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DESCRIPCION
Radicales y su uso como agentes paramagnéticos en un proceso de polarizacioén nuclear dinamica

La invencidn se refiere a nuevos radicales, su uso como agentes paramagnéticos en un método para la polarizacion
nuclear dinamica y un método para la polarizacién nuclear dinamica de compuestos que comprenden grupos
carboxilo.

La imagenologia de resonancia magnética (RM) (IRM) es una técnica de imagenologia que se ha vuelto
particularmente atractiva para los médicos ya que permite obtener imagenes de un cuerpo de pacientes o partes del
mismo de una manera no invasiva y sin exponer al paciente y al personal médico a radiacion potencialmente dafiina
tal como rayos X. Debido a sus imagenes de alta calidad, IRM es la técnica de imagenologia favorable de tejido
blando y érganos y permite la distincion entre tejido normal y enfermo, por ejemplo, tumores y lesiones.

La imagenologia de tumores por RM se puede llevar a cabo con o sin agentes de contraste de RM. En una imagen
de RM tomada sin agente de contraste, los tumores de aproximadamente 1-2 centimetros de tamafio y mayores se
mostraran de forma bastante clara. Sin embargo, la IRM aumentada por contraste permite que se detecten cambios
en tejidos muchos menores, es decir, tumores mucho mas pequefios lo que hace la imagenologia de RM aumentada
por contraste una herramienta potente para la deteccidon de tumores de estadio temprano y la deteccion de
metastasis.

Se han usado varios tipos de agentes de contraste en imagenologia de tumores por RM. Los quelatos metalicos
paramagnéticos solubles en agua, por ejemplo quelatos de gadolinio como Omniscan™ (Amersham Health) son
agentes de contraste de RM muy usados. Debido a su bajo peso molecular se distribuyen rapidamente en el espacio
extracelular (es decir, la sangre y el intersticio) si se administran en la vasculatura. También se depuran
relativamente rapido del cuerpo. Se ha encontrado que los quelatos de gadolinio son especialmente utiles en
aumentar la tasa de deteccion de metastasis, pequeios tumores, y mejorar la clasificacién de tumores, lo ultimo al
permitir la diferenciacion de tejido tumoral vital (bien perfundido y/o barrera hematoencefalica alterada) de necrosis
central y del edema circundante o tejido no implicado macroscépicamente (véase, por ejemplo, C. Claussen et al.,
Neuroradiology 1985; 27: 164-171).

Por otra parte, los agente de contraste de RM intravasculares, por ejemplo particulas de éxido de hierro
superparamagnéticas, se retienen en la vasculatura durante un tiempo prolongado. Han demostrado ser
extremadamente Utiles para aumentar el contraste en el higado pero también para detectar anomalias de
permeabilidad capilar, por ejemplo, paredes capilares “permeables” en tumores, por ejemplo, como resultado de
angiogénesis.

A pesar de las excelentes propiedades indiscutibles de los agentes de contraste anteriormente mencionados su uso
no esta exento de riesgos. Aunque los complejos de quelatos metdlicos paramagnéticos tienen habitualmente
constantes de estabilidad altas, es posible que se liberen iones metalicos toxicos en el cuerpo después de la
administracion. Ademas, este tipo de agentes de contraste muestra mala especificidad.

El documento WO-A-99/35508 divulga un método de investigaciéon de RM de un paciente usando una solucion
hiperpolarizada de un agente de T, alto como agente de contraste de IRM. El término “hiperpolarizacion” significa
aumentar la polarizaciéon nuclear de nucleos activos de RMN presentes en el agente de T+ alto, es decir, nucleos con
espin nuclear no cero, preferiblemente nucleos de 3C o ™®N. Al aumentar la polarizacién nuclear de los nucleos
activos de RMN, la diferencia de poblacion entre los estados de espin nuclear excitado y fundamental de estos
nucleos aumenta significativamente y por tanto la intensidad de la sefial de RM se amplifica por un factor de cien o
mas. Cuando se usa un agente de T alto enriquecido en "°C y/o "N, esencialmente no habra interferencia de
sefiales de fondo ya que la abundancia natural de ¢ ylo N es despreciable y por tanto el contraste de la imagen
sera ventajosamente alto. Se divulgan una variedad de posibles agentes de T: alto adecuados para la
hiperpolarizacién y posterior uso como agentes de contraste de RM incluyendo, pero no limitado a compuestos no
enddgenos y endogenos como acetato, piruvato, oxalato o gluconato, azdcares como glucosa o fructosa, urea,
amidas, aminoacidos como glutamato, glicina, cisteina o aspartato, nucledtidos, vitaminas como acido ascorbico,
derivados de penicilina y sulfonamidas. Se indica ademas que intermedios en ciclos metabdlicos tal como el ciclo del
acido citrico como acido fumarico y acido pirtvico son agentes de contraste preferidos para la imagenologia de
actividad metabdlica.

Se debe subrayar que la sefial de un agente de contraste hiperpolarizado decae debido a la relajacion y - tras
administracion al cuerpo del paciente - dilucion. Por tanto, el valor de T4 de los agentes de contraste en liquidos
bioldgicos (por ejemplo, sangre) debe ser lo suficientemente largo para permitir que el agente se reparta en el sitio
diana en el cuerpo del paciente en un estado muy polarizado. Aparte del agente de contraste que tiene un valor de
T4 alto, es extremadamente favorable alcanzar un alto nivel de polarizacion.

Se divulgan varias técnicas de hiperpolarizacion en el documento WO-A-99/35508 una de ellas es la técnica de
polarizacién nuclear dinamica (DNP) en la que la polarizacién de la muestra se efectia por un compuesto
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paramagnético, el denominado agente paramagnético o agente de DNP. Durante el proceso de DNP, se suministra
energia, normalmente en forma de radiacion de microondas, lo que inicialmente excitara el agente paramagnético. Al
decaer al estado fundamental, hay una transferencia de polarizacion del electron desapareado del agente
paramagnético a los nucleos activos de RMN de la muestra. Generalmente, se usan un campo magnético moderado
o alto y una temperatura muy baja en el proceso de DNP, por ejemplo, llevando a cabo el proceso de DNP en helio
liquido y un campo magnético de aproximadamente 1 T o por encima. Alternativamente, se pueden emplear un
campo magnético moderado y cualquier temperatura a la que se alcance suficiente aumento de polarizacion. La
técnica de DNP se describe, por ejemplo, en el documento WO-A-98/58272 y en el documento WO-A-01/96895.

El agente paramagnético desempefia un papel decisivo en el proceso de DNP y su eleccién tiene un impacto
principal en el nivel de polarizacién alcanzada. Se conocen una variedad de agentes paramagnéticos - en el
documento WO-A-99/35508 indicados como “agentes de contraste OMRI” - por ejemplo, radicales libres organicos o
particulas magnéticas basadas en oxigeno, basadas en azufre o basadas en carbono a las que se hace referencia
en los documentos WO-A-99/35508, WO-A-88/10419, WO-A-90/00904, WO-A-91/12024, WO-A-93/02711 o WO-A-
96/39367.

Se ha encontrado ahora sorprendentemente que el uso de ciertos radicales como agentes paramagnéticos en la
polarizacién nuclear dinamica de compuestos que comprenden grupos carboxilo permite obtener niveles de
polarizacién notablemente altos.

Por tanto, visto desde un aspecto, la presente invencion proporciona un método para la polarizacién nuclear
dinamica (DNP) de un compuesto que comprende uno o mas grupos carboxilo caracterizado en que un radical de
férmula (1)

s R1 . S
MOOC S COOM
] S
R1
W 4
R1 R1
R1
R1 S S. Ri1
R1><S s Ri1
cooMm

en donde
M representa hidrégeno o un equivalente de un cation; y

R1 que es igual o diferente representa un grupo alquilo de C4-Cs de cadena lineal o ramificado o un grupo -(CHz)q-X-
R2,endondenes 1,2,03; Xes OoSyR2 es un grupo alquilo de C4-C4 de cadena lineal o ramificado,

se usa como agente paramagnético en dicho proceso de DNP.

El método segun la invencién produce altos niveles de polarizacion en los compuestos que se van a polarizar. La
hiperpolarizacion de los compuestos que desempefian un papel en los procesos metabdlicos en el cuerpo humano y
animal no humano es de gran interés, ya que estos compuestos hiperpolarizados se pueden usar para conseguir
informacion sobre el estado metabdlico de un tejido en una investigacion de RM in vivo, es decir, son potencialmente
utiles como agentes de imagenologia para imagenologia de RM in vivo de actividad metabdlica. La informacion del
estado metabdlico de un tejido se podria por ejemplo usar para distinguir entre tejido sano y tumoral, haciendo de
esta manera los compuestos polarizados que desempefian un papel en procesos metabdlicos potencialmente utiles
como agentes de imagenologia para imagenologia tumoral por RM in vivo.

Muchos de los compuestos que desempefian un papel en procesos metabdlicos en el cuerpo humano o animal no
humano muestran una alta reactividad quimica. Se ha encontrado ahora que radicales de de férmula (I) son
especialmente Utiles en la DNP de tales compuestos ya que los radicales de férmula (I) muestran reactividad muy
baja hacia estos tipos de compuestos. Ademas, se ha encontrado que un contacto estrecho entre el radical de
férmula (1) y el compuesto que se va a polarizar produce una mejora en el nivel de polarizacién. La solubilidad de un
radical esta dictada hasta un nivel considerable por el pH en el medio de disolucion y se ha encontrado que los
radicales de formula (1) tienen buena solubilidad en un intervalo de pH particularmente util en la formulacién de estos
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tipos de compuestos. En particular, los compuestos que desempefian un papel en el proceso metabdlico con
frecuencia comprenden uno o mas grupos carboxilo. Se encuentra que los radicales de formula (I) son estables
hacia los compuestos que comprenden grupos carboxilo y los radicales son bien faciimente solubles en compuestos
que comprenden grupos carboxilo o una solucién de un radical de férmula (I) y un compuesto que comprende
grupos carboxilo se puede preparar facilmente usando solventes o mezclas de solventes apropiados.

En una forma de realizacion preferida, se usa un radical de férmula (I) en el método segun la invencion en donde M
representa hidrégeno o un equivalente de un cation fisioldgicamente tolerable. El término “cation fisiolégicamente
tolerable” indica un catién que es tolerado por el cuerpo vivo humano o animal no humano. Preferiblemente, M
representa hidrogeno o un catién alcalino, un i6n amonio o un ién de amina organica, por ejemplo, meglumina. Lo
mas preferiblemente, M representa hidrogeno o sodio.

En una forma de realizacion preferida adicional, se usa un radical de férmula (I) en el método segun la invencién en
donde R1 es igual o diferente, mas preferiblemente un grupo alquilo de C1-C4 de cadena lineal o ramificado, lo mas
preferiblemente metilo, etilo o isopropilo.

En una forma de realizacion preferida adicional, se usa un radical de férmula (I) en el método segun la invencion en
donde R1 es igual o diferente, preferiblemente el mismo y representa -CH,-OCHjs, -CH2-OC2Hs, -CH2-CH2-OCHG, -
CH2-SCHj3, -CH2-SCzHs 0 -CH»-CH2-SCHs3, lo mas preferiblemente -CH,-CH>-OCHs.

En una forma de realizacion mas preferida, M representa hidrégeno o sodio y R1 es el mismo y representa -CHz-
CH2-OCHs.

Los radicales usados en el método de la invencién se pueden sintetizar como se describe en detalle en los
documentos WO-A-91/12024 y WO-A-96/39367. Brevemente, los radicales se pueden sintetizar haciendo reaccionar
tres equivalentes molares de un compuesto arilo monomérico metalado con un equivalente molar de un derivado de
acido carboxilico adecuadamente protegido para formar un intermedio trimérico. Este intermedio se metala y
posteriormente se hace reaccionar con, por ejemplo, diéxido de carbono para producir un tritilcarbinol tricarboxilico
que, en un paso adicional, se trata con un acido fuerte para generar un cation triarilmetilo. Este catién se reduce
después para formar el radical titilo estable.

Para la sintesis del radical de formula (1), en donde M es hidrégeno o sodio y R1 es el mismo y representa -CHy-
CH»-OCHgs, se pueden usar los siguientes esquemas de reaccion y el ejemplo 1, respectivamente:

Esquema de reaccion 1:
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Esquema de reaccion 2:
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En una forma de realizacién preferida del método de la invencion, el compuesto que comprende uno o mas grupos
carboxilo es un compuesto endoégeno, mas preferiblemente un compuesto que desempefia un papel en un proceso
metabdlico en el cuerpo humano o animal no humano.

Los compuestos preferidos que comprenden uno o mas grupos carboxilo son aminoacidos acidos como por ejemplo,
acido aspartico y acido glutamico, estos aminoacidos estan implicados en el metabolismo de proteinas. Compuestos
preferidos adicionales son acido acético, acido acetoacético y acido hidroxibutirico, estos acidos estan implicados en
el metabolismo de grasas. Otros compuestos preferidos son acido lactico y acido pirdvico que estan implicados en el
metabolismo de energia y acido fumarico, acido succinico, acido citrico y acido malico que son intermedios del ciclo
del acido citrico. Compuestos preferidos adicionales son acido ascorbico y acidos grasos, preferiblemente acido
palmitico y acido oleico.

Los compuestos que comprenden uno o mas grupo carboxilo usados en el método de la invencién son
preferiblemente compuestos isotdpicamente enriquecidos, el enriquecimiento |sotop|co €s un enriquecimiento
|sotop|co del nucleos de espin no cero (nucleos activos de RM), preferlblemente °N y/o 3C, mas preferiblemente

3C. El enriguecimiento isotépico puede incluir bien enriquecimientos selectivos de uno o mas sitios en la molécula
del compuesto o enriquecimiento uniforme de todos los sitios. El enriquecimiento se puede lograr, por ejemplo, por
sintesis quimica o marcaje biolégico, ambos métodos se conocen en la técnica y los métodos apropiados se pueden
elegir dependiendo del compuesto que se va enriquecer isotdpicamente.

Preferiblemente, el compuesto que comprende uno o mas grupos carboxilo usados en el método de la invencion se
enriguece isotépicamente en solo una posicion de la molécula, preferiblemente con un enriquecimiento de al menos
el 10%, mas adecuadamente al menos el 25%, mas preferiblemente al menos el 75%, y lo mas preferiblemente al
menos el 90%. Idealmente, el enriquecimiento es el 100%.

La posicion optima para el enriquecimiento isotopico en el compuesto que comprende uno o mas grupos carboxilo
usado en el método de la invencion depende del tiempo de relajacion de los nucleos activos de RM. Preferiblemente,
los compuestos estan isotdpicamente enrlqueC|dos en posiciones con un tiempo de relajacion Tq largo. Se usan
preferiblemente compuestos enriquecidos en 3C en un atomo de C carboxilo, un atomo de C carbonilo o un atomo
de C cuaternario. Si se polarlza acido pirtvico segun el método de la invencion, se puede enriquecer |sotop|camente
en la posicion C1 (aC|do 3Cs- p|ruV|co) ,en la posicion C2 (aC|do 13C,-piravico), en Ia posicion C3 (acido "Cs-
piravico), en la posicion C1y C2, (aC|do C1 2-piraivico), en la posicién C1 g C3, aC|do 3Cy 3-pirdvico), en la posicion
C2 y C3, (acido "C,s-piravico) o en la p03|C|on C1, C2 y C3 (acido ' C123-p|ruV|co) siendo la posicién C1 la
preferida para el enriquecimiento isotopico en °C.
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Se conocen varios métodos para la sintesis de acido 13C-pirljvico en la técnica. Brevemente, Seebach et al., Journal
of Organic Chemistry 40(2), 1975, 231-237 describe una ruta sintética que se basa en la proteccion y activacion de
un material de partida que contiene carbonilo como un S-S-acetal, por ejemplo, 1, 3 ditiano o 2-metil-1,3-ditiano. El
ditiano se metala y reacmona con un compuesto que contiene metilo y/o 3C0O,. Usando el componente
isotépicamente enrlqueC|do en °C aproplado como se esboza en esta referencia, es posible obtener acido *Cs-
piravico, acido 3C,- -piravico o acido B¢y 2-pirdvico. Una ruta sintética diferente empleza de acido acético, que
primero se convierte en bromuro de acetilo y después se hace reaccionar con Cu'CN. El nitrilo obtenido se
convierte en acido piravico a través de la amida (véase por ejemplo, S. H Anker et al., J. Biol. Chem. 176 (1948),
1333 0 J. E. Thirkettle, Chem Commun. (1997), 1025). Ademas, el acido ">C-pirtvico se puede obtener protonando

3c- -piruvato de sodio comercialmente disponible, por ejemplo, por el método descrito en la patente en EE UU
6.232.497.

En una forma de realizacion preferida adicional, los compuestos que comprenden uno o mas grupos carboxilo
usados en el método de la invencion son liquidos a temperatura ambiente, como por ejemplo, acido pirtvico o acido
lactico y el radical de formula (l) se elige de modo que sea soluble en el compuesto liquido. Esto producira una
soluciéon de compuesto/radical concentrada sin la necesidad de que estén presentes solventes adicionales en la
mezcla. En una forma de realizacion mas preferida del método de la invencién, el compuesto que comprende uno o
mas grupos carboxilo es acido *C-pirtvico, preferiblemente acido '>Cs-pirtvico y el radical de férmula (1) es un
radical en donde M es hidrégeno o sodio y R1 es el mismo y representa -CH2-CH>-OCHs.

Si el compuesto que comprende uno o mas grupos carboxilo usado en el método de la invencion es sdlido a
temperatura ambiente, se puede fundir y el compuesto fundido se puede mezclar después con el radical de formula
(I) para disolver el radical en el compuesto fundido. Posteriormente, la solucién se enfria y/o congela,
preferiblemente de tal manera que se impide la cristalizacion del compuesto que se va a polarizar. La
refrigeracion/congelacion se puede alcanzar por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, congelando la
solucion en nitrégeno liquido o simplemente colocandola en el polarizador de DNP, donde el helio liquido congelara
la solucién. En otra forma de realizacion, el compuesto sélido que comprende uno o mas grupos carboxilo se puede
disolver en un solvente adecuado o mezcla de solventes, preferiblemente en un solvente que es un buen formador
de vidrio y previene la cristalizacion al refrigerar/congelar. Los formadores de vidrio adecuados son por ejemplo
glicerol, propanodiol o glicol. EI compuesto disuelto se mezcla después con el radical de féormula (1) y la solucién se
enfria y/o congela para el proceso de DNP. La mezcla estrecha se puede fomentar ademas por varios medios
conocidos en la técnica, tal como agitacion, agitacion vigorosa o sonicacion.

La técnica de DNP se describe, por ejemplo en los documentos WO-A-98/58272 y WO-A-01/96895, ambos se
incluyen mediante referencia en el presente documento. Generalmente, un campo magnético moderado o alto y una
temperatura muy baja se usan en el proceso de DNP, por ejemplo, llevando a cabo el proceso de DNP en helio
liqguido y un campo magnético de aproximadamente 1 T o por encima. Alternativamente, se pueden emplear un
campo magnético moderado y cualquier temperatura a la que se alcance suficiente aumento de la polarizaciéon. En
una forma de realizacion preferida, el proceso de DNP se lleva a cabo en helio liquido y un campo magnético de
aproximadamente 1 T o por encima. Las unidades de polarizacion adecuadas se describen, por ejemplo en el
documento WO-A-02/37132. En una forma de realizacién preferida, la unidad de polarizacién comprende un
criostato y medios de polarizacion, por ejemplo, una camara de microondas conectada por una guia de ondas a una
fuente de microondas en un agujero central rodeado por medios productores de campo magnético tal como un iman
superconductor. El agujero se extiende verticalmente hacia abajo hasta al menos el nivel de una regién P cerca del
iman superconductor donde la fuerza del campo magnético es lo suficientemente alta, por ejemplo entre 1y 25 T,
para que la polarizacion de los nucleos de "*C tenga lugar. El agujero de la muestra es preferiblemente sellable y se
puede vaciar a presiones bajas, por ejemplo, presiones en el orden de 1 mbar o menos. Un medio de introduccion
de la muestra (es decir, la mezcla congelada de compuesto/radical) tal como un tubo transportador de muestra
eliminable puede estar contenido dentro del agujero y este tubo se puede insertar desde la parte superior del agujero
hacia abajo hasta una posicion dentro de la camara de microondas en la region P. La region P se enfria por helio
liquido a una temperatura lo suficientemente baja para que tenga lugar la polarizacion, preferiblemente temperaturas
del orden de 0,1 a 100 K, mas preferiblemente de 0,5 a 10 K, lo mas preferiblemente de 1 a 5 K. El medio introductor
de la muestra es preferiblemente sellable en su extremo superior y en cualquier modo adecuado para retener el
vacio parcial en el agujero. Un contenedor que retiene la muestra, tal como una copa de retencion de la muestra, se
puede ajustar de forma eliminable dentro del extremo inferior del medio introductor de la muestra. El contenedor de
retencion de la muestra preferiblemente esta hecho de un material de peso ligero con una baja capacidad calorifica
especifica y buenas propiedades criogénicas tal como, por ejemplo, KelF (policlorotrifluoroetiieno) o PEEK
(polietilenetercetona) y se puede disefiar de tal modo que pueda contener mas de una muestra.

La muestra se inserta en el contenedor de retencion de muestra, se sumerge en el helio liquido y se irradia con
microondas, preferiblemente a una frecuencia de aproximadamente 94 GHz a 200 mW. El nivel de polarizacion se
puede seguir por ejemplo, adquiriendo sefiales de RMN de 3c y/o °N de estado solido de la muestra durante la
irradiacion de microondas, dependiendo del compuesto que se va a polarizar. Generalmente, se obtiene una curva
de saturacioén en un grafico que muestra la sefial de RMN frente al tiempo. Por tanto, es posible determinar cuando
se alcanza un nivel 6ptimo de polarizacion.
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Si el compuesto polarizado segun el método de la invencion se usa como un agente de imagenologia de RM,
preferiblemente se transfiere desde un compuesto hiperpolarizado sélido o un compuesto hiperpolarizado liquido,
bien disolviéndolo después del proceso de DNP en un solvente apropiado, por ejemplo un soporte acuoso
fisioldgicamente tolerable como un tampdn, la disolucidn se describe, por ejemplo, en el documento WO-A-02/37132
o fundiéndolo, como se describe, por ejemplo, en el documento WO-A-02/36005.

Ademas, el radical y o los productos de reaccién del mismo se pueden eliminar del compuesto hiperpolarizado
liquido. Los métodos utilizables para eliminar, parcial, sustancial o completamente el radical y/o los productos de
reaccion del mismo se conocen en la técnica. Generalmente, los métodos aplicables dependen de la naturaleza del
radical y/o sus productos de reaccion. Tras la disolucion del compuesto hiperpolarizado sélido, el radical podria
precipitar y se pude separar facilmente del liquido por filtracion. Si no produce precipitacion, el radical se puede
eliminar por técnicas de separacion cromatograficas, por ejemplo, cromatografia de fase liquida como fase invertida,
fase directa o cromatografia de intercambio i6nico o por extraccion.

Como los radicales de formula (1) tienen un espectro de absorcion UV/visible caracteristico, es posible usar medidas
de absorcién UV/visible como un método para comprobar su existencia en el liquido después de su eliminacion.
Para obtener resultados cuantitativos, es decir, la concentracion del radical presente en el liquido, el espectrémetro
optico se puede calibrar de tal manera que la absorcidn a una longitud de onda especifica de una muestra del liquido
proporcione la correspondiente concentracion del radical en la muestra. La eliminacion del radical y/o los productos
de reaccion del mismo es especialmente preferida si el compuesto liquido hiperpolarizado se usa como un agente de
contraste para imagenologia de RM in vivo en un cuerpo humano o animal no humano.

Aun otro aspecto de la invencion son nuevos radicales de la formula (1),

R1 R1
R1
S R1 . S
MOOC S COOM
\ S
R1-\ :
R1 o R1
R1 S S><R1
R1>< S s Rl
COOM

en donde

M representa hidrégeno o un equivalente de un cation; y

R1 que es el mismo o diferente representa -(CH.),-X-R2,

endondenes 1,2, 03;

XesOoS;y

R2 es un grupo alquilo de C-C4 de cadena lineal o ramificado.

Los radicales preferidos de formula (I) son radicales en donde M representa hidrégeno o un equivalente de un cation
fisioldgicamente tolerable, preferiblemente un catidon alcalino, un i6n amonio o un i6n de amina organica. Los
radicales preferidos adicionales de formula (1) son los radicales en donde R1 es el mismo y representa -CH,-OCHs, -
CH2-0C2H5, -CHz-CHz-OCH3, -CHz-SCH3, -CH2-8C2H5 o -CHz-CHz-SCH3, lo mas preferiblemente -CHz-CHz-OCH3.
Los radicales mas preferidos de formula (1) son los radicales en donde M representa hidrégeno o un equivalente de

un cation fisioldgicamente tolerable, preferiblemente sodio y R1 es el mismo y representa -CHz-CH2-OCHs.

Auln otro aspecto de la invenciéon son composiciones que comprenden un compuesto que comprende uno o mas
grupos carboxilo y un nuevo radical de férmula (1), es decir un radical de férmula (1)
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en donde

M representa hidrégeno o un equivalente de un cation; y

R1 que es igual o diferente representa -(CH;),-X-R2,
endondenes 1,2, 03;

XesOoS;y

R2 es un grupo alquilo de C-C4 de cadena lineal o ramificado.
Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de tris(8-carboxi-2,2,6,6-(tetra(metoxietil)benzo-[1,2-4,5]bis-(1,3)ditiol-4-il)metilo sal
sodica

Se resuspendieron 10 g de tris(8-carboxi-2,2,6,6-(tetra(hidroxietil)benzo-[1,2-4,5']bis-(1,3)ditiol-4-il)metilo sal sédica
que se habia sintetizado segun el ejemplo 7 del documento WO-A-98/39277 en 280 ml de dimetilacetamida en una
atmosfera de argon. Se anadié hidruro de sodio (2,75 g) seguido por yoduro de metilo (5,2 ml) y la reaccién que es
ligeramente exotérmica se dejé seguir durante 1 hora en un bafio de agua a 34°C durante 60 min. La adicion de
hidruro de sodio y yoduro de metilo se repitid dos veces con las mismas cantidades de cada uno de los compuestos
y después de la adicion final, la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 68 horas y después se ech6 en 500
ml de agua. El pH se ajusté a pH > 13 usando 40 ml de NaOH (ac) 1 M y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 15 horas para hidrolizar los ésteres metilicos formados. La mezcla se acidificd después usando 50 ml de
HCI (ac) 2 M hasta un pH de aproximadamente 2 y se extrajo 3 veces con acetato de etilo (50 mly 2 x 200 ml). La
fase organica combinada se secd sobre Na;SO, y después se evapord a sequedad. El producto crudo (24 g) se
purificdé por HPLC preparativa usando acetonitrilo/agua como eluyentes. Las fracciones recogidas se evaporaron
para eliminar el acetonitrilo. La fase acuosa restante se extrajo con acetato de etilo y la fase organica se secé sobre
Na,SO, y después se evapord a sequedad. Se afiadié agua (200 ml) al residuo y el pH se ajustd cuidadosamente
con NaOH (ac) 0,1 M a 7, disolviéndose lentamente el residuo durante este proceso. Después de la neutralizacion,
la solucion acuosa se liofilizo.

Ejemplo 2: Produccion de 13C-piruvato hiperpolarizado usando acido 13C-pirl.'lvico y el radical del ejemplo 1

Se prepard una solucion 20 mM disolviendo 5,0 mg del radical del ejemplo 1 en acido 13C1-pirL'1vico (164 ul). La
muestra se mezclé a homogeneidad y una alicuota de la solucién (41 mg) se coloc6 en una copa de muestra y se
insertd en el polarizador de DNP.

La muestra se polarizé en condiciones de DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T con irradiacion con

microondas (93,950 GHz). Después de 2 horas la polarizacion se paré y la muestra se disolvié usando un dispositivo

de disolucion segun el documento WO-A-02/37132 en una solucién acuosa de hidroxido de sodio y

tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) para proporcionar una solucién neutra de "*C;-piruvato de sodio. La muestra

%Esuelta se analiz6 rapidamente con C-RMN para evaluar la polarizacion y se obtuvo un 19,0% de polarizacién de
C.

Ejemplo 3: Produccion de 13C-piruvato hiperpolarizado usando acido 13C-pirl.'lvico y el radical del ejemplo 1
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Se preparé una solucién 15 mM disolviendo el radical del ejemplo 1 (209,1 mg) en una mezcla de acido ">C4-pirtvico
(553 mg) y acido piravico sin marcar (10,505 g). La muestra se mezclé a homogeneidad y una alicuota de la solucion
(2,015 g) se colocé en una copa de muestra y se insertd en el polarizador de DNP.

La muestra se polarizé en condiciones de DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T con irradiacion con
microondas (93,950 GHz). Después de 4 horas la polarizacion se par6 y la muestra se disolvié usando un dispositivo
de disolucion segun el documento WO-A-02/37132 en una solucidon acuosa de hidréxido de sodio y
tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS) para proporcionar una solucién neutra de '°Cs-piruvato de sodio
hiperpolarizado con una concentracion total de piruvato de 0,5 M en tampén TRIS 100 mM. Se conecté una columna
de cromatografia en serie con el dispositivo de disolucion. La columna consiste en un cartucho (D = 38 mm; h =10
mm) que contiene material de empaquetado hidrofébico (Bondesil-C18, 40UM Part #:12213012) suministrado por
Varian. La muestra disuelta se forzé a través de la columna que adsorbié selectivamente el radical. La solucion
filtrada se analiz6 rapidamente con 3C-RMN para evaluar la polarizacién, se obtuvo un 16,5% de polarizacion de
'3C. La concentracion residual del radical se analizd posteriormente con un espectrofotémetro de UV a 469 nmy se
determiné que estaba por debajo del limite de deteccion de 0,1 uM.

10
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REIVINDICACIONES

Método para la polarizacion nuclear dinamica (DNP) de un compuesto que comprende uno o mas grupos
carboxilo caracterizado en que un radical de formula (1)

s s
S

MOOC S COOM
3 S
R1 .
Rw S
R1 R1

R1

R1 S S, R1

R1><S s Ri

en donde
M representa hidrogeno o un equivalente de un catién; y

R1 que es el mismo o diferente representa un grupo alquilo de C+-Cs de cadena lineal o ramificado o un grupo
-(CH2)-X-R2, en donde nes 1, 2, 0 3; X es O 0 S y R2 es un grupo alquilo de C4-C4 de cadena lineal o
ramificado,

se usa como agente paramagnético en dicho proceso de DNP.

Método segun la reivindicacion 1 caracterizado en que se usa un radical de férmula (I) en donde M
representa hidrogeno o un equivalente de un cation fisioldgicamente tolerable.

Método segun las reivindicaciones 1 o 2 caracterizado en que se usa un radical de férmula (l) en donde M
representa hidrégeno, un catién alcalino, preferiblemente sodio, un i6n amonio o un ién de amina organica.

Método segun las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado en que se usa un radical de férmula (1) en donde R1
es el mismo.

Método segun las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado en que se usa un radical de férmula (I) en donde R1
es el mismo y representa un grupo alquilo de C4-C4 de cadena lineal o ramificado, preferiblemente metilo, etilo
o isopropilo.

Método segun las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado en que se usa un radical de férmula (1) en donde R1
es el mismo y representa -CH,-OCHjs, -CH2-OC;Hs, -CH2-CH2-OCHa, -CH2-SCH3, -CH2-SC2Hs 0 -CH2-CHa-
SCHgs, preferiblemente -CH,-CH,-OCHs.

Método segun las reivindicaciones 1 a 6 en donde el compuesto que comprende uno o mas grupos carboxilo
es un compuesto endégeno, preferiblemente un compuesto enddégeno que desempefia un papel en un
proceso metabdlico en el cuerpo humano o animal no humano.

Método segun las reivindicaciones 1 a 7 en donde el compuesto que comprende uno o mas grupos carboxilo
es un compuesto seleccionado del grupo que consiste en aminoacidos acidos, acido acético, acido
acetoacético, acido hidroxibutirico, acido lactico, acido pirtvico, acido fumarico, acido succinico, acido citrico,
acido malico, acido ascorbico y acidos grasos.

Método segun las reivindicaciones 1 a 8 en donde el compuesto que comprende uno o mas grupos carboxilo
es acido piravico.

Método segun las reivindicaciones 1 a 9 en donde el compuesto que comprende uno o mas %rupos carboxilo
esta isotépicamente enriquecido con un nucleo de espin no cero, preferiblemente con N ylo ~C.

Radicales de féormula (l)

11
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R1
S_er1R1S7< S
MOOC S COOM
R1 C. S
R1 1 R1
R1 S S><R1
R1><S s Ri1

en donde

M representa hidrogeno o un equivalente de un catién; y

R1 que es el mismo o diferente representa -(CH.),-X-R2,
endondenes 1,2, 03;

XesOoS;y

R2 es un grupo alquilo de C+-C4 de cadena lineal o ramificado

Radicales segun la reivindicacion 11 en donde M representa hidrégeno, o un equivalente de un cation
fisioldgicamente tolerable, preferiblemente un catién alcalino, un idbn amonio o un ién de amina organica.

Radicales segun la reivindicacion 11 y 12 en donde R1 es el mismo y representa -CH2-OCHs, -CH2-OC:Hs, -
CHz-CHz-OCH3, -CHz-SCH3, -CHz-SC2H5 o -CHz-CHz-SCH3, lo mas preferiblemente -CHz-CHz-OCH3.

Radical segun las reivindicaciones 11 a 13 en donde M representa hidrogeno, o un equivalente de un cation
fisioldgicamente tolerable, preferiblemente sodio y R1 es el mismo y representa -CH-CH2-OCHs.

Uso de radicales segun las reivindicaciones 11 a 14 como agentes paramagnéticos en un proceso de DNP.

Uso de radicales segun la reivindicacion 15, en donde el compuesto que se va a polarizar en dicho proceso de
DNP es un compuesto que comprende uno o mas grupos carboxilo.

Una composicién que comprende un radical segun las reivindicaciones 11 a 14 y un compuesto que
comprende uno o mas grupos carboxilo.

Composicion segun la reivindicacion 17 en donde el compuesto que comprende uno o mas grupos es un
compuesto enddgeno, preferiblemente un compuesto endégeno que desempefia un papel en un proceso
metabdlico en el cuerpo humano o animal no humano.

Composicion segun las reivindicaciones 17 y 18, en donde el compuesto que comprende uno 0 mas grupos
carboxilo es un compuesto seleccionado del grupo que consiste en aminoacidos acidos, acido acético, acido
acetoacético, acido hidroxibutirico, acido lactico, acido pirtvico, acido fumarico, acido succinico, acido citrico,
acido malico, acido ascorbico y acidos grasos.
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