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DESCRIPCION
Procedimiento de toma de imagenes por resonancia magnética y compuestos para uso en el procedimiento

La presente invencion se refiere a un procedimiento de toma de imagenes por resonancia magnética (IRM), de
forma particular a un procedimiento de IRM que permite la deteccién temprana de isquemia de miocardio y a
compuestos para uso como agentes de contraste de RM en el procedimiento.

Las enfermedades relacionadas con isquemia, de forma particular enfermedades arteriales coronarias, se
encuentran presentes en la mayoria de las muertes en los paises occidentales. La isquemia de miocardio es una
afeccién grave y la identificacion y localizacion rapida de la isquemia de miocardio es por tanto muy deseable de
modo que se puedan llevar a cabo las actuaciones necesarias, por ejemplo, tratamiento terapéutico o quirdrgico, con
prontitud antes de que tenga lugar el dafio de miocardio irreversible.

La lesion isquémica se puede considerar que resulta de dos eventos principales: (i) hipoxia que conduce a un
suministro inadecuado de oxigeno a los tejidos; y (ii) transporte reducido de sustratos metabdlicos a los tejidos y de
productos finales metabdlicos desde los tejidos. Las consecuencias inmediatas incluyen falta de energia y una
acumulacion de protones y lactato en la region de isquemia. Otras consecuencias incluyen una estimulacion
marcada potencialmente dafiina del sistema nervioso simpético, que conduce en Ultima instancia a una rapida
pérdida de adenosintrifosfato (ATP), un comienzo prematuro de acidosis y funcion de 6rgano reducida.

El tejido cardiaco, como otros tejidos metabdlicamente activos, es particularmente vulnerable al dafio isquémico. La
fase inicial del infarto de miocardio agudo se asocia en general con una pérdida de funcién contractil normal, que se
manifiesta de por si como disquinesia regional. Esto puede ser debido a una caida abrupta en la presion de
perfusién coronaria, que induce un estado de hibernaciébn agudo, y al rapido cese del transporte de ion
transmembranal normal. La reperfusion del miocardio isquémico antes del comienzo de la lesion irreversible puede
conducir a un retorno rapido o retardado (stunning) al metabolismo y funcién cardiaca normal.

Se ha establecido la toma de imagenes por resonancia magnética (IRM) como una técnica de toma de imagenes
cardiacas (til. Si bien las técnicas de RM que usan toma de imagenes espin-eco son capaces de mostrar la
anatomia del corazoén, el uso de agentes de contraste es necesario para la detecciéon de isquemia de miocardio e
infarto. Una clase de agentes de contraste de RM son agentes de contraste paramagnéticos, que comprenden un
i6n de metal paramagnético, en la forma de una sal 0 en un complejo con un resto quelante/complejante.

El agente de contraste paramagnético GADTPA (Magnevist™) ha sido sometido a ensayo clinico para uso en toma
de iméagenes de miocardio. Si bien este complejo metdlico se ha demostrado que mejora la identificacion de infartos
de miocardio agudos en imagenes de RM en animales y humanos, su uso clinico en toma de imagenes de miocardio
es limitado debido a su rapida excrecion y distribucion dentro del espacio de fluido extracelular.

El Mn®* es un i6n de metal paramagnético que compite con ca” para entrar en el miocardio en contraccion
mediante canales de Ca*" lentos, dando lugar a un acortamiento significativo del tiempo de relajacién T, y por tanto
. . ~ . . . . 2+ . .

mayor intensidad de sefial en tejido de miocardio normal. El aflujo total de Mn“" por unidad de tiempo se ve
aumentado con mayor ritmo cardiaco y mayor fuerza de contraccién. Sin embargo en el miocardio isquémico se
capta mucho menos Mn?* debido a la reduccion en flujo sanguineo y reduccion de contractilidad. De ahi que se
pueda detectar y distinguir miocardio isquémico del tejido de miocardio normal mediante toma de imagenes por RM
usando Mn?* paramagnético como un agente de contraste. Ademas, el Mn?* no es un sustrato para Ca”* ATPasa y
el intercambiador de Na*/Ca®* durante la relajacion, y por ello es retenido en el corazén durante muchas horas. Este
"efecto de memoria" es un lastre para desarrollar la investigacion de RM de modo que un paciente al que se
administra con un agente de contraste que comprenda Mn?* desarrolle ejercicio fisico fuera del equipo captador de
imagenes por RM para aumentar el ritmo cardiaco y se lleva luego a cabo la subsiguiente toma de imagenes hasta 1
hora tras la administracion. Por el contrario a Ca**, Mn®*" no puede inducir la contraccién cardiaca. A dosis altas, es
decir, mas de 200 ymol de Mn2+/kg de peso corporal, Mn?* inhibe la entrada de Ca®" en una extension tal que la
fuerza de contraccion cardiaca falla. A dosis clinicamente relevantes, sin embargo, Mn?* tiene un efecto opuesto, es
decir, aumenta realmente la fuerza de contraccion cardiaca (Kasten y col., Eur. J. Pharmacol. 253, 35, 1994) y
puede mostrar toxicidad cardiaca. En lo que respecta al grupo diana de pacientes que tienen que someterse a toma
de imagenes por RM para detectar isquemia e infarto de miocardio tales efectos son, por supuesto, no deseables.

Lauterbur y colaboradores investigaron Mn?* en la forma de cloruro de manganeso (MnCl;) como un agente de
contraste en modelos animales (P. Lauterbur y col., Augmentation of tissue water proton spin-lattice relaxation rates
by in vivo addition of paramagnetic ions. In: Sutton, Leigh, Scarpa (Eds) Frontiers of Biological Energetics volumen |,
Academic Press, Nueva York (1978) 752-759). Se demostro la significativa mejora de la imagen del higado y de
otros érganos, pero no de sangre, a pesar del uso de cloruro de manganeso. Sin embargo la utilidad clinica potencial
del cloruro de manganeso se consideré que era limitada debido a su toxicidad cardiaca aguda.

Los efectos toxicos de iones metalicos paramagnéticos se reducen de forma significativa tras formacion de complejo
con un agente quelante. Esto se puede ver como un compromiso entre relajacion y toxicidad, véase, V. M. Runge y
col., Work in progress: potential oral and intravenous paramagnetic NMR contrast agents. R. B. Lauffer,
Paramagnetic Metal Complexes as Water Proton Relaxation Agents for NMR Imaging: Theory and Design. Chem.
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Rev. 87 (1987) 901-927 encontraron que se requiere una constante de formacion termodinamica de
aproximadamente 10%6° para impedir la liberacion de iones metalicos libres desde tales complejos in vivo.

La patente de Estados Unidos 5.246.696 describe complejos de manganeso o de gadolinio tales como [[(2-
hidroxitrimetilen)dinitrilo]-tetraacetolmanganeso (I1) de disodio y [[(2-hidroxitrimetilen)dinitrilo]-tetraaceto] gadolinio(lll)
de sodio que se dice que son Utiles para la mejora de las imagenes por resonancia magnética de érganos vy tejido
corporales y que presentan baja toxicidad. Se describe que el complejo de manganeso reduce los tiempos de
relajacion T1 y T, de rifién, higado, bazo, pancreas y tracto gastrointestinal (columna 3, lineas 61 a 66).
Adicionalmente en el ejemplo 8 el complejo de manganeso se describe que reduce el tejido T1 particularmente en el
higado pero también el corazén, pancreas y rifion. Sin embargo, el documento no describe que tales complejos se
puedan usar en la deteccion de enfermedades de miocardio tales como, por ejemplo, isquemia de miocardio.

El documento WO-A-99/01162 describe un procedimiento de detecciéon de isquemia de miocardio en humanos o
animales en el que se usan agentes de contraste que comprenden complejos de manganeso junto con generacion
rapida de imagen. Se cree que los iones de manganeso son captados rapidamente por células de miocardio viables
y son retenidos en ellas, mientras que en tejido infartado reperfundido los iones de manganeso se distribuyen
rapidamente en todo el tejido pero no son retenidos en células no viables. Los iones de manganeso son por ello
eliminados eficientemente del tejido a pesar de hacerlo mas lentamente que de la sangre. Se dice que la toma de
imagen se lleva a cabo de forma conveniente en un periodo de tiempo de 3 a 6 horas tras la inyeccién. No se cita
tratamiento adicional del paciente tal como tratamiento de estrés.

La patente de Estados Unidos 5.980.863 describe una formulacion que contiene iones de Mn?* en la forma de sales,
por ejemplo, sales de gluconato, y al menos 2 veces la cantidad de iones de ca®'. Se sefala gue los iones de Mn
son toxicos; sin embargo se mantiene la formulacién de iones de Mn con al menos dos veces la relacion molar de
iones de Ca para mejorar la seguridad. En los ejemplos se usan formulaciones que muestran una relacion molar de
Mn/Ca de 1:8-10. Se encuentra en desarrollo una composicion planteada para ser cubierta por esta patente
denominada EVP 1001.

P. Seoane y col, Proc. Intl. Soc. Magn. Reson. Med 8 (2000) 1593 y 2047 describen una formulacion de iones de Mn
designada EVP 1001 usada como un agente de contraste para RM. Se inyecté inyeccidn coincidente de dobutamina,
un compuesto que induce el estrés farmacoldgico, en cerdos para demostrar el efecto de formacién de imagenes y
la seguridad del agente. Se sugiere también que el estrés y la dosificacién del agente de contraste se pueden llevar
a cabo fuera del equipo.

Aungue los agentes de contraste descritos que comprenden iones de Mn no quelatos e iones de Ca parecen tener
buenas propiedades relajantes, aln existen complicaciones en lo relativo a su seguridad. El régimen de
administracion con infusiéon durante un periodo de varios minutos parece importante, una inyeccién en embolada
accidental o velocidad de infusion demasiado rapida pueden conducir a problemas de toxicidad cardiaca agudos.

Las sales de calcio no son dafiinas cuando se introducen en la circulacién sanguinea. Para CaCl,, la DLsy en
inyeccion por via intravenosa en ratones es 42,2 mg/kg. En comparacion con esto, para el veneno cardiaco bien
conocido BaCly, la dosis DLso correspondiente es 19,2 mg/kg, véase |. B. Syed y col., Toxicol. Appl. Pharmacol. 22,
(1972), 150. Una desventaja adicional del uso de una gran cantidad de calcio en la formulacion de agente de
contraste es que el calcio compite con manganeo por los canales de calcio en la penetracion de los iones divalentes
en micocitos. Esto puede conducir a reduccién de eficacia, y a una necesidad subsiguiente de inyectar mayores
dosis de agente de contraste para compensar este efecto.

Se describi6 otro estudio de las propiedades de memoria de miocardio de MnCl, por parte de Hu y col., Magn. Res.
en Medicine 46, (2001), 884-890. Se pudo demostrar un claro efecto de contraste en toma de imagenes por RM
durante aproximadamente 1 hora tras infusion por via intravenosa de MnCl; con inyeccién coincidente del agente de
estrés farmacoldgico dobutamina. El riesgo de seguridad relacionado con el uso del agente altamente soluble en
agua MnCl, como se cité anteriormente es aun un problema incluso cuando se administra MnCl, con una baja
velocidad de infusion.

Por tanto, el uso de inyecciones o infusiones de Mn?* no quelato, especialmente como una inyeccion en embolada
concentrada, incluye el riesgo de toxicidad cardiaca, en particular para pacientes que tienen la funcion de miocardio
dafiada. El Mn** es captado en células en la parte sana del miocardio y pueden de este modo desarrollar la funcion
de la parte no afectada del corazén enfermo.

En consecuencia, el uso de iones de manganeso libres y otros iones de metal paramagnéticos tales como iones de
gadolinio en el cuerpo se ve limitada por su toxicidad. Por tanto, se recomienda la complejacion de estos cationes
con ligandos y quelantes adecuados, debido a que sirve para reducir en gran medida su toxicidad mientras que se
mantienen parcialmente sus propiedades paramagnéticas.

Sin embargo, si la constante de formacion termodindmica de tales complejos es alta, no se libera cantidad
detectable de iones de metal libres suficientemente rapido in vivo, y el agente de contraste no se captara por parte
de las células de los tejidos viables. Agentes de contraste extracelulares comercialmente disponibles tales como
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Magnevist™ y Dotarem™ son ejemplos de agentes de contraste con altas constantes de estabilidad y de ahi que
sean agentes de contraste no favorables para la deteccidn de isquemia de miocardio.

El uso de estrés fisico y/o farmacoldgico aumenta la diferencia de contraste entre miocardio normal e isquémico en
4-5 veces. Por tanto es favorable usar un régimen de estrés que sea permitido para dosis menores del agente de
contraste. Ademas un procedimiento que permita que el agente de contraste sea administrado antes de que el
paciente sea dispuesto dentro del equipo de RM seria un procedimiento preferible en la situacion clinica.

Por tanto hay una necesidad de un agente de contraste que comprenda un resto que genere contraste (por ejemplo,
un ién de metal paramagnético) que sea captado por miocitos viables en una cantidad suficiente para proporcionar
un efecto de contraste sostenido en el estado de la técnica del protocolo de toma de imagenes. El resto de
generacién de contraste debe permanecer dentro de los miocitos durante un periodo de tiempo suficientemente
largo para dejar que el paciente se someta al procedimiento de examen por RM, es decir, debe tener un “efecto de
memoria”. Adicionalmente la diferencia en mejora de contraste entre el torrente sanguineo, el tejido de miocardio
isquémico y el tejido de miocardio normal debe ser suficiente para proporcionar la delimitacién entre el tejido de
miocardio isquémico y normal. El agente de contraste debe tener un perfil de seguridad que evite las desventajas
descritas anteriormente para los iones metdlicos, por ejemplo iones de manganeso no quelados como sales de
manganeso.

Se ha encontrado ahora de forma sorprendente que agentes de contraste que pueden proporcionar liberacién de
intermedios de iones de metal paramagnético (el resto que genera contraste) — como Mn“* de complejos de i6n
metdlico y un resto complejante quelante — tras inyeccion por via intravenosa son especialmente Utiles en
diagnoéstico de enfermedades cardiacas. Tales agentes de contraste proporcionan un compromiso éptimo entre
eficacia suficiente y seguridad. Los agentes de contraste tienen preferiblemente un “efecto de memoria”, lo que
significa que el resto que genera contraste del agente de contraste se acumula de forma transitoria en las células del
miocardio lo que proporciona diferencia de contraste entre tejido normal y tejido enfermo. En la ventana de toma de
imagen el contraste en el torrente sanguineo no es significativamente diferente del pre-contraste del torrente
sanguineo basal. Ademas no se observé cardiotoxicidad medida como cambios significativos en los parametros
fisiolégicos en la sangre durante el procedimiento de toma de imagen.

Los agentes de contraste que presentan un “efecto de memoria” permiten la exposiciéon del cuerpo humano o no
humano a estrés fisico y/o farmacolégico. Agentes de contraste de acuerdo con la invencién comprenden complejos
relativamente débiles donde se liberan cantidades controladas de los iones paramagnéticos en la sangre tras
administracion. Los iones de metal paramagnético liberados son capaces de penetrar en las células viables en las
regiones de interés, por ejemplo, el miocardio, y permanecer en las células durante el tiempo de adquisicion de
datos de imagen. La concentracion de iones paramagnéticos debe ser suficiente para proporcionar un acortamiento
de T1 en la zona de la imagen, pero no debe superar el nivel donde la cardiotoxicidad comience a ser un problema.
El cuerpo en examen se expone preferiblemente a estrés antes de que se administre el agente de contraste, lo mas
preferiblemente el agente de contraste se administra con estrés de pico y antes de que el paciente se disponga en el
equipo de RM.

La presente invencion proporciona el uso de una mezcla que comprende un complejo que presenta una constante
de formacién termodinamica entre 10° y 10*® que comprende Mn**, HPTA y de 0,1 a 2 mol de Ca** por mol de Mn**
para la preparacion de un agente de contraste para uso en la toma de imagenes por RM del miocardio.

También se describe en esta invencion una composicion que comprende:

() al menos un complejo que comprende un ién de Mn®* y un resto complejante para un cuerpo humano o
animal no humano, presentando dicho complejo una constante de formacidn termodindmica entre 10° y
10" y mostrando dicho complejo una disociacién mayor de 50% y un periodo de semidesintegracion de
menos de 1 minuto en condiciones fisiolégicas; y

(ii) de 0 a 2 mol de Ca®* por mol de Mn**

para uso como un agente de contraste en un procedimiento de toma de imagenes por RM para identificar zonas
enfermas que comprenden zonas que sufren de isquemia de miocardio, comprendiendo dicho procedimiento

a) administrar dicho agente de contraste a un cuerpo humano o animal no humano;

b) exponer dicho cuerpo a un régimen de estrés fisico y/o farmacolégico antes o simultaneamente a la
administracion del agente de contraste;

C) registrar los datos de toma de imagenes por RM y;
d) de forma opcional proporcionar imagenes de RM de una zona de interés.

El agente de contraste comprende bien un complejo simple o una mezcla de complejos como se describe en el
parrafo precedente.
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También se describe en esta invencion el uso de compuestos de formula (I1)
Mn,, HPTA Z, (n

enlaqguemes 102 0es0aZ2yZes hidrégeno o un contraidon farmacéuticamente aceptable para la preparacion
de un agente de contraste para uso como un agente de contraste para RM en la deteccién de isquemia de
miocardio. La nomenclatura IUPAC de HPTA es 1,7-dicarboxi-2,6-bis(carboximetil)-4-hidroxi-2,6-diaza)-heptano. Mn
es Mn?*. Contraiones farmacéuticamente aceptables adecuados son, por ejemplo, cationes de amonio, amonio
sustituido, metal alcalino o metal alcalinotérreo (por ejemplo, calcio), o aniones que se derivan de un acido
inorganico u organico.

Los compuestos de formula (11) ilustran ejemplos preferidos del complejo usado en el procedimiento de acuerdo con
la invencién.

Aspectos adicionales de la invencion seréan evidentes a partir de las reivindicaciones y de la memoria descriptiva.

En el procedimiento de toma de imagenes por RM la composicibn se usa como un agente de contraste, es
importante que los iones de metal paramagnético del complejo se liberen de una forma controlada. La liberacion de
un ién metélico del complejo esté relacionada con la constante de estabilidad del complejo. Se ha encontrado que un
complejo que presenta una constante de formacion termodinamica k entre 10° y 10 (log k entre 3y 16) proporciona
una liberacién suficientemente rapida del i6n de metal paramagnético proporcionando una concentracion intracelular
de dicho i6n metalico en el miocardio que es adecuada para generar contraste de miocardio en toma de imagenes
por resonancia magnética. En tales complejos la velocidad de liberacién esta suficientemente retardada para evitar
la acumulacion en miocardio intracelular de iones de metal en una concentracién con riesgo de eventos adversos en
el cuerpo tras inyecciones por via intravenosa tal como inyecciones en embolada. Preferiblemente, la constante de
formacion termodinamica k esta entre 10° y 10™ (log k entre 5 y 10), mas preferiblemente entre 10” y 10%° (log k
entre 7y 9,5).

El procedimiento de la presente invencion usa el resto complejante 1,7-dicarboxi-2,6-bis(carboximetil)-4-hidroxi-2,6-
diaza)-heptano (HPTA).

También se describen en esta invencion los complejos de formula (1)
5-
Mnp(P30107")nZ0 ()

en la que m, n y o son niumeros enteros positivos de 1 a 10 y Z es hidrégeno o un contraiéon farmacéuticamente
aceptable para uso en un agente de contraste para RM. Cationes de amonio, metal alcalino o metal alcalinotérreo, o
aniones que se derivan de un &cido inorganico u organico adecuados. Mn es Mn?*. También se describe en esta
invencién un complejo de formula (1) que es trifosfato de manganeso (indicado MnTPP) de formula (lIl)

Mn2* (P5044%) (1)

MnTPP tiene una constante de formacién termodinamica de 10”* (Smith & Matrtell, Critical Stability Constants, vol. 4,
Inorganic Complexes, Plenum Press, Nueva York (1976) pagina 63) y se encuentra que proporciona una velocidad
de liberacion de manganeso in vivo particularmente adecuada.

También se describen en esta invencion complejos de formula (1)
Mn,, HPTA Z,, {I)]

enlaque mes 162 oes0a?2yZes hidrogeno o un contraidon farmacéuticamente aceptable. Contraiones
farmacéuticamente aceptables adecuados son, por ejemplo, cationes de amonio, amonio sustituido, metal alcalino o
metal alcalinotérreo (por ejemplo, calcio), o aniones que se derivan de un acido inorganico u organico. Mn es Mn?*,

Complejos ejemplo de formula (I) son

Mn Na, HPTA (IV) y Mn, HPTA (V)

en las que Mn es Mn?*. El complejo de formula (IV) tiene una constante de formacion termodinamica k de 109"

Cuando el complejo usado en la composicion de la invencion porta una carga general, se usara de forma
conveniente en la forma de una sal con un contraién fisiologicamente aceptable, por ejemplo un cation de amonio,
amonio sustituido, metal alcalino o metal alcalinotérreo (por ejemplo, calcio), o un anién que se deriva de un acido
inorganico u organico. A este respecto, son particularmente preferidos meglumina, calcio y sales de sodio.

5
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En una realizacion, el complejo usado en la invencion comprende Mn?* y un resto complejante, dicho complejo
muestra una disociacion mayor de 50% y un periodo de semidesintegracién de menos de 1 minuto en cond|C|ones
fisiolégicas. Como se explicdé anteriormente es importante para la eficacia del agente de contraste que Mn?* sea
Ilberado del complejo suficientemente rapido de modo tal que esté presente una concentramon relativamente alta de

" libre, que pueda penetrar en los miocitos. Por el otro lado la concentracion de Mn?* libre no deberia ser tal que
haya un riego de toxicidad cardiaca aguda. Se ha encontrado ahora que complejos que muestran una disociacion
mayor de 50% en condiciones fisiologicas y un periodo de semidesintegracion de menos de 1 minuto son preferidos
ya que cumplen con estos criterios. Una disociacion de mas de 50% en condiciones fisioldgicas asegura una
concentracién de Mn?* libre que es sufnuentemente alta para proporcionar buena eficacia. Sin embargo, es
adicionalmente favorable que se libere Mn?* rapidamente del complejo, de ahi que los complejos usados
preferiblemente en el procedimiento de la invencion tengan un periodo de semidesintegracion de menos de 1 minuto
en condiciones fisioldgicas.

En una realizacion preferida los complejos muestran una disociacion mayor del 60% en condiciones fisioldgicas, mas
preferiblemente una disociacion mayor del 70% y lo mas preferiblemente una disociacion mayor del 80%.

El término “condiciones fisiolégicas" en el contexto de la solicitud significa en presencia de plasma sanguineo,
preferiblemente plasma sanguineo de mamifero o de humano, a un intervalo de temperatura de 35 a 40° C EI
plasma sanguineo contiene una variedad de cationes endégenos como, por ejemplo, zn* Cu o] Mg
presencia de estos cationes tiene lugar la transmetalacion lo que significa que se Ilbera Mn del complejo y
subsiguientemente el resto complejante forma complejos con estos cationes endogenos cuando la selectividad del
resto complejante es mayor para cationes endégenos especificos que para Mn?*

Hay diversos procedimientos posibles para determinar el % de disociacion y el periodo de semidesintegracion de los
complejos usados en el procedimiento de la invencion en condiciones fisiolégicas. Por lo general, los procedimientos
para observar y determinar las cinéticas de disociacidon son conocidos en la técnica, por ejemplo, se pueden usar
diversos procedimientos de espectroscopia. En una realizacion una muestra del complejo se mezcla con plasma
sanguineo y las cinéticas de disociacion son seguidas por HPLC. El % de disociacion y el periodo de
semidesintegracion del complejo se tienen que calcular a partir de los datos de HPLC de un modo conocido en la
técnica.

En una realizacién preferida, el % de disociacion y el periodo de semidesintegracion de los complejos se determinan
por espectroscopia de RM. El complejo se mezcla con plasma sanguineo de una temperatura entre 35y 40° C (=
muestra) y la velocidades de relajacion longitudinal, Tri, de la muestra se determinan durante un cierto intervalo de
tiempo a esta temperatura. La relajacion longitudinal, r1, de la muestra se determina como una funcién del tiempo de
acuerdo con la ecuacion (1)

r1 = (R1muestra — R1planco) / CONcentracion de Mn2+[mM] Q)

enlaquersesla relajauon longitudinal (s*mM™), Rlnuesra €S la velocidad de relajacion de Ia muestra, es decir, el
complejo en plasma (s ) y leamo es la velocidad de relajacion del plasma sin el complejo (s’ ) Preferiblemente se
usa una concentracion de Mn " de aproximadamente 0,05 a 0,2 mM como una interrelacién lineal que existe entre
R1 y la concentracion de Mn* en plasma para este intervalo de concentracion. El % de disociacion en plasma se
determina de acuerdo con la ecuacion (2)

% disociado = ( 1 '(ranC12 en plasma — Imuestra, t) / F1MnCI2 en plasma) *100 (2)

en la que rivnciz en plasma €S la relajacion de MnCl, en plasma Yy rimuestra, ¢ €S la relajacion de la muestra a un tiempo
dado t. Preferiblemente el intervalo de tiempo es aproximadamente 1 hora, de ahi que el % de disolucion se calcule
después de 1 hora de incubacion del complejo en plasma a una temperatura en el intervalo de 35 a 40° C. Los
valores r1 como una funcién frente al tiempo, por ejemplo durante un intervalo de tiempo de 1 hora, se usan para
calcular la velocidad de disociacion y el periodo de semidesintegracion (t12) del complejo en plasma a la temperatura
dada.

Los complejos usados en el procedimiento de la invencién se pueden producir a partir de restos complejantes
comercialmente disponibles o de restos complejantes descritos en la bibliografia y 6xidos o sales de acido tales
como sales de cloruro y de acetato de metal paramagnético, por ejemplo, como se describe en la patente de
Estados Unidos 4.647.447. La sintesis de MNnDPDP se describe en el documento EP 0290047 B1l. La sintesis de
complejos de HPTA se describe en el documento US 5.246.696. Estos documentos se incluyen en esta invencion
como referencia. Brevemente, la formacion de los complejos de Mn para uso en el procedimiento de la invencion
implica la disolucién o suspensién de 6xido de manganeso o sales de manganeso como cloruro de manganeso o
acetato de manganeso en agua o0 un alcohol inferior como metanol, etanol o isopropanol. A esta solucidon o
suspension se afiade una cantidad equimolar del resto complejante en agua o un alcohol inferior y se agita la
mezcla, en caso necesario con calentamiento, hasta que la reaccion se complete. Si el complejo formado es
insoluble en el disolvente usado, el producto de reaccion se aisla de forma conveniente mediante filtracion. Si es
soluble el producto de reaccion se aisla mediante evaporacion hasta sequedad, por ejemplo, por secado por
pulverizacion o liofilizacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2393 780 T3

Los complejos de Mn anteriormente citados usados en el procedimiento de la invencion comprenden Mn en la forma
de Mn? " ya que esto asegura captacién mas efectiva por los canales de calcio en los miocitos. Cuando se usan estos
complejos en la invencion, la formulacion del agente de contraste comprende preferiblemente un antioxidante, por
ejemplo, de &cido ascoérbico o un azicar reductor para inhibir la oxidacién a Mn®** y Mn* con precipitacion
subsiguiente de MnO,. Proporcionando el producto de agente de contraste comercial en forma liofilizada en una
atmosfera de gas inerte, por ejemplo, atmoésfera de gas argon, se estabilizara el producto durante el
almacenamiento.

Los complejos usados en la invencion comprenden Mn?* y un resto complejante y adicionalmente de 0,1 a 2 mol de
ca* por mol de Mn?*, mas preferiblemente de 0,1 a 1,75 mol y lo més preferiblemente de 0,5 a 1 mol. De ahi que un
complejo partlcularmente preferido sea CaMnHPTA que contiene 1 mol de Ca por mol de Mn2* y el resto
complejante preferido HPTA. Otro agente de contraste particularmente preferido comprende Z:;MnHPTA, en la que Z
es hldrogeno 0 un i6n de metal alcalino, preferiblemente un ién de sodio, y ca® con 0,5 mol de Ca** por mol de
Mn?*. En una reahzamon preferida, los complejos usados en el procedimiento de la i |nvenC|on se preparan a partir de
una mezcla de ca® (por ejemplo, en la forma de una sal como cloruro de calcio) y Mn en la relaciéon molar
descrita. En otra realizacion preferida, el agente de contraste se prepara afiadiendo Ca* (por ejemplo, en la forma
de una sal como cloruro de calcio) a un complejo que contienen Mn?* para obtener la relacion molar descrita.

Los agentes de contraste que comprenden los complejos usados en la presente invencion pueden comprender
adicionalmente coadyuvantes de formulacion farmacéutica o veterinaria convencionales, por ejemplo, estabilizantes,
antioxidantes, agentes de ajuste de la osmoralidad, tampones y agentes de ajuste del pH. Los agentes de contraste
pueden estar en una forma adecuada para inyeccion o infusion directamente o tras dispersién en o diluciéon con un
medio vehiculo fisiolégicamente aceptable, por ejemplo, agua para inyecciones. Por tanto, los agentes de contraste
pueden estar en una forma de administracion farmacéutica convencional tal como un producto liofilizado, un polvo,
una solucién, una suspension, una dispersion, etc. Sin embargo se preferiran por lo general soluciones en medio
vehiculo fisiolégicamente aceptable. Aditivos adecuados incluyen, por ejemplo, tampones fisiologicamente
biocompatibles.

Las soluciones del agente de contraste para administracion por via parenteral, por ejemplo, administracién por via
intravenosa, deberian ser estériles y estar libres de agentes fisiolégicamente no aceptables, y deberian tener baja
osmolarilidad para minimizar la irritacion u otros efectos adversos tras administracion. Las soluciones de agente de
contraste deberian ser preferiblemente isotonicas o ligeramente hipertonicas. Vehiculos adecuados incluyen
vehiculos acuosos de disefio especifico usados para administracion de soluciones por via parenteral tales como
solucién de cloruro de sodio, solucién de Ringer, solucion de dextrosa, solucién de dextrosa y cloruro de sodio,
soluciéon de Ringer con lactato y otras soluciones. Tales vehiculos se describen en Remington's Pharmaceutical
Sciences, 152 edicién, Easton: Mack Publishing Co., paginas 1405-1412 y 1461-1487 (1975) y The National
Formulary XIV, 142 edicién. Washington: American Pharmaceutical Association (1975).

Las soluciones del agente de contraste pueden contener adicionalmente conservantes, agentes antimicrobianos,
tampones, y antioxidantes usados convencionalmente para soluciones para via parenteral. Se pueden usar también
excipientes y otros aditivos que son compatibles con los complejos y que no interfieren con la fabricacion,
almacenamiento o uso de los productos.

Preferiblemente el agente de contraste para uso en la invencion que comprende los complejos se administra a una
dosis de 0,1 a 30 ymol de i6n de metal paramagnético/kg de peso corporal, més preferiblemente de 0,5 a 30 umol de
i6n de metal paramagnético/kg, lo méas preferiblemente de 10 a 20 umol de i6n de metal paramagnético/kg.

En el procedimiento de toma de imagen por RM el agente de contraste se administra preferiblemente en una
inyeccion en embolada si bien es también adecuada inyeccion lenta o infusion del agente de contraste. Para
complejos de Mn?* con bajas constantes de formacion, por ejemplo en la zona de 10% a 10° podria haber un riesgo
de que la liberacion de Mn?* del complejo pueda ser aun suficientemente répida para inducir reacciones
cardiotoxicas en el cuerpo. Para evitar tales reacciones toxicas, el agente de contraste que comprende tales
complejos podria proporcionarse en soluciones que comprendan bajas concentraciones de tales complejos. Si se
prefiere proporcionar el agente de contraste en forma seca, por ejemplo, como un polvo liofilizado, en lugar de la
preparacion de solucién para inyeccion, complejos con propiedades que evitan la preparacién de soluciones de alta
concentracion proporcionan una ventaja adicional. Por ejemplo, la sal sédica de MnTPP, NasMnP301,, presenta una
solubildad limitada, evitando asi inyecciones de soluciones de manganeso de alta concentracién. La solubilidad
maxima de la sal sddica de MnTPP en agua es 23 mmol/l, que esta préxima a una formulacion adecuada para
inyeccion a una concentracion de 15 mmol/l. A una dosis clinica de 10 ymol/kg se necesita inyectar un volumen de
mas de 45 ml de solucion de agente de contraste. Este volumen de inyeccion evita adicionalmente inyecciones
rapidas en embolada de sales de sodio de MnTPP.

En el procedimiento de RM el cuerpo se expone a un régimen de estrés. Dicho estrés es preferiblemente un estrés
fisico fuera del equipo, por ejemplo, estrés por ejercicio, por ejemplo, en un tapiz rodante. De forma alternativa el
estrés se puede usar, por ejemplo, con la administracién de agentes como dobutamina o dipiridamol. El agente de
contraste se puede administrar al cuerpo durante o después de la exposicion a estrés. Preferiblemente el agente de
contraste se administra a tensién de pico. El uso de estrés fisico o farmacolégico aumenta significativamente el flujo
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sanguineo (4 a 5 veces) lo que conduce en cambio a diferencia de contraste significativo entre miocardio normal e
isquémico. Adicionalmente un procedimiento que permite que el agente de contraste sea administrado antes de que
el paciente se disponga en el equipo de RM es un procedimiento preferido en la situacion clinica.

Preferiblemente el cuerpo se somete a toma de imagenes por RM después de un periodo de tiempo suficiente para
qgue la intensidad de sefial de RM del torrente sanguineo comience a ser insignificantemente diferente de la
intensidad de sefal basal de precontraste. Mas preferiblemente, el cuerpo se somete a toma de imagenes por RM
después de un periodo de tiempo de al menos 5 minutos desde la administracion del agente de contraste, mas
preferiblemente dentro de un periodo de 10 a 60 minutos, incluso mas preferiblemente dentro de un periodo de 10 a
45 minutos y lo més preferiblemente dentro de un periodo de 15 a 30 minutos tras la administracion del agente de
contraste.

Se prefieren técnicas de toma de imagenes rapidas o ultrarrapidas muy sensibles a T; que permitan la generacién
de una serie de imagenes con un intervalo de tiempo tan corto como sea posible entre imagenes sucesivas. Esto
asegurard la adquisicion de datos durante el primer paso del agente de contraste a través del corazén, permitiendo
asi que se use una dosis clinicamente aceptable del agente de contraste. Son particularmente preferidas técnicas de
toma de imagenes por RM capaces de generar imagenes con intervalos de tiempo de menos de 100 milisegundos.
Por tanto, técnicas de toma de imagenes por RM adecuadas en el procedimiento de la invencién incluyen toma de
imagenes por gradiente eco y eco planar, especialmente toma de imagenes de inversién-recuperacion eco planar,
por ejemplo, toma de imagenes de inversion-recuperacion eco planar refocalizada con gradiente. Técnicas de toma
de imagenes eco planar particularmente adecuadas son aquellas en las que T1 (tiempo de inversién) es de 100 a
800 milisegundos, TR (tiempo de repeticion) se corresponde con el ritmo cardiaco y TE (tiempo eco) es menos de 20
milisegundos, por ejemplo de 10 a 20 milisegundos. La sensibilidad de la técnica de toma de imagenes se puede
aumentar mediante monitorizacion del impulso en cada latido del corazén. Angulos de inclinacion para uso en el
intervalo de preparacion que precede la adquisicién de datos de imagen puede ser de 180° o0 90°, prefiriéndose 90°.
El uso de un angulo de inclinacion de 90° es preferible para adquirir la resolucion temporal del latido del corazon.

También se describen en esta invencion compuestos de formula (11)
Mn,, HPTA Z,, (I

enlaqguemes 162, 0es0a2yZes hidrégeno o un contraion farmacéuticamente aceptable para la fabricaciéon de
un agente de contraste para uso como un agente de contraste de RM en la deteccién de isquemia de miocardio. La
nomenclatura IUPAC de HPTA es 1,7-dicarboxi-2,6-bis(carboximetil)-4-hidroxi-2,6-diaza)-heptano. Mn es Mn?*.
Contraiones farmacéuticamente aceptables adecuados son, por ejemplo, cationes de amonio, amonio sustituido,
metal alcalino o metal alcalinotérreo (por ejemplo, calcio), o aniones que se derivan de un &cido inorganico u
organico. En una realizacion preferida Z es Na.

Complejos particularmente preferidos de formula (1) son

Mn Nay HPTA (IV) y Mny, HPTA (V)

en la que Mn es preferiblemente Mn?*,

Los complejos de férmula (Il) se pueden sintetizar de acuerdo con los procedimientos descritos en el documento US
5.246.696.

Los complejos de Mn para uso en la presente invencién comprenden Mn en la forma de Mn** ya que esto asegura la
captacién mas efectiva por los canales de calcio en los miocitos. Cuando se usan estos complejos en agentes de
contraste de RM, la formulacién de agente de contraste comprende preferiblemente un antioxidante, por ejemplo,
acido ascorbico o un azlcar reductor para inhibir la oxidacién a Mn** y Mn** con precipitacién subsiguiente de MnO..
Proporcionando el producto de agente de contraste comercial en forma liofilizada en una atmoésfera de gas inerte,
por ejemplo atmdsfera de gas argon, se estabilizara el producto durante el almacenamiento.

Para la toma de imagenes por RM, los complejos de Mn anteriormente citados se administran preferiblemente a una
dosis de 0,1 a 30 ymol Mn/kg de peso corporal, mas preferiblemente de 0,5 a 30 ymol de Mn/kg, lo mas
preferiblemente de 10 a 20 ymol Mn/kg.

También se describe en esta invencion el uso de una mezcla que comprende un complejo que comprende Mn2* y un
resto complejante, presentando dicho complejo una disociacién mayor de 50% y un periodo de semidesintegracion
de menos de 1 minuto en condiciones fisioldgicas y de 0,1 a 2 mol de ca™* por mol de Mn?* para la fabricacion de un
agente de contraste para uso en la toma de imagenes por RM del miocardio, preferiblemente para uso en la
deteccién de imagenes por RM de isquemia de miocardio e infarto.

La presente invencion describe el uso de una mezcla que comprende un complejo que presenta una constante de
formacion termodinamica entre 10° y 10'® que comprende Mn?*, HPTA y de 0,1 a 2 mol de Ca*" por mol de Mn**



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2393 780 T3

para la fabricacibn de un agente de contraste para uso en la toma de imagenes por RM del miocardio,
preferiblemente para el uso en la deteccion de imagenes por RM de isquemia de miocardio e infarto.

Una realizacién incluso mas preferida es el uso de una mezcla que comprende un complejo que presenta una
constante de formacién termodinamica entre 10° y 10'® que comprende Mn**, HPTA y de 0,5 a 1 mol de Ca*" por
mol de Mn** para la fabricacion de un agente de contraste para uso en la toma de imagenes por RM del miocardio,
preferiblemente para uso en la deteccion de imagenes por RM de isquemia de miocardio e infarto.

Los siguientes ejemplos no limitativos ilustran caracteristicas de la invencién. R1 denota la velocidad de relajacion
longitudinal en s™.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacién de complejos de manganeso

a) Preparaciéon de MnCl, 15 mM (ejemplo comparativo)

Se disolvieron 7,4 g (37,5 mmol) de cloruro de manganeso tetrahidratado (MnCl, « 4H,0) y 13,2 g (75 mmol) de
acido ascorbico en 2,5 | de agua purificada dando una concentracion de Mn** de 15 mM. Se filtr6 la solucién a través
de un filtro de 0,22 ym antes de inyeccion.

b) MNnDPDP
MnDPDP se encuentra comercialmente disponible con el nombre Teslascan™ en Amersham Health AS, Noruega.

c) Preparacién de solucion de trifosfato de manganeso 15 mM

Se disolvieron 7,4 g (37,5 mmol) de cloruro de manganeso tetrahidratado (MnCl, - 4H,0), 27,6 g (75 mmol) de
trifosfato de penta-sodio y 13,2 g (75 mmol) de acido ascorbico en 2,5 | de agua purificada dando una concentracion
de Mn*" de 15 mM. Se filtré la solucion a través de un filtro de 0,22 Mm antes de inyeccién.

Ejemplo 2: estudios de velocidad de relajacion en cerdo

Se establecié un modelo de cerdo isquémico mediante introduccién de un tubo con diametro interior (0,5 mm) y
exterior (1,75 mm) conocidos y una longitud de 6 mm insertado en la LAD (arteria coronaria ascendente izquierda)
con catéter que comprende un alambre guia. Tras introduccion del tubo en la arteria el catéter y el alambre guia se
retiraron. Para verificar que la arteria coronaria estaba abierta antes y tras la inyeccion del agente de contraste se
llevé a cabo una angiografia por rayos X, véase la figura 3. A estos cerdos isquémicos de 20 a 30 kg de peso
corporal se les administraron dosis acumulativas de los siguientes agentes de contraste: 5, 15 y 30 ymol/kg de
MnCl,, MnTPP y MnDPDP. Se midié R1 en sangre y miocardio a 5, 15, 25 y 35 minutos tras inyeccion. El resultado
se muestra en la figura 1.

Ejemplo 3: toma de imagen

En un cerdo anestesiado se controlaron el ritmo cardiaco y la presién sanguinea sistélica/diastélica. Se infundio
dobutamina a una dosis de 10 pg/kg de peso corporal/minuto y se aumenté en 10 pg/kg/minuto cada segundo
minuto hasta que se alcanzé un PRP (producto presion-ritmo) de un factor de 2,5.

Se inyectaron 10 ymol/kg de peso corporal de MnTPP en embolada durante 4 segundos. No se observaron signos
clinicos representados por cambios en parametros fisioldgicos durante el experimento.

El cerdo se someti6é a toma de imagen a 1,5 T en un escaner clinico. Se adquirieron imagenes a vista de eje corto
del miocardio 45 minutos tras la inyeccion. Las imagenes se visualizaron en la zona subperfundida (véase la figura
2). Se llevo a cabo la angiografia por rayos X antes y después del experimento de toma de imagen con ensayo de
estrés (figura 3).

Ejemplo 5: célculo del % de disociaciéon y periodo de semidesintegracion de MnHPTA y MnHPTA que
contiene Ca**

Preparaciones de MnHPTA que contienen 0, 0,5 y 1 equivalente de Ca>* mediante adicién de Ca-acido ascérbico a
MnHPTA. Se diluyeron las soluciones madre de MnHPTA de manganeso 200 mM (con o sin calcio) hasta
manganeso 5 mM transfiriendo 250 microlitros de solucién stock en 10 ml de agua RO.

Se obtuvieron 10 ml de sangre humana completa de un voluntario sano. La sangre contenia heparina sddica como el
anti-coagulante. EI hematocrito en porcentaje de la sangre se determind mediante técnicas de micro-centrifugacion y
se determind por ICP-AES la concentracion de cationes de metal endégeno.

Se prepararon cuatro alicuotas de 2 ml de la sangre y se calentaron hasta 40° C. Después de calentar se afadieron
40 microlitos de MNHPTA 5 mM a la sangre dando una muestra con manganeso 0,1 mM. Se invirtié la muestra tres
veces y se determiné de forma inmediata el tiempo de relajacién longitudinal (T1). Los valores de T1 se obtuvieron
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usando un Bruker Minispec 20 MHZ (Bruker Analytik GmbH, Rheinstetten, Alemania) operando a 40° C. Los valores
de T1 se calcularon a partir del ajuste mono-exponencial de intensidad de sefial frente al tiempo obtenido de una
secuencia de recuperaciéon de inversién con 12 tiempos de inversion diferentes. Los valores de T1 se obtuvieron
cada 5 minutos durante un periodo de tiempo de una hora. El procedimiento anterior se repiti6 para muestras de
MnHPTA que contienen 0,5 y 1 equivalente de calcio.

La disociacion en porcentaje total de MnHPTA después de una hora se determin6 con la ecuacién 2. Se calcul6 el
periodo de semidesintegracion del complejo (cuando era posible) usando un programa de software validado (Pharm-
NCA version 1.4, InnaPhase, Champs-sur-Marne, Francia). Se obtuvieron los parametros cinéticos usando analisis
farmacocinético bi-exponencial convencional, y se determind el periodo de semidesintegracion del complejo de
acuerdo con:

—-0.693¢ —0.6931
C(t) = f, exp| ——— |+ f, exp| ———
2 nzb

donde tipa y ti2b son el periodo de semidesintegracién del complejo de los dos componentes y fa y fb representan
los volumenes fraccionarios de los dos componentes.

Los resultados del estudio indican que mas del 80% del complejo MnHPTA se disocia en 1 minuto tras exposicién a
sangre completa humana. La adicion de calcio no alteraba las cinéticas de disociacion.

Ejemplo 7: Efectos cardiovasculares de MnHPTA con diversas cantidades de Ca**

Se |nvest|garon los efectos cardiovasculares de MnHPTA con diversas cantidades de Ca** (0, 0,5y 1 mol de ca™*
por mol de Mn? ") en presencia y ausencia de dobutamina inducido estrés farmacoldgico en perros anestesiados.

Se indujo la anestesia con pentobarbital (12-25 mg/kg por via i.v.) y fentanilo (1,5-2,5 pg/kg por via i.v.), seguido de
una infusién continua por via i.v. de fentanilo (20 pg/kg/h y pentobarbital (10 mg kg/h). Se llevé a cabo la ventilacion
artificial con aire del entorno a través de un tubo traqueal, lo que ayud6 a conseguir valores de gas en sangre
fisiolégicos normales. Se introdujo un catéter a través de la arteria femoral derecha para la medida de SAP. Se
dispuso un catéter transductor de presion microtip (Millar) en el ventriculo izquierdo a través de la arteria carétida
para medidas de LVdP/dt. Se introdujo un catéter Swan-Ganz por la vena femoral derecha para medida de PAP
(presién arterial pulmonar). Se controlé6 de forma continua un ECG de 3 vias. Se dispuso una sonda de flujo
ultrasonica en torno a la arteria femoral izquierda para medida del flujo. Se introdujeron canulas de Venflon en la
vena yugular izquierda y derecha para inyecciones de agente de contraste e infusiones de dobutamina,
respectivamente.

Se llevaron a cabo inyecciones de MnHPTA (con varias adiciones de Ca2+) como inyecciones en embolada rapidas
(inyeccién de la dosis completa de 30 umol/kg durante 10 segundos) a través de una vena periférica de la pata
trasera. Se us6 solucién salina como una sustancia de control. Todas las inyecciones se llevaron a cabo en primer
lugar durante el estrés con dobutamina, seguido de inyeccion en reposo, es decir, en ausencia de estrés con
dobutamina. Se llevé a cabo la infusién de dobutamina a una dosis de 5-20 pg/kg/minuto. La dosis exacta se
seleccion6 mediante valoracion de la dosis inferior hasta que se observase un aumento en presion arterial sistélica
de aproximadamente 50%. Se continud la infusién de dobutamina durante 2 minutos tras inyeccion de MNnHPTA
seguido de 3 minutos de infusiébn a 30% de la dosis seleccionada. Después de esto finalizd la infusion de
dobutamina.

Se controlaron de forma continua la presion sistolica, diastélica y sistémica media (SYS, DIA MEAN), LVdP/dt, flujo
de arteria femoral, PAP (presién arterial pulmonar) media, HR (ritmo cardiaco) y ECG y se registré con un sistema
informatico.

Inyeccion de MNnHPTA durante estrés con dobutamina:

La dobutamina sola aumenté la mayoria de los parametros hemodindmicos controlados. El aumento mas
pronunciado se observé en dP/dt max que aumentaba 4 veces. La inyeccion salina no provocd cambio alguno
principal en los parametros hemodinamicos medidos. Los efectos hemodinamicos observados tras inyeccion de 30
pmol/kg de MnHPTA alcanzaron el pico en 2 minutos, es decir, durante la infusion maxima de dobutamlna El
aumento mas pronunciado en HR (aproximadamente del 50%) se observo después de MNHPTA sin Ca , con un
aumento simultaneo en flujo sanguineo femoral. La ad|C|on de Ca®* atenuo estos efectos; 0,5 mol de Ca** por mol de

* hasta una extensioén algo mayor de 1 mol de ca® por mol de Mn** Aunque los otros parametros se vieron
afectados de forma modesta, MNHPTA con 0,5 mol de Ca** por moI de Mn?* estaba mas préximo al control salino en
todos los casos en comparacion con MnHPTA con 0 6 1 mol de ca® por mol de Mn?*
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Inyeccion de MnHPTA durante reposo:

La mayor parte de los parametros se encontraban préximos al control salino tras inyeccion de MnHPTA. Sin
embargo la presion sanguinea sistémica, en particular DIA, era transitoriamente reducida tras inyeccién de MnHPTA,
independientemente del contenido en Ca®. La dP/dt max aumentaba tras aumento en el contenido de Ca** de
MnHPTA.

Ejemplo 8: Comparacién de captacion de MNHPTA que contiene diversas cantidades de Ca*

Se estudié la comparacion de captacion de MnHPTA que contiene 0, 1, 2 y 6 mol de ca® por mol de Mn?* en un
modelo de cerdo usando evaluacion cuantitativa del cambio de R1 en pre- y post-inyeccion.

12 cerdos divididos en grupos de 4 recibieron MNnHPTA en una dosis de 15 pmol/kg de peso corporal, MNnHPTA que
contenia 0, 1, 2 y 6 mol de ca* por mol de Mn?*. Se valoré R1 usando una secuencia Lock-Locker con 70 puntos de
datos seguido de la recuperacion de la sefal tras un pulso de inversion inicial de 180° en una vista de eje corto del
miocardio. Se ajusté una curva monoexponencial que describia la recuperacion de T1 para los datos y se llevo a
cabo la compensacion de las excitaciones rf. Se calcul6 luego la R1 y AR1 en el miocardio a partir de las curvas de
T1 ajustadas.

Mayores cantidades de ca® (2 y 6 mol de ca* por mol de Mn2+) dieron lugar a AR1 significativamente menores en
la fase temprana (de 0 a 20 min). Esto se puede explicar por el hecho de que la captacion inicial de Mn en el
miocardio se ve limitada debido a que el Ca compite con el Mn para la captacion. Sin embargo, en la fase tardia (de
30 a 60 min) la mejora del contraste es similar independientemente de la cantidad de Ca.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una mezcla que comprende un complejo que presenta una constante de formacion termodinamica entre
10° y 10 que comprende Mn?*, HPTA y 0,1 a 2 mol de Ca*" por mol de Mn?* para la fabricacion de un agente de
contraste para uso en la toma de imagenes por RM del miocardio.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la mezcla comprende 0,5 a 1 mol de ca™* por mol de Mn?*.
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