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DESCRIPCION

Complejos metalicos, procedimiento de preparacién de los mismos y medios radiofarmacéuticos basados en los
mismos

La invencién se refiere a la quimica y la medicina, en particular, a los complejos metalicos, al procedimiento para su
preparacion, a composiciones radiofarmacéuticas sobre su base y al procedimiento para su produccion, y puede
utilizarse para el diagnostico y tratamiento en oncologia, en concreto, en terapia de la enfermedad mielogénica,
metastasis ésea en la glandula mamaria, pulmones, tiroides, colon, cuerpo uterino, carcinomas de préstata y como
medio para reducir la hipercalcemia.

Los complejos de radionuclidos con los di- y poli-fosfonatos tienen la capacidad de acumularse selectivamente en el
esqueleto, especialmente en las zonas de osteogénesis patologica. La principal ventaja de la gammagrafia
esquelética comparada con los tradicionales diagnosticos de rayos X es la deteccion temprana tanto de los loci
individuales como de los mlltiples de mayor acumulacién en neoplasmas malignos del esqueleto éseo y las
metéstasis dseas.

Actualmente se conocen los complejos de fosfato de 99m

Subramanian, J.G. Agfee//Radiology-1971.-Vo0l.99.-p.192].

Tc, en particular el polifosfato, trifosfato y pirofosfato [G.

Actualmente también se conocen los difosfonatos de 9Q”‘Tc, con propiedades similares [Schmitt GH, Holmes RA,
Isitman AT.//Radiology-1974.-Vol.112.- p.733].

A dia de hoy, la practica radiolégica mundial utiliza esencialmente metilendifosfonato de *™Tc (**"Tc-MDP) e
hidroxietilideno-difosfonato de *™Tc (**"Tc-HEDP) [W.C. Eckelman, W.A. Volkert.//int.J.Appl. Radiat.Isotopes-1982.-
Vol.33.-p.945]. Para recibir el pertecnetato de *™Tc, se utiliza sodio **"Tc, obtenido del generador **Mo/**"Tc. El Tc
(VIN) es el estado quimicamente més estable del tecnecio; sin embargo, los iones de pertecnetato no se combinan
con los agentes quelantes. Para recibir los compuestos estables del tecnecio reducido se necesitan diferentes
reductores, tales como los iones estafio (ll), hidruro de sodio y boro, acido clorhidrico concentrado, ditionito sédico e
hidrazina [Nuclear Medicine. Diagnosis and Therapy//J.C.Harbert, W.C.Eckelman, R.D.Neumann Eds.-Thieme
Medical Publishers, Inc., Nueva York, 1990, p. 218]. En cuanto al reductor, el dicloruro de estafio que es un
constituyente de practicamente todas las preparaciones de 9MT¢ es el mas utilizado. Como el dicloruro de estafio
esta en un gran exceso en relacion con el ®"Tc, soporta el tecnecio en forma reducida y soporta la formacion del
complejo de tecnecio reducido con los ligandos.

99m

Todos los complejos de tecnecio con los difosfonatos son osteotrépicos; por lo tanto, el complejo fosfonato ™" 'Tc es

una formulacién estandar.

Junto con el *™Tc, el tratamiento con radiontclidos utiliza los isétopos del renio y el samario, en particular, el

etilendiaminotetrametilenfosfato de '**Sm (***Sm-EDTMP) [Resche ., Catal JF, Peching A.//Eur. J/Cancer.-1997. -
Vol.33, p.1583], oxabifor de samario-153 [Krylov VV, Tsyb AF, Drosdovsky BY//Eur.J.Nucl.Med.Y Molec.Imaging.-
2006.- Vol.33, Suppl. 2.- s. 335], hidroxietilendifosfonato de renio 186 y renio 188 (‘*Re-HEDP [Jak MSP, Han SH
Zonnenberg BA, et al./J.Nucl.Med.- 1996.-Vol. 37. p.1511], '®Re-HEDP [Faintuch B.L. Faintuch S., Muramoto
E.//Radiochim.Asta- 2003.- Vol. 91.- p.607], '® Re-metilendifosfonato ('*®Re-MDP) [Hashimoto K., Bagiawati
S.Jzumo M., Kobayashi K.//Appl. Radiat. Isot.-1996-Vol. 47, No.2-p.195]).

El renio 186 se obtiene en un reactor nuclear, en la reaccion de '*°*Re (n,y) '®Re 0 en un ciclotron, en la reaccion de
"W (p, n) '®Re [Jak MSP, Han SH, Zonnenberg BA et al//J. Nucl. Med.- 1996.-Vol.37.-p.1511]. Estos
procedimientos son bastante costosos. Se desarrollé el generador de renio 188, en el que el isétopo parental era el
W-188, recibido del wolframio metalico concentrado W-186 u éxido de wolframio [Knapp FF Mirzadeh S., Zamora P.,
et al.,/Nucl. Med.Commun.-1996.-Vol. 17.-p. 268].

El renio, al igual que el tecnecio, forma complejos con diferentes ligandos. Se estudiaron los procedimientos de la
formacion de renio 188 con los tres acidos metilenfosfénicos, en concreto, el acido etilendiamin-N,N,N',N'-tetraquis
(metilenfosférico, EDTMP); (4cido etilendiamina-N,N'-bis-metilenfosférico, EDBMP); (acido nitrilotris-metilenfosforico,
NTMP). Se observé que en presencia del dicloruro de estafio todos los ligandos forman complejos a pH <3
[Hashimoto K. Segundo Seminario Ruso-Japonés sobre tecnecio. Shizuoka, Japon, 1999, Abstracts.- p.40.].

Junto con los difosfonatos, la practica médica a menudo utliza los bifosfonatos [Bonevolenskaya L.I.
Biphosphonates and Osteoporosis.// Manual de Osteoporosis/Ed. De Bonevolenskaya-Moscu, Binosh, Laboratoriya
znaniy.-2003.-CH.9.- p.196- 216.]. Los estudios de toxicidad aguda, subaguda y cronica de bifosfonatos muestran
que, en su totalidad, forman parte del grupo de compuestos de baja toxicidad con niveles relativamente bajos de
toxicidad aguda y crénica. Tampoco han demostrado propiedades teratogénicas, mutagénicas o carcindégenas.

El &cido zoledrénico es un bifosfonato y puede inhibir la resorcion ésea. EI mecanismo antirresortivo no esta
completamente claro. In vitro, el acido zoledrdnico inhibe la actividad e induce la apoptosis de los osteoclastos.
Bloquea la reabsorcion osteoclastica de los tejidos mineralizados 6seos y cartilaginosos.
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En Storto G., Paone G., Ibello F., et al./Eur.J. Nucl. Med. And Molec. Imaging.- 2004.-Vol. 31,-s. 291, los autores
aplicaron la terapia de combinacién de Sr-89 + acido zoledrénico para reducir los dolores 6seos en las metastasis
resultantes de la glandula mamaria y los carcinomas de la glandula prostatica; compararon los resultados con los de
la terapia que usa solamente el Sr-89.

Un documento conocido de Wang y col. (Nuclear Techniques, Vol. 29, 2006, pag. 438-441, XP 009156348) describe
complejos de acido zoledrénico marcados con **Tc™ obtenidos por reduccion de Na**™Tc™O, con SnClz- 2 H,0,
pero no se detalla en el mismo, que para obtenerlo se utilizan HCI (acido clorhidrico), gas inerte, (y posiblemente)
hidréxido de metal alcalino y liofilizacion.

Como resultado, se obtiene un complejo metalico de acido zoledrénico, que es diferente del complejo metalico que
forma parte de las invenciones del grupo reivindicado, lo que se ve claramente cuando se comparan las propiedades
de los medios radiofarmacéuticos resultantes (en lo sucesivo denominados "MR") Basados en estos diferentes
complejos metalicos.

A dia de hoy, la gamrg;agrafl’a esquelética (diagnosticos) utiliza, principalmente, los difosfonatos mas sencillos
marcados con tecnecio-""" de la férmula general:

Oi—l Ri'«, ?H
0=P—C—P=0,
|
OH R:; OH

en la que R; y R, representan hidrégeno, hidroxi, carboxi, un radical hidrocarbonado, por ejemplo, el
metilendifosfonato (MDP), oxietildifosfonato (HEDP) o dicarboxidifosfonato (OPP) [W.C.Eckelman, W.A.Volkert.
//Int.J.Appl.Radiat.Isotopes-1982.-Vo0l.33.-p.945] y los difosfonatos marcados con renio 186 o renio 188,
principalmente el oxietilidendifosfonato [Jak M.S.P., Han S.H. Zonnenberg B.A, et al. //J.Nucl.Med.- 1996.-Vol.37.-
p.1511], '®Re-HEDP [Faintuch B. L. Faintuch S., Muramoto E.//Radiochim.Asta- 2003.- Vol. 91.- p.607].

Sin embargo, su especificidad, sensibilidad diagnostica y la eficacia del tratamiento no son suficientemente altas.
Ademas, Wang et al. (Nuclear techniques, vol. 29, 2006, paginas 438-441, XP009156348) describe un zoledronato
(ZL) marcado con **Tc™, preparado mediante la reduccion de Na®™Tc™O,con SnCl» 2 H:0, estudiando su
biodistribucion en ratones y la gammagrafia 6sea en conejos, respectivamente, revelando el ®Tc™-ZL como
potencial agente de formacion de imagen 6sea.

El fin de esta invencion es eliminar las limitaciones mencionadas anteriormente.

El objetivo se alcanza por las invenciones relativas a los complejos metalicos propuestos, el procedimiento para su
preparacion, los radiofarmacos a base de los complejos metalicos y el procedimiento de producciéon del producto
radiofarmacéutico.

La féormula de los complejos metalicos propuestos es la siguiente:
M(O)xHmA™,

obtenida con el uso del procedimiento propuesto, en la que M es un isétopo de Tc, Re, Sm, Lu o Y, H es
hidrégeno, A™ es el anién de 4cido zoledrénico,

en la que, cuando M es tecnecio, k =1, m =1, n = 2; cuando M es renio, k =1, m =1, n = 1; cuando M es
samario, lutecio o itrio,

k=0,m=1,n=1ytienen el valor de pH 2-6 y la pureza radioquimica = 90-95 %, asi como
sus sales, hidratos o isémeros farmacéuticamente aceptables.

Los isétopos de metales se seleccionan del grupo que consiste en '*¢'®Re, *™T¢, *35m, "’Lu, *°Y, asi como sus

§8%I?8sé, hidggtos 0 isomeros farmacéuticamente aceptables, en los que los isétopos de metales preferidos son los
"*Re, PMTc.

El agente reductor es dicloruro de estafio en acido clorhidrico.

El procedimiento propuesto de preparacién del complejo metalico se caracteriza porque el liofilizado obtenido
mezclando la solucién de acido zoledrdnico y la solucion de dicloruro de estafio en &cido clorhidrico en atmésfera de
gas inerte y una posible adicion de un hidréxido de metal alcalino se mezcla con la sal de un metal del grupo
isotopico y una solucién de radionuclidos.

El radiofarmaco propuesto contiene los complejos metalicos, que contienen isétopos radiactivos *"Tc, '*Re, '*Re,

3
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con el reactivo reductor de dicloruro de estafio en acido clorhidrico, asi como, cuando sea necesario, un hidréxido de
metal alcalino, un metal del grupo de is6topos y un antioxidante, ya sea el acido ascorbico o el acido gentisinico.

El procedimiento de produccion del producto radiofarmacéutico comprende mezclar una disolucion de &cido
zoledrénico y una solucién de dicloruro de estafno en &cido clorhidrico en un medio de gas inerte y la adicion de un
hidroxido de metal alcalino cuando sea necesario, para obtener el liofilizado y su consiguiente mezcla con la solucion
de ®™Tc radioactivo. En una realizacion adicional, la produccion de productos radiofarmacéuticos comprende
mezclar una solucién de acido zoledrdnico en un entorno de gas inerte, la obtencién de liofilizado y su consiguiente
mezcla con la solucién del radiontclido '*°Re o '®Re.

Wang et al. afirman que las sales del acido fosfénico (en lo sucesivo denominadas "SAF") se usan para tamponar, lo
que conduce a una interaccion competitiva del *™Tc™ tanto con el 4cido zoledrénico (denominado en lo sucesivo
"AZ") como con las SAF. Como resultado, se forma un complejo de metal completamente diferente, que no
proporciona suficiente actividad de marcaje volumétrico del AZ, lo que reduce su actividad biolégica. El complejo
metalico de la presente invencion posee una alta actividad bioldgica y proporciona una mayor eficacia de los medios
radiofarmacéuticos (en lo sucesivo denominados "MR") obtenidos sobre la base del complejo metalico anteriormente
mencionado que contiene &cido zoledronico. La eficacia de los MR como agente de diagnéstico -retencién
esquelética de los MR- equivale al 47,3 % de la dosis inyectada 3 horas después de su administracion, mientras que
en la solucién conocida (Wang et al.) el indicador mencionado es considerablemente mas bajo y equivale al 34,2 %.
En la presente invencion se observan diferencias considerables en la biodistribuciéon y los indices de retencion
retardada (en lo sucesivo denominados "IDR") para MR y MR que usan el complejo metalico anterior. Cuando el MR
se administra en la presente invencion, 3 horas después de la administracion, su nivel de retencién en el higado
asciende a tan solo el 1,0 % de la dosis inyectada, mientras que en el caso de la administracion del MR que contiene
el complejo metalico anterior, su nivel de retencion en el higado equivale al 13,4 % de la dosis inyectada (3 horas
después de la administracién). EI aumento de la retencion del MR de diagnéstico en el higado es un factor
desfavorable conocido que afecta a la calidad del diagnéstico de radioisétopos. Todas las ventajas de la invencion
reivindicadas mencionadas anteriormente son ventajas técnicas. Los ejemplos siguientes ilustran la produccién de
los complejos propuestos y radiofarmacéuticos.

Ejemplo 1:
Sintesis de la preparacion con el tecnecio *™:
1. Preparacion del reactivo liofilizado

Se disolvieron 0,15 gramos del &cido zoledronico en 92 ml de agua en una corriente de gas inerte. Esta operacién y
las siguientes se realizaron en una corriente de gas inerte. A la solucion resultante se le afiadieron 5 ml de la
solucion de dicloruro de estafio en acido clorhidrico 1 M (6-7 mg/ml) y 3 se afadieron ml de solucién de NaOH 1,5
M. La solucion reactiva resultante se hizo pasar a través del filtro de 0,22 um y se envasé en los viales medicinales
por porciones de 1 ml. El contenido de los viales se liofiliz6.

2. Composicion del liofilizado en el vial:
Acido zoledrénico 1,53 mg
Dicloruro de estafo, anhidro 0,3 mg
pH 4-6,5

3. Preparacion

En el vial de reactivo liofilizado, se afiadieron 5 ml de la solucién isotdnica del pertecnetato de sodio, 9mMTe (740-
1480 MBg/ml) del generador; esto se cur6 20 minutos a temperatura ambiente.

4. Composicion de la preparacion:

Tecnecio **™ en forma de complejo

Con acido zoledroénico 740-1480 MBg/ml
Acido zoledrénico 0,31 mg/ml
Dicloruro de estafio, anhidro 0,06 mg/ml

pH 4-6

Pureza radioquimica > 95 %

(Determinado por los procedimientos HELC y TLC)
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Ejemplo 2
Sintesis de la preparacion con el renio 188
1. Preparacion del reactivo liofilizado

Se disolvieron 0,42 gramos del acido gentisinico en 60 ml de agua. Esta operacién y las siguientes se realizaron en
una corriente de gas inerte. A la solucién resultante se le anadieron 8 ml de la solucién de dicloruro de estafo en
acido clorhidrico 1 M (18 mg/ml) y 40 ml de la solucidon acuosa de acido zoledrénico (6 mg/ml). La solucién de
reactivo resultante se hizo pasar a través del filiro de 0,22 ym y se envasé en viales medicinales por porciones de 1
ml. El contenido de los viales se liofilizo.

2. Composicion del reactivo liofilizado en el vial:
Acido zoledrénico 2,2 mg
Dicloruro de estafio 1,33 mg
Acido gentisinico 3,9mg
pH 2,4

3. Preparacion:

a) En el vial con 40 pl de perrenato de sodio a una concentracién de renio de 0,8 mg/ml, se anhadieron 1,5 ml de
la solucién de perrenato de sodio, '®®Re. La solucion se agitd (vial n.2 2).

b) En el vial con el reactivo liofilizado (vial n.? 1), se transfirié todo el contenido del vial n.2 2 con ayuda de una
jeringa; a continuacion se agito.

¢) La preparacion se mantuvo a temperatura ambiente durante 2 h. Antes del uso, la solucion de preparacion se
hizo pasar a través del filtro de 0,22 ym.

4. Composicion de la preparacion:

Renio-188 en forma de complejo

Con acido zoledroénico 740-7400 MBg/ml
Acido zoledrénico 1,45 mg/ml
Dicloruro de estano 0,89 mg/ml

Acido gentisinico 2,59 mg/ml

Renio 0,02 mg/ml

pH 2-4

Pureza radioquimica >90 %

(Determinado por los procedimientos HELC y TLC)

Los otros complejos metalicos se producen de forma similar a los casos 1y 2.

Pruebas bioldgicas de los complejos metalicos propuestos

Los experimentos se realizaron en ratas albinas de matorral intactas con patologia 6sea modelada. La patologia
Osea se imito por la fractura del fémur.

Para preparar la composicion, se inyectaron 5,0 ml del pertecnetato de sodio **™Tc del generador de tecnecio (FSP
42-0225-4528-03, FSP 42-0018-2694-02) en el vial de liofilizado perforando el tapén de caucho con la aguja de una
jeringuilla; a continuacién el vial se agitdé y se cur6é durante 20 minutos. El volumen de 0,2 ml de la composicién se
inyectd en la vena caudal. 1, 3, 5 y 24 horas después de la inyeccion los animales fueron sacrificados por
decapitacién; a continuacion se tomaron muestras de sangre, higado, rifiones, estdbmago, fémures derecho e
izquierdo, y vejiga urinaria con su contenido. El radiondclido en érganos vy tejidos se determiné por radiometria
directa.

El indice de retencién retardado se determiné como proporcién de division de la concentracion de la composicion en
el hueso femoral con la patologia 6sea modelada y en el hueso femoral sano.
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El tratamiento estadistico utilizd el procedimiento de Student.
Los resultados se dan en las Tablas 1y 2.

Tabla 1 Farmacocinética del "acido zoledréonico, *™Tc" en 6rganos vy tejidos de ratas hembra intactas después de
introduccion intravenosa (% de dosis/6rgano).

Organo/tejido 1h 3h 5h 24 h
Sangre 1,7 £0,27 0,9 +£0,38 0,4 £0,03 Trazas
Higado 0,8+0,12 | 1,0+0,27 | 06+0,11 | 0,2%0,13
Rifiones 1,3+0,17 | 09+0,21 | 1,24+0,13 | 0,6 +0,32
Estémago 0,1+0,03 | 0,1+0,01 | 0,1+0,04 | 0,3%0,05

Vejiga urinaria (1, 3 h); | 45,4 +4,03 | 30,1 + 4,41

Excrecion (5, 24 h) 52,4 +2,80 | 39,1 £5,00
Fémur 1,8+0,16 | 1,9+0,35 | 1,6 £0,11 1,8 £0,06
Esqueleto 48,1 £4,36 | 47,3+£2,89 | 42,9+£2,93 | 49,6 £1,77

Tabla 2 Farmacocinética del "acido zoledrénico, *™Tc" en 6rganos vy tejidos de ratas hembras con patologia dsea
modelada después de la introduccién intravenosa (% dosis/6rgano).

Organo/tejido 1h 3h 5h 24 h
Sangre 1,7 £0,71 2,0+0,81 | 0,5+£0,01 0,7 £ 0,01
Higado 1,7 + 0,58 1,1+0,42 | 1,0£0,05 0,5+0,09
Rifiones 1,8+0,83 1,4+0,68 | 0,9+0,06 0,5+0,08
Estémago 0,4 +0,03 0,2+0,09 0,4 +£0,05 Trazas
Vejiga urinaria (1, 3 h); 35,1 £10,53 | 44,8 +3,89

Excrecion (5, 24 h) 43,4 +5,05 | 52,5+ 10,86
Fémur normal 2,1+0,20 1,9+0,42 | 1,9+0,20 1,4 +£0,40
Fémur, fracturado 4,2 +1,04 4,0+134 3,1+£0,70 2,5+0,05
Esqueleto 57,7+554 | 46,6 +7,81 | 49,9 +5,44 | 38,0 £11,02
Retraso del indice de retencién 2,0 2,1 1,7 1,9

El estudio farmacocinético de la composicién ha demostrado que la distribucion de la composicién se caracteriza por
la aparente osteotropia. Después de la inyeccion intravenosa de la composicién en los animales intactos, en una
hora, hasta el 48 % de la actividad inyectada se localiza en el esqueleto y el 45 % se excreta del organismo con la
orina. En 3 horas después de la introduccion, la retencién en el esqueleto es del 47 %; la excrecion es del 30 %. El
nivel de actividad en la sangre se reduce rapidamente; en 5 horas después del comienzo del estudio practicamente
hay trazas.

La composicion soporta la gammagrafia ésea basada en los indices de retencién retardada patologia ésea/norma.
Esto confirma la elegibilidad funcional de la composicién como radiofarmaco en el diagnéstico de los procedimientos
patolégicos del tejido éseo acompanado de los procedimientos osteoblasticos.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de preparacion de un complejo metalico de férmula general
M(O)xHmA™,

en la que M es un isétopo de Tc, Re, Sm, Lu o Y;

H es hidrogeno, A" es un anién de &cido zoledrénico,

en la que cuando M es tecnecio, k =1, m =1, n =2, cuando M es renio, k =1, m=1,n =1y cuando M es
samario, lutecio e itrio, k=0, m=1,n=1;

caracterizado porque el liofilizado, obtenido mezclando solucion de acido zoledrénico y solucion de dicloruro de
estafio en acido clorhidrico en atmésfera de gas inerte y una posible adicién de hidréxido de metal alcalino, se
mezcla con la sal de metal del grupo isotdpico y solucion de radionuclido.

2. Complejos metalicos con la férmula general
M(O)kHmA™,

obtenidos con el uso del procedimiento descrito en la reivindicaciéon 1, en la que M es un isétopo de Tc, Re, Sm,
LuoY,

H es hidrogeno, A" es un anién de &cido zoledrénico,

en la que cuando M es tecnecio, k =1, m =1, n =2, cuando M es renio, k =1, m=1,n = 1; y cuando M es
samario, lutecio o itrio, k=0, m=1,n=1;

y tienen un valor de pH 2-6 y una pureza radioquimica = 90-95 %, asi como sus sales, hidratos o isdbmeros
farmacéuticamente aceptables.

3. Complejos metalicos deggcuerdgecon Iqsgeivinqggacién 1% en Igos que los isétopos de metales se seleccionan del
grupo que consiste en "Tc, Re, Re, Sm, Lu, 7Y, asi como sus sales, hidratos o is6bmeros
farmacéuticamente aceptables.

4. Radiofarmacos, que incluyen los complejos metalicos de la reivindicacién 2, que contienen is6topos radiactivos de
9mTe 18Re 18Re. con el reactivo reductor de dicloruro de estafio en acido clorhidrico, asi como, cuando sea
necesario, un hidréxido de metal alcalino, un metal del grupo de is6topos y un antioxidante.

5. El procedimiento de produccién de productos radiofarmacéuticos de la reivindicacion 4, que comprende mezclar
una solucion de &cido zoledrénico y una solucién de dicloruro de estafio en acido clorhidrico en un entorno de gas
inerte y una adicién de un hidroxido de metal alcalino cuando sea necesario, la obtencién de liofilizado y la
consiguiente mezcla de los mismos con la solucién del radionuclido 9mTe,

6. La produccion de productos radiofarmacéuticos de la reivindicacion 4, que comprende mezclar una solucion de
acido zoledroénico en un entorno de gas inerte, la obtencién de liofilizado y la consiguiente mezcla de los mismos con
la solucién del radiontclido '®*Re o " Re.
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