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DESCRIPCION
Nuevo uso de L-histidina y derivados de la misma
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al uso de L-histidina y derivados de histidina para prevenir la toxicidad del Agente
de Contraste Basado en Gadolinio y la acumulacion de gadolinio libre (Gd>*) en los tejidos, lo que podria ocurrir
después del uso de tales CAs.

ESTADO DE LA TECNICA

El diagnostico clinico ha evolucionado drasticamente en las Ultimas décadas, aprovechando imagenes por
resonancia magnética (MRI).

Medios de contraste paramagnéticos se inyectan por via intravenosa para potenciar la sefial de los protones del
agua, permitiendo asi el reconocimiento de tejidos con diferentes contenidos de agua.

Moléculas utilizadas en los medios de contraste han demostrado ser notablemente seguras en su uso clinico, pero
aun conservan un grado de toxicidad que se cree es el responsable de las reacciones adversas observadas en un
pequefio porcentaje de pacientes (Membership of the Working Party, Guidelines Safety in magnetic Resonance
units: an update, Anaesthesia, 2010, 65: 766-770).

El documento W02008/066862 define un método de identificar a un paciente en riesgo de toxicidad de gadolinio que
implica la medicién de los niveles de hierro del paciente y propone la utilidad de quelantes de metales, en particular
quelantes de hierro, para el tratamiento de dicha toxicidad.

Uno de los mecanismo que ha sido propuesto para explicar la toxicidad de los complejos de gadolinio
paramagnéticos utilizados como agentes de contraste para la MRI es la disociacion in vivo y/o el metabolismo del
propio complejo para producir metal y ligandos libres.

Tanto ligandos libres como el metal demostraron poseer un cierto grado de toxicidad, considerada ser al menos 20
veces mayor que la de sus respectivos complejos, actuando el ligando libre como un quelante de iones positivos
fisiologicos (Ca®", Zn**) y el metal, teniendo lugar aquellos iones necesarios en los tejidos del cuerpo, a través de un
proceso de transmetalacion. Sin embargo, aunque los complejos recién formados son excretados por el sistema
urinario, el metal se acumula normalmente en los tejidos, siendo por lo tanto un indicador adecuado de la disociacion
del complejo.

A este respecto, la estabilidad in vivo de tres complejos de gadolinio utilizado para la MR, MultiHance®, Omniscan®y
Gadovist® han sido investigados adicionalmente en un modelo animal (ratas) (S. Bussi et al. Exp. Toxicol. Pathol.
2007, 58:323-330) y se estimo el patron de acumulacion de gadolinio después de la liberacion de los compuestos
quelados y se comparo con el observado después de la administracion de acetato de gadolinio (forma libre) después
de administraciones Unicas o repetidas (3 semanas). A pesar de que se ha confirmado que la liberacion de gadolinio
a partir de compuestos quelados es poco probable que ocurra después de una sola inyeccion de medios de
contraste paramagnéticos, utilizados en este estudio con dosis 10 veces mayores que las recomendadas para fines
de diagndstico, se observo el mayor contenido de gadolinio debido a Gd complejado en los rifiones, mientras que el
bazo, el fémur y el cerebro fueron fijados principalmente como objetivo por gadolinio libre (imitado por GdAc).

Es esta parte alicuota de gadolinio libre liberado de GDBCA la que se piensa que es una de las causas de que
aparezca en pacientes con insuficiencia renal una NSF (fibrosis sistémica nefrogénica). NSF (véase: "Gadolinium-
based contrast agents (GBCAs) and the NSF risk: Regulatory update" 21 de enero de 2011,
http://www.fda.gov/downloads/AdvisoryCommittees/CommitteesMeetingMaterials/Drugs/PeripheralandCentralNervou
sSystemDrugsAdvisoryCommittee/ UCM241072.pdf) fue reconocida por primera vez en 1997 en 15 pacientes
dializados y descrita en el afio 2000. Este raro y muy debilitante trastorno que, de acuerdo con los datos preclinicos,
ha sido atribuido a una cascada inmunolégica provocada por Gd* libre (Canavese et al. J. Nephrol., 2008, 21: 324-
336) se caracteriza por un extenso engrosamiento y endurecimiento de la piel asociado con papulas del color de la
piel a eritematosas que coalescen en placas de eritematosas a musculosas con un aspecto de "piel de naranja". A
veces también se describen nédulos. Pueden desarrollarse contracturas articulares, convirtiéndose los pacientes
progresivamente en dependientes de la silla de ruedas. Los pacientes a menudo se quejan de prurito, causalgia y
dolores agudos. Las extremidades distales son la zona mas comun de participacion (con una distribucion de los
tobillos a la mitad del muslo y de las mufiecas a la zona media-superior de los brazos), seguido por el tronco. Las
lesiones son tipicamente simétricas. Vale la pena sefialar que casi nunca estan implicados la cara y el cuello.
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La NSF puede aparecer en todos los grupos de edad y no hay predileccion por una regiéon geografica, raza o género.
Hasta el momento, no existe un tratamiento reconocido para la NSF. Se ha sugerido que la mejora de la funcion
renal puede ralentizar el desarrollo de la enfermedad y, en algunos casos, puede revertir su curso. En 2006, dos
equipos europeos sugirieron independientemente un enlace entre la administraciéon de quelatos de gadolinio
utilizados como medios de contraste para la formacion de imagenes por resonancia magnética (MRI) y la aparicion
de NSF en pacientes con insuficiencia renal. Siguieron rapidamente numerosos analisis retrospectivos y confirmaron
este enlace temporal (Broome D R, Eur. J. Radiol., 2008, 66:230-234). La NSF no ha sido resefiada en pacientes
con funcién renal normal. Los pacientes con mayor riesgo de desarrollar una NSF después de recibir GBCAs son
aquellos con una eliminacién alterada del farmaco, incluyendo pacientes con lesion renal aguda (AKI) o cronica,
enfermedad renal grave (con una tasa de filtracion glomerular o GFR < 30 mL/min/1,73 m?).

Las politicas para minimizar el riesgo de NSF incluyen el uso de los analisis de dosis de diagndstico y riesgo-
beneficio mas bajas posibles antes de la administracion de la GBCA (Altun E. et al. Acad. Radiol, 2009, 16: 897-
905). A pesar de que aun no se ha establecido claramente un vinculo directo entre Gd libre y la NSF, la
transmetalacion se puede considerar como un punto de partida prometedor para estudios encaminados a aumentar
aun mas la seguridad en el campo de CA para la MRI. lones divalentes tales como el zinc y el cobre son elementos
traza esenciales y son los componentes necesarios de muchas enzimas. lones Zn* y Cu®* se encuentran
ampliamente distribuidos en las células animales y en la sangre. Debido a su afinidad fisico-quimica por el resto
quelante en GDBCA, estos iones pueden fomentar reacciones de transmetalacion con la consiguiente liberacion de
Gd** libre en el plasma.

La presente invencion y el nuevo uso de L-histidina capaz de reducir la liberacion de gadolinio libre de GBDCA y su
toxicidad debido a la acumulacién en 6rganos diana, podrian encontrar una explicacion por este mecanismo.

L-histidina es un aminoacido: su uso en sujetos humanos se ha descrito, aunque con resultados controvertidos, para
diferentes propdsitos: como un agente anoréxico, es decir, en Schechter PJ y Prakash J. Am.. J. Clin. Nutrition 1979,
32:1011-1014 o como un agente hipocolesterolémico en Gerber DA et al. J. Am. J. Clin. Nutrition 1971, 1382-1383).
Aunque no se ha observado un efecto terapéutico en ninguna de las referencias citadas, después de la
administracion de L-histidina de hasta 4 g/dia, no demostraron ser gravemente alterados parametros séricos,
incluyendo la union de zinc a proteinas (a saber, zinc unido a albumina y a2-macroglobulina), el suero y los niveles
de zinc urinario, monitoreados durante el tratamiento de 15 dias. Actualmente se comercializa como un integrador de
alimentos y, en consecuencia, su uso se considera seguro desde hace mucho tiempo en SUJetos humanos Aunque
se sabe que las proteinas ricas en histidina quelan iones metalicos divalentes tales como Zn? y Cu®, in vivo, esta
unién ha demostrado depender de sus dominios de dedos Zn ricos en His, tridimensionales altamente estructurados
y en la célula, un entorno extremadamente bien compartimentado.

Por lo tanto, el uso actual de L-histidina y los efectos terapéuticos observados in vivo como se muestran en la
presente solicitud, debe considerarse bastante inesperado.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Valores de absorbancia en funcién del tiempo en la reaccion de Gd(DTPA-BMA) (panel A) y Gd(DTPA)
(panel B) con Cu(ll) en presencia de citrato y L-histidina en una concentracién de: 0,2 ( linea de color negro, ), 0,4
(gris oscuro, m), 0,6 (gris, A)y 0,8 (gris claro, ¢) mM ([GdL] = 2,0 mM, [Cu] = 0,1 mM, [cit] = 2,0 mM , [His] = 0.2-0.4-
0.6-0.8 mM, [HEPES] = 0,01 M, pH =7,0, 25 ° C, NaCl 0,15 M).

Figura 2. Valores de capacidad de relajacion en funcion del tiempo para la reaccion de descomplejacion de Gd
(DTPA-BMA) (GdL) en el plasma artificial ((GdL] = 1,0 mM, [His] = 0,5 6 1,0 mM, pH = 7,5, 37°C, NaCl 0,15 M).
Plasma artificial (), que comprende His 0,5 mM (m) o His 1 mM (A).

Figura 3. El espectro UV de Cu(His); en presencia de exceso de Gd (DTPA-BMA) (Panel A) y en presencia de
exceso de citrato y Gd(DTPA-BMA) (Panel B). (Cu (His)z = 0,2 mM, Gd(DTPA-BMA) = 2,0 mM) (A). (Cu(His), = 0,2
mM, Gd(DTPA-BMA) = 2,0 mM, Citrato = 2,0 mM) (B). pH = 6,5, 25°C, NaCl 0,15 M.

SUMARIO DE LA INVENCION

Se ha encontrado, sorprendentemente, que L-histidina reduce S|gn|f|cat|vamente la liberacion de Gd** libre a partir
de un Agente de Contraste Basado en Gadolinio y la acumulacién de Gd*" libre en el cuerpo de un paciente, cuando
se administran juntos, o poco antes de la administracion de GDBCA.

Por lo tanto de acuerdo con un primer aspecto, la invencién se reflere a L-histidina o sales de la misma para uso en
la prevencion de una afeccion debido a la liberacion de gadolinio (Gd**) libre después de administracién de GDBCA
(Agente de Contraste Basado en Gadolinio).
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El 6rgano diana se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en: huesos, piel, sangre, plasma e higado. El
GDBCA se selecciona preferiblemente del grupo que con3|ste de Gadoversetamida (Optlmark ), Gadodlamlda
(Omniscan®), Gadopentetato dimeglumina (Magnewst ), acido Gadoxético y Gadoxetato dISOdICO (Eovist®),
Gadobutrol (Gadovist®), Gadofosfeset (Ablavar®), Gadobenato dimeglumina (MultiHance®), Gadoteridolo
(ProHance®), acido Gadotérico (Dotarem®). Particularmente preferidos para la co-administracion con L-histidina son
quelatos i6nicos o no idnicos lineales tales como: Gadodiamida, Gadoversetamida, Gadopentetato dimeglumina,
Gadobenato dimeglumina y acido Gadoxetic o Gadoxetato disddico.

Dicha afeccion es preferiblemente una dermopatia, tal como NSF (fibrosis sistémica nefrogénica) que se produce lo
mas preferiblemente en pacientes con deterioro de la funcién renal tales como una enfermedad renal crénica o
aguda, y con una tasa de filtracion glomerular reducida, es decir, pacientes sometidos a dialisis.

Cofactores, que influyen potencialmente en el desarrollo de una dermopatia inducida por Gd> o NSF se pueden
encontrar en la hipercalcemia, la co-terapia con agentes quelantes de fosfato (tales como sevelamer HCI), acidosis,
terapias co-anti-hipertensivos y terapias con hierro.

De acuerdo con un aspecto adicional, la invencion se refiere a un kit de partes para la administracion de un GDBCA,
que comprende un primer recipiente con una composicion en la que el ingrediente activo es L-histidina o sales de la
misma y un recipiente que comprende un GDBCA, siendo dicho kit para uso en una método para la prevencion de
una afeccion debida a la liberacion de gadolinio libre después de una administracion de GDBCA.

Dicha composicion que comprende L-histidina es preferiblemente una composicién oral para unidad o unidades de
dosificacion, multiples o Unicas, de L-histidina, que comprende preferiblemente, como dicha dosis Unica unitaria, una
cantidad de 0,2-20 g de L-histidina o sales de la misma.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién se basa en el efecto de L-histidina, administrada preferiblemente por via oral, sobre la liberacién de
gadolinio libre después de la administracion de un Agente de Contraste Basado en Gadolinio (GDBCA).

Por GDBCA se entienden todos los medios de contraste basados en gadolinio y utilizados generalmente para la
resonancia magnética mejorada por contraste (CE-MR). Gadolinio, un metal paramagnético en la serie de los
lantanidos, produce un gran campo magnético que mejora las velocidades de relajacion de los protones del agua,
situados cerca del agente, aumentando con ello la intensidad de senal.

Dado que los iones Gd™* libres son toxicos in vivo, en GDBCAs, el ion paramagnético es quelado para crear
complejos de metales estables, inertes y de bajo peso molecular.

Quelatos macrociclicos de Gd tales como Gadobutrol (GadoVist®, Bayer Shering Pharma AG), Gadoteridol
(ProHance®, Bracco) vy Gadoterato meglumina (Dotarem™, Guerbet) tienen una mayor estabilidad in vivo en
comparacion con quelatos de Gd** lineales tales como Gadoversetamlda (Optimark®), Gadodiamida (Gd-DTPA-
BMA, OmniScan®) Gadogentetato dimeglumina (Gd-DTPA, Magnevist®, Bayer Shering Pharma AG) y gadobenato
dimeglumina (MultlHance Bracco SpA). CA basado en Gd se retiran rapidamente de los espacios intravasculares y
se eliminan del cuerpo humano en su mayoria sin cambios a través de (predominantemente) la excrecion renal.

Los complejos quelados son generalmente estables, aunque con diferentes constantes de estabilidad
termodinamica. Afinidades constantes de estabilidad termodinamica se han descrito para las siguientes GDBCAs:
Gadoversetamida, Gadodiamida (Gd DTPA-BMA), Gadobutrol, Gd-DTPA, Gadofosveset-trisédico, Gadobenato de
dimeglumina (Gd-BOPTA), acido gadoxético (EOB-DTPA), Gadoteridol (HP-DO3A) y Gd-DOTA (Caravan P. et al.
Inorg. Chem, 2001:40, 2170-2176).

Uno de los mecanismos que ha sido propuesto para explicar la toxicidad de alguna manera descrita de GDBCA, es
su disociacion in vivo y/o el metabolismo del complejo en si, para producir metal libre (Gd3+) y ligando, a través de un
proceso conocido como transmetalacion (Morcos S K et al., Eur J. Radiol., 2008, 66:175-179). Estos autores
postulan que la |nC|denC|a de NSF (flbr03|s sistémica nefrogenlca) se correlamona con la establlldad de los
complejos de Gd** que estan de hecho mas frecuentemente asociados con la administracion de Omniscan®, un CA
no iénico lineal, que ProHance® (un quelato macrociclico).

Aunque transmetalacién puede, al menos en teoria, afectar a un GDBCA de una manera inversamente proporcional
a la estabilidad termodinamica del complejo metal/quelato paramagnético, este parametro no describe
suficientemente los factores que afectan al proceso de transmetalacion in vivo (Tweedle et al. Magn Reson Imaging
1991; 9:409-415). La sangre y, con mayor razon, los organismos vivos son sistemas complejos, en donde la
presencia de diferentes iones y contra-iones en diversas concentraciones y formas (libres, unidas a proteinas o
compartimentadas) influye sobre la cinética de las reacciones quelantes que se producen in vivo. De hecho, también
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la estabilidad cinética de los complejos de gadolinio esta influenciada por la presencia de iones enddgenos, contra-
iones y otras moléculas en el plasma. Se sabe que el citrato, es decir, un contra-ion fisiol6gicamente presente en el
cuerpo, forma complejos con los iones Gd*" liberados en las reacciones de transmetalacion (G. E. Jackson, S.
Wynchank, M. Woudenberg, Magn. Reson. Med., 1990, 16, 57-66; L. Sarka, L. Burai, E. Brucher, Chem. Eur. J.,
2000, 6, 719-724) y, como se describe con mas detalle en la parte experimental, ha demostrado de hecho tomar
parte en la reaccién de transmetalacion.

La transmetalamon en donde el ligando libre puede actuar como un quelante de iones positivos endégenos (Ca
Zn”, etc) con intercambio de esos iones en los tejidos corporales, genera in vivo ligando libre y metal
paramagnético. Ambas especies han demostrado poseer un cierto grado de toxicidad aguda, en términos de DLso, al
menos 20 veces mayor que la de sus respectlvos complejos. Sin embargo, aunque los complejos recién formados
son excretados por el sistema urinario, Gd** se acumula en los teJIdOS con una toxicidad bien reconocida, aparente
en la piel y debido a la activacion de una respuesta inmune a Gd**

Los huesos han demostrado comportarse como repositorio natural para gadolinio no quelado (Wedeking P. y
Tweedle, Nucl. Med. Biol., 1988, 15: 395-402), siendo por lo tanto un indicador adecuado en el intervalo de tiempo a
medio y largo plazo de la disociacion del complejo de Gd.

Se ha postulado que principalmente zn* podria estar implicado en el desplazamiento de cantidades significativas de
gadolinio debido a que la concentracion de la primera en la sangre es relativamente alta (55-125 pmol/L) (Vander et
al., Invest Radiol 2001; 36: 115-122), pero incluso especies menos abundantes pueden influir en la afinidad y la
cinética de la reaccién de desplazamiento tal como se muestra en el modelo de plasma seleccionado.

lones enddgenos que puedan competir con Gd* son Cu*, ca* y Zn2+. Entre estos, Cu*" esta presente en
concentraciones relativamente bajas en la sangre (1-10 pmol/L y [Cu® Moverpo tot. = 18 umoI/L G. E. Jackson, S.
Wynchank, M. Woudenberg, Magn. Reson. Med., 1990, 16, 57-66), mientras que Ca®’ tiene una afinidad
relativamente baja para los ligandos organicos tales como DTPA y DTPA-BMA. Se piensa que la liberacion de
gadolinio libre de GDBCA es una de las causas de la NSF (fibrosis nefrogénica sistémica) (Broome, 2008) en
pacientes con insuficiencia renal (siendo el rifidn, por lo general, el principal érgano excretor de GDBCA).

La administracién de histidina de acuerdo con la presente invencién, que proporciona eI uso de L-histidina o sales de
la misma en la prevencion de una afeccion debida a la acumulacion de Gadolinio (Gd ") en los 6rganos diana de un
paciente después de la administraciéon de un GDBCA (Agente de Contraste Basado en Gadolinio) permite una
liberacion inferior de gadolinio libre a partir de GDBCA in vivo y su acumulacion en tejidos, particularmente en los
huesos y la piel, disminuyendo asi los riesgos asociados con su toxicidad.

El zincy eI cobre son elementos traza esenciales, necesarios para la funcionalidad de muchas enzimas. Por lo tanto,
iones Zn** y Cu?* se encuentran ampliamente distribuidos en las celulas animales g en la sangre. Se cree que la
reduccion de la transmetalacion entre los iones divalentes tales como Zn** Cu2+y Gd™ se encuentra en la base de la
reduccion de la acumulacion de gadolinio en los tejidos después de la admlnlstraC|on de GDBCA vy L-histidina de
acuerdo con la presente invencion. De hecho, se ha confirmado experimentalmente que un aumento de la
concentracion de histidina de 0,2 a 0,8 mM en presencia de citrato puede disminuir la cantidad y la tasa de
intercambio de ligandos formados con cu®, para los restos quelantes de Gd DTPA y DTPA-BMA, en un modo
dependiente de la concentracion, en dos diferentes sistemas in vitro testados.

Los efectos toxicos de la deposicion de metal son conocidos y generalmente confirmados: se evitan en parte
mediante la adiciéon de una cantldad en exceso de compuestos quelantes en la propia formulacion CA: con la
excepcion de MultiHance® y Dotarem®, de hecho, todos los demas agentes de contraste comprenden un exceso de
compuestos quelantes (hasta 28,4 mg/ml en Optimark®). Sin embargo, Gd** libre todavia se libera dentro del cuerpo
antes de la excrecion de los complejos.

A este respecto, la presente invencion, que se refiere a la pre- o co-administracion de L- hlstldlna o sales de la misma
después de la administraciéon de GDBCA, a fin de evitar la liberacion y acumulacion de Gd** dentro de los tejidos,
aborda el problema de la toxicidad debida a la acumulacién de metal paramagnético después de la administracion
GDBCA.

La CA se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en agentes quelantes de Gd |on|cos 0 no ioénicos,
macrociclicos y Ilneales tales como: Gadoversetamida (OptiMark"), Gadodlamlda (Omniscan® ) Gadopentetato
dlmeglumlna (Magnevist®), acido Gadoxético y Gadoxetato disédico (Eowst ), Gadobutrol (Gadovist®), Gadofosfeset
(Ablavar®), Gadobenato dimeglumina (MultiHance®), Gadoteridolo (ProHance® ), acido Gadotérico (Dotarem®).
Particularmente preferidos para la co-administracion con L-histidina son quelatos iénicos o no iénicos lineales tales
como: Gadodiamida, Gadoversetamida, Gadopentetato dimeglumina, Gadobenato dimeglumina y acido Gadoxético
o0 Gadoxetato disodico.
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Preferiblemente L-histidina (o sus sales) se administra al menos 1 hora, mas preferiblemente de 55' (min), 50’, 45',
40', 35", 30', 25', 20", 15", 10' 0 5 min antes de la administracion del CA. A lo mas tardar, L-histidina se co-administra
junto con el Agente de Contraste. EI momento 6ptimo para la administracion de histidina, con respecto a la
administracion del agente de contraste, podria determinarse con mayor precision mediante el calculo de los
parametros farmacocinéticos relevantes, tales como Cmzx, (CoOncentracion pico) Tmax, (tiempo para alcanzar la
concentracion maxima), t1,2 » z (semi-vida) o AUC en el intervalo de dosis de interés. En particular Tmsx deberia ser
considerado para determinar el tiempo éptimo para la administracion de GBDCA después de la administracion de
histidina. Este parametro se ha de calcular preferiblemente para sales de histidina, cuyos parametros
farmacocinéticos pueden diferir de L-histidina o en caso de que se prevea una via de administracién alternativa. En
estos casos, el tiempo requerido para alcanzar los niveles pico (Tmax) de L-histidina en el suero después de una sola
administracion por la via alternativa, o en forma de histidina alternativa, permitiria una mejor adaptacion del tiempo
para la administracion de GBDCA.

Por la via oral, se puede estimar que los niveles pico de L-histidina administrada en forma de sal (HCI) se alcanzan
30-45 min después de la administracion oral (Sitton N G, Ann Rheum Dis, 1988, 47:48-52).

Puesto que se ha informado que la administracion oral de L-histidina en los seres humanos, hasta 4-6 g/dia, durante
varios dias, no proporciona ni efectos adversos importantes ni inconvenientes menores, se prevé su uso hasta dosis
de gramos para la presente invencion, asi como preferiblemente en una sola administracion oral durante un tiempo
estrechamente proximo antes de la administracion de la GBDCA.

La posibilidad de una administracion oral, una bien conocida cinética de adsorcion en el hombre, y las altas dosis
toleradas, representan importantes ventajas para una terapia preventiva con L-histidina en condiciones inducidas por
GBDCA para las cuales, hasta ahora sélo se han resefiado esporadicamente efectos tdxicos pesados. En general,
de hecho, es muy importante para una terapia preventiva ni interferir con el bienestar general del paciente ni inducir
molestias.

A este respecto, se debe mencionar que, a pesar de que la histidina se puede administrar también por via
parenteral, una administracion preferida es por via oral, antes de GDBCA, a fin de no enfrentar al paciente a dos
inyecciones dentro de un corto tiempo entre ambas, en lugar de solo una con el agente de contraste. De hecho, esto
puede aumentar el malestar del paciente.

En contraste, la administracion oral de L-histidina se puede lograr a través de una disolucion liquida de L-histidina o
sales de la misma en una dosis que oscila entre 10 y 200 mg/kg del paciente, no antes de 60 min o, preferiblemente,
45 a 15 min, o preferiblemente 25-40 min antes de la administracion de GBDCA, opcionalmente junto con o
mezclado dentro de una disolucién salina liquida para la terapia de hidratacién.

Las mezclas de hidratacion mas comunes vienen en forma de polvos que se mezclan con agua o una disolucion
acuosa. Disoluciones premezcladas estan también comercialmente disponibles, generalmente para ser disueltas en
0,5-1 L de agua para producir una disolucion que contenga (en mmol/L) Na 75-90, K 20, CI 65-80, y que comprenda
opcionalmente citrato 5-15 y glucosa 80-120. Histidina o sales de la misma se pueden afadir a una mezcla de
hidratacion justo antes de la adicién de agua.

Como alternativa, la histidina se administra como una composicién sélida, es decir, en comprimidos, junto con el
agua o mezclas de hidratacion.

Los érganos diana de acumulacion de Gd libre basados en observaciones experimentales (S. Bussi et al., 2007), se
consideran generalmente el higado, bazo, huesos y cerebro. De acuerdo con la presente invencion, una disminucién
estadisticamente significativa en la deposicion de Gd** libre se ha observado en los huesos (fémur) y la piel después
de la administracion de L-histidina. Estos 6rganos son de hecho representativoa para una liberacién inferior global
de Gd* desde GBDCA en presencia de histidina o derivados de la misma. En particular, la acumulacion de Gd>* en
los huesos puede considerarse representativa del fendmeno general, con una medida que no se ve afectada por la
fraccion de Gd*' presente en el plasma, de la que Gd se elimina muy rapidamente, debido a la escasa o nula
vascularizacion en el tejido 6seo. La piel, a su vez, representa el érgano diana para la deposicion de Gd** que
posiblemente conduzca a la NSF, en condiciones de deterioro de la funcionalidad renal.

Una liberacion inferior de Gd** a partir de GBDCAs en presencia de L-histidina ha sido confirmada por datos
experimentales cinéticos en un modelo de plasma in vitro, ya sea con DTPA y DTPA-BMA, tal como se detalla mejor
en la parte experimental. Por lo tanto, la presente descripcion se refiere al uso de L-histidina o sales de la misma
para la prevencion de la acumulacién de metal, en particular, Gd*, después de la administracion de GBDCA; por
consiguiente, la presente descripcion se refiere a L-histidina y sales de la misma para su uso en la preparacion de un
tratamiento de prevencion de la deposicion de gadolinio en érganos diana vy, por lo tanto, para la prevencion del
efecto toxico de esta acumulacion, en particular en los huesos, bazo y piel.
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Dado que la acumulacién de metal, en particular Gd** libre ha sido acreditada como una posible causa de NSF, en
pacientes con funciones renales dafadas, la presente descripcion también proporciona L-histidina para uso en un
método dirigido a la prevencion de una afeccion debida a la acumulacion de Gd después de la administracion de
GDBCA, en pacientes con deterioro de la funcionalidad renal.

Dicha afeccion es preferiblemente una dermopatia, tal como NSF (fibrosis nefrogénica sistémica), que se produce lo
mas preferiblemente en pacientes con deterioro de la funcién renal tales como una enfermedad renal crénica o
aguda, y con una tasa de filtracion glomerular reducida, es decir, en pacientes sometidos a didlisis.

Cofactores, que influyen potencialmente en el desarrollo de una dermopatia inducida por Gd* se pueden encontrar
en la hipercalcemia, la co-terapia con agentes quelantes de fosfato (tales como sevelamer HCI), acidosis, terapias
co-anti-hipertensivas y terapias con hierro.

En particular, estudios con animales llevados a cabo en ratas, han confirmado que un Unico pre-tratamlento oral de
L-histidina (administrada a una dosis de 4, 38 mmol/kg, antes de la administracion de Omniscan® ) es capaz de
disminuir significativamente los niveles de Gd** en los huesos (fémur) y la piel, medidos como nmol/gramo de tejido
reciente.

En particular, la administracion de L-histidina 30 min antes de la administracion de Omniscan® indujo una
disminucién estadisticamente significativa en el contenido de Gd>* en el fémur de aproximadamente 40% (tanto
como nmol/g de tejido reciente como % ID) y en la piel. Estos datos han sido también confirmados por el % de Dosis
Inyectada al nivel del hueso. Se conoce de la bibliografia que los huesos y la piel son los 6rganos en donde se
produce con mas frecuencia la deposicion de gadolinio libre (Bussi, 2007; Wedeking, 1988).

Histidina, en particular L-histidina, se administra como un polvo de la sal dihidrocloruro o monohidrocloruro, ya sea
en la forma monohidratada como anhidra, preferiblemente disuelto en una disolucién acuosa.

Cuando L-histidina se administra por via oral, se administra preferiblemente en una dosis que oscila entre 10 y 200
mg/kg del paciente, no antes de 60 min o, preferiblemente, de 45 min a 15 min, o preferiblemente de 40 min a 25
min antes de la administracion de GBDCA, opcionalmente junto con, o mezclado en una disolucién salina liquida
para la terapia de hidratacion.

A pesar de que se prefiere la administracion oral debido a que es mas facil y habitualmente es bien tolerada, L-
histidina se puede administrar por cualquier otra via, es decir, por via parenteral.

De acuerdo con los datos en el modelo preclinico y a la seguridad bien establecida en seres humanos, L-histidina se
puede administrar en los seres humanos hasta 200 mg/kg/dia. Por lo tanto, por consiguiente para el uso humano,
unidades de dosificacion individuales comprenden L-histidina o sales en una cantidad comprendida de 0,2-20 g.

Composmon que comprende L-histidina o sales de la misma para uso en la prevencién de la acumulacion de metal
(Gd ") en érganos diana debido a una administracién GDBCA estan comprendidos dentro de las realizaciones
preferidas de la invencion. Composiciones particularmente preferidas son la composicion oral, ya sea liquida o
sélida, en donde la histidina o derivados de la misma estan presentes en una cantidad comprendida de 0,2-20 g de
hidrocloruro de L-histidina por unidad de dosis junto con diluyentes cominmente utilizados (tales como celulosa y
derivados de la misma, polimetacrilatos, almidén y derivados del mismo, carbonato o fosfato de calcio, alginatos y
derivados), disgregantes (tales como croscarmelosa Na), lubricantes, excipientes, estabilizadores, aromas e
integradores de sal monovalente catiénica (véase como una revision general: "The handbook of pharmaceutical
excipients" 42 ed, 2003, Pharmaceutical Press, compiladores Raimond C. Rowe, Paul J. Sheskey, Paul J. Weller).

De acuerdo con una realizacion preferida, la presente invencién se refiere también a un kit de partes para la
administracion de un GDBCA, que comprende un recipiente con una composicion en la que el ingrediente activo es
L-histidina o sal del mismo y un recipiente que comprende un GDBCA.

El CA se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en a%entes quelantes de Gd |on|cos 0 no idnicos,
macrociclicos y Ilneales tales como: Gadoversetamida (OptiMark Gadodlamlda (Omniscan® ) Gadopentetato
dlmeglumlna (Magnevist®), acido Gadoxético y Gadoxetato disédico (Eowst ), Gadobutrol (Gadovist®), Gadofosfeset
(Ablavar®), Gadobenato dimeglumina (MultiHance®), Gadoteridolo (ProHance® ), acido Gadotérico (Dotarem®).
Particularmente preferidos para la co-administracion con L-histidina son quelatos iénicos o no iénicos lineales, tales
como: Gadodiamida, Gadoversetamida, Gadopentetato dimeglumina, Gadobenato dimeglumina y acido Gadoxético
o Gadoxetato disoddico, y esta opcionalmente, pero preferiblemente presente en una jeringa precargada.

Histidina, en particular L-histidina, esta en forma de un polvo o un comprimido, listo para la administracién o para ser
disuelto antes de la administracion. Composiciones liquidas que comprenden L-histidina lista para usar o a preparar
en el momento de la administracion, son aceptables de acuerdo con el uso descrito en esta memoria.
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De acuerdo con una realizacion adicional, la descripcion se refiere a un método terapéutico para prevenir el efecto
toxico de la acumulacion de gadolinio en el tejido de un paciente, en el que dicho tejido se selecciona
preferiblemente del grupo que consiste en: los huesos, la piel, el bazo y la sangre, y/o para prevenir la NSF, que
puede producirse después de la administracion de GBDCA en sujetos, preferiblemente en sujetos con deterioro de la
funciéon renal, que consiste esencialmente en la administracion de L-histidina o derivados de la misma,
preferiblemente en una dosis oral Unica unidad, no antes de 60' antes de la administracién de GDBCA.

Se deduce que la descripcion también comprende un método de diagnostico, que consiste esencialmente en la
administracion de L-histidina o sales de la misma, preferiblemente en una dosis oral unitaria Unica, seguida de la
administraciéon de GBDCA dentro del periodo de una hora, incluso mas preferiblemente dentro de 55 min 50 min 45
min 40 min 35 min 30 min 25 min 20 min y 15 min. Mas preferiblemente, el intervalo de tiempo estd comprendido
entre 45 y 15 min o incluso, mas preferiblemente, de 40 a 20 min. Los GBDCA se seleccionan preferiblemente del
grupo que consiste en agentes quelantes de Gd |on|cos 0 no ionicos, macrociclicos y lineales tales como:
Gadoversetamida (OptiMark®), Gadodlamlda (Omniscan®), Gadopentetato dimeglumina (Ma%newst acido
Gadoxético y Gadoxetato disédico (Eovist®), Gadobutrol (Gadovist®), Gadofosfeset (Ablavar™) Gadobenato
dimeglumina (MultiHance®), Gadoteridolo (ProHance®), acido Gadotérico (Dotarem®). Pamcularmente preferidos
para la co-administracion con L-histidina son quelatos iénicos o no idénicos lineales tales como: Gadodiamida,
Gadoversetamida, Gadopentetato dimeglumina, Gadobenato dimeglumina y acido Gadoxétic o Gadoxetato disddico.

Una dosis unitaria puede comprender L-histidina o sales para la administracion de histidina en una dosis
comprendida de 0,2 a 20 g de L-histidina.

Los siguientes ejemplos de la practica de la presente invencion estan destinados a ser ilustrativos y no son en modo
alguno limitativos del alcance de la invencion.

PARTE EXPERIMENTAL
Ejemplo 1. Medicion de los niveles de L-histidina en plasma.
Preparacion de la curva de calibracion y muestras del control de calidad.

Partes alicuotas de polvo de dihidrocloruro de L-histidina, ponderado con precision, se transfirieron a matraces
aforados de 5 y 10 mL. Agua MilliQ se utilizé para disolver el polvo. Disolucién patron se prepard para obtener
muestras CAL y muestras CQ. La gama de la disolucion patrén fue de 3,46 a 343 pg/mL. Todas las disoluciones
patrones se almacenaron a + 4°C, en la oscuridad: en estas condiciones se consideraron estables durante hasta un
mes.

Muestras de CAL se prepararon mediante el uso de una disolucion estandar a la concentracién de 3,46, 34,3, 68,6,
173 y 343 pg/mL y las muestras de QC mediante el uso de la solucion estandar a una concentracion de 14,3, 67,1,
143 y 268 pg/mL.

Muestras de CAL y QC se prepararon mezclando de 10 pL de disolucion patron de histidina con 90 yL de plasma de
rata en blanco.

A estas muestras se afiadieron 20 uL de acido tricloroacético (al 16% p/v) para precipitar las proteinas del plasma.
Los tubos se agitaron con vortice durante unos segundos y se centrifugaron durante 10 min a 2000 g a temperatura
ambiente; a 90 uL del sobrenadante claro se anadieron 45 pL de una disolucién empapado de carbonato de sodio
(200 mM) y 90 pL de disolucion de derivatizacion (4 mg/mL de cloruro de dansilo). Los tubos se agitaron con vértice
durante unos segundos y se incubaron con agitacion durante 30 minutos a 60°C. Se afiadieron cinco microlitros de
hidrocloruro de metilamina y después de enfriar durante 15 minutos, se inyectaron diez microlitros de la muestra en
el equipo de HPLC.

Muestras de plasma de ensayo (S) se prepararon afiadiendo 10 yL de agua Milli-Q a 90 pL de plasma sin diluir o 90
ML de plasma diluido adecuadamente con plasma en blanco (si el volumen de la muestra no era suficiente). A estas
muestras se afiadieron 20 pL de acido tricloroacético (al 16% p/v) para precipitar las proteinas del plasma. Los tubos
se agitaron con vortice durante unos segundos y se centrifugaron durante 10 min a 2000 g a temperatura ambiente;
a 90 pL del sobrenadante claro se afiadieron 45 L de una disolucién empapada de carbonato de sodio (200 mM) y
90 pL de disolucion de derivatizacion (4 mg/mL de cloruro de dansilo). Los tubos se agitaron con vortice durante
unos pocos segundos y se incubaron con agitacion durante 30 minutos a 60°C. Se afiadieron cinco microlitros de
hidrocloruro de metilamina y después de enfriar durante 15 minutos, se inyectaron diez microlitros de la muestra en
el equipo de HPLC. Todas las muestras de plasma recogidas durante el estudio se almacenaron a -20°C hasta su
analisis.
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Resultados del analisis de HPLC demostraron que era posible preparar una curva de calibracién para histidina que
oscilaba entre 3,46 y 343 pg/mL utilizando una regresion lineal ponderada. La bondad de la curva de calibracion y el
rendimiento del sistema cromatografico cumplia los criterios de aceptabilidad definidos. La precision de las
concentraciones retrocalculadas de patrones de Histidina CAL (%CV) era de 1,19% a 10,4 ug/mL, 1,25% a 41,3
pg/mL, 2,40% a 75,6 pg/mL, 2,81% a 180 ug/mL y 2,29% a 350 pg/mL.

La exactitud de las concentraciones retrocalculadas de patrones de Histidina CAL (% ACC) era -1,52% a 10,4
pg/mL, -3,25% a 41,3 pg/mL, 0,34% a 75,6 pyg/mL, -1,57% a 180 pg/mL y -3,20% a 350 pg/mL. El valor del
coeficiente de correlacion era 0,9993.

El contenido de histidina en las muestras de CAL y QC era el resultado de Histidina endégena (concentracion en la
agrupacion de plasma en blanco) e histidina afiadida (patrones de calibracion).

La precision de las concentraciones retrocalculadas de histidina QC era entre 85% y 115% para todas las muestras
y se considerd aceptable. La exactitud de las concentraciones retrocalculadas de histidina QC era <15% para todas
las muestras.

La precision de las muestras de ensayo era siempre aceptable.

Ejemplo 2. Diseiio experimental para estudios de administracion de histidina y farmacocinéticos.
Animales

- Especie y raza: rata CD (SD) IGS BR

- Sexo de los animales: machos

- Peso y edad en el momento del tratamiento: 306 - 376 g (10-14 semanas de edad)

- Proveedor: Charles River Laboratories, Calco (LC), Italia

Todos los procedimientos que afectaban a los animales se llevaron a cabo de acuerdo con las leyes nacionales e
internacionales sobre animales de experimentacion (L.D. 116/92; C.D. CEE 86/609; C.R. 2007/526/EC). No se
conocen alternativas no animales validadas para conseguir los objetivos del estudio.

Se utilizaron ratas para determinar los parametros farmacocinéticos después de la administracion de tres dosis de
histidina diferentes (100, 500 y 1000 mg/kg, tres animales para cada grupo).

Se usaron tres animales para la recogida de muestra de plasma en blanco para la curva de calibracion.
Analisis estadistico

Las concentraciones en plasma de histidina como una funcién del tiempo después de la inyeccion C(t) se analizaron
por métodos no paramétricos utilizando el programa informatico WIN-NONLIN 4.0.1. Para las dosis testadas, se
realizé un analisis no compartimental utilizando las concentraciones medias en plasma de 3 animales para cada
punto de tiempo (excepto cuando se indica). Para Cmax (concentracion pico en plasma) y el tmax correspondiente
(cantidad de tiempo que esta presente un farmaco a Cmax en plasma) se resefiaron los valores observados. La
constante de la tasa de eliminacion terminal (Az) se estim6 por regresion log-lineal de esos puntos de datos
evaluados visualmente que estaban en la fase terminal del perfil. Se utilizaron al menos tres concentraciones de
plasma terminales para estimar Az. La semi-vida de eliminacion terminal (t%2Az, tiempo requerido para que un
farmaco disminuya a la mitad su valor original de plasma) se calculé como t¥2Az = In 2/Az. El area bajo la curva de
concentracion de plasma-tiempo hasta la ultima concentracion de plasma observable (AUC(0 a t)) se calculd a partir
de datos observados utilizando el método trapezoidal logaritmico. El area total bajo la curva de concentracion de
plasma-tiempo desde cero a infinito (AUC(0 a «)) fue estimada por AUC(0 a «) = AUC(0 a t) + ct/Az, en donde ct es
la concentracion predicha en el ultimo punto de tiempo cuantificado. EI AUC define el alcance de la exposicion al
farmaco.

Los valores basales de histidina en plasma de rata variaron de 4,60 a 8,39 ug/mL.

Los valores de Cmax de 9,0, 20,9 y 36,0 pg/mL se obtuvieron 30 min, 1 h y 30 min (tmax) después de la
administracion oral en 100, 500, 1000 mg/kg, respectivamente. Los valores de semi-vida asociada con la fase de
eliminacion terminal t'2Az eran 51, 47 y 13 minutos para los animales tratados en las tres dosis diferentes,
respectivamente (véase la Tabla A). Estos valores sugieren una eliminacion ligeramente mas rapida a partir de
plasma para la dosis mas alta.



10

15

20

25

30

35

ES 2621 865 T3

Los valores del AUC (0 a «) eran 0,55, 0,63 y 0,39 h * mg/mL, respectivamente. Los valores eran similares,
indicando una exposicion sistémica similar en las diferentes dosis. Ademas, estaban en el intervalo del valor de
AUC(0 a =) (0,477 h*mg/mL) encontrado en voluntarios sanos después de una sola administracion oral de histidina a
razon de 100 mg/kg (Sitton N G, Ann Rheum Dis, 1988, 47: 48-52).

Los valores totales de aclaramiento de plasma eran 180, 790 y 2562 mL/h/kg para las tres dosis, respectivamente.
Los valores de aclaramiento aumentaron con el aumento de la dosis.

Tabla A: valores farmacocinéticos

Histidina mg / kg (mmol / kg)
Parametros | Unidades | 100 (0.438) | 500 (2.192) | 1,000 (4,38)
Cinéx pg/mL 9,0 20,9 36,0
tmax h 0,5 1 0,5
t, Az h 51 47 13
AUC .« h*mg/mL | 0,55 0,63 0,39

Los valores Cmax aumentaron con el aumento de la dosis. Tmax se calculé dos veces 30 min (o 1 h); AUC (0 a inf.)
eran similares en las tres dosis. No se observaron signos clinicos hasta 1000 mg/kg, lo que indica que el compuesto
se tolera bien hasta 5 veces la dosis mas alta prevista para pacientes (200 mg/kg).

Ejemplo 3. Administracién de L-histidina y medida de la acumulacién de Gd** en el 6rgano diana

Animales

- Rata Sprague Dawley

- Sexo de los animales: machos

- Peso y edad en el momento del tratamiento: 208 - 233 g, 7 semanas de edad

- Proveedor: Charles River Laboratories, Calco (LC), Italia

Se dejo6 un periodo de al menos 3 dias entre la llegada de los animales y la asignacion a los grupos de tratamiento.
Se utilizaron tres animales con el fin de recoger muestras de plasma en blanco para la curva de calibracion.
L-histidina se administré oralmente mediante sonda, mientras que Omniscan®se administro por via intravenosa.

La histidina se administré 30 min antes de la administracién de Ominiscan® a una dosis de 4,38 mmol/kg; Omniscan®
(Gd(DTPA-BMA) a una dosis de 1 mM/kg, se administré a través de la vena de la cola a una tasa de inyeccion de 2
mL/min con una bomba de infusién Harvard. Histidina y Ominscan® se administraron a temperatura ambiente. Los
animales fueron sacrificados 24 h después de la administracion de Omniscan®, y se recogieron sus érganos para la
determinacion por ICP-MS del contenido de gadolinio.

Mortalidad y signos clinicos

El dia del tratamiento, los animales fueron observados antes del tratamiento y al menos una vez después de la
dosificacion, para detectar cualquier signo clinico o reaccion al tratamiento. En su caso se registraron la gravedad, el
momento de la aparicion, la duracion de los signos toxicos y la mortalidad.

Examen de patologia general

El dia del sacrificio programado, los animales fueron anestesiados con un agente de inhalacion, sevoflurano, a una
concentracion espiratoria de 3% en la induccion y 1-2% en el mantenimiento y fueron sangrados después de la
recogida de sangre de la aorta abdominal. Después de la ex-sanguinacion, el higado, el bazo, el fémur y la piel de
todos los animales fueron extirpados, se pesaron y se prepararon para la determinaciéon por ICP-MS del contenido
de gadolinio. La digestion de la muestra (bazo y fémur) se realiz6 mediante un sistema de microondas (MARS-5
CEM Corporation).
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Las muestras de higado y de la piel se liofilizaron con un liofilizador (Alpha-1-2LD Plus, CHRIST) después de haber
sido congeladas a -80°C durante al menos 1 h. Después del secado, los higados deshidratados se pesaron y luego
se molieron en un mortero. Una cantidad de 0,3 g del higado molido secado se pesaron con precision y se
suspendieron en 1,0 mL de acido nitrico (65% p/p). Esta disolucién se almacen6 a 2-8°C durante al menos 12 h. El
ensayo de ICP-MS para gadolinio en muestras bioldgicas (Bussi, 2007) se llevo a cabo en un Espectrometro ELAN
6100 Perkin Elmer, que opera con los siguientes parametros instrumentales:

Flujo del nebulizador: 0,95-0,98 L/min
Flujo de gas auxiliar argon: 0,2 L/min
Flujo de gas de plasma argoén: 15 L/min

Presion de argén (auxiliar, nebulizador, plasma): 7,5 atm

Potencia de RF: 1250 W
Caudal de la bomba: 1,5 mL/min
Masa atomica: 156.934 amu
Tiempo de espera de puesta en marcha: 45 min

Analisis de los datos

El contenido de gadolinio en los érganos fue resefiado como ug de Gd. Los datos se transformaron en nmol/g de
tejido (Tabla B) y el porcentaje de dosis inyectada (% ID, Tabla C) de acuerdo con el siguiente calculo:

nmol/g de tejido reciente = Contenido de gadolinio (ug) x1000

157,25 x peso de 6rgano reciente (g)

% ID = 100 x contenido de gadolinio (ug)

Dosis (umol/g) x peso del animal (g) x 157,25

El andlisis estadistico se realizé en nmol/g de tejido y el porcentaje de dosis inyectada (% |ID) mediante la aplicacion
del test ANOVA de una via, seguido del test post-hoc de Dunnett o el test de Kruskal-Wallis no paramétrico, seguido
del test U de Mann-Whitney, cuando los datos no cumplian los supuestos del ANOVA.

Resultados

No se observd mortalidad ni cambios en los signos clinicos tanto después de la administracion de histidina como de
Omniscan®. No se observaron cambios macroscoépicos en la necropsia.

En el higado y el bazo no se notaron cambios significativos en el contenido de Gd** en los grupos 2 y 3
(pretratamiento con histidina a los 30 min y 1 h, respectivamente) en comparacién con el grupo 1 (sin pretratamiento
con histidina).

El contenido de Gd®* en la piel mostré una disminucién estadisticamente significativa (p <0,05) en el grupo 2
(pretratamiento con histidina a los 30 min), en comparacion con el grupo 1 (sin pretratamiento con histidina). Se
evaluaron los valores de 11,25 y 16,1 nmol/g de tejido, respectivamente (Tabla B).

El contenido de gadolinio en el fémur mostré una disminucion estadisticamente significativa (p <0,01) en el grupo 2
(pretratamiento con histidina a los 30 min), en comparacion con el grupo 1 (sin pretratamiento con histidina). La
disminucién fue de alrededor de 40% (6,90 nmol/g de tejido frente a 10,9 nmol/g de tejido). Este efecto también se
observé en el % de ID al mismo nivel de significancia.
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El % de ID el higado, el bazo y la piel no era significativamente diferente en el grupo 2 (pretratamiento con histidina a
los 30 min) en comparacioén con el grupo 1 (sin pretratamiento con histidina) (Tabla C).

Sin embargo, el % de ID en el fémur mostré una disminucion estadisticamente significativa (p <0,01) en el grupo 2
(pretratamiento con histidina a los 30 min), en comparacion con el grupo 1 (sin pretratamiento con histidina). Se
observo una disminucion de aproximadamente 40% (0,00166% ID frente a 0,00295% ID).

Tabla B: contenido de gadolinio en el bazo, fémur, piel e higado (nmol/g de tejido, los valores medios y SD)

Grupo | Omniscan® | Pretratamiento | Contenido de gadolinio (nmol/g de tejido)

(mmol / kg) | Con histidina bazo femur piel higado

1 1 / Media 22,6 10,9 16,1 21,1

N=5 SD (2,0) (1,7) (2,4) (2,9)
N 5 5 5 5

2 1 30 min | Media 20,0 6,90** 11,25~ 20,7

N=5 SD (3,2) (0,52) (0,92) (1,8)
N 5 5 4 5

* 5 <0,01; * p <0,05

Tabla C:% ID en el bazo, fémur, piel e higado (valores medios y SD).

Grupo | Omniscan® | Pretratamiento % ID

(mmol/kg) | Con histidina bazo fémur piel higado

1 1 / Media | 0,00540 0,00295 0,0060 0,110

SD | (0,00060) | (0,00048) | (0,0016) | (0,018)

N 5 5 5 5

2 1 30 min | Media | 0,00478 | 0,00166 ** | 0,0067 | 0,1094

SD | (0,00095) | (0,00010) | (0,0015) | (0,0062)

N 5 5 4 5

** 5 <0,01

El tratamiento con histidina 60 min antes de la administracién de Omniscan® no mostro, en este modelo, efecto
alguno en la acumulacion de Gd™>. Este resultado es consistente con el Tmsx observado de L-histidina (véase el
Ejemplo 1: Tmaxa 100 y 1000 mg/kg = 0,5 h)

Una disminucion estadisticamente significativa en el contenido de Gd>* en el fémur de aproximadamente 40% (tanto
como nmol/g de tejido como % ID) se observd en los animales tratados con histidina 30 min antes de la
administracion de Omniscan®. Se observé una disminucion en el contenido total de Gd en la piel (Tabla B, p 0,05).

En conclusion, los niveles de Gd* ® en el fémur de rata disminuyeron (40% menos) después de un solo tratamiento
previo oral con histidina (a la dosis de 4,38 mmol/kg) administrada 30 min antes de la administracion intravenosa de
Omniscan®a la dosis de 1 mmol/kg.

Ejemplo 4. Cinética de las reacciones de transmetalacion de complejos de Gd(DTPA) y Gd(DTPA-BMA) con
un ion divalente [Cu (II)] en presencia de citrato e histidina.
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Con el fin de tener algunas pistas sobre la cinética de posibles reacciones de transmetalacion en presenC|a de citrato
(un contra-ion importante presente en el plasma y encontrado que es altamente interactivo con Gd® ") y cantidades
crecientes de histidina, se han estudiado las tasas de las siguientes reacciones:

GdL + Cu®* + His + cit 2 CuL + Gd(cit) + His 1)

En el experimento, la concentracion utilizada para el complejo de Gd* (GDL), citrato y Cu?" eran: 2,0,2,0y0,1 mM,
respectivamente, mientras que la concentracion de His vari6 (0,2, 0,4, 0,6 y 0,8 mM).

El progreso de las reacciones de intercambio (1) ha sido estudiado por espectrofotometria (espectrofotémetro Cary
1E) a 300 nm, con el uso de célula de cuarzo de 1,0 cm a 25°C en NaCl 0,15 M en el intervalo de pH 6 - 8. Los datos
experlmentales (valores de absorbancia) obtenidos para la reaccion de Gd(DTPA-BMA) y Gd(DTPA) en presencia
de Cu?*, histidina y citrato se muestran en la Figura 1.

El progreso de las reacciones de transmetalacion (1) da como resultado el aumento de los valores de absorbancia
debido a la formacién de complejos de CuL. Los datos de la Fig. 1 demuestran claramente que el aumento de la
concentracion de histidina tiene dos efectos: a) una disminucion de las tasas de reaccion (parte inicial de las curvas)
y b), lo que es mas importante, la extension de las conversiones en las reacciones (1) las concentraciones de
saturacion de los complejos de Cul disminuye significativamente. En otras palabras, en presencia de histidina, tanto
las tasas como la extension de las reacciones de transmetalacion se produce entre los agentes de contraste de MRI
de cadena abierta que contlenen Gd y el cu® enddgeno disminuye significativamente, lo que en este modelo,
disminuye la cantidad de Gd**, como especie Gd-cit en la reaccion (1), que corresponde a Gd disponible para el
intercambio con los fluidos corporales.

Ejemplo 5. Disociacion del complejo de Gd (DTPA-BMA) en el plasma artificial en presencia de exceso de
histidina.

Se preparo la siguiente composicion de plasma artificial de acuerdo con un modelo simplificado de plasma (P. M.
mayo, P. W. Linder, D. R. Williams, J. Chem. Soc. Dalton Trans., 1977, 588-595):

NaHCO30,025 M CaCl,2,5mM  Asp 55 uM

NazCit 0,11 mM ZnCl>16 uM Glu 48 uM

Na;HPO4 1,0 mM CuCl»18 uM Lys 178 uM

NaCl 0,15 M L-His 85 uM HSA 0,7 mM

HEPES 0,01 M Cys 23 uM

Omniscan (Gd (DTPA-BMA)) 1,0 mM se afiadio a la disolucion y los valores de relaxividad se midieron a 20 MHz con
un instrumento Bruker Minispec MQ20 a pH =7,5y 37°C.

Tal como se muestra en la Figura 2, los valores de relaxividad aumentan como una funcién del tiempo, lo que indica
la disociacion de Gd(DTPA-BMA) Como se observa en la Figura 2, los valores de relaxividad de Gd(DTPA-BMA)
(Omniscan) en el suero sanguineo aumentan S|gn|f|cat|vamente con el tiempo transcurrido, lo cual se explica por la
disociacion del complejo y la interaccion de Gd* “libre" con algunos componentes del modelo de plasma artificial. La
adicion de histidina a la muestra (0,5 mM y 1,0 mM) dio lugar a una caida dependiente de la concentracién en el
aumento de los valores de relaxividad, probablemente debido al desplazamiento del equilibrio a la formaciéon de
complejos de Cu(His), y Zn(His), altamente estables y la ausencia de las reacciones de transmetalacion entre el
Gd(DTPA-BMA) Yy Cu(His)2 o Zn (His).. Por lo tanto, la presencia de histidina es beneficiosa para la estabilidad del
complejo de Gd* en este modelo.

Es posible conclmr que en los fluidos corporales pueden tener lugar reacmones de transmetalamon entre los
complejos de Gd** DTPA-derivados e iones metalicos enddgenos, tales como cu® y Zn**. La posibilidad de las
reacciones de transmetalacion se puede predecir sobre la base de las constantes de estabilidad de complejos
formados entre los metales endégenos mas |mportantes y ligandos. Las constantes de estabilidad se han
determinado para los complejos de Gd*, cu® y Zn** de los ligandos DTPA, DTPA-BMA, citrato e histidina. Los
calculos de distribucion de especies basandose en los datos de estabilidad indican la importancia del ion citrato en
reacciones de transmetalacion, que pueden tener lugar en presencia de citrato. Los calculos de distribucion de
especies se han verificado experimentalmente siguiendo las reacciones de intercambio entre Gd(DTPA-BMA) y
Cu(His)2 en ausencia y presencia de citrato. En la Fig. 3A el espectro de Cu(His)> no muestra cambios en presencia
de exceso de Gd(DTPA-BMA). Sin embargo, cuando también esta presente el citrato, los cambios en los espectros
indican la formacion de Cu(DTPA-BMA), indicando que tiene lugar la reaccion de transmetalacion (Fig. 3 B).
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La adicion de histidina (L-histidina) generalmente reduce la extension de la conversion de las reacciones de
transmetalacion. Los resultados de los estudios cinéticos entre los complejos de Gd* y Cu?® muestran que tanto las
tasas como la conversion de las reacciones de transmetalacion disminuyen al aumentar la concentracion de
histidina. Los estudios sobre los valores de relaxividad del Gd(DTPA-BMA) en un modelo de suero artificial también
indican que el grado de disociacion del complejo de Gd* disminuye significativamente en presencia de una
concentracion creciente de histidina.
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REIVINDICACIONES

1. L-histidina o sales de la misma para uso en reducir la liberacion de gadolinio libre (Gd>*) y disminuir los riesgos
asociados con su toxicidad después de la administracion de un GDBCA (Agente de Contraste Basado en Gadolinio).

2. L-histidina o sales de la misma para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha L-histidina o sal de
la misma se selecciona del grupo que consiste en: di-hidrocloruro de L-histidina, monohidrocloruro de L-histidina
monohidrato.

3. L-histidina o sales de la misma para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde
dicho GDBCA es un agente quelante de Gd i6nico o no idnico, macrociclico o lineal, seleccionado del grupo que
consiste en: Gadoversetamida, Gadodiamida, Gadopentetato dimeglumina, acido Gadoxético o Gadoxetato disodico,
Gadobutrol, Gadofosfeset, Gadobenato dimeglumina, Gadoteridolo, acido Gadotérico.

4. L-histidina o sales de la misma para el uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde dicho GDBCA se
selecciona del grupo que consiste en: Gadodiamida, Gadoversetamida, Gadopentetato dimeglumina, Gadobenato
dimeglumina y acido Gadoxético o Gadoxetato disédico.

5. L-histidina o sales de la misma para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el
riesgo concierne a una dermopatia.

6. L-histidina o sales de la misma para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el
riesgo concierne a NSF (fibrosis nefrogénica sistémica).

7. L-histidina o sales de la misma para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5-6, en un
paciente con una funcién renal deteriorada.

8. Una composicion que comprende L-histidina o sales de la misma para el uso en un método para la prevencién de
una afeccion asociada con la liberacion de gadolinio libre (Gd**) y disminuir los riesgos asociados con su toxicidad
después de la administracion de un GDBCA (Agente de Contraste Basado en Gadolinio).

9. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la unidad de dosis comprende 0,2-20 g/L-histidina.

10. Un kit de partes para la administracion de un GDBCA, que comprende un primer recipiente con una composicion,
en donde el ingrediente activo es L-histidina o sales de la misma, y un recipiente que comprende un GDBCA, siendo
dicho kit para uso en un método para la prevencion de una afeccion debida a la liberacion de gadolinio libre (Gd*")
después de la administracion de un GDBCA.

11. El kit de partes de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde dicho GDBCA se selecciona del grupo definido en
una cualquiera de las reivindicaciones 3 6 4.

12. El kit de partes de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-11, en donde el GDBCA esta
comprendido en una jeringa precargada.

13. El kit de partes de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-12, en donde dicha composicion es
una composicion oral que comprende unidades de dosificacion multiples o sencillas de L-histidina.

14. El kit de partes de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en donde dicha dosis unitaria
sencilla comprende 0.2-20 g de L-histidina o derivados de la misma.

15. L-histidina o sales de la misma para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en forma
de un polvo, en forma de un sélido o en forma de una composicion liquida.

16. L-histidina de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde el Agente de Contraste Basado en Gadolinio se
selecciona del grupo segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 3 6 4.

17. L-histidina o sales de la misma para el uso en prevenir la deposicion de Gd* enun organo diana de un paciente
después de administracion de un GDBCA (Agente de Contraste Basado en Gadolinio).

18. L-histidina o sales de la misma para el uso de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde dicho 6rgano diana se
selecciona del grupo que consiste en: huesos, piel y bazo.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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