplo de distribuciones de tamafio de microparticulas de almidén oxidado unidas a la cadaverina,
medidas utilizando un contador Coulter Multisizer 3.

Figura 13: Estudio grafico de los efectos de la temperatura (B1), tiempo de reaccién (B2), valor equivalente del
agente reductor (B3) y tiempo dltimo de reduccidon (B4) sobre el porcentaje de nitrégeno contenido en las
microparticulas finales.

Figura 14: Estudio grafico bidimensional que modela los efectos de los 4 parametros experimentales (valor
equivalente/amina; pH de la reaccion; nivel de oxidacion del almidén y concentracion de éste en el medio reactivo)
sobre el rendimiento de la unién de la cadaverina con las microparticulas de almidén.

Figura 15: Imagenes tipicas tomadas después de la inyeccién intravenosa de microparticulas de almidén marcadas
con *¥™Tc (formulacién C) en ratas Wistar macho. Las imagenes planas de (margen idéntico) se extrajeron a los 10,

20, 60 y 120 minutos de un estudio dinamico que durd 120 minutos (180-45 imagenes por segundo).

Figura 16: Ejemplo de la curva tiempo-actividad obtenida a partir de los estudios dinamicos gammagraficos llevados
a cabo después de la inyeccién intravenosa de microparticulas de almidéon marcadas con ®mre (formulacion C) en
ratas Wistar macho.

Figura 17: Imagenes tipicas tomadas después de inyeccién intravenosa de microparticulas de almidon marcadas
con ¥™Tc (formulacién C) en ratas Wistar macho. Las imagenes son el resultado de imaginologia de rayos X, junto
con una adquisicibn gammagrafica estatica (de margen idéntico) que se llevé a cabo a los 10, 20 y 90 minutos

después de la inyeccion (600 estaticos en segundos).

Figuras 18, 19 y 20: Separacion mediante cromatografia de penetracion de los metabolitos urinarios recuperados
después de la inyeccion intravenosa de ratas Wistar macho con microparticulas de almidéon marcadas con 9mre
(formulacion C).

Se eluyeron distintas muestras urinarias recuperadas utilizando una columna Sephadex G15 con un limite de
exclusién de 1.500 daltons (18), utilizando una columna P6 con un limite de exclusién de 5.000 daltons (19) y
utilizando una Sephadex G50 con un limite de exclusién de 10.000 daltons (20).

Los materiales de partida que se utilizaron son productos que se conocen bien o se preparan segun procedimientos
conocidos.

Ejemplos

N° 1: Particulas de almidén acopladas a una poliamin  a natural; verificacion del acoplamiento mediante
reaccion con la fluorescamina

Oxidacion controlada de las particulas de almidén:

Se dispersaron 10 g (correspondientes a 0,055 moles de la unidad de glucosa) del almidén de patata (almidén
original de la patata segin la monografia de la farmacopea europea) tamizados entre 36 y 50 ym, en 100 ml de
agua. Se afadieron 0,028 moles de peryodato sédico (NalOa), es decir, 6 g, previamente disueltos en agua 100 ml.
La suspension se agitd durante 18 horas a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se obtuvo una
suspension de particulas del almidon oxidado al 50%. El almidon oxidado se recuperd mediante centrifugacion,
enjuagandose entonces tres veces con 200 ml de agua.

Funcionalizacién del aimidén oxidado mediante acoplamiento a una poliamina natural

Después de enjuagar, 1 g de almidon, es decir, 0,0055 moles de unidades de glucosa, se incubd en 60 ml de agua y
se puso en contacto con una solucién de 0,00385 moles de poliaminas naturales (putrescina, cadaverina, espermina
0 espermidina) en 10 ml de agua, es decir 0,0077 moles de NH; (1,4 eq.), durante 18 horas a temperatura ambiente.
Para estabilizar la imina formada, se afiadieron a la suspensién del almidon modificado, bajo agitacion, durante 1
hora, 0,56 g de NaBHj,, es decir, 0,015 moles. Las particulas se decantaron entonces, se filtraron y se lavaron tres
veces con 200 ml de agua, liofilizandose entonces.

Verificacidn del acoplamiento almidén-amina mediante microscopio éptico de fluorescencia

El acoplamiento de la cadaverina a las particulas de almidén se verificé observando, mediante un microscopio optico
de fluorescencia, un complejo fluorescente formado durante la adicion de 100 ul de una solucién de 3 mg por ml de
fluorescamina (C17H1004) a particulas de almidén funcionalizadas con cadaverina (10 mg en 300 ul de agua). La
formacion de este complejo fluorescente, comprobado mediante microscopio de fluorescencia, indica la presencia de
funciones aminas primarias (NH2) en las particulas de almidén funcionalizado con una reaccién especifica de dichas
aminas sobre la clara fluorescamina, que entonces adopta un color amarillo verdoso, confirmando la eficacia del
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acoplamiento almidén/oxidado amino.

N° 2: Particulas de almidén oxidado de la patata com o radiotrazador utilizado para la imaginologia
gammagrafica del higado y del bazo

Oxidacion controlada de las particulas de almiddn:

Como en el ejemplo 1, 10 g (correspondientes a 0,055 moles de la unidad de glucosa) del almidén de la patata
(almidén original de la patata segun la monografia de la farmacopea europea) tamizados entre 36 y 50 um, se
dispersaron en 100 ml de agua. 0,0112 moles de peryodato sédico (NalO.), es decir, 2,4 g, se afiadieron
previamente disueltos en agua. La suspension se agité durante 18 horas a temperatura ambiente. Después de este
tiempo, se obtuvo una suspension de particulas del almidon oxidado al 20%. El almidén oxidado se recuperé
mediante centrifugacion, enjuagandose entonces tres veces con 200 ml de agua y liofilizandose entonces.

99m:
T

Reaccién del marcado con c:

Se colocaron 20 mg de almidén liofilizado y oxidado al 20% en matraz de elucién vacio bajo atmésfera inerte. Se
afiadieron entonces 4 ml de suero fisiolégico y 20 ug de SnCl,, 2H>O. A continuacion, se afadid 1 ml de una
solucién de 185 MBa/ml de pertecnetato sédico (Na* ngcO4'). Se agité la solucion durante 1 minuto y se evalud la
pureza radioquimica (PRQ) filtrando 1 ml de la solucién con un filtro de 0,22 ym y enjuagando el filtro con 5 ml de
suero fisioldgico.

La pureza radioquimica corresponde a:

PRQ = (actividad sobre el filtro/actividad total) x 100;

En el ejemplo 2, es superior al 99%.

Visualizacién gammagréfica de la biodistribucién después de inyeccidn intravenosa en ratas

Después del marcado, 4 MBq de las particulas de almidén oxidado al 20% marcadas con ¥Mre, se inyectaron

intravenosamente (vena peneana) en ratas Wistar macho que pesaban aproximadamente 200 g. Inmediatamente
después de la inyeccion, y, entonces, 15 minutos después se obtuvo una gammagrafia de 30 kCps. Después de una
fase de visualizacion de los pulmones (region superior), del higado y del bazo (regién derecha inferior), la actividad
se concentré rapidamente (a los 15 minutos) en el higado y en el bazo (punto fijado en la regién mas inferior derecha
de la imagen) (figuras 2 y 3).

N° 3: Particulas de almidén oxidado de patata acopla das a la cadaverina como radiotrazadores, utilizada s
para la imagen gammagrafica de la perfusion pulmona  r

Oxidacion controlada de las particulas de almidén:

Se dispersaron 10 g (correspondientes a 0,055 moles de la unidad de glucosa) del almidén de la patata (almidén
original de la patata segin la monografia de la farmacopea europea) tamizados entre 36 y 50 ym, en 100 ml de
agua. 0,028 moles de peryodato sodico (NalO.), es decir, 6 g, se afiadieron previamente disueltos en 100 ml de
agua. La suspension se agitdé durante 18 horas a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se obtuvo una
suspension de particulas del almidon oxidado al 50%. El almidon oxidado se recuperd mediante centrifugacion,
enjuagandose entonces tres veces con 200 ml de agua.

Funcionalizacién del aimidén oxidado mediante conjugacién a la cadaverina

Se incubaron 10 g de almidén oxidado, es decir, 0,055 moles de unidades de glucosa, en 600 ml de agua y se
pusieron en contacto con 4 g de cadaverina (NH2(CH)sNHy) disuelta en 100 ml de agua, es decir, 0,0385 moles de
cadaverina, es decir 0,077 moles de NH, (1,4 Eq) durante 18 horas, a temperatura ambiente. Para estabilizar la
imina formada, 5,6 g de NaBH., es decir, 0,15 moles, se afiadieron a la suspensién de almidén modificado, agitando
durante 1 hora. Las particulas se decantaron entonces, se filtraron y se lavaron 3 veces con 200 ml de agua,
liofilizandose entonces.

99m.
T

Reaccién del marcado con [oN

Se situaron 20 mg de almidén liofilizado y conjugado a la cadaverina en matraz de elucidn bajo atmdsfera inerte. Se
afadieron entonces 4 ml de suero fisioldgico y 60 yg de SnCl,, 2H,0. A continuacion, se afiadi6 1 ml de una
solucién de 185 MBg/ml de pertecnetato sédico (Na* **"TcOy). Se agité la solucion durante 1 minuto y se evalué la
pureza radioquimica (PRQ) filtrando 1 ml de la solucién con un filtro de 0,22 ym y enjuagando el filtro con 5 ml de
suero fisiolégico.
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La pureza radioquimica corresponde a:
PRQ = (actividad sobre el filtro/actividad total) x 100;
En el ejemplo 3, es superior al 95%.

Visualizacién gammagréfica de la biodistribucion después de inyeccidn intravenosa en ratas

Después del marcado, 4 MBq de las particulas de almidon oxidado al 50% unidas a la cadaverina, marcadas con
9Mre, se inyectaron intravenosamente(vena peneana) en ratas Wistar macho que pesaban aproximadamente 200 g.
Inmediatamente después de la inyeccion, y a los 15, 30 y 90 minutos después se llevé a cabo una gammagrafia de
30 kCps (figuras 4 a 5). Después de una fase de visualizacion exclusiva los pulmones la actividad del bazo y de los
riiones aumenté rapidamente, disminuyendo la de los pulmones después de los 90 minutos. En las figuras 4 a 6,
puede apreciarse la ausencia significativa de actividad en el higado, igualmente, la buena visibilidad en la imagen
inicial pulmonar y la casi completa ausencia de visualizaciéon hepatica y esplénica, también son dignas de mencion.
A los 30 minutos, el bazo y el inicio de fijacidon de los rifiones, pueden apreciarse, aumentando sustancialmente
estos dos 6rganos a los 90 minutos con una notable disminucion en la actividad pulmonar.

N° 4: Particulas de almidén oxidado de la patata uni  das a la cadaverina como un radiotrazador sin utili ~ zar
reductores metalicos (SnCl ) para la imaginologia gammagréfica de la perfusion pulmonar

Oxidacion controlada de las particulas de almiddn:

Se dispersaron 10 g (correspondientes a 0,055 moles de la unidad de glucosa) del almidén de la patata (almidén
original de la patata segun la monografia de la farmacopea europea) tamizados entre 36 y 50 um, en 100 ml de
agua. 0,028 moles de peryodato sédico (NalO.), es decir, 6 g, se afiadieron previamente disueltos en 100 ml de
agua. La suspension se agité durante 18 horas a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se obtuvo una
suspension de particulas del almidon oxidado al 50%. El almidon oxidado se recuperd mediante centrifugacion,
enjuagandose entonces tres veces con 200 ml de agua.

Funcionalizacién del almidén oxidado mediante unién a la cadaverina

Se incubaron 10 g de almidén oxidado, es decir, 0,055 moles de unidades de glucosa, en 600 ml de agua y se
pusieron en contacto con 4 g de cadaverina (NH2(CH)sNHy) disuelta en 100 ml de agua, es decir, 0,0385 moles de
cadaverina, es decir 0,077 moles de NH, (1,4 Eq) durante 18 horas, a temperatura ambiente. Para estabilizar la
imina formada, 5,6 g de NaBH., es decir, 0,15 moles, se afiadieron a la suspension de almidén modificado, agitando
durante 1 hora. Las particulas se decantaron entonces, se filtraron y se lavaron 3 veces con 200 ml de agua,
liofilizandose entonces.

99m

Reaccién de marcado con “Tc sin utilizar un agente reductor

Se situ6 1 ml de 185 MBg/ml una solucion de pertecnetato (Na* **™TcO4) en un matraz Isolink™ que contenia la

mezcla siguiente en forma liofilizada: 8,5 mg de tartrato sédico, 2,85 mg de tetraborato sodico, 7,15 mg de carbonato
sédico y 4,5 mg de borocarbonato sédico. El matraz se puso en un bafio de agua caliente a 100 durante 20 min.
La solucion obtenida se neutralizé afiadiendo 1 ml de una solucién de acido clorhidrico (HCI) 0,1 N. Después de la
neutralizacion, la solucion se situé en un matraz bajo atmoésfera inerte, que contenia 20 mg del almidén oxidado
unido a la cadaverina.

La suspension se agité durante 15 minutos y la pureza radioquimica (PRQ) se evalué filtrando 1 ml de la solucién en
un filtro de 0,22 um, y enjuagando el filtro con 5 ml de suero fisiolégico.

La pureza radioquimica corresponde a:
PRQ = (actividad del filtro/actividad total) x 100;
En el ejemplo 4, es superior al 95%.

Visualizacién gammagréfica dela biodistribucion después de inyeccion intravenosa en ratas

Después del marcado, 4MBq de particulas de almidén oxidado al 50% unidas a la cadaverina marcada con 9Mre se

inyectaron intravenosamente (vena peneana) en ratas Wistar macho que pesaban 200 g aproximadamente.
Inmediatamente después de la inyeccion se llevo a cabo una gammagrafia dinamica continua durante 90 minutos a
intervalos de 30 segundos (figuras 7 a 9). Después de 5 minutos (figura 7), se observd una visualizacion casi
exclusiva de los pulmones y unas actividades hepatica y renal bajas. Se observd, a los 15 minutos (figura 8) y 30
minutos (figura 9) después de la inyeccion una actividad pulmonar estable. En las figuras 7 a 9, debe ponerse de
manifiesto la ausencia de actividad significativa en el bazo, durante el tiempo indicado. De la misma forma, no se
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observé un aumento en la actividad hepatica y renal durante este tiempo (figuras 8 y 9), lo que se explica por el alto
nivel de estabilidad de la captura pulmonar.

N° 5: Acoplamiento de las microparticulas de almido n oxidado con las poliaminas naturales

Se incubaron particulas de almidén de patata oxidado al 50% con peryodato preparadas segin el ejemplo 1, (18
horas a temperatura ambiente), en presencia de cadaverina. Después del analisis morfolégico mediante la
microscopia optica (figuras 10 y 11) y granulometria usando un contador Coulter Multisizer" (figura 12), las
particulas acopladas a la cadaverina parecian ser bastante homogéneas en términos de morfologia (figura 11) y en
términos de su distribucién (figura 12). Es importante escoger una distribucidn homogénea del tamafio de la particula
para aumentar la proporcién de particulas bloqueadas en los capilares pulmonares, con un 6ptimo de
aproximadamente de 20 a 40 ym. Por debajo de 10 pym las particulas corren en riesgo de no detenerse
correctamente en el pulmén y de ser capturadas por el sistema de los fagocitos mononucleados, en particular en el
higado y el bazo.

N° 6: Preparacion que optimiza las particulas unidas a la cadaverina, y preparacién de las formulacione s A,
B,C

Para optimizar las preparaciones de microparticulas se establecieron diversos planes para determinar los
parametros 6ptimos de la reaccion para acoplarel almidén oxidado a la cadaverina. Un primer plan experimental hizo
posible revelar los factores que afectan o no a la reaccién de acoplamiento. Un segundo plan experimental hizo
posible determinar cuantitativamente la influencia de los parametros experimentales y obtener de este modo las
condiciones de reaccidon que mejor encajen con la producciéon de microparticulas capaces efectivamente de formar
un complejo con *™Tc.

El primer plan experimental hizo posible, basandose en 14 experimentos, (Tabla 1), determinar la influencia
cualitativa de 4 variables experimentales, (B1l: temperatura de la reaccién; B2: tiempo de reaccion; B3: valor
equivalente del agente de reduccion; B4: tiempo de reduccién). Cada una de las variables experimentales se ensay6
a 2 niveles, uno inferior y otro superior. En todos los experimentos, la respuesta se evalué midiendo el porcentaje de
nitrégeno contenido en las microparticulas finales (fuente de juicio principal medido mediante analisis elemental), los
rendimientos de la reaccion de acoplamiento y la distribucién granulométrica de las microparticulas obtenidas
(contador Coulter MultisizerTM). Los resultados obtenidos (figura 13) indican la débil influencia o la falta de influencia
de los parametros particulares de la (B3: valor equivalente del agente de reduccion; B4: tiempo de reduccién) sobre
el contenido de nitrégeno de las microparticulas finales y, contrariamente, la influencia significativa y bastante
positiva de la temperatura y del tiempo de reacciéon. El aumento en la temperatura y en el tiempo de reaccion,
permite, por tanto, que el acoplamiento de la cadaverina a las microparticulas de almidén oxidado aumente, siendo
mas favorable, por tanto, a la formacion de otro complejo de 9™Tc mediante las microparticulas.

Tabla 1: Plan experimental n® 1, que estudia la influencia cualitativa de 4 factores (B1, B2, B3 y B4) sobre la
respuesta en el tamafio y porcentaje del nitrdgeno en las microparticulas del almidén al final de la reaccion de
acoplamiento.

Exp.N° Bl B2 B3 B4  Tamafo medio (um) % particulas <10 ym % nitrégeno

1 25 4 1 15 30 12 7,67
2 25 18 10 60 18 23 9,10
3 40 4 10 60 28 15 10,30
4 40 18 1 60 28 13 11,14
5 40 18 10 15 24 19 11,00
6 40 18 1 15 21 16 11,00
7 40 4 10 15 30 12 11,20
8 40 4 1 60 26 12 9,74
9 25 18 10 15 23 14 9,28
10 25 18 1 60 19 22 9,41
11 25 18 1 60 21 15 9,94
12 25 18 1 60 25 9 9,92
13 25 18 1 60 19 20 10,02
14 25 4 10 60 30 8 7,66

Con respecto al segundo plan experimental se llevé a cabo de forma que pudiera optimizar cuantitativamente el
acoplamiento y modelar la respuesta a variaciones de distintos planes experimentales sobre el contenido de
nitrégeno de las microparticulas. El segundo plan experimental incluy6é 25 experimentos y se basé en la utilizacion
de una matriz Doelhert (Tabla 2). Los parametros estudiados fueron el nimero del valor equivalente amina/almidén
(ensayado en 5 niveles), el pH de la reaccién (ensayado a 7 niveles), el alcance de la oxidacién del almidén
(ensayado a 7 niveles), finalmente, la concentracién del almidén en el medio reactivo (ensayado en 3 niveles). Como
ocurrié en el primer plan experimental, para todos los experimentos, la respuesta se evalué midiendo el porcentaje
contenido de nitrégeno en las particulas finales y el rendimiento del acoplamiento (puntos principales de evaluacién
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mediante andlisis elemental), asi como la distribucién granulométrica de las microparticulas obtenidas (punto
secundario de evaluacion medido con un contador Coulter MultisizerTM). Los resultados obtenidos hicieron posible
modelar la respuesta, en términos de rendimiento del acoplamiento, como una funcién de variaciones en los
parametros experimentales (figura 14). El circulo en la figura 14 representa, de forma bidimensional la region
experimental estudiada durante el segundo plan experimental. Durante dicho segundo plan experimental, fue posible
determinar las condiciones por las cuales el acoplamiento entre el almidén oxidado y la cadaverina se encuentra
maximizado, con un rendimiento de aproximadamente 100% (parte superior derecha del circulo en la figura 14).

Todos estos resultados permitieron la optimizacion de preparaciones de microparticulas resultantes del
acoplamiento del almidon oxidado y la cadaverina. Los planes experimentales se utilizaron para definir las
condiciones experimentales ideales para obtener unas preparaciones de microparticulas con las propiedades
requeridas para la aplicacion deseada. Se obtuvieron pues, a partir de estos planes, tres tipos de formulaciones (A,
B y C), que presentaban unas caracteristicas morfolégicas ideales para las aplicaciones diagndsticas en la
imaginologia médica.

Tabla 2: Plan experimental n°® 2, que estudia la influencia cuantitativa de cuatro factores -el valor equivalente
amina/almidén/ensayado en cinco niveles), el pH reactivo (ensayado en 7 niveles), el nivel de oxidacién del almidén
(ensayado en 7 niveles) y, finalmente, la concentracion de almidon en el medio de reaccion (ensayado en 3 niveles)
-sobre la respuesta mediante el rendimiento de la reaccién y el porcentaje de nitrdgeno en las microparticulas de
almidon al final de la reaccion de acoplamiento.

Experimento N° | Equivalente pH % de oxidacion | Almidon (mM/L) Rendimiento del Nitrégeno [%0]
acoplamiento [%]
1 2,50 8,50 40,00 80,00 3,78 0,32
2 0,50 8,50 40,00 80,00 52,21 4,42
3 2,00 11,50 40,00 80,00 7,09 0,60
4 1,00 5,50 40,00 80,00 2,13 0,18
5 2,00 5,50 40,00 80,00 2,24 0,19
6 1,00 11,50 40,00 80,00 74,66 6,32
7 2,00 9,50 65,00 80,00 75,74 8,84
8 1,00 7,50 15,00 80,00 8,54 0,33
9 2,00 7,50 15,00 80,00 4,14 0,16
10 1,50 10,50 15,00 80,00 35,19 1,36
11 1,00 9,50 65,00 80,00 77,11 9,00
12 1,50 6,50 65,00 80,00 52,69 6,15
13 2,00 9,50 46,25 100,00 94,20 8,82
14 1,00 7,50 33,75 60,00 87,57 6,54
15 2,00 7,50 33,75 60,00 78,06 5,83
16 1,50 10,50 33,75 60,00 104,31 7,79
17 1,50 8,50 58,75 60,00 86,50 9,48
18 1,00 9,50 46,25 100,00 94,09 8,81
19 1,50 6,50 46,25 100,00 74,97 7,02
20 1,50 8,50 21,25 100,00 34,54 1,79
21 1,50 8,50 40,00 80,00 87,89 7,44
22 1,50 8,50 40,00 80,00 65,09 5,51
23 1,50 8,50 40,00 80,00 49,02 4,15
24 1,50 8,50 40,00 80,00 83,04 7,03
25 1,50 8,50 40,00 80,00 91,31 7,73

Preparacion de la formulacién A

Se incubaron 4 g del almidén oxidado al 50%, es decir, 0,022 moles de unidades de glucosa, en 120 ml de agua y se
pusieron en contacto con 2.268 mg de cadaverina (NH2(CH2)sNH,) disuelta en 120 ml de agua. La suspension se
agito durante 18 horas en un lugar oscuro a una temperatura de 40<C. Para establecer la imina formada, 420 mg de
NaBH; disueltos en 10 ml de agua, se afiadieron a la suspensién de almidéon modificado bajo agitacién durante 15
minutos. Las particulas se decantaron entonces, se filtraron y se lavaron tres veces con 200 ml de agua,
liofilizandose entonces.

Preparacién de la formulacién B

Se incubaron 4 g del almidén oxidado al 58,75%, es decir, 0,022 moles de unidades de glucosa, en 120 ml de agua
y se pusieron en contacto con 4.048 mg de cadaverina (NH2(CH)sNHy) disuelta en 250 ml de agua ajustando el pH
de la suspensién a 8,8. La suspensién se agitd durante 18 horas en un lugar oscuro a una temperatura de 40<C.
Para establecer la imina formada, 760 mg de NaBH, disueltos en 10 ml de agua, se afiadieron a la suspensién de
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almidén modificado bajo agitacion durante 60 minutos. Las particulas se decantaron entonces, se filtraron y se
lavaron tres veces con 200 ml de agua, liofilizandose entonces.

Preparacién de la formulacién C

Se incubaron 4 g del almidén oxidado al 65%, es decir, 0,022 moles de unidades de glucosa, en 120 ml de agua y se
pusieron en contacto con 2.920 mg de cadaverina (NH2(CHz)sNHy) disuelta en 158 ml de agua ajustando el pH de la
suspension a 8,8. La suspension se agitd durante 18 horas en un lugar oscuro a una temperatura de 40C. Para
establecer la imina formada, 420 mg de NaBH4 disueltos en 10 ml de agua, se afiadieron a la suspensién de almidén
modificado bajo agitaciéon durante 60 minutos. Las particulas se decantaron entonces, se filtraron y se lavaron tres
veces con 200 ml de agua, liofilizandose entonces.

N° 7: Biodistribucion y metabolizacion de las parti  culas acopladas a la cadaverina

Se estudié el perfil farmacocinético de las microparticulas acopladas a la cadaverina (formulaciones A, B, C, del
ejemplo 6), después del acomplejamiento de 9mre y de la administracién intravenosa.

Para hacer esto, se llevaron a cabo, en animales sanos, dos tipos de estudio:
- estudios gammagraficos estaticos y dinamicos;

- estudios de la biodistribucién de las microparticulas de almidén y de la separacién cromatografica de los
metabolitos urinarios.

a) Estudios gammagraficos

Los estudios gammagraficos se llevaron a cabo utilizando distintos kits preparados para su utilizacion, que contenian
50 ug de SnCl; y 20 mg de microparticulas de las formulaciones A, B y C implicadas, preparadas segin el ejemplo
6. Después de marcado con una solucion de pertecnetato sédico (*°"TcO4), se evalué la pureza radioquimica de los
distintos kits, siendo los resultados, en cada caso, mayores que el 95% (Tabla 3).

Tabla 3: Caracteristicas in vitro e in vivo de tres kits distintos preparados para su utilizacién, que contenian 50 ug de
SuCL; y 20 mg de microparticulas de las formulaciones implicadas (A, By C)..

Kit Pureza Tamafio % de Semivida biologica Actividad Actividad
Bioquimica (um) particulas pulmonar (h) pulmonar/vascular | pulmonar/hepatica
(%) <10 ym (t=30 min) (t=30 min)
Formulacién A 9% +1 5-80 171 1,4+0,17 84 +44 100 + 63
Formulacién B 98=+1 5-70 337 1,4+0,25 133 +18 94 £12
Formulacién C 98 £2 5-90 303 3+0,50 310+116 99+34

Los estudios dinamicos se llevaron a cabo en ratas Wistar macho (n=3) durante 120 min (figura 15). Hicieron posible
establecer normas tiempo-actividad (figura 16), a partir de las cuales se pudieron obtener tasas diversas de actividad
(Tabla 3). También se realizaron gammagrafias estaticas, junto con imaginologia exploratoria mediante escaneo,
para dibujar anatdmicamente la distribucion del trazador en tiempos distintos (figura 17).

Estos diversos estudios hicieron posible observar una localizacion predominantemente pulmonar del trazador
después de inyeccion intravenosa (figura 15 y 17), con una semivida bioldégica pulmonar entre 1,5 y 3 horas,
dependiendo de la formulacién (Tabla 3). Las curvas de tiempo-actividad obtenidas durante los estudios dindmicos
revelaron una eliminacién renal y urinaria del trazador con perfiles de actividad hepatica, digestiva y vascular que
permaneci6 constante a lo largo del tiempo (figura 16).

Las caracteristicas in vitro e in vivo de la formulacién C son:

- Pureza radioquimica (%): 98 + 2;

Tamafio de particula entre 4 y 90 um;

Semivida bioldgica pulmonar (h): 3 + 0,50;

Relacion actividad vascular/actividad vascular [t=30min]: 310 + 116.

Estas caracteristicas las hacen extremadamente adecuadas para su utilizacion clinica como un radiofarmaco para la
imaginologia gammagraficas de la perfusion pulmonar.

b) Estudio de biodistribucion:

Los estudios de biodistribucién se llevaron a cabo utilizando kits preparados para su utilizaciéon que contenian 50 ug
de SnCl, y 20 mg de microparticulas de la formulacion C (poseyendo ésta las caracteristicas gammagraficas mas
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conductoras. Después de un marcado con una solucién de pertecnetato sdédico (gngcO4), se inyectd
intravenosamente en ratas Wister macho (n=8), 10 MBq de una suspensién de microparticulas de almidén marcadas
con *"Tc. A los 15 y 120 minutos después de la inyeccion, los animales se sacrificaron (n=4 para cada tiempo),
obteniendo sus 6rganos, lavandolos, pesandolos y realizando un contaje con un contador gamma. Los resultados
confirmaron la distribucién pulmonar del trazador, ya que mas del 80% de la actividad inyectada se encontro en los
pulmones (Tabla 4). Esta actividad pulmonar era relativamente estable, pues después de 120 minutos, el 70% de la
actividad inyectada, se encontraba todavia en los pulmones. La eliminacién del trazador, tal como se revelé durante
los estudios gammagraficos, fue principalmente urinaria.

Tabla 4: Estudio de la biodistribucidon de las microparticulas de almidéon marcadas con 9mre (formulacién C), 15y
120 minutos después de la inyeccion intravenosa en ratas Wistar macho (n=4 para cada tiempo). Los resultados se
expresan como porcentaje de la dosis inyectada (% D.l.) y como porcentaje de la dosis inyectada por gramo de
6rgano (% D.l./6rgano).

Formulacion C % D.I. (15 min) % D.l./g 6rgano(15 min) % D.l. (120 min) % D.l./g 6rgano (120 min)
Sangre 2,08 £0,27 0,13 +0,02 1,83 £ 0,27 0,11+0,01
Pulmones 83,36 + 2,54 70,25 +7,67 70,01 £1,07 54,66 £7,34
Higado 2,44 £ 0,23 0,22 £0,05 2,44 £0,51 0,23 +£0,06
Corazoén 0,26 £0,12 0,31+£0,16 0,12 £0,04 0,15+ 0,04
Bazo 0,15+0,04 0,23 +0,04 0,24 £ 0,04 0,32 + 0,05
Rifiones 3,561+0,16 1,63 £0,20 15,59 +1,19 6,98 + 0,88
Vejiga 1,74 +1,24 8,40 £6,89 1,72 +0,25 3,67 £2,57
Cerebro 0,05+0,01 0,03 £0,00 0,04 £0,01 0,03+ 0,01
Estdbmago 0,33+0,13 0,10 £0,04 0,86 £0,13 0,16 £ 0,10
Intestinos 0,82 + 0,20 0,04 + 0,01 3,46 £ 0,73 0,16 +0,03
Cuerpo sin vida sin 5,30 + 0,92 0,04 +£0,01 3,50+0,40 0,03 +£0,00
drganos

Para completar estos resultados de la biodistribucion, se llevd a cabo un estudio mediante la separacion
cromatografica de los metabolitos urinarios. Después de la inyeccion intravenosa de microparticulas de almidén
(formulacion C) marcadas con 9MT¢c en ratas Wistar macho (n=2), los animales se situaron dentro de jaulas de
metabolismo, que permitieron que se recolectara la orina durante las 12 horas después de administrar el trazador.

De este modo, se pudieron eluir diversas muestras urinarias utilizando columnas de penetracion en gel de distintas
porosidades (Sephadex G15, P6 y Sephadex G50), que hicieron posible obtener una primera caracterizacion de la
distribucion molecular de los metabolitos urinarios marcados radioactivamente (figura 18, 19 y 29). La elusién
utilizando una columna Sephadex G15 con un limite de exclusién de 1.500 daltons (figura 18), revelé una
distribucion molecular superior al limite de exclusion para casi el 50% de los metabolitos urinarios. La elusién
utilizando una columna P6 con un limite de exclusion de 5.000 daltons (figura 19), revel6 una distribucién molecular
superior al limite de exclusion para casi el 40% al 50% de los metabolitos urinarios. Finalmente, la elusion utilizando
una columna Sephadex G50 con un limite de exclusiéon de 10.000 daltons (20), reveld una distribucién molecular
superior al limite de exclusion para casi el 30 al 40% de los metabolitos urinarios. En conclusion, la cromatografia de
penetracion gélica contribuye a la informacién con respecto a la distribucion molecular aproximada de los
metabolitos urinarios, aproximadamente el 50% de dicha distribuciéon, que estd formada por moléculas mas
pequefias que 1.500 daltons (que corresponden a 8 unidades de glucosa), aproximadamente el 10% de las
moléculas con un tamafio de entre 1.500 y 5.000 daltons (entre 8 y 27 unidades de glucosa), aproximadamente el
10% de moléculas con un tamafio de 5.000 y 10.000 daltons (entre 27 y 55 unidades de glucosa), y, finalmente, el
30% aproximadamente de las moléculas mayores de 10.000 daltons.

Todos los estudios gammagraficos y de biodistribucién que se llevaron a cabo con microparticulas de almidon
modificado marcadas con *"Tc revelan resultados biolégicos que son compatibles con la utilizacion in vivo de los
radiofarmacos. Las caracteristicas de la liberacién contable y de la homogeneidad del ¥MTc a partir de su reservorio
pulmonar después de inyeccién intravenosa, son el resultado de la combinacién de:

- un tamafio y una morfologia particularmente homogéneos;
- un buen control de la quimica para el acoplamiento del agente acomplejante:

- la eleccidon de un agente acomplejante efectivo con respecto a la retencién del trazador radioactivo som

c.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para preparar una composicion que comprende un polisacarido que presenta uno o mas grupos
acomplejantes obtenidos uniendo covalentemente la putrescina NH2(CH2)sNH>, la espermina HaN(CH2)sNH(CH2)4
NH(CH)3sNH2, la espermidina NH2(CH2)sNH(CH2)sNH2 o la cadaverina NH2(CHz)sNH2, con dicho polisacarido,
formando la totalidad o algunos de dichos grupos acomplejantes un complejo con por lo menos un metal polivalente,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas que consisten en:
i) poner un polisacarido en contacto con un agente oxidante controlado,

i) poner el polisacarido oxidado en contacto con un compuesto de acomplejamiento seleccionado de entre la
putrescina, espermina, espermidina o cadaverina;

iii) opcionalmente, poner el polisacarido obtenido en la etapa ii) en contacto con un agente reductor; y
iv) poner el polisacarido obtenido en la etapa ii) o la etapa iii) en contacto con una sal metalica polivalente,

99m.
T

siendo la sal metalica polivalente C.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la etapa (iv) se lleva a cabo en presencia de agentes
reductores de tipo estafio, borato y derivados o acido ascorbico.

3. Composicién que comprende un polisacarido que presenta uno 0 mas grupos acomplejantes obtenidos uniendo
covalentemente la putrescina NH2(CH2)sNH2, la espermina H>N(CH2)sNH(CH2)s2 NH(CH2)sNH2, la espermidina
NH2(CH2)sNH(CH2)aNH2, o la cadaverina NH2(CH2)sNH2, con dicho polisacarido, formando todos o algunos de
dichos grupos acomplejantes un complejo con por lo menos un metal polivalente,

siendo el polisacarido de origen vegetal o microbiolégico y seleccionado de entre almidon, celulosa, amilopectina,
amilosa, agarosa, quitosan, pululano o dextrano, y las mezclas de dos o una pluralidad de los mismos,

pudiendo dicha composicion ser obtenida mediante un procedimiento que comprende las etapas que consisten en:
i) poner en contacto un polisacarido con un agente oxidante controlado;

i) poner en contacto el polisacarido oxidado con un compuesto de acomplejamiento seleccionado de entre la
putrescina, espermina, espermidina o cadaverina;

iii) opcionalmente, poner en contacto el polisacarido obtenido en la etapa ii) con un agente reductor; y
iv) poner el polisacarido obtenido en la etapa ii) o la etapa iii) en contacto con una sal metalica polivalente.

seleccionandose el metal polivalente de entre los is6topos radioactivos del tecnecio, renio, cobre, estroncio, indio,
samario, estafio, escandio, itrio, galio, gadolinio o lutecio, prefiriéndose particularmente el 9Mre,

4. Composicién segln la reivindicacion 3, en la que el polisacarido esta en forma de particulas.
5. Composicién segun la reivindicacion 4, en la que el tamafio de particula es de entre 10 nm 'y 200 ym.

6. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que comprende ademas un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

7. Composicion diagnostica o farmacéutica para la farmacopea humana o animal, que comprende una compaosicién
segun las reivindicaciones 3 a 6.

8. Utilizaciébn de una composicion segln cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para la produccion de una
composicion diagnostica para la imaginologia médica o veterinaria.

9. Utilizacion segun la reivindicacion 8 para la imaginologia gammagrafica.

10. utilizacion de una composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para la produccion de una
composicion diagnostica para el diagnéstico gammagrafico de un embolismo pulmonar.

11. Utilizacién segun la reivindicacion 9 para la deteccion de ganglios centinela o para linfogammagrafia.

12. Utilizacién de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para visualizar uno 0 mas 6rganos
en un paciente o en un animal mediante la imaginologia médica.
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13. Utilizacién segun la reivindicacion 12, en la que el 6rgano del que se ha obtenido la imagen es un pulmon, el
higado, el bazo, la médula 6sea o los ganglios linfaticos.

14. Utilizaciéon de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para producir una composicion
farmacéutica para el tratamiento del cancer en un paciente o un animal mediante radioterapia interna.

15. Utilizacién segun la reivindicacion 14, en la que el cancer consiste en tumores de los ganglios linfaticos, o
tumores hepaticos o esplénicos.
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