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DESCRIPCION
Conjugados de alginato marcados para aplicaciones de formacién de imagen molecular

La presente invencion se refiere generalmente al campo de los conjugados de alginato y a su uso como reactivos de
formacion de imagen.

Los materiales poliméricos reticulados de hidrogel se utilizan ampliamente en la industria biomédica. Se usan en
lentes de contacto, materiales en contacto con sangre, formulaciones de liberacion controlada, vendajes para
heridas, bioadhesivos, membranas, superabsorbentes, encapsulacion celular y materiales de inmunoaislamiento, y
soportes para ingenieria tisular. Entre los diferentes polimeros, el polisacarido de origen natural acido alginico ha
encontrado aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad, inercia bioldgica relativa, y la capacidad de
someter a ingenieria sus propiedades mecanicas mediante introduccion de diversos tipos de reticulaciones quimicas
y fisicas. El acido alginico se distingue de otros polisacaridos de origen biolégico por su capacidad para formar
hidrogeles rigidos cuando se expone a iones de calcio de reticulacién en concentraciones suprafisioldgicas. Esta
propiedad se ha utilizado para elaborar un tratamiento para el tejido cardiaco dafiado en pacientes con riesgo por
remodelacion adversa del ventriculo izquierdo del corazén después de infarto agudo del miocardio (AMI). Se inyecta
una formulaciéon acuosa soluble de alginato sédico y D-gluconato de calcio, eligiéndose cuidadosamente la
concentracion de cada componente para conseguir una reticulacion parcial de las moléculas de alginato, que
proporcione aun un liquido de flujo libre estable, en la arteria coronaria de pacientes de AMI después de
revascularizacion. La formulacién experimenta una transicion de liquido a gel cuando entra en contacto con el tejido
cardiaco infartado como resultado de la elevada concentracion de calcio extracelular en el tejido cardiaco
reperfundido. A continuacion el hidrogel se deposita en el tejido intersticial y ejerce un efecto terapéutico beneficioso
al reducir la remodelacién adversa y la insuficiencia cardiaca, debido potencialmente a su soporte mecanico de la
pared cardiaca debilitada.

Se desconoce la deposicion de este hidrogel de alginato en el miocardio reperfundido lesionado de pacientes de AMI
dado que no se puede llevar a cabo una toma de muestra de tejido cardiaco invasiva exhaustiva en pacientes
humanos. Ademas, la utilidad de las técnicas invasivas de toma de muestra de tejidos en un escenario preclinico es
limitada debido a que la intervencion quirdrgica a menudo constituye un procedimiento terminal que evita la
evaluacion longitudinal en el mismo sujeto de investigacion. Las técnicas no invasivas de formaciéon de imagen
pueden ofrecer una solucidon al proporcionar esta informacién sin intervencion quirdrgica ni procedimientos
terminales. Las modalidades de formacion de imagen tales como ecocardiografia, tomografia computarizada,
formacién de imagen por resonancia magnética, y formacion de imagen nuclear tal como tomografia por emision de
positrones (PET) y tomografia computarizada por emisién monofoténica (SPECT) usan reactivos y/o instrumentacion
de formacion de imagen especializados para evaluar la estructura, funcion, perfusion y remodelacion cardiacas en
pacientes con AMI o insuficiencia cardiaca asi como en modelos animales de estas enfermedades. La invencion se
define mediante las reivindicaciones.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto que tiene la formula:

0

|)LOH
N
o ()
HOJ\,N le‘l_/\a'_'
HO™ O

en la que X es -(CH2)nC(O)-, siendom 1, 2, 0 3;
L es un conector seleccionado del grupo que consiste en:

1o
St S IS D O i

en los que n, n'y n" son cada uno independientemente un nimero de 0 a 10; e
Y-H tiene la siguiente estructura:
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en la que R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, bencilo o un grupo aromatico;
o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En ciertas realizaciones de este aspecto, el compuesto comprende ademas un ién metalico estable o radiactivo
quelado con el resto acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético. De acuerdo con una o mas realizaciones, el i6n
metalico estable o radiactivo comprende un ién de galio. En algunas realizaciones, el i6n de galio es uno adecuado
para formacion de imagen, tal como 66Ga, 5Ga o ®®Ga. En otras realizaciones, el ibn metalico radiactivo es uno
adecuado para formacion de imagen, tal como 60Cu, 61Cu, GZCu, 64Cu, 67Cu, o "n.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un conjugado de alginato que tiene la formula:

O

NHLOH
o (

HOJK,N\_/N x.L,Y\.

HO™ 7O

en la que X es -(CH2)nC(O)-, siendom 1, 2, 0 3;
L es un conector seleccionado del grupo que consiste en:

i X o
e B e MY M

en los que n, n'y n" son cada uno independientemente un numero de 0 a 10;

Alg es acido alginico o una sal de alginato; e

Y es un espaciador unido directamente a la unidad del extremo reductor del alginato o a los grupos carboxilo de
la cadena de polimero de alginato a través del nitrdgeno activo, y tiene la siguiente estructura:

;
L SO

9

en la que R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, bencilo o un grupo aromatico;
o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una o mas realizaciones, la sal de alginato comprende una sal de cation monovalente y/o una sal de cation
multivalente. El cation monovalente y/o multivalente puede comprender uno o mas de sodio, potasio, litio, rubidio,
cesio, amonio, calcio, estroncio, bario y magnesio. En algunas realizaciones, la sal de alginato es alginato sodico,
alginato de calcio, o una mezcla de alginato sodico y alginato de calcio.

De acuerdo con una o mas realizaciones de este aspecto, el conjugado comprende ademas un ién metalico estable

o radiactivo quelado con el resto acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético del conjugado. En ciertas

realizaciones, el idbn metalico estable o radiactivo comprende i6n de (%alio. Algunas realizaciones proporcionan que el

ion de galio es uno adecuado para formacion de imagen, tal como ~°Ga, 5Ga o0 ®Ga. En otras realizaciones, el idon

matélico radiactivo comprende uno adecuado para formacion de imagen, tal como 60Cu, 61Cu, 62Cu, 64Cu, 67Cu, o
In.
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En una o mas realizaciones, el i6n metdlico estable o radiactivo esta quelado con el resto acido 1,4,7-
triazaciclononano-1,4,7-triacético del conjugado a una temperatura entre 20 °C y 100 °C.

También se describe un método de formacién de imagen en un mamifero que comprende administrar un conjugado
de alginato radiomarcado a un mamifero, y formar la imagen de la distribucién temporal y espacial del conjugado de
alginato radiomarcado. De acuerdo con una o mas realizaciones de este aspecto, el conjugado de alginato tiene la
férmula:

0
NH\OH
o (")
HOJ‘\,NUNIX.L,Y\.

HO™ "0

en la que X es -(CH2)nC(O)-, siendom 1, 2, 0 3;
L es un conector seleccionado del grupo que consiste en:

; , Mo
et ooy g O TS

¥

en los que n, n'y n" son cada uno independientemente un numero de 0 a 10;

Alg es acido alginico o una sal de alginato; e

Y es un espaciador unido directamente a la unidad del extremo reductor del alginato o a los grupos carboxilo de
la cadena de polimero de alginato a través del nitrdgeno activo, y se selecciona del grupo que consiste en:

5 - S
SIS & PN

*

en los que R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, bencilo o un grupo aromatico;

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y el conjugado de alginato comprende ademas un
ion metalico estable o radiactivo quelado con el resto acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético del
conjugado.

La sal de alginato puede comprender una sal de cation monovalente y/o una sal de catién multivalente. El cation
monovalente y/o multivalente puede comprender uno o mas de sodio, potasio, litio, rubidio, cesio, amonio, calcio,
estroncio, bario y magnesio. La sal de alginato puede ser alginato sddico, alginato de calcio, o una mezcla de
alginato sddico y alginato de calcio.

El i6n metalico estable o radiactivo puede comprender un i6n de galio. Algunas realizaciones proporcionan que el ion
de galio es uno adecuado para formacién de imagen, tal como 6Ga, 5Ga o ®Ga. El i6n metdlico radiactivo puede
comprender uno adecuado para formacién de imagen, tal como 60Cu, 61Cu, 62Cu, 64Cu, 67Cu, o "In.

El alginato puede estar conjugado a una tiramina yodada o un derivado de tiramina. La tiramina yodada o el derivado
de tiramina pueden tener la siguiente férmula:

R'O
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en la que cada X es independientemente hidrégeno o yodo y Ry R' son cada uno |ndepend|entemente hidrégeno,
alquilo, bencilo o un grupo aromatico. El yodo se puede seleccionar entre los is6topos de 123) 124 125 y 3,

El mamifero puede ser un ser humano.

Se describe un método de formacién de imagen de la deposicién de alginato en un mamifero que comprende
administrar un conjugado de alginato radiomarcado a un mamifero y formar la imagen del conjugado de alginato
radiomarcado. En ciertas realizaciones, el conjugado de alginato radiomarcado esta parcialmente reticulado.

El conjugado de alginato descrito puede tener la férmula:
O
|/L0H
2
HO Ix L/Y

en la que X es -(CH2)nC(O)-, siendom 1, 2, 0 3;
L es un conector seleccionado del grupo que consiste en:

. 0t o
T I YU 3

en los que n, n'y n" son cada uno independientemente un numero de 0 a 10;

Alg es acido alginico o una sal de alginato; e

Y es un espaciador unido directamente a la unidad del extremo reductor del alginato o a los grupos carboxilo de
la cadena de polimero de alginato a través del nitrdgeno activo, y se selecciona del grupo que consiste en:

ot bt MO

en los que R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, bencilo o un grupo aromatico;

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y el conjugado de alginato comprende ademas un
ion metalico estable o radiactivo quelado con el resto acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético del
conjugado.

La sal de alginato puede comprender una sal de cation monovalente y/o una sal de catién multivalente. El cation
monovalente y/o multivalente puede comprender uno o mas de sodio, potasio, litio, rubidio, cesio, amonio, calcio,
estroncio, bario y magnesio. La sal de alginato puede ser alginato sddico, alginato de calcio, o una mezcla de
alginato sddico y alginato de calcio.

El i6n metalico estable o radiactivo puede comprender un i6n de gallo Algunas realizaciones proporcionan que el ién
de galio es uno adecuado para formacion de imagen, tal como "Ga o0 ®Ga. El i6n metallco radiactivo puede
comprender uno adecuado para formacién de imagen, tal como Cu 'Cu, ®Cu, *cu, Cu, o "In.

El alginato puede estar conjugado a una tiramina yodada o a un derivado de tiramina. La tiramina yodada o el
derivado de tiramina pueden tener la siguiente féormula:
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R'O

-R
N
X H

en la que cada X es independientemente hidrégeno o yodo y R y R’ son cada uno independientemente hidrégeno,
?Z!guil?é1bencilo 0 un grupo aromatico. En algunas realizaciones, el yodo se selecciona entre los is6topos de 123) 124
ly 7L

El mamifero puede ser un ser humano.

Se describe ademas un método de formacion de imagen de la deposicién de alginato en un mamifero que
comprende administrar un conjugado de alginato radiomarcado y alginato parcialmente reticulado con calcio a un
mamifero y formar la imagen del conjugado de alginato radiomarcado. En ciertas realizaciones, el conjugado de
alginato radiomarcado esta parcialmente reticulado.

El conjugado de alginato descrito puede tener la férmula:
O
HLOH
N .
o ()

HO)'\,N_,NIX.L,Y\.

HO™ "0

en la que X es -(CH2)nC(O)-, siendom 1, 2, 0 3;
L es un conector seleccionado del grupo que consiste en:

; : N N
Pt ooy g 00T TR

3

en los que n, n'y n" son cada uno independientemente un numero de 0 a 10;

Alg es acido alginico o una sal de alginato; e

Y es un espaciador unido directamente a la unidad del extremo reductor del alginato o a los grupos carboxilo de
la cadena de polimero de alginato a través del nitrégeno activo, y se selecciona entre el grupo que consiste en:

S LS SO

en los que R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, bencilo o un grupo aromatico;

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y el conjugado de alginato comprende ademas un
ion metalico estable o radiactivo quelado con el resto acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético del
conjugado.

¥

La sal de alginato puede comprender una sal de cation monovalente y/o una sal de catién multivalente. El cation
monovalente y/o multivalente puede comprender uno o mas de sodio, potasio, litio, rubidio, cesio, amonio, calcio,
estroncio, bario y magnesio. La sal de alginato puede ser alginato sddico, alginato de calcio, o una mezcla de
alginato sddico y alginato de calcio.
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El i6n metalico estable o radiactivo puede comprender un i6n de gallo Algunas realizaciones proporcionan que el ién
de galio es uno adecuado para formacién de imagen, tal como "Ga o0 ®Ga. El i6n metallco radiactivo puede
comprender uno adecuado para formacién de imagen tal como 60Cu 61Cu ¢y, %cu, *cu, 0 "MIn.

El alginato puede estar conjugado a una tiramina yodada o a un derivado de tiramina. La tiramina yodada o el
derivado de tiramina pueden tener la siguiente féormula:

x
R'C

.R
N
X H

en la que cada X es independientemente hidrégeno o yodo y R y R’ son cada uno independientemente hidrégeno,
?Z!gun?a bencilo o un grupo aromatico. En algunas realizaciones, el yodo se selecciona entre los is6topos de 123) 124
ly I.

El mamifero puede ser un ser humano.

Se describen nuevos reactivos de formacion de imagen nuclear basados en conjugados de alginato para la
formacion de imagen clinica y preclinica no invasiva del corazon y otros érganos y tejidos. Tales reactivos de
formacion de imagen son utiles en la medicion de la cinética de la deposicion de alginato en el miocardio lesionado y
otros organos y tejidos corporales, y también pueden ser Utiles para identificar tejidos u 6rganos con una
concentracion de calcio suprafisiologica.

El alginato sddico es el polisacarido estructural que proporciona a las algas marinas su flexibilidad y resistencia. Es
un copolimero en bloque binario lineal que consiste en restos de acido B-D-manurdnico y a-L-gulurénico unidos
(1—4) en diversas proporciones y disposiciones de secuencia. La unién del calcio estda mediada por secuencias
guluronato homopoliméricas rigidas (bloques G); los bloques de manuronato (bloques M) no se unen al calcio pero
proporcionan conectores flexibles que conectan los bloques G unidos al calcio. De acuerdo con el modelo de caja de
huevos de la union de calcio, un ién calcio esta unido mediante dos dimeros de guluronato ubicados en dos
moléculas de alginato cercanas, formandose cada dimero por dos restos de guluronato adyacentes. La union de
calcio mediante los bloques G en las moléculas de alginato es cooperativa, conduciendo a la formacion de una
estructura de tipo cremallera que reticula diferentes moléculas de alginato en una red tridimensional. La reticulacion
de las moléculas de alginato con iones de calcio en solucion acuosa induce la formacion de un hidrogel
mecanicamente resilente que se puede desensamblar por retirada o quelaciéon del calcio.

Para seguir la formacion y la deposicion del hidrogel de alginato en mamiferos después de inyeccion intracoronaria,
se desarrollé una estrategia de marcaje para el alginato que permite la formacion de imagen de la formacion y la
deposicion del hidrogel de alginato mediante PET o SPECT. Se eligid6 un enfoque de radiometal sobre otras
metodologias de radioligando dado que (1) se puede preparar un precursor de conjugado de alginato sin marcar con
antelacion al marcaje radioactivo; (2) las propiedades de gelificacion del conjugado se pueden ajustar por eleccion
de la extension y el tipo de sustitucion de modo que imiten las del alginato nativo; (3) se puede marcar un conjugado
disefiado de forma apropiada con un i6n metalico radiactivo en una reaccion de unién rapida y suave que es
quimicamente compatible con el alginato; (4) el conjugado marcado con radiometal se puede separar rapida y
cuantitativamente del radiometal sin marcar libre; (5) el tiempo requerido para preparar el alginato marcado con
radiometal es corto con respecto al periodo de semidesintegracion del radiometal. Sin embargo, en algunas
realizaciones, el alginato se radiomarca con otros radioligandos posibles, tales como tiramina yodada o derivados de
tiramina.

Ademas del agente de reticulacion fisiolégico calcio, se pueden unir al alginato muchos otros cationes di y trivalentes
de metales de transicion y pesados. Algunos ejemplos de tales metales incluyen Mg, Sr, Ba, Mn, Cu, Zn, Co, Cr, Al,
Fe, Ga, In, Re, Pb, Hg y U. La unién directa de metal a alginato ha encontrado numerosas aplicaciones que varian
de la retirada de contaminantes metalicos toxicos y radlactlvos del agua para consumo y el agua residual a
aphcacmnes de formacion de imagen con el radiometal '"'In o aplicaciones de formacién de imagen/radioterapia
para ®Re. Sin embargo, la unién directa de un radiometal al alginato tiene diversas desventajas. Por ejemplo, el
calcio tisular patolégicamente elevado puede competir con el radiometal por la unién al alginato y puede inducir la
liberacion del ion metalico del polimero de alginato, haciendo esto que el radiometal sea inutil para rastrear la
deposicion de alginato. Ademas, la union del radiometal a los sitios de unién del calcio puede alterar las propiedades
de gelificacion del alginato que son deseables para un reactivo de formacién de imagen que se supone que imita la
deposicion del alginato en un infarto de miocardio.

La ligadura del radiometal al polimero de alginato a través de una molécula conectora difuncional tiene varias
ventajas potenciales sobre la unién del radiometal a los sitios de unidon de calcio del alginato: (1) la unién del
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radiometal a un conector difuncional modificado por ingenieria de forma adecuada se puede modificar por ingenieria
para que sea de alta afinidad mientras que la afinidad de la unién directa del metal al polimero de alginato es baja 'y
se da mediante la estructura del alginato; (2) la unién de calcio al alginato para inducir la gelificacién no compite con
la unién de radiometal al conjugado de alginato, dado que el calcio solo tiene baja afinidad por un conector
difuncional disefiado de forma apropiada; (3) la concentracion radiactiva del alginato marcado con radiometal se
puede controlar mediante la proporcion del quelante unido al alginato; y (4) la unidon de metales multivalentes al
alginato a través de un quelante difuncional no causa la formacién de hidrogel por reticulacion de las moléculas de
alginato.

El alginato sddico se puede modificar quimicamente mediante la union de restos quimicos al polimero. Algunos
ejemplos incluyen la derivatizacion con agentes de reticulacion difuncionales para reticular covalentemente las
cadenas de alginato en un hidrogel tridimensional que es independiente de la concentracion de calcio. Se han unido
o enlazado covalentemente reactivos monofuncionales a marcas radiactivas o histoquimicas que permiten medir la
deposicion y degradacion del alginato. Tales restos quimicos se pueden unir a grupos reactivos presentes en el
polimero de alginato. Cada resto de acido hexurénico del polimero de alginato tiene un grupo carboxilo y dos grupos
hidroxilo que se pueden modificar quimicamente. Ademas, cada molécula completa de alginato sddico tiene un
extremo reductor individual al que se puede conjugar una molécula. Ademas, se pueden generar aldehidos reactivos
a lo largo del polimero por oxidacién suave del enlace carbono-carbono C2-C3. Las quimicas de derivatizacion para
la modificacion estable del alginato en estos sitios incluyen formacién de enlace amida a través de éster activado,
formacion de base de Schiff y aminacion reductora, entre otras.

Se han desarrollado numerosos tipos diferentes de quelantes metalicos para unir radiometales a moléculas
biolégicas. Algunos ejemplos de tales quelantes se pueden encontrar en la revision de Wadas et al. 2010 (Chem.
Rev. 110: 2858-2902). Los quelantes difieren en su estructura quimica y su afinidad y cinética de union por
diferentes iones metalicos y poseen diferentes condiciones 6ptimas de unién requeridas para la formacion de los
complejos metalicos. Numerosos quelantes usados habitualmente con una alta estabilidad del complejo metal-
quelante in vivo requieren una temperatura elevada, por ejemplo 100 °C, para la formacion eficaz del complejo
metdlico. Tales temperaturas elevadas pueden ser indeseables ya que pueden dafiar la macromolécula,
conduciendo a su degradacion o desnaturalizacion. Dado que el enlace glicosidico del alginato puede experimentar
hidrélisis a temperaturas elevadas, es preferente un quelante que evite el uso de temperaturas elevadas para la
formacion del complejo. Los complejos de i6n metalico-quelante formados varian en su estabilidad en los fluidos
bioldgicos. Los quelantes bioldgicos de metales presentes en el plasma tales como albumina y transferrina pueden
unir radiometales libres y facilitaran la disgregacion del complejo metal-quelante.

Se pueden usar varios radiometales diferentes usados en formacion de imagen nuclear para marcar el alginato a
través de un quelante de metales adecuado unido al alginato. En algunas realizaciones, el radiometal es un i6n de
galio. Entre los diferentes radiometales, el galio en forma de cation trivalente Ga" se puede ver favorecido en
algunas realizaciones debido a que (1) se puede preparar un tnico conjugado para su uso con ambas modalidades
de formaciéon de imagen, formacion de imagen por PET y SPECT, modalidades con suficiente sensibilidad y
resolucion espacial y temporal ya que existen is6topos de galio adecuados para ambas modalidades de formacion
de imagen; (2) el quelante de i6n de galio macrociclico acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA) forma
un complejo Ga"-NOTA de alta afinidad con el galio en minutos a las temperaturas fisiologicas (20 °C a 37 °C); este
complejo es estable en la sangre; (3) la afinidad del NOTA por el idn de galio es lo suficientemente alta para evitar
una union significativa de galio a los sitios de unién de calcio del polimero de alginato durante la reaccion de
marcaje; y (4) el quelante NOTA se puede modificar quimicamente con una molécula espaciadora para formar un
conector difuncional que una el NOTA a uno de los sitios reactivos del alginato sin alterar significativamente la
afinidad de unién del quelante por el i6n de galio. Sin embargo, también se pueden usar otros radiometales o
radioligandos adecuados que se describen en el presente documento para el radiomarcaje del alginato.

Los estudios publicados documentan la union de galio a un biomaterial de biovidrio de alginato con el fin de
proporcionar un biomaterial antibacteriano compatible con tejidos ya existentes propicio para la regeneracion 6sea.
Este material difiere del conjugado de alginato con galio-NOTA descrito en el presente documento en que no emplea
un conector difuncional para permitir una unién estable y de alta afinidad del galio al polimero de alginato, sino que
utiliza una union débil y reversible del i6n de galio al polimero de alginato para crear un soporte antibacteriano de
liberacién de ién de galio para la modificacion por ingenieria de tejido 6seo.

De ese modo, el marcaje de alginato con ién metalico de galio a través de un conector difuncional que une el i6n de
galio y se une covalentemente al alginato, la sintesis quimica de un conjugado de alginato que contiene NOTA, la
preparacion de un conjugado de alginato con NOTA y galio y el uso de tal conjugado NOTA-alginato marcado con
galio en aplicaciones de formacion de imagen preclinicas y clinicas son nuevos y no se han informado
anteriormente.

Aunque se hace referencia especifica al alginato sédico, son compatibles otros alginatos con las realizaciones de
todos los aspectos que se describen en el presente documento. Los alginatos de diferentes algas y cepas
bacterianas varian en su peso molecular, polidispersidad, contenido en acido gulurénico, disposicion de secuencia
de los bloques G, bloques M y bloques GM, y maodificaciéon quimica. Estas diferencias no alteran su idoneidad para la
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aplicacion de formacion de imagen descrita. Los alginatos se pueden fraccionar por peso molecular y composicion
quimica, derivatizar o funcionalizar quimicamente con reticuladores u otros reactivos y preparar en diferentes formas
de sal incluyendo el acido libre, ninguna de las cuales haria que la estrategia de formacién de imagen descrita fuera
imposible de aplicar.

Se describen conectores difuncionales derivados de la estructura de NOTA que tienen la estructura general de la
Férmula (1):

0
HLOH
N
o ()
Ho PN NG X ey

HO™ 0
({0

en la que X es -(CH2)mC(O)-; mes 1, 2, 0 3; L es un conector; H es hidrogeno; e Y-H es un grupo funcional capaz de
conjugarse con alginato a través de union directa o aminacion reductora en el extremo reductor, o a través de
formacién de enlace amida con los grupos carboxilo de la cadena de alginato. EI compuesto puede ser una sal
farmacéuticamente aceptable o un solvato del compuesto de Férmula (1).

Estos conectores derivados de NOTA son moléculas difuncionales que después de su conjugacion al alginato
permiten el marcaje del alginato con iones metalicos. Los iones metdlicos pueden ser estables o experimentar un
decaimiento radiactivo. El conector derivado de NOTA se puede marcar con un ién metalico radiactivo. El conector
derivado de NOTA se puede marcar con ®Ga, ’Ga o *®Ga. El i6n metalico radiactivo puede ser el isétopo emisor de
rayos gamma ’Ga. El i6n metalico radiactivo puede ser un isétopo emisor de positrones ®Ga 0 %Ga.

El conector L descrito puede tener una de las siguientes estructuras:

H H 'I:I' H O
heupt tlopey g OTT TS

en las que n, n'y n" son cada uno independientemente un numero de 0 a 10.
Y-H se puede seleccionar del grupo que consiste en:

en las que R se selecciona entre el grupo que consiste en hidrogeno, alquilo, bencilo o un grupo aromatico.

También se describe un conjugado de alginato que contiene metal-quelante. En una realizacion a modo de ejemplo,
este conjugado es un conjugado de NOTA-alginato que tiene la estructura general de la Férmula (11):
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o
r’n“tJH
N
e ()
HoP SN N X ¢

HO™ 70

an

en la que X es -(CH2)nC(O)-; m es 1, 2, o 3; L es un conector; Alg es acido alginico o una sal de alginato; Y es un
espaciador unido directamente por aminacién reductora al extremo reductor, o a través de formacién de enlace
amida a los grupos carboxilo del polimero de alginato. La proporcion molar de NOTA-conector con respecto al
alginato se puede controlar mediante las condiciones de la reaccién de conjugacion para que se ajuste a las
necesidades particulares de la aplicacion de formaciéon de imagen. El compuesto puede ser una sal o un solvato
farmacéuticamente aceptable del compuesto de Férmula (l1).

Estos conjugados NOTA-alginato se pueden marcar con iones metalicos. El conjugado NOTA-alginato se puede

marcar con un ién metalico radiactivo. El conjugado NOTA-aI%inato se puede marcar con is6topos de galio

adecuados para aplicaciones de formacién de imagen tales como *Ga, ¥’Ga o0 *®Ga. El ion metalico radiactivo puede

ggGr el ig%opo emisor de rayos gamma ’Ga. El i6n metalico radiactivo puede ser el is6topo emisor de positrones
ao Ga.

L puede tener una de las siguientes estructuras:

H NN 0.
S SRS BT O I

en las que n, n'y n" son cada uno independientemente un numero de 0 a 10.

La sal de alginato puede comprender una sal de cation monovalente y/o una sal de catién multivalente. El cation
monovalente y/o multivalente puede comprender uno o mas de sodio, potasio, litio, rubidio, cesio, amonio, calcio,
estroncio, bario y magnesio. La sal de alginato puede ser alginato sddico, alginato de calcio, o una mezcla de
alginato sddico y alginato de calcio.

El alginato puede tener un peso molecular entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 kDa. El alginato
puede tener un peso molecular de aproximadamente 30 kDa.

El Y descrito puede tener una de las siguientes estructuras:

A O U

*
en las que R se selecciona entre el grupo que consiste en hidrogeno, alquilo, bencilo o un grupo aromatico.

Se describe el uso de estos conjugados en la formacién de imagen clinica. Algunos ejemplos de tales modalidades
de formacion de imagen incluyen, pero no se limitan a PET o SPECT. Se pueden usar otros tipos de formacion de
imagen con estos conjugados de alginato marcados con radiometal. Por ejemplo, se pueden emplear conjugados de
alginato marcados con radiometal en formacién de imagen mediante autorradiografia de cuerpo completo en
escenarios preclinicos o con una camara gamma (camara de Anger) en escenarios clinicos o preclinicos. Tal
formacién de imagen puede proporcionar monitorizacién no invasiva de una solucion de alginato acuosa reticulada
en los cuerpos de mamiferos, asi como la visualizacién de su deposicion cardiaca. El mamifero puede ser un ser
humano.

10
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Los conjugados NOTA-conector o NOTA-alginato se pueden marcar con iones metalicos distintos del galio. Algunos
iones metalicos con aplicaciones en formacién de imagen nuclear y alta afinidad por NOTA incluyen cobre e indio, en
particular los is6topos de cobre 60Cu, 61Cu, 62Cu, 64Cu, y Cuoel isétopo de indio "y,

También se pueden usar otros conjugados de alginato radiomarcados. Por ejemplo, el alginato puede estar
conjugado a una tiramina yodada o un derivado de tiramina. La tiramina yodada o el derivado de tiramina pueden
tener la siguiente féormula:

R'O

en la que cada X es independientemente hidrégeno o yodo y R y R’ son cada uno independientemente hidrégeno,
alquilo, bencilo o un grupo aromatico. El yodo se puede seleccionar entre los is6topos de 123) 124 125 y 3,

El ®®Ga presenta numerosas ventajas potenciales para la formacion de imagen por PET clinica. A diferencia de otros
emisores de positrones (por ejemplo "°F, ®*Cu, y “*1), se puede producir ®*Ga (T, = 68 min, B =89 % y EC = 11 %)
mediante el uso de un generador de 8Ge/®Ga disponible en el mercado. Del mismo modo, "Ga presenta ventajas
significativas para la formacion de imagen por SPECT ya que esta aprobado y se encuentra disponible en el
mercado para uso clinico en forma de la sal de citrato. La alta actividad especifica de cualquiera de los dos isétopos
permite la produccion de conjugado NOTA-alginato marcado con galio con alta actividad especifica adecuado para
formacion de imagen por SPECT cuando se usa en forma de un conjugado de alginato con NOTA y galio
parcialmente reticulado o en forma de un trazador diluido en una solucion de alginato parcialmente reticulada.

Una ventaja del galio sobre otros iones metalicos es que el id6n de galio forma un complejo muy estable con los
derivados del acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA) a temperatura ambiente o a la temperatura
corporal de un mamifero. Aunque el alginato sédico puede unirse al idn de galio, el galio se une a NOTA con mayor
afinidad y el complejo Ga"-NOTA es estable incluso en presencia de un exceso molar 100x de alginato sodico a
37 °C. De ese modo, se puede marcar con éxito un conjugado NOTA-alginato con is6topos de galio estable o galio
radiactivo tales como 66Ga, 5Ga y %Ga.

El conjugado NOTA-alginato marcado con galio se puede formular por reticulaciéon parcial con iones de calcio para
uso preclinico y clinico de dos formas diferentes.

(1) El conjugado NOTA-alginato marcado con galio se puede formular en forma de una solucién homogénea
parcialmente reticulada con calcio en la que la mayoria o la totalidad de las moléculas de alginato se derivatiza con
NOTA-conector y al menos una parte de todos los restos NOTA-conector esta quelada con radiogalio. Debido a la
gran abundancia de sitios de NOTA en esta preparacion, el marcaje de NOTA con ion de galio puede ser altamente
subestequiométrico, uniéndose el galio solo a una pequefia fraccion de los sitios de NOTA mientras que deja la
mayoria de todos los sitios de NOTA libres de i6n de galio. Para usar este material para la formacién de imagen de
la deposicion de alginato reticulado, se administra una cantidad del conjugado NOTA-alginato marcado con galio
formulado similar a la de alginato parcialmente reticulado con calcio formulado mediante inyeccion intracoronaria. De
ese modo, en este formato, el NOTA-alginato marcado con galio parcialmente reticulado con calcio se usa en lugar
de y reemplaza el alginato parcialmente reticulado con calcio.

(2) Alternativamente, se puede sintetizar NOTA-alginato marcado con galio que contiene una alta proporcion de
sitios de NOTA marcados con i6n de galio. Este material tiene una actividad especifica suficientemente alta de modo
que tal conjugado NOTA-alginato marcado con galio se puede usar como trazador por mezcla de pequefas
cantidades del conjugado NOTA-alginato marcado con galio con solucidon de alginato parcialmente reticulada con
calcio para inyeccion intracoronaria. Cuando se usa de este modo, la deposicién de conjugado NOTA-alginato
marcado con galio traza la deposicién de alginato parcialmente reticulado con calcio en el tejido cardiaco mediante
su incorporacion al hidrogel de alginato reticulado con calcio.

Ejemplos

Se sintetizaron ejemplos no limitantes de los compuestos de la presente invencion (Ejemplos 1 - 5), y todos los
compuestos intermedios y los productos finales se caracterizaron por RMN 'H, CL-EM y/o andlisis elemental. Las
condiciones para el marcaje del conjugado NOTA-alginato con radiogalio se muestran en el Esquema 6.

Ejemplo 1: sintesis de derivado de tiramina de NOTA

Se sintetizé un derivado de tiramina de NOTA de acuerdo con el Esquema 1:

11
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Esquema 1: derivado de tiramina de NOTA

0
@ 8l :
’\/@’OH : /\/@’OWN ikt i
] Q
BocHN K,CO3, KI, CH3CN, reflujo BacHN

(94 % de rendimiento) L (97 % de rendimiento)

COs-1Bu

f

N

o COp-18u

BU-0,C M, N o h[r

o Tm N e
BocHN [EUOQCVNL’NY\)LnMO

HOBt, EDCI, DIEA, DMF

COBU
i 3
COH
L.
TFA, CH,Cl, i i |
O{PC ata HO2C. N N\(\)\NMO’@/\,
coH N

(60% de rendimiento de 2 a 4)

Ejemplo 2: sintesis de conjugado NOTA-alginato a partir de derivado de tiramina de NOTA

El derivado de tiramina de NOTA del Ejemplo 1 se hizo reaccionar con alginato sédico en presencia de cloruro de 4-
(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM) y agua. El Esquema 2 muestra la formacién de un enlace
amida entre el grupo amino del derivado de tiramina de NOTA y el grupo carboxilo del alginato:

Esquema 2: formacion de enlace amida en medio acuoso mediante DMTMM

OH
HOZC.

HO=
0.
COzH
NaAlg, DMTMM — H
( \ ) NHz & - HO:CAN N&/\(”WO o OOH
HOzC N, 'NMHMO H,O (pH~7) &‘NJ 0 O\/\N
COH HHOo’
Q
. J\Af\f‘

Ejemplo 3: sintesis alternativa de conjugado NOTA-alginato a partir de derivado de tiramina de NOTA

Una alternativa a la reaccién mostrada en el Esquema 2 se muestra en el Esquema 3. El derivado de tiramina de
NOTA del Ejemplo 1 se hizo reaccionar con acido alginico en las condiciones que se muestran en el Esquema 3.
En lugar de formar un enlace amida como en el Ejemplo 2, tiene lugar la aminacion reductora entre la amina del
derivado de tiramina de NOTA y la unidad del extremo reductor del alginato.

12
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Esquema 3: aminacion reductora con la unida del extremo reductor del alginato

COH
.
(’ \ o /@r\’ e
HO?CvNule/\)kNMo Acido alginico, NaCNBH;
coH N PBS (10 mM), pH 8§
CO.H
o on L0 o] OH
N nn 1O 0 o
(A
Hoach'\-—/N\]/\)\NMO el
coH M

Ejemplo 4: sintesis de NOTA que contiene N-metilhidroxilamina

Se sintetizé un conector de NOTA que contiene N-metilhidroxilamina de acuerdo con el Esquema 4:

13
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Esquema 4: sintesis de un conector de NOTA que contiene N-metilhidroxilamina

CoMs s
TosCl, EtgN, Q.0 ) BuX Cl
HO ™~ OO o % HOA/O%OWO%O’S@\ CeHs -
60% DIPEA, cat. DMAP, CH,Cl,
92%
CeH oLP
ere H
XSI‘ONO%OAVOVNQ—S
CaHg CgHs
B0020, EI3N,
E"‘a CH,CI, CHy
. N
Boc” OH 70% HNoH
NaH, THF [Sal de HCIN
CH
CeHs g o = M : .TBAF, THF CHa
oI g Mgy ——————— OO N e
CaHg CgHs
(96% de rendimiento en 2 etapas)
(1) MeSO,Cl, EtsN, CHoCl;
(2) NaNs, EtOH o o 5”3 S$nCl,, CH;OH o ) 3""3
= e OO g Mgy OO Mg
95% 87%
CiOy-1Bu
r
N
o
COx1Bu
18u-0,C. N, N o r': T
GHs COxtBu - o -
OO N Bu-0,C._N_ N o ) N,
et B "B HOBt, EDCL, DIEA, DMF i NS00 O 0 M o
COzBu
I,co,H
TFA, CH,Cl, N
\ o) GHs
0°0C ata HOC N, ,N\I/\)'\Hmowomowo-h'-,_,
CO.H

(~60% de rendimiento global para las etapas de acoplamiento y desproteccion)
Ejemplo 5: sintesis de conjugado NOTA-alginato a partir de NOTA que contiene N-metilhidroxilamina

5 Como se muestra en el Esquema 5, se produjo un conjugado NOTA-alginato por unién directa del conector de
NOTA que contiene N-metilhidroxilamina del Ejemplo 4 a la unidad del extremo reductor del alginato:
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Esquema 5: Enlace directo a la unidad del extremo reductor del alginato

rco,H
N
\\ o CHs
HOL N, __N NA\/O\/“O/\/O\/‘\O‘NW
coH NaAlg.
Tampon acetato acuoso (pH ~6),
COH
N OOH CO;
( w o ?Ha O_DH COzH =~ f OH
HOL N, /NY\/LNNO\/\ONO%O-N% o ()
coH M n-1

Ejemplo 6: marcaje del conjugado NOTA-alginato

El Esquema 6 muestra las condiciones de marcaje para el conjugado NOTA-alginato: (1) incubacién durante 15 min
a 37 °C de conjugado NOTA-alginato con ®GaCls eluido de un generador, o ®’GaCls de un ciclotron, (2) separacion
rapida por filtracion en gel o filtracion por corte de peso molecular del conjugado radiomarcado del i6n de galio libre
sin marcar, y (3) mezcla del conjugado de alginato con conector de NOTA marcado con galio con solucién de
alginato de calcio parcialmente reticulada para inyeccion o formulacidon con iones de calcio para producir un
conjugado NOTA-alginato marcado con galio parcialmente reticulado.

Esquema 6: marcaje con galio de conjugado NOTA-alginato

COMH o}
r': %GaCl3 0 “’GaCls, HLo
H,O s
Hozcvn(/ N x_L,Y 2 j\;;:{a e
T . 37°C, 15 min, pH4 - 5 o = I " NaAIg

COzH s

-

#
',

W,

[ ¢]

Separar el complejo
macromolecular del galio libre

Formular con iones Mezclar con solucién
de calcio para producir acuosa de alginato
solucion de conjugado reticulada sin marcar
de alginato reticulado "

g \3,7 °C, 15 min

Estudios de formacion de imagen por PET o SPECT

La referencia en la presente memoria descriptiva a "una realizacién", "ciertas realizaciones", "una o mas
realizaciones" o "una realizacion" significa que un rasgo, estructura, material, o caracteristica particular que se
describe junto con la realizacion se incluye en al menos una realizaciéon de la invencion. De ese modo, la aparicion
de expresiones tales como "en una o mas realizaciones", "en ciertas realizaciones", "en una realizaciéon" o "en una
realizacion" en diversos lugares en la presente memoria descriptiva no se refiere necesariamente a la misma
realizacion de la invencion. Ademas, los rasgos, estructuras, materiales, o caracteristicas particulares se pueden

combinar de cualquier forma adecuada en una o mas realizaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la féormula:

(o
% (\ ) S
I‘L’H

HOJ\,N\_/N
HO™ 0

en la que X es -(CH2)nC(O)-, siendom 1, 2, 0 3;
L es un conector seleccionado del grupo que consiste en:

H H
H N.. N O,
A N S g,nﬂ L

en los que n, n'y n" son cada uno independientemente un numero de 0 a 10;
H es hidrogeno; e
Y-H tiene la siguiente estructura:

E\O\/\R

H

-

en la que R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, bencilo o un grupo aromatico;
o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un conjugado de alginato que tiene la férmula:

en la que X es -(CH2)nC(O)-, siendom 1, 2, 0 3;
L es un conector seleccionado del grupo que consiste en:

H H
St S BRSBTS O

en los que n, n'y n" son cada uno independientemente un numero de 0 a 10;
Alg es acido alginico o una sal de alginato; e

Y es un espaciador unido directamente a la unidad del extremo reductor del alginato o a los grupos carboxilo de la

cadena de polimero de alginato a través del nitrégeno activo, y tiene la siguiente estructura:

16
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g :
LSO

en la que R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, bencilo o un grupo aromatico;
o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. El compuesto de la reivindicacion 1 o el conjugado de alginato de la reivindicacion 2, en el que el compuesto o el
conjugado comprende ademas un i6n metalico estable o radiactivo quelado con el resto acido 1,4,7-
triazaciclononano-1,4,7-triacético del compuesto o conjugado, respectivamente.

4. El compuesto o el conjugado de alginato de la reivindicacion 3, en el que el iébn metalico estable o radiactivo
comprende un ion de galio.

5. El compuesto o el conjugado de alginato de la reivindicacién 3, en el que el i6n metalico radiactivo comprende
6°Cu, 61Cu, 62Cu, 64Cu, 67Cu, o "n.

6. Un conjugado de alginato tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 para su uso en un método
de formacion de imagen clinica.

7. Una mezcla de un conjugado de alginato radiomarcado y alginato parcialmente reticulado con calcio para su uso
en un método de formacion de imagen de la deposicion de alginato en un mamifero, comprendiendo dicho método la
formacion de imagen de la distribucion temporal y espacial del conjugado de alginato radiomarcado, en la que dicho
conjugado de alginato es como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5.

8. El conjugado de alginato para el uso de la reivindicacion 6 o 7, en la medida que la reivindicacion 6 vuelve a

remitir a cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en el que el conjugado de alginato radiomarcado esta parcialmente
reticulado.
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