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DESCRIPCION
Sintesis eficiente de quelantes para imagenologia nuclear y radioterapia: Composiciones y aplicaciones
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, a los campos de sintesis quimica, diagndéstico por imagenes, radioterapia,
marcado, quimioterapia, terapia médica, tratamiento de enfermedad cardiovascular y tratamiento del cancer. Mas
concretamente, la invencién se refiere a métodos novedosos de sintetizar conjugados quelante-ligandos de afinidad
especifica. En la presente memoria se exponen métodos organicos de sintesis que producen ligandos de afinidad
especifica por el quelante de alta pureza en comparacion con los conjugados de afinidad especifica por el quelante
preparados mediante métodos acuosos. Los métodos de diagndstico por imagenes de un sitio usando estos conjugados,
asi como kits para preparar estos conjugados, también se exponen en la presente memoria. Ademas, también se
describen métodos de diagnosticar y tratar enfermedades (es decir, canceres, enfermedades cardiovasculares, infecciones
e inflamacién) en un sujeto usando composiciones que incluyen los conjugados mencionados anteriormente.

2. Descripcion de la técnica relacionada

El diagnostico por imagenes biomédico incluye varias modalidades que son ampliamente utilizadas por médicos e
investigadores para ayudar a no solo el diagnéstico de la enfermedad en un sujeto, sino también para obtener una
mayor comprension de la estructura y funcionamiento normales del organismo. Las modalidades de diagnostico
por imagenes ilustrativas incluyen PET, SPECT, diagnéstico por imagenes en camara gamma, CT, MRI,
ultrasonido, diagnostico por imagenes duales y diagnostico por imagenes épticas.

En muchos casos, el diagnéstico por imagenes 6ptimo de un sitio concreto en un queto requiere la administracion
de un agente concreto al sujeto. Los metales inorganicos tales como tecnecio (9 ™Tc), hierro, gadolinio, renio,
manganeso, cobalto, indio, platino, cobre, galio o rodio han demostrado ser un componente valioso de muchos
agentes para el diagnéstico por imagenes.

Las moléculas marcadoras con metales inorganicos pueden obtenerse quelando el metal a combinaciones de atomos de
oxigeno, azufre y nitrégeno, por ejemplo, de compuestos concretos. Se han utilizado para este propésito quelantes tales
como azufre coloidal, acido dietilentriaminopentacético (DTPA, Oa), &acido etilendiaminotetracético (EDTA, Og4) y acido
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"-tetraacético (DOTA, Ns). Sin embargo, los metales inorganicos que se quelan
de esta manera son de utilidad limitada para el diagnéstico por imagenes debido a su rapida eliminacion del organismo.

El marcador radioactivo preferido para los agentes de diagndstico por imagenes es el tecnecio (**"Tc) debido a su
favorable semivida (6 horas), facilidad de produccion, amplia disponibilidad, baja energia (140 keV) y bajo coste. La
semivida mas larga de los isétopos, tales como **"Tc facilita el transporte de los aminoacidos radiomarcados a los
hospitales sin necesidad de contar con un laboratorio de radioquimica especializado ni un ciclotrén in situ. Sin
embargo, la union del 99mTc a farmacos con fines de diagnéstico por imagenes es, con frecuencia, un reto.

'%Re tiene buenas caracteristicas para el diagndstico por imagenes y para su potencial uso terapéutico debido a su alta
energia B (2,1 MeV), semivida fisica corta (16,9 h) y emisién de rayos gamma de 155 keV para propésitos de diagnéstico
por imagenes y dosimétricos. La corta semivida del '®Re permite mayores dosis en comparacién con los radiontclidos de
vida mas Iarga. Ademas, la semivida corta reduce los problemas de gestiéon y almacenamiento de residuos radiactivos. En
concreto, el "®Re se comercializa a través de un sistema generador en las propias instalaciones similar a un generador de
9m7e. El '®Re puede obtenerse de un generador de 18‘gJVV/"agRe, lo que lo hace muy conveniente para su uso clinico.
Ambos, “"Tc y ®Re, emiten rayos gamma, de modo que la dosimetria generada segun las imagenes de %9mTe se espera
que sea mas precisa que la producida mediante el radiois6topo convencional actual, Y-90.

Con respecto al diagnéstico por imagenes mediante tomografia de emision de positrones (PET), la radiosintesis
PET debe ser rapida, ya que el radiois6topo se deteriorard durante la sintesis quimica prolongada y puede
producirse un mayor riesgo de exposicion a la radiaciéon durante la radiosintesis. Los trazadores producidos en
ciclotrones estan limitados por la disponibilidad de un ciclotrén local y su alto coste. La Administracion de
Medicamentos y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos permite la produccién radiofarmacéutica en instalaciones
comerciales centrales en condiciones bien controladas y distribuye a clinicas locales en las que se administran.
Del mismo modo, los sistemas generadores de radionuclidos que pueden producirse en una instalacion bien
controlada han sido adoptados por los procedimientos actuales de la FDA y tienen un largo historial de
aplicaciones clinicas exitosas. Un generador usa un par nuclido precursor-producto en donde un isétopo
precursor de vida relativamente larga se deteriora a un isétopo producto de vida corta que se usa para el
diagnostico por imagenes. El iso6topo precursor, que se produce en unas instalaciones de ciclotrén, puede
enviarse a un sitio clinico, desde el cual el is6topo producto puede eluirse en el mismo sitio para uso clinico.
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El ®®Ga tiene una cantidad alta de emisién de positrones (89 % de su descomposicion total); por lo tanto, la
consideracion principal con este radioniclido es su resolucién espacial, que depende del intervalo de positrones
(energia), la no colinealidad de la destruccion de fotones, las propiedades intrinsecas, el tamano y la geometria del
detector y la seleccién del algoritmo de reconstruccion. Los aspectos del disefio del detector, las propiedades fisicas y
su influencia en la resolucién espacial del sistema han sido abordados ampliamente por muchos autores, lo que
conduce a una optimizaciéon continua del hardware. Aunque Ia maxima cantidad de energia de positrones de ®Ga
(max. = 1,90 MeV, media = 0,89 MeV) es mayor que la de °F (max. = 0,63 MeV, media = 0,25 MeV), un estudio
basado en el analisis Monte Carlo sobre resolucion espacial reveld que, segun la suposicion de una resolu0|on espacnal
de 3mm de detectores PET, la anchura completa convencional a la mitad del pico (FWHM) de "°F y %*Ga es
indistinguible en los tejidos blandos (3,01 mm frente a 3,09 mm). Esto significa que con la resolucién espacnal a5-7mm
de los escaneres clinicos actuales, la calidad del diagnéstico por imagenes usando trazadores a base de ®Ga puede
ser tan buena como la de agentes a base de '®F y esto ha estimulado a otros a investigar los posibles agentes de
diagnoéstico por imagenes a base de %Ga. Ademas, los agentes PET a base de ®Ga poseen un importante potencial
comercial porque el isétopo puede producirse a partir de un generador de ®Ge (semivida de 275 dIaS:? en las propias
instalaciones y servir como alternativa conveniente a los isétopos PET de ciclotrones, tales como '®F o

Con respecto a las preparaciones sintéticas de agentes para diagnéstico por imagenes, cuando dichos agentes se
preparan en condiciones acuosas (humedas), a veces, la purificacion de los agentes puede suponer un problema. La
purificacion en condiciones acuosas se puede lograr usando, por ejemplo, cromatografia de exclusiéon por tamafo o
dialisis con membranas de cortes de un peso molecular concreto; por ejemplo, la dialisis habitualmente es mas eficaz
cuando se separan especies de pesos moleculares de 1000 g/mol o superiores. Sin embargo, este método de
purificacion frecuentemente no solo aisla el agente deseado sino también cualquier otra especie que pueda pasar a
través de la membrana. La introduccion de impurezas en los agentes para el diagndstico por imagenes puede ser
problematica en aplicaciones futuras de los agentes para diagnéstico por imagenes, especialmente en lo que respecta
a los usos terapéuticos o de diagnéstico por imagenes. Por ejemplo, si se cree que un agente para diagnéstico por
imagenes que incorpora un radionuclido (el “verdadero” agente para diagnéstico por imagenes) es puro, pero
realmente contiene impurezas que también incorporan un radionuclido, la mediciéon o deteccion adecuada del agente
para diagndstico por imagenes “verdadero” puede oscurecerse o falsearse debido a la presencia de las impurezas.

Los métodos de sintetizar compuestos organicos en medios organicos, que emplean disolventes organicos y el
uso de grupos protectores, habitualmente ofrecen mejoras en la purificacién de compuestos con respecto a las
purificaciones acuosas. La instalacion de grupos protectores permite proteger varios grupos funcionales de
productos intermedios durante la sintesis y facilita la purificacion de esos productos intermedios. Varios medios
de purificacién que utilizan disolventes organicos permiten la separacion y el aislamiento de los compuestos
deseados, tales como agentes para diagndstico por imagenes, con muy pocas impurezas. Ademas, las especies
de pesos moleculares inferiores a 1000 g/mol pueden, con frecuencia, purificarse facilmente usando métodos de
purificacién de quimica organica. A la vista de los beneficios ofrecidos por la sintesis organica y la purificacion con
respecto a la purificacion acuosa, los métodos de purificacién y sintetizaciéon organica de los agentes para
diagnostico por imagenes producirian agentes de mayor pureza que los obtenidos mediante purificacion acuosa.

Hasta la fecha, ciertos agentes para el diagnostico por imagenes se han preparado solo mediante medios acuosos.
Las impurezas presentes en estos agentes pueden perjudicar su uso como agentes para el diagnostico por
imagenes o terapéuticos. Por lo tanto, existe una necesidad de preparacion de estos y otros agentes usando
técnicas organicas sintéticas para permitir la obtencién de agentes de mayor pureza.

Sumario de la invencion

Los inventores presentes han identificado métodos novedosos de sintetizar agentes que son, en ciertas
realizaciones, conjugados de un quelante y un ligando de afinidad especifica (también denominado resto de
afinidad especifica). Dichos agentes pueden usarse para el diagnéstico por imagenes, el diagnostico y/o fines
terapéuticos, por ejemplo. Se describen métodos de purificacién y sintéticos organicos (disolventes) y himedos
(acuosos), y se muestra que los métodos de purificacién y sintéticos organicos derivan en compuestos de mayor
pureza que los preparados/purificados por quimica humeda. Los compuestos de alta pureza son mejores
candidatos para la aplicacion clinica, por ejemplo. Ademas, ciertos compuestos y métodos de la presente
invencién ofrecen una amplia flexibilidad y selectividad en términos de (1) sitios disponibles de conjugacién de un
quelante a un ligando de afinidad especifica y (2) atomos disponibles para la quelacién a un ion metalico.

Por consiguiente, un aspecto general de la presente invencién contempla un método de sintetizar un conjugado
quelante-ligando de afinidad especifica que comprende:
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a al menos un ligando de afinidad especifica que comprende al menos un grupo funcional, en donde el quelante
es etilendicisteina (EC), y en donde los dos grupos tiol y los dos grupos amina de la etilendicisteina estan
protegidos; es decir, en donde:

-A'y D son, cada uno, un tiol protegido;

-B y C son, cada uno, una amina terciaria;

-E y F son, cada uno, -COOH;

-R1, Rz, Rs y R4 son, cada uno, H;

-X es -CH2-CHz-; y

-la conjugacién es entre A, D, E o F del quelante y al menos un grupo funcional desprotegido de cada ligando de
afinidad especifica;

-al menos uno de A, Dy el ligando de afinidad especifica comprende un grupo funcional protegido,

-al menos un grupo funcional del ligando de afinidad especifica esta desprotegido,

-el ligando de afinidad especifica es un agente que simula la glucosa.

Los conjugados pueden incluir un ligando de afinidad especifica 0 mas de un ligando de afinidad especifica. En
algunas realizaciones, el conjugado incluye dos ligandos de afinidad especifica. Los ligandos de afinidad
especifica pueden ser idénticos, o pueden ser de tipos distintos. A continuacion, se comentan con mayor detalle
los tipos de ligandos de afinidad especifica.

Los métodos comentados en la presente memoria son distintos de los métodos descritos en la solicitud
copendiente de patente de los Estados Unidos nimero de serie 11/737.694, presentada el 19 de abril de 2007, y
son distintos de los métodos descritos en la solicitud copendiente de patente internacional n.°
PCT/US2006/016784, presentada el 4 de mayo de 2006.

En general, los métodos de la presente invencion tienen lugar en un medio organico. Como se utiliza en la presente
memoria, “medio organico” se refiere a soluciones y métodos de purificacion que comprenden uno o mas
disolventes organicos. Las opciones de disolventes para los métodos de la presente invencion resultaran conocidas
para el experto en la técnica. Las opciones de disolventes pueden depender, por ejemplo, de cual o cuales facilitaran
la solubilizacion de todos los reactivos o, por ejemplo, de cual o cudles facilitaran mas la reaccion deseada
(particularmente, si el mecanismo de reaccién es conocido). Los disolventes pueden incluir, por ejemplo, disolventes
polares y/o disolventes no polares. Un disolvente puede ser un disolvente aproético polar, tal como dimetilsulféxido.
Las opciones de disolventes incluyen, aunque no de forma limitativa, dimetilformamida, dimetilsulféxido, dioxano,
metanol, etanol, hexano, cloruro de metileno, tetrahidrofurano y/o acetonitrilo. En algunas realizaciones, los
disolventes incluyen etanol, dimetilformamida y/o dioxano. Se puede elegir mas de un disolvente para cualquier
reaccion o procedimiento purificacion concreto. El agua también puede mezclarse en cualquier opcién de disolvente;
esto se puede realizar para mejorar la solubilidad de uno o més reactivos, por ejemplo.

En algunas realizaciones, solo tiene lugar mediante sintesis organica (es decir, en medios organicos) la conjugacion
entre un quelante y un ligando de afinidad especifica. En algunas realizaciones, solo tiene lugar mediante sintesis
organica la sintesis de un quelante. En algunas realizaciones, solo tiene lugar mediante sintesis organica la quelacion
de un ion metalico valente. En ciertas realizaciones, una o méas de estas etapas tienen lugar mediante sintesis organica.

Se puede utilizar cualquier quelante (es decir, un compuesto capaz de quelar o unir uno 0 mas iones metalicos) conocido
por los expertos en la técnica usando la metodologia de la presente invencién, y los quelantes ilustrativos se describen en
més detalle en la presente memoria. Los quelantes habitualmente se unen a uno o mas iones metdlicos mediante una
union iénica. En algunas realizaciones, el quelante comprende DTPA (acido dietilentriaminapentaacético), uno o mas
aminoécidos, o cualquier combinacién de uno o mas de estos grupos. En ciertas realizaciones, se seleccionan uno o mas
aminoé&cidos del grupo que consiste en glicina y cisteina. En algunas realizaciones, el quelante se selecciona del grupo
que consiste en dicisteina, triglicina cisteina y tricisteina glicina. La cantidad y las opciones de aminoécidos pueden estar
limitadas por su solubilidad en medios organicos. En ciertas realizaciones, el quelante es etilendicisteina (EC).

Los ligandos de afinidad especifica también se describen con mas detalle en la presente memoria. Si bien un
quelante puede estar conjugado (es decir, vinculado o unido quimicamente) a un ligando de afinidad especifica
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por cualquier modo conocido por los expertos en la técnica (p. ej., un enlace covalente, un enlace i6nico, un
enlace dativo, un par i6nico), habitualmente la unién comprende un enlace covalente.

Los métodos de la presente invencion pueden también comprender al menos una etapa de purificacién. Cualquier
compuesto puede purificarse a través de cualquier método conocido por los expertos en la técnica. Los expertos en la
técnica estan familiarizados con estos métodos y con cuando se pueden emplear estos métodos. Por ejemplo, en una
sintesis multietapa que esta dirigida a llegar a un compuesto concreto, puede realizarse una etapa de purificacion
después de cada etapa sintética, después de cada pocas etapas, en varios puntos durante la sintesis, y/o al final de la
sintesis. En algunos métodos, una o mas etapas de purificacién comprenden una técnica seleccionada del grupo que
consiste en cromatografia en columna de gel de silice, HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién) y LC
(cromatografia liquida). En ciertas realizaciones, los métodos de purificacion excluyen especificamente la cromatografia
de exclusién por tamano y/o la dialisis. Los métodos de purificacion se describen con mas detalle a continuacion.

En ciertas realizaciones, los quelantes no conjugados y/o conjugados quelante-ligando de afinidad especifica se
generan mediante métodos organicos sintéticos con una pureza muy alta con respecto a dichos compuestos
generados mediante la metodologia acuosa. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente invencion, un
quelante no conjugado, un quelante desprotegido, un quelante protegido, un conjugado quelante-ligando de
afinidad especifica o un conjugado quelante marcado con ion metdlico-ligando de afinidad especifica generado
por medios organicos (0 cualquier compuesto que comprende una combinacion de quelante, grupo protector,
ligando de afinidad especifica e ion metélico) tiene una pureza de entre aproximadamente 90 % vy
aproximadamente 99,9 %, en comparacioén con una pureza de entre aproximadamente 50 % y aproximadamente
70 % para el producto acuoso. En determinadas realizaciones, un quelante no conjugado, un quelante
desprotegido, un quelante protegido, un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica, un conjugado
quelante marcado con ion metélico-ligando de afinidad especifica generado por medios organicos (o cualquier
compuesto que comprende una combinacién de quelante, grupo protector, ligando de afinidad especifica e ion
metalico) tiene una pureza de aproximadamente o al menos aproximadamente 60 %, 61 %, 62 %, 63 %, 64 %,
65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %,
83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %,
99,5 %, 99,9 % o superior, o cualquier intervalo derivable de los mismos. En ciertas realizaciones, el intervalo es
de aproximadamente 70 % a aproximadamente 99,9 %. En ciertas realizaciones, el intervalo es de
aproximadamente 75 % a aproximadamente 99,9 %. En ciertas realizaciones, el intervalo es de aproximadamente
80 % a aproximadamente 99,9 %. En ciertas realizaciones, el intervalo es de aproximadamente 85 % a
aproximadamente 99,9 %. En ciertas realizaciones, el intervalo es de aproximadamente 90 % a aproximadamente
99,9 %. En ciertas realizaciones, el intervalo es de aproximadamente 95 % a aproximadamente 99,9 %.

Los grupos funcionales, como se describen en la presente memoria, pueden ser aquellos de cualquier tipo conocido por el
experto en la técnica. El término “grupo funcional” generalmente se refiere a como los expertos en la técnica clasifican los
grupos quimicamente reactivos. Entre los ejemplos no limitativos se incluyen alqueno, alquino, arilo (p. ej., fenilo, piridinilo),
alcohol, aldehido, cetona, azida, halégeno, éster, -COOH, -NHj, tiol, una amina secundaria, una amina terciaria, -S-, -S(O)-
y -S(0)2-. En algunas realizaciones, al menos un grupo funcional comprende un atomo seleccionado del grupo que
consiste en C, H, O, N, P y S. Las posiciones A, B, C, D, E, y/o F pueden comprender uno o mas grupos funcionales (p.
e/., -COOH, -NH_, tiol, una amina secundaria, una amina terciaria, -S-, -S(0)- 0 -S(O).-). En determinadas realizaciones, al
menos un grupo funcional del ligando de afinidad especifica comprende un atomo seleccionado del grupo que consiste en
O, N, Sy P. El grupo funcional del ligando de afinidad especifica puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste
en amino, amido, tiol, hidroxilo, éter, éster, carbonilo, acido carboxilico, sulfonamida, tioéter, tioéster y tiocarbonilo.

El ligando de afinidad especifica y el quelante habitualmente tendran uno o mas grupos funcionales. En la
presente memoria se describen grupos funcionales y agentes protectores que pueden usarse para generar un
grupo funcional protegido. Los expertos en la técnica comprenderdn que cualquier grupo funcional puede
protegerse mediante un agente protector segin sea necesario, como se describe en la presente memoria. De
este modo, un grupo funcional puede estar protegido (p. ej., una amina protegida, tal como -NH-Cbz) o
desprotegida, también denominada “libre” (tal como -NHNH;). Como es conocido por los expertos en la técnica,
los grupos protectores se usan en sintesis orgénicas y no en sintesis acuosas.

Ademas, en ciertas realizaciones, pueden eliminarse uno o mas grupos protectores. La eliminaciéon de un grupo
protector puede realizarse en cualquier momento durante cualquier método o sintesis descritos en la presente
memoria, pero se lleva a cabo, habitualmente, cuando el grupo protector ya no es necesario y el grupo funcional que
esta siendo protegido desea ser “revelado”. En cualquier método descrito en la presente memoria, cualquier
compuesto que comprende un quelante descrito en la presente memoria (p. €j., un conjugado quelante-ligando de
afinidad especifica, un conjugado quelante marcado con ion metdlico-ligando de afinidad especifica) puede no
contener ningln grupo protector, o puede comprender uno 0 mas grupos protectores. Por ejemplo, se puede
diagnosticar por imagenes un sitio usando un conjugado quelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad
especifica que no contiene grupos protectores, o que contiene uno 0 mas grupos protectores.

En ciertas realizaciones, el ligando de afinidad especifica comprende un grupo saliente. El término “grupo saliente”
generalmente se refiere a grupos que pueden desplazarse facilmente mediante un nucledfilo, tal como una amina, un
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alcohol o un nucledfilo de tiol. Dichos grupos salientes son bien conocidos e incluyen, por ejemplo, carboxilatos, N-
hidroxisuccinimida, N-hidroxibenzotriazol, haluros, triflatos, tosilatos, mesilatos, alcoxis, tioalcoxis, sulfonilos y similares.

En realizaciones adicionales, los tres 0 mas grupos funcionales del quelante forman juntos un quelato. Habitualmente,
tres o cuatro atomos juntos forman un quelato. En determinadas realizaciones, el quelato se selecciona en el grupo que
consiste en NSz, NoS, Sa, N2Sz, N3S y NSs. Por ejemplo, tres tioéteres y una amina secundaria pueden formar un
quelato de NSs. En algunas realizaciones, tal como con etilendicisteina, el quelato es un quelato de N»S». Los quelatos
pueden ser de cualquier tipo conocido por los expertos en la técnica y también se describen en la presente memoria.
Otros atomos, ademas de N y S pueden comprender un quelato, tal como el oxigeno.

Como se utiliza en la presente memoria, “quelato” puede usarse como un nombre o un verbo. Como un nombre,
“quelato” se refiere a uno o0 mas atomos que son capaces de quelar uno o mas iones metélicos, o son quelantes
a uno o mas iones metalicos. Los iones metalicos se describen con més detalle en la presente memoria. En
algunas realizaciones, solamente un ion metalico se coordina a un quelato. Un ejemplo no limitativo de quelato
incluye “un quelato de N2S,”: esto significa que dos atomos de nitrégeno y dos atomos de azufre de un quelante
son a) capaces de quelar a uno 0 mas iones metélicos o b) estan coordinados a (o quelados a) uno o més iones
metalicos. Por consiguiente, en algunas realizaciones, el quelato es N2Sz. Un compuesto que comprende un
quelato es un quelante. Habitualmente, solo un ion metéalico esta quelado a un quelante.

En el método inventivo de sintetizar un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica, A y D son, cada uno, un
tiol protegido. El tiol puede estar protegido en al menos una etapa mediante al menos un agente protector tiol. El
agente protector tiol puede ser cualquiera de los conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el agente
protector tiol puede seleccionarse de un grupo que consiste en un haluro de alquilo, un haluro de bencilo, un haluro
de benzoilo, un haluro de sulfonilo, un haluro de trifenilmetilo, un haluro de metoxitrifenilmetilo y cisteina.

En ciertas realizaciones, al menos una amina puede protegerse en una o mas etapas usando al menos un agente
protector de amina. Los agentes protectores de amina pueden ser cualquiera de los conocidos por los expertos en
la técnica. Por ejemplo, el grupo protector de amina puede seleccionarse del grupo que consiste en cloroformiato
de bencilo, formiato de p-nitro-clorobencilo, cloroformiato de etilo, dicarbonato de di-terc-butilo, cloruro de
trifenilmetilo y cloruro de metoxitrifenilmetilo.

En ciertas realizaciones, el quelante es etilendicisteina. Cuando se utiliza etilendicisteina como quelante en la
sintesis de un conjugado etilendicisteina-ligando de afinidad especifica, los dos grupos tiol de la etilendicisteina
se protegen usando al menos un agente protector de tiol (p. €j., usando dos o mas equivalentes de un agente
protector de tiol) y en otra etapa los dos grupos amina de la etilendicisteina se protegen usando al menos un
agente protector de amina (p. gj., mediante dos 0 mas equivalentes de un agente protector de amina). Dado que
los grupos tiol son mas reactivos que los grupos amina, los grupos tiol se protegeran habitualmente antes de
proteger los grupos amina, cuando ambos estan inicialmente desprotegidos (“libres”).

Como se menciond, la conjugacion entre el quelante y un ligando de afinidad especifica puede tener lugar mediante
cualquier método y unién quimica conocida por los expertos en la técnica. Es decir, el ligando de afinidad especifica
puede estar conjugado o unido a uno o mas quelantes de cualquier manera conocida por los expertos en la técnica.
En ciertas realizaciones, la conjugacién entre el quelante y el ligando de afinidad especifica tiene lugar en una Gnica
etapa (es decir, una reaccion en “un solo recipiente”). Como saben los expertos en la técnica, dichas reacciones en
una Unica etapa son deseables, ya que ahorran tiempo, ayudan a minimizar los reactivos residuales y a minimizar la
pérdida de producto. Cualquiera de A, D, E y/o F puede participar en conjugacién a un ligando de afinidad
especifica. Ademas, cualquiera de A, B, C, D, E y/o F puede participar en la quelacion. Ademas, cualquiera de A, D,
E y/o F puede participar tanto en la quelacién como en la conjugacién. Dicha flexibilidad permite manipular los
quelantes de diversas formas, dependiendo de, por ejemplo, la reactividad de un ligando de afinidad especifica
seleccionado, la selectividad de conjugacion deseada, la solubilidad de los reactivos, el ion metalico deseado para la
quelacion, etc. Habitualmente, pero no siempre, la conjugacion se produce antes de la quelacion.

Habitualmente, un tipo de ligando de afinidad especifica esta conjugado a un quelante, pero se pueden conjugar multiples
ligandos de afinidad especifica a un unico quelante. Comunmente, durante la sintesis organica de conjugados quelante-
ligandos de afinidad especifica, como entre el quelante y el ligando de afinidad especifica, uno actda como el nucledfilo y
uno actua como el electréfilo de tal forma que dicha conjugacién tiene lugar mediante un enlace covalente. El enlace
covalente puede ser de cualquier tipo conocido por los expertos en la técnica. En algunas realizaciones, el enlace
covalente se selecciona del grupo que consiste en un enlace amida, un enlace éter, un enlace éster, un enlace tioéter, un
enlace tioéster, un enlace sulfonamida y un enlace de carbono-carbono. El enlace de carbono-carbono habitualmente es
un enlace sencillo, pero también puede ser un enlace doble o triple. Cuando actian como electréfilos, los quelantes y
ligandos de afinidad especifica pueden comprender grupos funcionales tales como halégenos y sulfonilos, que actian
como grupos salientes durante la conjugacién. En algunas realizaciones, la conjugacién tiene lugar en uno 0 mas grupos
funcionales del quelante seleccionado del grupo que consiste en &cido carboxilico, amina vy tiol. Los ligandos de afinidad
especifica también pueden comprender grupos nucleofilicos, tales como -NHy, que pueden participar en conjugacion con
un quelante electrofilico. Los modos de conjugacién se comentan con mayor detalle mas adelante.
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En ciertas realizaciones, el conjugado quelante-ligando de afinidad especifica ademas comprende un conector entre el
quelante y el ligando de afinidad especifica. Dicho conector puede, por ejemplo, proporcionar una conjugacion mas facil
entre el quelante y el ligando de afinidad especifica proporcionando un grupo reactivo que facilita la reaccién de
conjugacion. El conector puede ser de cualquier tipo conocido por los expertos en la técnica. El conector puede estar
inicialmente unido al quelante o al ligando de afinidad especifica. Un conector puede estar unido al quelante, mientras que
otro conector esta unido al ligando de afinidad especifica, de tal manera que los dos conectores pueden unirse a
continuacion. Los expertos en la técnica conoceran los tipos de conectores disponibles para los métodos de la presente
invencion. En algunas realizaciones, el conector se selecciona del grupo que consiste en un péptido, acido glutamico,
acido aspartico, bromoetilacetato, etilendiamina, lisina y cualquier combinacién de uno o mas de estos grupos.

En determinadas realizaciones, E y F se seleccionan, cada uno, independientemente del grupo que consiste en -
COOH, -NHz o tiol. En algunas realizaciones, E y F son, cada uno, -COOH. En ciertas realizaciones, la
conjugacién de al menos un ligando de afinidad especifica tiene lugar en E y/o F. En ciertas realizaciones, cada
uno de A y D se protegen mediante al menos un grupo protector antes de la conjugacion.

Como apreciara un experto en la técnica, para conjugar un quelante con un ligando de afinidad especifica, al
menos un grupo funcional del quelante y al menos un grupo funcional del ligando de afinidad especifica debe
estar “libre” (es decir, no protegido por un grupo protector) de tal manera que los dos compuestos puedan unirse.

El quelante puede también comprender un espaciador, X. En ciertos aspectos, el uso de un espaciador permite el
ndmero y orientacion adecuados de los atomos quelantes para quelar un ion metalico. Los expertos en la técnica
estaran familiarizados con los tipos de espaciadores que pueden usarse para los métodos de la presente invencion,
y los ejemplos de espaciadores se describen a continuaciéon. Por ejemplo, puede emplearse un espaciador alquilo,
tal como (-CHz-)n, en donde n es 1-100. Un tipo de quelante que puede utilizarse en los métodos de la presente
invencion que comprende un espaciador de etileno es la etilendicisteina (EC). En determinadas realizaciones, X es -
CHz-C(0)-, -C(0)-CH>-, -CH2-CH2-C(O)- o -C(0)-CH2-CHz- y B y/o C es una amina secundaria. Esta realizacién,
habitualmente, da como resultado que B o C sean menos nucleofilicas que la otra. Por ejemplo, si B, C y F juntos se
representan como —NH-C(O)-CH2-CHz>-NH-, la amina secundaria de la posicion C serd méas nucleofilica que la
amina secundaria de B. Por lo tanto, C serda mas reactiva, lo que dara lugar a la conjugacion selectiva de un ligando
de afinidad especifica en la posicion C. En determinadas realizaciones, tanto las posiciones Ay D o E y F estan
cada una protegidas por al menos un grupo protector antes de la conjugacién en C.

Una caracteristica de usar enlaces amida, tales como cuando B, C y L forman juntos NH—C(O)-CHz2-CH2-NH-,
radica en el hecho de que las reacciones en donde un ion metélico se quela a un quelante con frecuencia tienen
lugar en un medio acido. Los enlaces amida son relativamente resistentes a la degradacion en medios acidos v,
por lo tanto, proporcionan estabilidad estructural en el quelante durante dichas reacciones de quelacién. Por lo
tanto, X junto con B y/o C puede comprender un enlace amida.

Los conjugados quelante-ligando de afinidad especifica quelados a un ion metalico pueden funcionar como, por
ejemplo, agentes para el diagndstico por imagenes y/o diagndsticos, como se describe en la presente memoria.
También pueden funcionar como agentes terapéuticos o agentes para el diagndstico y terapia dual, o el diagnédstico por
imagenes y terapia duales. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, los métodos de la presente invencion ademas
comprenden la quelacién de un ion metalico a un quelante para generar un conjugado quelante marcado con ion
metdlico-ligando de afinidad especifica. El ion metélico puede ser cualquiera de los conocidos por un experto en la
técnica. El ion metdlico puede ser un ion metalico “frio” (no radioactivo) o un radiondclido. En ejemplos no limitativos, el
ion metdlico puede seleccionarse del grupo que consiste en un ion tecnecio, un ion cobre, un ion indio, un ion talio, un
ion galio, un ion arsénico, un ion renio, un ion holmio, un ion itrio, un ion samario, un ion selenio, un ion estroncio, un ion
gadolinio, un ion bismuto, un ion hierro, un ion manganeso, un ion lutecio, un ion cobalto, un ion platino, un ion calcio y
un ion rodio. El ion metalico frio puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en Cu-62, As-72, Re-187,
Gd-157, Bi-213, Fe-56, Mn-55, un ion hierro, un ion manganeso, un ion cobalto, un ion platino y un ion rodio.

El ion metdlico puede ser un radionuclido, y puede ser cualquier radiontclido conocido por los e J)ertos en la
técnica. El radionuclido, en algunas reahzamones puede seIeccnonarse del grupo que consiste en “"Tc, '*®Re,
'®Re, '%3Sm, "®*Ho, OY 83y, ¥ Ga, ®Ga, tds 8Gd, *°Fe, #°Ac, 2'?Bi, 2"'At, *°Ti, ®cu, 8'Cu, “Cu y 64Cu En
algunas realizaciones, el ion metalico es 99’"Tc.

Si se elige que el ion metalico sea *"Tc, por ejemplo, el método puede también comprender la adicién de un agente
reductor. El agente reductor puede ser cualquiera conocido por los expertos en la técnica. En algunas realizaciones,
el agente reductor comprende un ion seleccionado del grupo que consiste en un ion ditionito, un ion estannoso y un
ion ferroso. En algunas realizaciones, el ion metalico es '®*Re. En otras realizaciones, el ion metalico es *Ga.

Cuando se emplea un ion metélico en el método de la presente invencion, el ion metalico puede quelarse a cualquier
quelato conocido por los expertos en la técnica, como se describe en la presente memoria. Los expertos en la técnica
reconocen que los iones metdlicos se quelan a diversos nimeros de atomos en funcién de, por ejemplo, el tipo de metal,
su valencia y los atomos disponibles para la quelacion. Por ejemplo, tres o cuatro atomos del quelante pueden quelarse a



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2674910713

un ion metalico. En determinadas realizaciones, un ion metalico quelado puede ser 9mT¢. En determinadas realizaciones,
un ion metalico quelado puede ser '*Re. En determinadas realizaciones, un ion metalico quelado puede ser "*'Re.

En algunas realizaciones, el quelato puede seleccionarse del grupo que consiste en NSz, N2S, S4, N2Sz, N3S y NSs. En
ciertas realizaciones, uno o mas de estos quelatos puede no ser un quelato. En algunas realizaciones, N3S no es un
quelato. En determinadas realizaciones, el quelato es N2Sy, por ejemplo, etilendicisteina. Los métodos de la presente
invencion pueden también comprender la sintesis de un conjugado quelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad
especifica en donde el ligando de afinidad especifica participa con A, B, C, D, E y/o F en la quelaciéon a un ion metalico.
Los iones metalicos, la quelacién y los ligandos de afinidad especifica se comentan con mayor detalle mas adelante. En
algunas realizaciones, el ion metdlico se puede detectar mediante diagndstico por imagenes. El diagnéstico por imagenes
puede realizarse mediante cualquier método conocido por los expertos en la técnica. Los métodos ilustrativos de
diagnéstico por imagenes se comentan mas adelante en profundidad en la memoria descriptiva, e incluyen PET y SPECT.

Segun se describe anteriormente, los conjugados quelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad especifica
preparados mediante sintesis organica habitualmente gozan de purezas mas altas que los obtenidos mediante
preparaciones acuosas. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente invencion, el conjugado quelante
marcado con ion metdlico-ligando de afinidad especifica generado por medios organicos esta entre aproximadamente
90 % y aproximadamente 99,9 % de pureza, en comparacién con entre aproximadamente 50 % y aproximadamente
70 % de pureza para el producto acuoso. En determinadas realizaciones, el conjugado quelante marcado con ion
metdlico-ligando de afinidad especifica sintetizado mediante medios organicos es aproximadamente, o al menos
aproximadamente, de 60 %, 61 %, 62 %, 63 %, 64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 Y%, 72 %, 73 %, 74 %,
75 %, 76, 77 Y%, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de pureza o superior, 0 cualquier intervalo derivable de ellos.

Cualquier quelante descrito en la presente memoria puede quelarse a un ion metalico. Puede usarse un quelante
protegido, o un quelante desprotegido. El quelante puede quelarse antes o después de que el quelante se purifique.

En ciertas realizaciones, la generacion de un conjugado quelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad
especifica comprende:

(a)eliminar al menos un grupo protector de un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica, como se
describe en la presente memoria; y

(b)quelar un ion metalico al quelante del conjugado quelante-ligando de afinidad especifica.

En ciertas realizaciones, la generacion de un conjugado quelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad
especifica comprende:
(a)obtener un quelante de la formula siguiente:

X
VAR
E B CQ _F
A D
R R
! I:12 Rg ‘

en donde el quelante es etilendicisteina (EC), y en donde los dos grupos tiol y los dos grupos amina de la
etilendicisteina estan protegidos; es decir, en donde:

-A'y D son, cada uno, un tiol protegido;

-B y C son, cada uno, una amina terciaria;

-E y F son, cada uno, -COOH;

-R1, Rz, Rs y R4 son, cada uno, H;

-Xes -CHz-CHz-;

(b)conjugar el quelante a un ligando de afinidad especifica para generar un conjugado quelante-ligando de
afinidad especifica;

(c)eliminar al menos un grupo protector del conjugado quelante-ligando de afinidad especifica; y

(d) quelar un ion metalico como se describe en la presente memoria al quelante del conjugado quelante-ligando
de afinidad especifica.

De hecho, se contempla que cualquier compuesto descrito en la presente memoria que comprenda uno o mas
grupos protectores puede, en cualquier método concreto, experimentar la eliminacion de uno o mas grupos
protectores. Un grupo protector se puede eliminar, por ejemplo, del resto quelante, el resto de ligando de afinidad
especifica 0 de ambos restos en una o mas etapas antes o después de que un conjugado quelante-ligando de
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afinidad especifica se quele a un ion metélico, como se describe en la presente memoria. Los grupos protectores
se describen con mas detalle en la presente memoria, incluida su instalacion y eliminacion.

En otras realizaciones, la generacién de un conjugado quelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad
especifica comprende:

(@)quelar un ion metalico a un quelante como se describe en la presente memoria para generar un quelante marcado con
ion metalico;

(b)conjugar el quelante marcado con ion metalico a un ligando de afinidad especifica; y

(c)eliminar uno o mas grupos protectores del conjugado quelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad
especifica.

Ciertas realizaciones de la presente invencion contemplan un método para sintetizar un quelante protegido que
comprende:
(a)obtener un quelante de la formula siguiente:

X
PN
E B CG _F
A D
R R
1 RZ Rg ‘

en donde el quelante es etilendicisteina (EC), y en donde los dos grupos tiol y los dos grupos amina de la
etilendicisteina estan protegidos; es decir, en donde:

-A 'y D son, cada uno, un tiol protegido;

-B y C son, cada uno, una amina terciaria;

-E y F son, cada uno, -COOH;

-R1, Rz, Rs y R4 son, cada uno, H;

-X es -CH2-CHaz-; y

(b)proteger el -COOH, -NHy, o el tiol mediante un agente protector de acido carboxilico, un agente protector de
amina o un agente protector de tiol, respectivamente.

Como para cualquier método sintético de la presente invencién, el método puede llevarse a cabo en un medio organico. El
quelante protegido puede ser etilendicisteina protegida. EI método puede también comprender una etapa de purificacion,
una etapa de quelacion que comprende la quelaciéon de un ion metalico, la eliminaciéon de al menos un grupo protector, o
cualquier combinacién de estas etapas. (De hecho, cualquier método descrito en la presente memoria puede comprender
una etapa de purificacion, una etapa de quelacién que comprende la quelaciéon de un ion metalico, la eliminacién de al
menos un grupo protector, o cualquier combinacion de estas etapas.) En este o en cualquier método descrito en la
presente memoria, el quelante protegido puede ser de aproximadamente 80 % a aproximadamente 99,9 % de pureza. Por
ejemplo, el quelante protegido puede ser de aproximadamente 80 % a aproximadamente 90 % de pureza. En este o
cualquier método descrito en la presente memoria que comprende un quelante con la estructura de nicleo mostrada
anteriormente, cuando A 'y D son, cada uno, -NHa, ni B ni C pueden ser una amina secundaria o terciaria.

El conjugado puede ser de entre aproximadamente 80 % y aproximadamente 99,9 % de pureza. El conjugado
puede ser de entre aproximadamente 90 % y aproximadamente 99,9 % de pureza. El conjugado se puede definir
ademas como un conjugado guelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad especifica. El conjugado
puede definirse ademas como *"Tc-EC—glucosamina, '**Re-EC—glucosamina o '*’Re-EC—glucosamina.

Un “ligando de afinidad especifica” se define en la presente memoria como una molécula o parte de una molécula
que se une con especificidad a otra molécula. El experto en la técnica estara familiarizado con los numerosos
agentes que pueden emplearse como ligandos de afinidad especifica en el contexto de la presente invencion. El
ligando de afinidad especifica puede ser cualquier molécula tal conocida por los expertos en la técnica. Los
ejemplos no limitativos de ligandos de afinidad especifica incluyen un ligando especifico de tejido, un
antimicrobiano, un fungicida o un agente para diagndstico por imagenes.

Segun la presente invencién, el ligando de afinidad especifica usado en el método de sintesis de un conjugado
quelante-ligando de afinidad especifica es un agente que simula la glucosa. Entre los ejemplos no limitativos de
agentes que simulan la glucosa se incluyen la desoxiglucosa, glucosamina, glucosamina tetraacetilada,
neomicina, kanamicina, gentamicina, paromicina, amikacina, tobramicina, netilmicina, ribostamicina, sisomicina,
micromicina, lividomicina, dibekacina, isepamicina, astromicina o aminoglucésido. En realizaciones concretas, el
agente que simula la glucosa es glucosamina.
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Las realizaciones adicionales se refieren a un compuesto para uso en un método de diagnoéstico, o tratamiento de un
sujeto, en donde el compuesto es un conjugado entre un quelante y un agente que simula la glucosa, en donde el agente
que simula la glucosa comprende glucosamina o desoxiglucosa y en donde el quelante y el agente que simula la glucosa
estan conjugados a través de un enlace amida o un enlace éster, en donde el compuesto se puede obtener mediante el
método de la reivindicacion 1 o 3 (con etapas (b) y (d)), en donde el conjugado se marca con un ion metalico seleccionado
de ¥™Tc, ®Ga, "®Re, platino y "¥Re, y en donde la pureza del conjugado esta entre aproximadamente 70 % (p/p) y
aproximadamente 99,9 % (p/p), y en donde la enfermedad que se pretende diagnosticar, o tratar, es un infarto de
miocardio, isquemia miocardica, una insuficiencia cardiaca congestiva, cardiomiopatia, una enfermedad valvular cardiaca,
una arritmia o angina de pecho. En ciertas realizaciones, el quelante marcado con ion metalico estd entre
aproximadamente 90 % y aproximadamente 99,9 % de pureza. En ciertas realizaciones, el conjugado del quelante
marcado con ion metalico estd entre aproximadamente 80 % y aproximadamente 99,9 % de pureza. En ciertas
realizaciones, el conjugado del quelante marcado con ion metalico esta entre aproximadamente 70 % y aproximadamente
99,9 % de pureza. El conjugado del quelante marcado con ion metalico comprende etilendicisteina. El ion metalico, por
ejemplo, puede ser cualquiera de los iones metalicos indicados anteriormente.

El sujeto puede ser cualquier sujeto, tal como un mamifero o modelos animales usados para evaluar la presencia
de enfermedad cardiovascular. EI mamifero, por ejemplo, puede ser un ser humano o un miembro de la especie
mono. Los modelos animales incluyen perros, gatos, ratas, ratones o conejos. En realizaciones preferidas, el
sujeto es un humano con enfermedad cardiovascular conocida o sospechada.

El sujeto, por ejemplo, puede ser un paciente que se presenta a un clinico con signos o sintomas que sugieren
isquemia miocardica o infarto de miocardio. El diagnéstico por imagenes del corazén del sujeto para diagnosticar
enfermedad puede implicar administrar al sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de un conjugado quelante
marcado con ion metalico-ligando de afinidad especifica sintetizado usando cualquiera de los métodos expuestos en la
presente memoria. El diagndstico por imagenes se puede realizar utilizando cualquier modalidad de diagnéstico por
imagenes conocida por los expertos en la técnica. En realizaciones concretas, el diagndstico por imagenes implica el
uso de tecnologia de diagnostico por imagenes con radionuclidos, tal como PET o SPECT. En realizaciones concretas,
el conjugado radionuclido marcado con ion metdlico-ligando de afinidad especifica es 99m-Tc-EC-glucosamina. La
glucosamina no es absorbida activamente por el tejido miocardico viable, sino mas bien es la diana especifica para las
regiones de isquemia. La gravedad de la isquemia puede evaluarse visualmente o clasificarse en funcién de la
magnitud de la sefial que se mide utilizando cualquier método conocido por los expertos en la técnica. En algunas
realizaciones, el diagnéstico por imagenes usando cualquiera de los conjugados indicados en la presente memoria se
realiza antes, durante o después del diagnostico por imagenes del corazdn mediante un segundo agente de diagndstico
por imagenes. Por ejemplo, el segundo agente de diagnéstico por imagenes puede ser talio detectado mediante
escintigrafia que definiria la region de perfusion miocardica normal (tejido no isquémico).

La SPECT de la perfusién miocardica (MPS) consiste en una combinacién de una modalidad de esfuerzo
(ejercicio o farmacoldgico) con administracion en descanso y en esfuerzo y diagnéstico por imagenes de
radioproductos farmacéuticos. El talio tiene excelentes propiedades fisiologicas para el diagnostico por imagenes
de la perfusion miocardica. Al extraerse a un alto nivel durante el primer paso a través de la circulacién coronaria,
se ha demostrado una relacién lineal entre flujo sanguineo y miocardio viable y la absorciéon de talio se ha
demostrado durante el ejercicio; sin embargo, a niveles de flujo muy altos, se produce una “caida” de la
absorcion. Como analogo de potasio no unido, el talio se redistribuye con el tiempo. Su distribucién inicial es
proporcional a la perfusion miocardica regional y en equilibrio, la distribucion de talio es proporcional a la reserva
de potasio regional, lo que refleja un miocardio viable. Los mecanismos de redistribucién del talio son velocidades
de lavado diferenciales entre las zonas normales y de miocardio con hipoperfusion pero viables y la entrada a las
zonas con hipoperfusién inicial. La velocidad de lavado del talio es el gradiente de concentracién entre la célula
miocardica y la sangre. Después del descanso o la inyeccidon de ejercicio de bajo nivel, hay una eliminacion del
talio de la sangre mas lenta. En pacientes normales que no alcanzan los niveles adecuados de esfuerzo se
pueden observar velocidades de lavado lentas difusas, que simulan la isquemia difusa. Los estados
hiperinsulinémicos ralentizan la redistribucion, lo que conduce a una subestimacién del miocardio viable; por
tanto, se recomienda el ayuno antes de, y durante 4 horas después de, la inyeccion de talio. Esta es la razén por
la que si se usa EC-G como un agente viable en combinacion con talio, este se dirigira al area exacta de interés,
que seria el area isquémica pero viable (véase Angello et al., 1987; Gutman et al., 1983; Pohost et al., 1977).

El diagnostico por imagenes usando cualquiera de los conjugados quelante marcado con ion metdlico-ligando de
afinidad especifica también puede realizarse en conjuncién con otros métodos diagnésticos, tales como la medicién de
isoenzimas cardiacas o la cateterizacion cardiaca. El diagnéstico por imagenes puede realizarse en diversos intervalos
después del inicio de los sintomas o puede realizarse para evaluar los cambios de perfusién miocéardica con el tiempo.

Las realizaciones adicionales se refieren a un método de diagndstico por imagenes del corazén de un sujeto al que se
ha administrado un compuesto, en donde el compuesto es un conjugado entre un quelante y un agente que simula la
glucosa, en donde el agente que simula la glucosa comprende glucosamina o desoxiglucosa y en donde el quelante y
el agente que simula la glucosa se conjugan a través de un enlace amida o un enlace éster, en donde el compuesto
puede obtenerse mediante el método de la reivindicacioén 1 o 3 (con etapas (b) y (d)), en donde el conjugado se marca
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con un ion metdlico seleccionado de *™Tc, ®Ga, "®®Re, platino y "'Re, y en donde la pureza del conjugado se
encuentra entre aproximadamente 70 % (p/p) y aproximadamente 99,9 % (p/p), en particular en donde la pureza del
conjugado se encuentra entre aproximadamente 80 % (p/p) y aproximadamente 99,9 % (p/p) o entre aproximadamente
90 % (p/p) y aproximadamente 99,9 % (p/p), y la deteccion de una senal del conjugado quelante marcado con ion
metalico-ligando de afinidad especifica ubicado en el corazén. En ciertas realizaciones, el conjugado quelante marcado
con ion metdlico-ligando de afinidad especifica es entre aproximadamente 90 % y aproximadamente 99,9 % puro. El
conjugado quelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad especifica comprende etilendicisteina.

La sefial puede detectarse por cualquier método conocido por los expertos en la técnica. Los ejemplos no limitativos de
dichos métodos incluyen PET, PET/CT, CT, SPECT, SPECT/CT, MR, diagndstico por imagenes opticas y ultrasonidos.

El sujeto puede ser cualquier sujeto, tal como un mamifero o una especie aviar. En realizaciones concretas, el
mamifero es un humano. El sitio del que se va a diagnosticar por imagenes es el corazén.

En algunas realizaciones, el método de diagnoéstico por imagenes ademas comprende realizar uno o mas
procedimientos de diagnostico o diagnéstico por imagenes adicionales para evaluar una enfermedad del sujeto. En
otras realizaciones, el método de diagndstico por imagenes se define ademas como un método de realizar
diagnéstico por imagenes y terapia dual.

En ciertas realizaciones, la enfermedad que se pretende tratar es una enfermedad cardiovascular seleccionada de infarto
de miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva, miocardiopatia, enfermedad valvular cardiaca, arritmia y angina de pecho.

Se contempla que cualquier realizacién comentada en esta memoria descriptiva puede implementarse con
respecto a cualquier método o compuesto para uso de la invencion, y viceversa.

Como se utiliza en la presente memoria, “medio organico” se refiere a soluciones (p. €., soluciones de reaccion) y
métodos de purificacion que comprenden uno o mas disolventes organicos (también denominados “disolventes” en la
presente memoria). Las opciones de disolventes para los métodos de la presente invencién resultaran conocidas para un
experto en la técnica. Las opciones de disolventes pueden depender, por ejemplo, de cual o cuales facilitaran la
solubilizacion de todos los reactivos o, por ejemplo, de cudl o cuales facilitaran mas la reaccion deseada (particularmente,
si el mecanismo de reaccion es conocido). Los disolventes pueden incluir, por ejemplo, disolventes polares y disolventes
no polares. Las opciones de disolventes incluyen, aunque no de forma limitativa, dimetilformamida, dimetilsulféxido,
dioxano, metanol, etanol, hexano, cloruro de metileno y acetonitrilo. En algunas realizaciones preferidas, los disolventes
incluyen etanol, dimetilformamida y dioxano. Se puede elegir mas de un disolvente para cualquier reaccion o
procedimiento purificacién concreto. El agua (es decir, un componente acuoso) también puede mezclarse en cualquier
eleccion de disolvente; el agua se afade habitualmente para facilitar la solubilizacién de todos los reactivos. En
determinadas realizaciones, el componente organico del medio organico, en volumen, es aproximadamente o al menos
aproximadamente 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o
100 % de disolvente organico en comparacién con el componente acuoso.

El término “conjugar” y “conjugado” se definen en la presente memoria como una unién quimica dentro de la
misma molécula. Por ejemplo, dos o mas moléculas y/o atomos pueden estar conjugados juntos mediante un
enlace covalente, formando una Unica molécula. Las dos moléculas pueden conjugarse entre si a través de una
conexién directa (p. ej., donde los compuestos estan unidos directamente mediante un enlace covalente) o los
compuestos pueden conjugarse a través de una conexion indirecta (p. ej., donde los dos compuestos estan
unidos covalentemente a uno o mas conectores, formando una Unica molécula). En otros casos, un atomo de
metal se puede conjugar a una molécula por medio de una interaccion de quelacion.

El término “grupo funcional” generalmente se refiere a cémo los expertos en la técnica clasifican los grupos
quimicamente reactivos. Los ejemplos no limitativos de grupos funcionales incluyen enlaces carbono-carbono
(incluidos enlaces sencillos, dobles y triples), grupos hidroxilo (o alcohol), amina, sulfhidrilo (o tiol), amida, éter, éster,
tioéter, tioéster, acido carboxilico y carbonilo. Como se utiliza en la presente memoria, “amina” y “amino” y otros
pares similares de palabras tales como “hidroxi” e “hidroxilo” se refieren al mismo resto funcional y, por lo tanto, se
usan indistintamente. Como se utiliza en la presente memoria, “amina” puede referirse tanto a -NH, como a -NH-.

Como se utiliza en la presente memoria, “quelato” puede usarse como un nombre o un verbo. Como un nombre,
“quelato” se refiere a uno 0 mas atomos que son capaces de quelar uno 0 mas iones metalicos, o son quelantes a uno
0 mas iones metalicos. En realizaciones preferidas, solamente un ion metalico se coordina a un quelato. Un ejemplo no
limitativo de “quelato” incluye “un quelato de N2S>”: esto significa que dos atomos de nitrégeno y dos atomos de azufre
de un quelante son a) capaces de quelar a uno o mas iones metalicos o b) estan coordinados a (o quelados a) uno o
mas iones metalicos (preferiblemente solo un ion metélico). Como verbo, “quelar” se refiere al proceso de coordinacion
o0 quelacién de un ion metélico a, por ejemplo, un quelante o un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica.

Como se utiliza en la presente memoria, un “quelante no conjugado” se refiere a un quelante que no esta
conjugado a un ligando de afinidad especifica.
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Como se utiliza en la presente memoria, un “quelante desprotegido” se refiere a un quelante que no comprende
ningun grupo protector.

Como se utiliza en la presente memoria, un “quelante protegido” se refiere a un quelante que comprende al
menos un grupo protector.

Como se utiliza en la presente memoria, un “ligando de afinidad especifica desprotegido™ se refiere a un ligando
de afinidad especifica que no comprende ningun grupo protector.

Como se utiliza en la presente memoria, un “ligando de afinidad especifica protegido” se refiere a un ligando de
afinidad especifica que comprende al menos un grupo protector.

El término “nucledfilo” o “nucleofilico” se refiere, generalmente, a &tomos que tienen uno o mas pares iénicos de
electrones. Dichos términos son bien conocidos en la técnica e incluyen -NH,, tiolato, carbanion y alcoholato
(también conocido como hidroxilo).

El término “electrofilo” o “electréfilo” generalmente se refiere a especies que reaccionan con nucledfilos. Los grupos
electréfilos habitualmente tienen una carga positiva parcial. Dicho término es bien conocido en la técnica e incluye el
carbono de un carbono unido a un grupo saliente tal como un halégeno, sulfonilo 0 un grupo amino cuaternario.

El término “grupo saliente” generalmente se refiere a grupos que pueden ser facilmente desplazables por un
nucledfilo, tal como una amina y alcohol o un nucledfilo de tiol. Dichos grupos salientes son bien conocidos e
incluyen, por ejemplo, carboxilatos, N-hidroxisuccinimida, N-hidroxibenzotriazol, halégeno (haluros), ftriflatos,
tosilatos, mesilatos, alcoxi, tioalcoxi, sulfonilos y similares.

Como se utiliza en la presente memoria, “alquilo” o “alqu” se refiere a una cadena hidrocarbonada o de carbono-
carbono lineal, ramificada o ciclica, que opcionalmente incluye una unién alqueno o alquino, que contiene 1-30
carbonos. “Alquilo inferior” se refiere a radicales alquilo que comprenden 1-4 carbonos. Los ejemplos no limitativos
de alquilos inferiores son el metilo, etilo, propilo, butilo e isopropilo. “Alquilo sustituido” se refiere a un radical alquilo
sustituido con al menos un atomo conocido por los expertos en la técnica. En algunas realizaciones, pueden
seleccionarse uno o mas sustituyentes del grupo que consisten en hidrogeno, halégeno, oxo (p.ej., éter), hidroxi,
alcoxi, sililoxi, cicloalquilo, acilo, arilo, acetilo, carbonilo, tiocarbonilo, ciano, azido, amido, aminocarbonilo, amino, -
NH-alquilo, -N(alquilo)., -NH-cicloalquilo, -N-(cicloalquilo)., -NH-arilo, -N(arilo),, trialquilsililoxi, aciloxi, acilamino, bis-
acilamino, éster, NO, NO- y sulfo (p. ej., tioéter, tioéster, sulfonamido, sulfonilo).

El término “arilo” se refiere a un grupo aromatico carbociclico, que incluye, aunque no de forma limitativa, aquellos
seleccionados del grupo que consisten en fenilo, naftilo, indenilo, indanilo, azulenilo, fluorenilo y antracenilo; o bien
un grupo aromatico heterociclico que incluye, aunque no de forma limitativa, los seleccionados del grupo que
consisten en furilo, furanilo, tienilo, piridilo, pirrolilo, oxazolilo, tiazolilo, imidazol, pirazolilo, pirazolinilo, pirazolidinilo,
isoxazolilo, isotiazolilo, oxadiazolilo, triazolilo, tiadiazolilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, triazinilo, tritianilo,
indolizinilo, indolilo, isoindolilo, indolinilo, tiofenilo, indazolilo, benzimidazolilo, benztiazolilo, purinilo, quinolizinilo,
quinolinilo, isoquinolinilo, innolinilo, ftalazinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, naftiridinilo, pteridinilo carbazolilo,
acridinilo, fenazinilo, fenotiazonilo, fenoxazinilo y cualquier combinacién o derivado de uno o mas de estos grupos.

Los grupos “arilo”, como se definen en esta solicitud, pueden contener independientemente uno o mas grupos
funcionales como sustituyentes. En determinadas realizaciones, los sustituyentes pueden seleccionarse del grupo
que consiste en hidrégeno, alquilo, halégeno, oxo (p. ej., éter), hidroxi, alcoxi, sililoxi, cicloalquilo, acilo, arilo,
acetilo, carbonilo, tiocarbonilo, ciano, amido, aminocarbonilo, amino, -NH-alquilo, -N(alquilo)2, -NH-cicloalquilo, -
N(cicloalquilo)z, -NH-arilo, -N(arilo)z, trialquilsililoxi, aciloxi, acilamino, bis-acilamino, éster, NO, NO; y sulfo (p. €j.,
tioéter, tioéster, sulfonamido, sulfonilo). Ademas, cualquiera de estos sustituyentes puede sustituirse
adicionalmente con sustituyentes como se acaba de describir.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “cicloalquilo” se refiere a carbociclos o heterociclos de tres o
mas atomos, cuyos atomos del anillo pueden sustituirse opcionalmente con C, S, O o N, y cuyos atomos del anillo
pueden comprender uno o mas grupos funcionales como sustituyentes. En algunas realizaciones, los
sustituyentes pueden seleccionarse del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, halégeno, oxo (p. ej., éter),
hidroxi, alcoxi, sililoxi, cicloalquilo, acilo, arilo, acetilo, carbonilo, tiocarbonilo, ciano, azido, amido, aminocarbonilo,
amino, -NH-alquilo, -N(alquilo)2, -NH-cicloalquilo, -N(cicloalquilo)z, -NH-arilo, -N(arilo)z, trialquilsililoxi, aciloxi,
acilamino, bis-acilamino, éster, NO, NO: y sulfo (p. €j., tioéter, tioéster, sulfonamido, sulfonilo).

El término “aminoacido” se refiere a cualquiera de los aminoacidos naturales, asi como andlogos sintéticos (p. ej., D-
estereoisomeros de los aminodcidos naturales, tales como D-treonina) y derivados de los mismos. Los o-
aminoacidos comprenden un atomo de carbono al que esta unido un grupo amino, un grupo carboxilo, un atomo de
hidrégeno y un grupo distintivo conocido como “cadena lateral”. Los aminoacidos que comprenden un grupo
metileno adicional en su cadena principal se denominan frecuentemente -aminoacidos. Las cadenas laterales de
aminoacidos naturales son bien conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, hidrégeno (p. €j., como en glicina),
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alquilo (p. ej.,, como en alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina), alquilo sustituido (p. ej., como en la treonina,
serina, metionina, cisteina, acido aspartico, asparagina, acido glutamico, glutamina, arginina y lisina), arilalquilo (p.
ej., como en fenilalanina y triptéfano), arilalquilo sustituido (p. ej., como en tirosina) y heteroarilalquilo (p. ., como en
histidina). Los aminoacidos no naturales también se conocen en la técnica, como se expone en, por ejemplo,
Williams (1989); Evans y col. (1990); Pu et al. (1991); Williams et al (1991), y todas las referencias citadas en ellos.
La presente invencién también incluye las cadenas laterales de aminoacidos no naturales.

Los términos “amina primaria”, “amina secundaria” y “amina terciaria” se refieren a aminas, como derivados de amoniaco
(NHs), en los cuales uno (primaria), dos (secundaria) o tres (terciaria) de los hidrogenos se han sustituido por carbono, en
donde dicho carbono puede estar unido a cualquier otro atomo. En determinadas realizaciones, dicho carbono (C) esta
comprendido en X de la férmula mostrada anteriormente, un grupo hidrocarbonado (p. ej., -CHz-), -CH(E)(CHAR1Ry),
—CH(F)(CHDR3R4) o un grupo —C(O)-, en donde A, D, E, F, X, R1, Rz, Rs y R4 son como se define en la presente memoria.

Los compuestos, tal como se describen en la presente memoria, pueden contener uno o mas centros asimétricos y,
por lo tanto, pueden presentarse como racematos y mezclas racémicas, enantiomeros individuales, mezclas
diastereoméricas y diasterébmeros individuales. Todos los estereoisbmeros posibles de todos los compuestos
descritos en la presente memoria, salvo que se indique lo contrario, se consideran dentro del alcance de la presente
invencion. Los centros quirales de los compuestos pueden tener la configuracién S- o R-, como definen las
recomendaciones de la IUPAC de 1974. La presente invencion pretende abarcar todas estas formas isoméricas.

La invencion reivindicada también pretende abarcar las sales de cualquiera de los compuestos sintetizados. El término
“sal(es)”, como se utiliza en la presente memoria, se entiende como sales acidas y/o basicas formadas con acidos y
bases orgéanicos y/o inorganicos. Los zwitteriones (sales internas o interiores) se entiende que estan incluidos en el
término “sal(es)” como se utiliza en la presente memoria, ya que son sales de amonio cuaternario, tales como sales de
alquilamonio. Se prefieren las sales no toxicas y farmacéuticamente aceptables, como se describe a continuacion,
aunque pueden ser Utiles otras sales, como por ejemplo, en etapas de aislamiento o purificacion.

Los ejemplos no limitativos de sales de adicién &acidas incluyen, aunque no de forma limitativa, acetato, adipato,
alginato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, canforato, canforsulfonato,
ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, glucoheptanoato, glicerofosfato,
hemisulfato, heptanoato, hexanoato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-hidroxietanosulfonato, lactato,
maleato, metanosulfonato, 2-naftalensulfonato, nicotinato, oxalato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato,
pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato y undecanoato.

Los ejemplos no limitativos de sales basicas se incluyen, aunque no de forma limitativa, sales de amonio; sales de
metales alcalinos tales como sales de sodio, litio y potasio; sales de metales alcalinotérreos tales como sales de
calcio y magnesio; sales que comprenden bases organicas tales como aminas (p. ej., diciclohexilamina, alquilaminas
tales como tbutilamina y tamilamina, alquilaminas sustituidas, arilalquilaminas tales como bencilamina,
dialquilaminas, dialquilaminas sustituidas tales como N-metilglucamina (especialmente N-metil D-glucamina),
trialquilaminas y trialquilaminas sustituidas), y sales que comprenden aminoacidos como la arginina, lisina, etc. Los
grupos que contienen nitrégeno basicos pueden cuaternizarse con agentes tales como haluros de alquilo inferior (p.
ej., cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo), sulfatos de dialquilo (p. ej. sulfatos de dimetilo,
dietilo, dibutilo y diamilo), haluros de cadena larga (p. €., cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y
estearilo), haluros de arilalquilo (p. gj. bromuros de bencilo y fenetilo) y otros conocidos en la técnica.

El uso de la palabra “uno” o “una” cuando se usa junto con el término “que comprende” en las reivindicaciones
y/o la memoria descriptiva puede significar “uno”, pero también es consistente con el significado de “uno o mas”,
“al menos uno”, y “uno 0 mas de uno”.

A lo largo de esta solicitud, el término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor incluye la variacién
inherente del error para el dispositivo, el método empleado para determinar el valor o la variacion que existe entre
los sujetos del estudio. Por ejemplo, “aproximadamente” puede estar comprendido en 10 %, preferiblemente,
comprendido en 5 %, mas preferiblemente comprendido en 1 % y lo mas preferiblemente comprendido en 0,5 %.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se usa para indicar “y/0” a menos que se indique explicitamente
que se refiere a alternativas solamente o las alternativas se excluyen mutuamente, aunque la descripcién admite
una definicion que se refiere solamente a alternativas e “y/o0”.

Como se utiliza en esta memoria descriptiva y la o las reivindicaciones, las palabras “comprender” (y cualquier
forma de comprender, tal como “comprende” y “comprenden”), “tener” (y cualquier forma de tener, tal como
“tiene” y “tienen”), “incluir” (y cualquier forma de incluir, tal como “incluye” e “incluyen”) o “contener” (y cualquier
forma de contener, como “contiene” y “contienen”) son inclusivas o abiertas y no excluyen etapas de métodos o
elementos no mencionados o adicionales.
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Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada. Sin embargo, debe entenderse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos,
aunque indican realizaciones preferidas de la invencion, se aportan Unicamente a modo ilustrativo.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar
adicionalmente ciertos aspectos de la presente invencién. La invencion se puede comprender mejor haciendo
referencia a uno o méas de estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de realizaciones especificas
presentadas en la presente memoria.

Fig. 1. Ejemplo no limitativo de una sintesis organica de la etilendicisteina-glucosamina (EC-G).

Fig. 2. Ejemplo no limitativo de una sintesis organica de renio-etilendicisteina-glucosamina (Re-EC-G).

Fig. 3. Ensayo de incorporacion de [*H]timidina usando Re-EC-G y una linea celular de linfoma.

Fig. 4. Comparacioén de la absorcion celular de EC-G en forma cruda o en forma purificada por HPCL preparativa.
Fig. 5. Espectrometria de masa de EC-G.

Fig. 6. Radio-TLC (cromatografia en capa fina) de *®Ga-EC-G. (a) ®®Ga-EC-G, sintetizada mediante medio
organico; (b) ®Ga-EC-G, sintetizada mediante medio acuoso; (c) *®Ga libre.

Fig. 7. Radio-HPLC analitica de ®Ga-EC-G. (a) Deteccién UV; (b) Deteccion de Nal.

Figs. 8A y 8B. Estabilidad de ®*Ga-EC-G en suero de perro como se muestra por medio de radio-TLC. (a) ®*Ga-
EC-G (0,7 mg/0,7 ml, pH 7,5, 32 MBq (865 uCi)); (b) 100 ul ®Ga-EC-G en 100 pl de suero de perro, tiempo = 0;
(c) tiempo = 30 min; (d) tiempo = 60 min; (e) tiempo = 120 min; (f) ®*Ga-EC-BSA.

Fig. 9. Estabilidad de ®Ga-EC-G en suero de perro, segln se analizé en un ensayo de unién de proteinas.
Fig. 10. Estudio de absorcién in vitro de compuestos marcados con ®Ga en la linea celular 13762 del cancer de mama.

Fig. 11. Imagenes planares del derivado *"Tc-EC-ESMOLOL (11 MBg/rata (300 pCi/rata)) en ratas con tumores de
mama. H/UM = relaciones de densidad de recuento corazén/mediastino superior (recuentos/pixel) a 15-45 minutos.

Fig. 12. Diagnéstico por imagenes PET con ®Ga-EC-TML en un conejo blanco de Nueva Zelanda.
Fig. 13. Ejemplo no limitativo de una sintesis organica de la etilendicisteina-glucosamina (EC-G).
Descripcion de las realizaciones ilustrativas

Los presentes inventores han identificado métodos sintéticos novedosos para la preparacién de conjugados quelante-
ligando de afinidad especifica quelados opcionalmente a uno o mas iones metalicos. La presente invencion proporciona
ademas sintesis de quelantes, tales como quelantes no conjugados, quelantes protegidos (es decir, quelantes en donde
uno o0 mas grupos funcionales se protegen usando un agente protector) y quelantes marcados con ion metalico (es decir,
quelantes que estan quelados a uno o mas iones metalicos). Estos métodos sintéticos comprenden, generalmente, el uso
de disolventes organicos y procedimientos sintéticos organicos, asi como métodos de purificacion. También se
proporcionan métodos basados en la quimica himeda (acuosa). Los compuestos resultantes de dichos métodos de
quimica organica son de alta pureza, especialmente cuando se comparan con los compuestos preparados mediante
quimica humeda. El quelante utilizado en la presente invencion es la etilendicisteina. Los iones metalicos quelados a
compuestos pueden hacer que el compuesto ademas sea Util para el diagndéstico por imagenes, el diagndstico o el uso
terapéutico. Los compuestos, métodos de su sintesis y uso se describen mas detalladamente a continuacion.

A. Quelante

Los expertos en la técnica estaran familiarizados con los compuestos capaces de quelar uno o mas iones metalicos
(“guelantes™). Los quelantes empleados en el método de la presente invencidn comprenden generalmente uno o mas
atomos capaces de quelarse a uno o mas iones metalicos. Por lo general, un quelante se quela a un ion metalico.

La quelacion de un ion metalico a un quelante puede ser mediante cualquier método conocido por los expertos en la
técnica. Los métodos de quelacion (también denominados coordinacion) se describen con mayor detalle a
continuacion. Los atomos disponibles para la quelacion son conocidos por los expertos en la técnica, y comprenden de
forma tipica O, N o S. En realizaciones preferidas, los atomos disponibles para la quelacion se seleccionan del grupo
que consiste en N y S. En determinadas realizaciones preferidas, el ion metalico se quela a un grupo de atomos,
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denominados en la presente memoria como “quelatos” seleccionados del grupo que consiste en NSy, NoS, Sa, NoSo,
N3S y NSs. La quelacion también puede producirse entre el quelante y el ligando de afinidad especifica, es decir, tanto
el quelante como el ligando de afinidad especifica pueden aportar atomos que quelan el mismo ion metdlico.

En ciertas realizaciones, el quelante comprende compuestos que incorporan uno o mas aminodcidos. Los
aminoacidos se seleccionaran, habitualmente, del grupo que consiste en cisteina y glicina. Por ejemplo, el
quelante puede comprender tres cisteinas y una glicina o tres glicinas y una cisteina. Segun se describe a
continuacién, un espaciador puede conectar un aminoacido con otro.

Los expertos en la técnica saben que los quelantes, en general, comprenden una variedad de grupos funcionales.
Los ejemplos no limitativos de estos grupos funcionales incluyen hidroxilo, tiol, amina, amido y acido carboxilico.

1. Acidos dicarboxilicos de bis-aminoetanotiol (BAT)

La etilendicisteina (EC), el quelante usado en la presente invencién, es un acido dicarboxilico bis-aminoetanotiol (BAT).
Los &cidos dicarboxilicos BAT son capaces de actuar como ligandos tetradentados, y también se conocen como
compuestos de diaminoditiol (DADT). Se sabe que estos compuestos forman complejos Tc(V)O estables sobre la base de
Ia unlon eficaz del grupo oxotecnecio a dos azufres del tiol y dos nitrégenos de la amina. El éster dietilico marcado con
9m7e (*¥™e-L,L-ECD) es conocido como agente cerebral. La *"Tc-L,L-etilendicisteina és "¢-LL-EC) es el metabolito
mas polar y se descubrié que se excretaba de forma rapida y eficaz por la orina. Asi, *"Tc-L,L-EC se ha usado como
agente de la funcién renal. (Verbruggen et al. 1992). Otros metales tales como indio, renio, galio, cobre, holmio, platino,
gadolinio, lutecio, itrio, cobalto, calcio y arsénico se pueden quelar, también a acidos dicarboxilicos tales como EC.

2. Espaciadores

La etilendicisteina (EC), el quelante usado en la presente invencién, une dos aminoacidos por medio de un espaciador.
Dichos espaciadores son bien conocidos por los expertos en la técnica. Estos espaciadores, en general, proporcionan
flexibilidad adicional al compuesto global que puede facilitar la quelacion de uno o mas iones metalicos al quelante.

B. Grupos protectores

Cuando una reaccién quimica se va a llevar a cabo selectivamente en un sitio reactivo de un compuesto
multifuncional, a menudo se deben bloquear de forma temporal otros sitios reactivos. Un “grupo protector”, como
se utiliza en la presente memoria, se define como un grupo usado para el propésito de este bloqueo temporal. Por
lo tanto, la funcion de un grupo protector es proteger uno o mas grupos funcionales (p. ej., - NHz, -SH, -COOH)
durante las reacciones posteriores que no avanzarian correctamente, bien porque el grupo funcional libre (en
otras palabras, desprotegido) reaccionaria y se funcionalizaria de un modo inconsistente con su necesidad de
estar libre para reacciones posteriores, o bien porque el grupo funcional exento interferiria en la reaccién. Los
expertos en la técnica reconocen que el uso de grupos protectores es habitual en la quimica organica sintética.

Durante la sintesis de los compuestos, varios grupos funcionales deben protegerse usando agentes protectores
en diversas etapas de la sintesis. Un “agente protector” se usa para instalar el grupo protector. Por tanto, en un
procedimiento habitual, se mezcla un agente protector con un compuesto que presenta un grupo funcional que se
va a proteger, y el agente protector forma un enlace covalente con ese grupo funcional. De esta manera, el grupo
funcional esta “protegido” por un grupo protector (y se vuelve eficazmente no reactivo) por el enlace covalente
que formd con el agente protector. Se pueden proteger multiples grupos funcionales en una o mas etapas usando
agentes protectores adecuadamente seleccionados. Los expertos en la técnica comprenderan dicha seleccion
adecuada. Dicha seleccion se basa, frecuentemente, en la reactividad variable de los grupos funcionales que se
protegeran: por lo tanto, habitualmente se protegen los grupos mas reactivos (tales como azufre/tiol) antes de
proteger los grupos menos reactivos (tales como la amina).

Hay varios métodos bien conocidos por los expertos en la técnica para lograr dicha etapa. Para proteger los
agentes, su reactividad, instalacion y uso, véase, p. ej., Greene y Wuts (1999). El mismo grupo protector se puede
usar para proteger uno o mas de los mismos o distintos grupos funcionales. A continuacién, se describen
ejemplos no limitativos de la instalacién de grupos protectores.

El uso de la frase “hidroxi protegido” o “amina protegida” y similares no significa que todos dichos grupos
funcionales disponibles para ser protegidos estén protegidos. De igual modo, un “quelante protegido”, como se
utiliza en la presente memoria, no implica que todos los grupos funcionales del quelante estén protegidos.

Los compuestos utilizados y fabricados durante la puesta en practica del método de la presente invencién estan
contemplados en la forma protegida y desprotegida (o “libre”). Los expertos en la técnica comprenderan que los
grupos funcionales necesarios para una transformacion deseada deben estar desprotegidos.

Cuando ya no se necesita un grupo protector, se elimina por métodos bien conocidos por los expertos en la
técnica. Para obtener informacion sobre agentes desprotectores y su uso, véase, p. gj., Greene y Wuts (1999).
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Los agentes utilizados para eliminar el grupo protector se denominan, habitualmente, agentes desprotectores. Los
grupos protectores son habitualmente facilmente extraibles (como es conocido los expertos en la técnica)
mediante métodos que emplean agentes desprotectores que son bien conocidos por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, los grupos protectores éster de acetato y carbamato pueden eliminarse facilmente usando
condiciones basicas o acidas suaves, aunque los grupos protectores bencilo y éster de benzoilo necesitan
condiciones basicas o acidas mucho mas fuertes. Es bien sabido que ciertos agentes desprotectores eliminan
algunos grupos protectores y no otros, mientras que otros agentes desprotectores eliminan varios tipos de grupos
protectores de varios tipos de grupos funcionales. Por ejemplo, las reacciones de reduccion de Birch con
amoniaco liquido y sodio (como se describe a continuacion) desprotegen los grupos bencilo de los tioles (o
azufre, mas concretamente) o los grupos carbamato del nitrégeno, pero no los grupos acetato del oxigeno. Asi, se
puede usar un primer agente desprotector para eliminar un tipo de grupo protector, seguido del uso de un
segundo agente desprotector para eliminar un segundo tipo de grupo protector, y asi sucesivamente.

Los expertos en la técnica estaran familiarizados con el orden adecuado de eliminacion de grupos protectores
usando agentes desprotectores. Véase, p. gj., Greene and Wuts (1999). A continuacion, se describen ejemplos no
limitativos de eliminacién de grupos protectores.

Los grupos protectores de amina son bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Greene y Wuts
(1999), capitulo 7. Estos grupos protectores pueden instalarse a través de agentes protectores bien conocidos por los
expertos en la técnica. La eliminacién de estos grupos también es bien conocida por los expertos en la técnica.

En algunas realizaciones, el grupo protector de amina puede seleccionarse del grupo que consiste en t-
butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo, formilo, tritilo, acetilo, tricloroacetilo, dicloroacetilo, cloroacetilo, trifluoroacetilo,
difluoroacetilo, fluoroacetilo, cloroformiato de bencilo, 4-fenilbenciloxicarbonilo, 2-metilbenciloxicarbonilo, 4-
etoxibenciloxicarbonilo, 4-fluorobenciloxicarbonilo,  4-clorobenciloxicarbonilo,  3-clorobenciloxicarbonilo, 2-
clorobenciloxicarbonilo, 2,4-diclorobenciloxicarbonilo, 4-bromobenciloxicarbonilo, 3-bromobenciloxicarbonilo, 4-
nitrobenciloxicarbonilo, 4-cianobenciloxicarbonilo, 2-(4-xenil)isopropoxicarbonilo, 1,1-difenilet-1-iloxicarbonilo, 1,1-
difenilprop-1-iloxicarbonilo, 2-fenilprop-2-iloxicarbonilo, 2-(p-toluil)prop-2-iloxicarbonilo, ciclopentaniloxicarbonilo,
1-metilciclopentaniloxicarbonilo, ciclohexaniloxicarbonilo, 1-metilciclohexaniloxicarbonilo, 2-
metilciclohexaniloxicarbonilo, 2-(4-toluilsulfonil)etoxicarbonilo, 2-(metilsulfonil)etoxicarbonilo, 2-
(trifenilfosfino)etoxicarbonilo, fluorenilmetoxicarbonilo, 2-(trimetilsilil)etoxicarbonilo, aliloxicarbonilo, 1-
(trimetilsiliimetil)prop-1-eniloxicarbonilo,  5-benzisoxalilmetoxicarbonilo,  4-acetoxibenciloxicarbonilo, 2,2,2-
tricloroetoxicarbonilo,  2-etinil-2-propoxicarbonilo,  ciclopropilmetoxicarbonilo,  4-(deciloxil)benciloxicarbonilo,
isobromiloxicarbonilo, 1-piperidiloxicarbonilo y carbonato de 9-fluorenilmetilo.

En algunas realizaciones, el agente protector para la proteccion de amina se selecciona del grupo que consiste en
cloroformiato de bencilo, formiato de p-nitro-clorobencilo, cloroformiato de etilo, dicarbonato de di-terc-butilo, cloruro
de trifenilmetilo y cloruro de metoxitrifeniimetilo. En una realizacion preferida, el grupo protector es
benciloxicarbonilo, instalado por el agente protector benciloxicloroformiato.

Los grupos protectores de tiol son bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Greene y Wuts
(1999), Capitulo 6. Estos grupos protectores pueden instalarse a través de agentes protectores bien conocidos por
los expertos en la técnica. La eliminacion de estos grupos también es bien conocida por los expertos en la técnica.

En algunas realizaciones, un grupo protector de tiol puede seleccionarse del grupo que consiste en acetamidometilo,
benzamidometilo, 1-etoxietilo, benzoilo, trifenilmetilo, +butilo, bencilo, adamantilo, cianoetilo, acetilo y trifluoroacetilo.

En algunas realizaciones, el agente protector para la proteccion del tiol se selecciona del grupo que consiste en un
haluro de alquilo, un haluro de bencilo, un haluro de benzoilo, un haluro de sulfonilo, un haluro de trifenilmetilo, un
haluro de metoxitrifenilmetilo y cisteina. Los ejemplos no limitativos de estos agentes protectores incluyen haluros de
etilo, haluros de propilo y haluros de acetilo. Los haluros pueden comprender cloro, bromo o yodo, por ejemplo. En
una realizacién preferida, el grupo protector es bencilo, instalado por el agente protector cloruro de bencilo.

Los grupos protectores de hidroxi (o alcohol) son bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Greene y Wuts (1999), capitulo 2. Estos grupos protectores pueden instalarse a través de agentes
protectores bien conocidos por los expertos en la técnica. La eliminaciéon de estos grupos también es bien
conocida por los expertos en la técnica.

Puede seleccionarse un grupo protector de hidroxi del grupo que consiste en ésteres o éteres. Los ésteres, tales
como los grupos acetato, benzoilo, terc-butilcarbonilo y trifluoroacetilo, pueden retirarse mediante condiciones
acidas o basicas. Los éteres, tales como metoxi, etoxi y tri-bencilmetilo pueden retirarse mediante condiciones
basicas o acidas mas fuertes. Un grupo protector preferido es un éster de acetato.

Los grupos protectores de carbonilo son bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo,

Greene y Wuts (1999), capitulo 4. Dichos grupos protectores pueden proteger, por ejemplo, cetonas o aldehidos,
o bien el carbonilo presente en ésteres, amidas, ésteres y similares. Estos grupos protectores pueden instalarse a
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través de agentes protectores bien conocidos por los expertos en la técnica. La eliminacién de estos grupos
también es bien conocida por los expertos en la técnica.

En algunas realizaciones, puede seleccionarse un grupo protector de carbonilo del grupo que consiste en
dimetilacetal, dimetilcetal, diisopropilacetal, diisopropilcetal, enaminas y éteres de enol.

Los grupos protectores de acido carboxilico son bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Greene
y Wuts (1999), capitulo 5. La eliminacion de estos grupos también es bien conocida por los expertos en la técnica.

Puede seleccionarse un grupo protector adecuado de acido carboxilico del grupo que consiste en ésteres o
amidas, por ejemplo. Las amidas, tales como la sulfonamida, para-nitroanilina, bencilamida y benzoliamida, se
pueden hidrolizar en condiciones acidas. Los ésteres tales como el éster metilico, éster etilico y éster bencilico
pueden hidrolizarse mediante condiciones basicas o acidas. Un grupo protector preferido es una amida.

C. lones metalicos

Como se ha expuesto anteriormente, ciertas realizaciones de la presente invencién se refieren a composiciones
que funcionardn para quelar uno o0 mas iones metélicos. Los ligandos de afinidad especifica también pueden
participar en la quelacién de uno o mas iones metalicos. Un “ion metélico” se define en la presente memoria para
referirse a un ion metalico que es capaz de formar un enlace, tal como un enlace no covalente, con uno o mas
atomos o moléculas. El o los otros &tomos o moléculas pueden estar cargados negativamente.

Se contempla cualquier ion metdlico conocido por los expertos en la técnica para su inclusion en las
composiciones. El experto en la técnica estara familiarizado con los iones metalicos y su o sus aplicaciones. En
algunas realizaciones, el ion metalico puede seleccionarse del grupo que consiste en Tc-99m, Cu-60, Cu-61, Cu-
62, Cu-67, In-111, TI-201, Ga-67, Ga-68, As-72, Re-186, Re-187, Re-188, Ho-166, Y-90, Sm-153, Sr-89, Gd-157,
Bi-212, Bi-213, Fe-56, Mn-55, Lu-177, un ion hierro, un ion arsénico, un ion selenio, un ion talio, un ion
manganeso, un ion cobalto, un ion platino, un ion renio, un ion calcio y un ion rodio. Por ejemplo, el ion metalico
puede ser un radiondclido. Un radiondclido es un is6topo de origen artificial o natural que exhlbe radioactividad.
En algunas realizaciones, el radiontclido_se selecciona del grupo que _consiste en 9mTe, '®Re, '*Re, °°Sm,
"% Ho, Y, %3r, “Ga, ®Ga, "'In, *8Gd, *°Fe, #°Ac, '?Bi, ? Cu, ¥'cu, Cuy 64Cu En realizaciones
preferldas el ion metallco es renlo 0 un radlonuclldo tal como gngc 188F%e o *®Ga. Como se descrlbe a
continuacién, un agente reductor puede que necesite acompafar a uno de los radiondclidos, tal como #"Tc. Los
ejemplos no limitativos de dichos agentes reductores incluyen un ion ditionito, un ion estannoso y un ion ferroso.

Debido a las caracteristicas de su mejor dla%nostlco por. |magenes y menor precio, se han realizado intentos de
sustituir los compuestos marcados con I, "Ga y "In por los correspondientes compuestos marcados con
99MT¢ cuando sea posible. Debido a sus caracterlstlcas fisicas favorables, asi como a su precio extremadamente
bajo (0,007 $/GBq (0,21 $/mCi)), se ha preferido *"Tc para marcar los radioproductos farmacéuticos.

Se debe considerar una cantidad de factores para el diagndstico por imagenes 6ptimo en seres humanos. Para
maximizar la eficacia de deteccion, se prefiere un ion metélico que emita energia gamma en el intervalo de 100 a
200 keV. En la presente memoria, un “emisor gamma” se define como un agente que emite energia gamma de
cualquier intervalo. El experto en la técnica estara familiarizado con los diversos iones metalicos que son
emisores gamma. Para minimizar la dosis de radiacion absorbida por el paciente, la semivida fisica del
radiondclido debe ser tan corta como permita el procedimiento de diagndstico por imagenes. Para permitir que se
realicen examenes en cualquier dia y en cualquier momento del dia, es ventajoso tener una fuente del
radionticlido siempre disponible en el sitio clinico. *Tc es un radiontclido preferido porque emite radiacion
gamma a 140 keV, tiene una semivida fisica de 6 horas, y esta facilmente disponible en las propias instalaciones
mediante un generador de molibdeno- 99/tecnecio-99m. El experto en la técnica estara familiarizado con métodos
para determinar el diagnéstico por imagenes 6ptimo en humanos.

En ciertas realizaciones concretas de la presente invencion, el ion metdlico es un ion metalico terapéutico. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, el ion metalico es un radionuclido terapéutico que es un emisor beta. Segun se
define en la presente memoria, un emisor beta es cualquier agente que emite energia beta de cualquier intervalo.
Los ejemplos de emisores beta incluyen Re-188, Re-187, Re-186, Ho-166, Y-90, Bi-212, Bi-213 y Sn-153. Los
emisores beta, ademas, pueden o no ser emisores gamma. El experto en la técnica estara familiarizado con el
uso de emisores beta en el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas, tales como el cancer.

En realizaciones adicionales, el ion metalico es un ion metalico terapéutico que no es un emisor beta o un emisor
gamma. Por ejemplo, el ion metélico terapéutico puede ser platino, cobalto, cobre, arsénico, selenio, calcio o talio. Las
composiciones que incluyen estos iones metalicos terapéuticos pueden aplicarse en métodos dirigidos al tratamiento de
enfermedades tales como las enfermedades hiperproliferativas, la enfermedad cardiovascular, infecciones e
inflamacién. Los ejemplos de enfermedades hiperproliferativas incluyen los canceres. Los métodos para realizar una
terapia dual de quimioterapia y radiacion que implica las composiciones se comentan con mas detalle a continuacién.
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D. Ligandos de afinidad especifica

Un “ligando de afinidad especifica” se define en la presente memoria como una molécula o parte de una molécula
que se une con especificidad a otra molécula. Segun la presente invencién, el ligando de afinidad especifica es un
agente que simula la glucosa.

Un solo ligando de afinidad especifica, o mas de un ligando de afinidad especifica, pueden conjugarse a un
quelante. En estas realizaciones, cualquier cantidad de ligandos de afinidad especifica puede conjugarse a los
quelantes expuestos en la presente memoria. En ciertas realizaciones, un conjugado puede comprender un Unico
ligando de afinidad especifica. En otras realizaciones, un conjugado puede comprender solo dos ligandos de
afinidad especifica. En otras realizaciones, un ligando de afinidad especifica puede comprender tres 0 mas
ligandos de afinidad especifica. En cualquier situacion en la que un conjugado comprende dos o mas ligandos de
afinidad especifica, los ligandos de afinidad especifica pueden ser iguales o diferentes.

Los ligandos de afinidad especifica pueden estar unidos al quelante de cualquier manera, incluidos, por ejemplo,
enlaces covalentes, enlaces ionicos y enlaces de hidrégeno. Por ejemplo, el ligando de afinidad especifica puede
estar unido al quelante en un enlace amida, un enlace éster, o un enlace carbono-carbono de cualquier longitud. Si
dos o mas ligandos de afinidad especifica se unen a un quelante, los modos de unién pueden ser iguales o
diferentes. En otras realizaciones, la unién comprende un conector. Los ejemplos no limitativos de dichos conectores
incluyen péptidos, acido glutamico, acido aspartico, bromoetilacetato, etilendiamina, lisina y cualquier combinacién
de uno o mas de estos grupos. Un experto en la técnica estara familiarizado con la quimica de estos agentes y los
métodos para conjugar estos agentes como ligandos a los agentes quelantes de la invencién reivindicada. Los
métodos de sintesis de los compuestos, incluidos los modos de conjugacion, se tratan en detalle mas adelante.

La informacion correspondiente a ligandos de afinidad especifica y conjugacion con compuestos se proporciona
en la patente US 6.692.724, n.° de serie de solicitud de patente US 09/599.152, n.° de serie de solicitud de
patente US 10/627.763, n.° de serie de solicitud de patente US 10/672.142, n.° de serie de solicitud de patente
US 10/703.405 y n.° de serie de solicitud de patente US 10/732.919.

Agentes que simulan la glucosa

Se contempla la inclusién de agentes que simulan la glucosa como ligandos de afinidad especifica. Dichos
agentes también pueden considerarse “analogos de glucosa” o “derivados de glucosa”.

Los organismos vivos usan la glucosa a través de la ruta de glicdlisis. Los compuestos tales como la neomicina,
kanamicina, gentamicina, amikacina, tobramicina, netilmicina, ribostamicina, sisomicina, micromicina, lividomicina,
dibekacina, isepamicina y astromicina pertenecen a un grupo denominado aminoglucosidos.

En términos de estructura, los agentes que simulan la glucosa, habitualmente, tienen una estructura de anillo de
glucosa. Sin embargo, existen algunas excepciones, tales como la puromicina, que tiene una estructura de anillo
de pentosa, pero que aun puede considerarse un agente que simula la glucosa.

En términos de funcién, los aminoglucésidos se usan como antibiéticos que bloquean la ruta de glicdlisis por su
propiedad de ser estructuralmente similares a la glucosa y, por lo tanto, se consideran funcionalmente agentes que
simulan la glucosa. Cuando estos aminoglucésidos se usan en estudios de diagnéstico por imagenes, no hay
efectos farmacolégicos detectables.

La palabra “simular’, como define el American Heritage Dictionary en su cuarta edicidn, significa “simular o
asemejarse estrechamente”. Los aminoglucésidos se usan funcionalmente a través de la ruta glicolitica en virtud de
su similitud estructural con la glucosa y bloquean la ruta de la glicélisis. Por lo tanto, se considera que los
aminoglucésidos imitan o simulan la glucosa de manera estructural y funcional.

Los ejemplos no limitativos de estructuras quimicas con su numero CID identificador de la base de datos PubChem (NCBI)
son los siguientes: Amikacina CID 37768; aminoglucésido CID 191574; astromicina CID 65345; desoxiglucosa CID
439268; D-glucosamina CID 441477; dibekacina CID 3021; gentamicina CID 3467; glucosa CID 5793; isepamicina CID
456297; kanamicina CID 5460349; lividomicina CID 72394; micromicina CID 107677; neomicina CID 504578; netilmicina
CID 441306; puromicina CID 439530; ribostamicina CID 33042; sisomicina CID 36119, y tobramicina CID 36294.

Las referencias que describen el bloqueo de la glucdlisis mediante aminoglucésidos incluyen, por ejemplo,
Tachibana et al., 1976; Borodina et al., 2005; Murakami et al., 1996; Hoelscher et al., 2000; Yang et al., 2004;
Michalik et al., 1989; Murakami et al., 1997; Diamond et al., 1978; Hostetler y Hall, 1982; Benveniste y Davies, 1973;
Hu, 1998; Yanai et al., 2006; Myszka et al., 2003; Nakae y Nakae, 1982; Ozmen et al., 2005, y Tod et al., 2000.

Los agentes preferidos que simulan la glucosa, o azucares, incluyen la neomicina, kanamicina, gentamicina,

paromicina, amikacina, tobramicina, netilmicina, ribostamicina, sisomicina, micromicina, lividomicina, dibekacina,
isepamicina, astromicina y glucosa de aminoglucésidos y glucosamina.

18



10

15

20

25

30

35

40

ES 2674910713

E. Métodos de sintesis

1. Fuente de reactivos para las composiciones

Los reactivos para la preparacion de las composiciones pueden obtenerse de cualquier fuente. Una amplia variedad
de fuentes son conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los reactivos pueden obtenerse de fuentes
comerciales, tales como Sigma Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI), de sintesis quimica o de fuentes
naturales. Por ejemplo, un proveedor de radionuclidos es Cambridge Isotope Laboratories (Andover, Ma). Los
reactivos pueden aislarse y purificarse mediante cualquier técnica conocida por los expertos en la técnica, como se
describe en la presente memoria. Los iones metalicos libres no unidos pueden eliminarse con, por ejemplo, resina
de intercambio iénico o afadiendo un transquelante (p. €j., glucoheptonato, gluconato, glucarato o acetilacetonato).

2. Uso de un producto intermedio como el ingrediente farmacéutico activo (IFA)

La formacion de disulfuro y el ataque nucleofilico del centro anomérico en el resto de glucosamina de ciertos
compuestos pueden ser problematicos. Estas reacciones no deseadas pueden producirse en los grupos tiol y/o
los grupos amino de la EC-glucosamina (EC-G): estas son las reacciones laterales principales que pueden causar
la inestabilidad de la EC-G. Ademas, el rendimiento habitualmente bajo de la etapa de desproteccién con Na/NH3
para obtener el producto primario de EC-G puede producir una pureza baja (véanse las Figs. 1 y 13). En
consecuencia, puede ser deseable utilizar productos intermedios de sintesis de la presente invencién como
ingredientes farmacéuticos activos (IFA). Por ejemplo, los analogos de EC-G, tales como los que se muestran a
continuacién, que son productos intermedios en ciertas preparaciones, pueden usarse como IFA. Estos analogos,
en ciertas realizaciones, pueden producir alta pureza en el proceso de escalado ascendente.

4 5

7\
NH NH O HO

NH: 1
S S

| i
Tritilo Tritilo HO

3. Procedimientos de purificacion y determinaciones de pureza

Como se mencion6 anteriormente, los expertos en la técnica conoceran métodos para purificar compuestos. Como se
utiliza en la presente memoria, “purificacién” se refiere a cualquier incremento medible en la pureza con respecto a la
pureza del material antes de la purificacion. Generalmente, es posible la purificacion de todos los compuestos, incluida
la purificacién de productos intermedios, asi como la purificacién de los productos finales. La etapa de purificacion no
siempre se incluye en las metodologias generales explicadas mas adelante, pero un experto en la técnica entendera
que los compuestos, por lo general, pueden purificarse en cualquier etapa. Los ejemplos de métodos de purificacion
incluyen filtracién en gel, la cromatografia de exclusion por tamafo (también llamada cromatografia por filtracién en gel,
cromatografia por permeacién en gel o exclusidbn molecular), didlisis, destilacién, recristalizacion, sublimacion,
derivatizacion, electroforesis, cromatografia en columna de gel de silice y cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), que incluye HPLC de fase normal y HPLC de fase reversa. En ciertas realizaciones, la cromatografia de
exclusion por tamafno y/o dialisis se excluyen especificamente como formas de purificacién de compuestos. La
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purificacion de compuestos mediante cromatografia en columna de gel de silice o HPLC, por ejemplo, ofrece el
beneficio de producir los compuestos deseados con una pureza muy alta, frecuentemente mayor que cuando los
compuestos se purifican por medio de otros métodos. También se puede determinar la pureza radioquimica de los
compuestos. Los métodos para determinar la pureza radioquimica son bien conocidos en la técnica e incluyen métodos
cromatograficos en conjuncién con métodos de deteccion de radioactividad (p. ej., andlisis autorradiografico). A
continuacion, se proporcionan ejemplos de comparaciones de la pureza de compuestos fabricados mediante diversas
metodologias organicas y humedas y purificados por diversos métodos.

Los métodos para determinar la pureza de los compuestos son bien conocidos por los expertos en la técnica e
incluyen, en ejemplos no limitativos, autorradiografia, espectroscopia de masas, determinacion del punto de fusién,
andlisis ultravioleta, andlisis colorimétrico, (HPLC), cromatografia en capa fina y andlisis por resonancia magnética
nuclear (RMN) (que incluye, aunque no de forma limitativa, RMN 1H y 13C). En algunas realizaciones, podria usarse
un método colorimétrico para valorar la pureza de un quelante o un conjugado quelante-ligando de afinidad
especifica. Por ejemplo, la generacion de un aducto tiol-bencilo (es decir, un grupo funcional tiol protegido por un
grupo bencilo) o el rendimiento de una reaccién de oxidacién usando yodo podria usarse para determinar la pureza
del quelante o el conjugado quelante-ligando de afinidad especifica. En una realizacién, la pureza de un compuesto
desconocido puede determinarse comparandolo con un compuesto de pureza conocida: esta comparacion puede
tener la forma de una proporciéon cuya medicion describe la pureza del compuesto desconocido. El Software
disponible en diversos instrumentos (p. €., espectrofotometros, de HPLC, RMN) puede ayudar a un experto en la
técnica a realizar estas determinaciones, asi como otros medios conocidos por los expertos en la técnica.

Los siguientes parametros no limitativos pueden usarse en ciertas realizaciones, para determinar la pureza de los
compuestos:

Columna: Primesep100, 4,6 x 150 mm, 5 um, temperatura ambiente
Fase movil (A): H20 con TFA a 0,025 %

Fase movil (B): acetonitrilo con TFA a 0,025 %

Ciclo isocratico: A/B (50/50) a 1,0 cm®/min (1,0 ml/min)

Deteccién: ELSD, SEDEX75, 50C, 0,45 MPa (4,5 bares)

En ciertas realizaciones de la presente invencién, la purificacién de un compuesto no elimina todas las impurezas.
En algunas realizaciones, dichas impurezas se pueden identificar.

4. Obtencion de un quelante

Los métodos de preparar y obtener quelantes son bien conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los
quelantes pueden obtenerse de fuentes comerciales, sintesis quimica o fuentes naturales.

En una realizacion, el quelante puede comprender etilendicisteina (EC). La preparacién de la etilendicisteina (EC)
se describe en la patente US 6.692.724. En resumen, la EC se puede preparar en una sintesis de dos etapas
segun los métodos descritos anteriormente (Ratner and Clarke, 1937; Blondeau et al., 1967). Se sintetiz6 el
precursor, acido L-tiazolidina-4-carboxilico y, después, se prepard la EC. Con frecuencia, también es importante
incluir un antioxidante en la composicion para evitar la oxidacion de la etilendicisteina. El antioxidante preferido
para uso de forma conjunta con la presente invencién es la vitamina C (acido ascérbico). Sin embargo, se
contempla que también pueden ser Utiles otros antioxidantes, tales como tocoferol, piridoxina, tiamina o rutina.

Los quelantes también pueden comprender aminoacidos unidos entre si por espaciadores. Dicho espaciador
puede comprender, como se describié anteriormente, un espaciador de alquilo, tal como el etileno.

Los enlaces amida también pueden unir uno o mas aminoacidos entre si para formar un quelante. Los ejemplos
de métodos sintéticos para la preparacion de dichos quelantes incluyen la sintesis en fase sélida y la sintesis en
fase de solucién. Dichos métodos se describen, por ejemplo, en Bodansky, 1993 y Grant, 1992.

5. Sintesis organica de conjugados quelante-ligando de afinidad especifica

En una realizacion preferida, la presente invencion proporciona ademas un método de sintetizacién organica de
conjugados quelante-ligando de afinidad especifica. EI método incluye obtener, por ejemplo, un quelante tal como
etilendicisteina (EC) como se describié anteriormente y mezclar la EC con un grupo protector de tiol en un medio organico
con el fin de proteger ambos tioles libres, lo que resulta en una EC S-S'-bis-protegida, que posteriormente se mezcla con
un grupo protector de amino en un medio acuoso/organico con el fin de proteger ambas aminas libres, lo que resulta en
una EC S-S-bis-protegida-N,N’-bis-protegida. Los grupos tiol son mas reactivos que los grupos nitrégeno; por lo tanto, los
grupos tiol habitualmente se protegen primero. Como se ha descrito anteriormente, los expertos en la técnica estaran
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familiarizadas con el orden adecuado de instalacién de grupos protectores dependiendo de los tipos de grupos funcionales
presentes en el quelante. Después, la EC protegida se conjuga a un ligando de afinidad especifica de cualquier tipo
descrito en la presente memoria a través de cualquier modo de conjugacién descrito en la presente memoria, seguida de
retirada de los grupos protectores de tiol y amina, lo que resulta en un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica.

En ciertas realizaciones, la conjugacion entre un quelante y un ligando de afinidad especifica tiene lugar en una
etapa. En realizaciones concretas, la conjugaciéon comprende una unién covalente de un quelante en un ligando
de afinidad especifica, en donde la unién covalente se produce en una etapa. Como se mencion6 anteriormente,
dichos procedimientos en una etapa son preferibles, ya que minimizan el tiempo, los reactivos, los residuos y la
pérdida de producto.

Los conjugados quelante-ligando de afinidad especifica sintetizados por este método pueden quelarse a continuacion a
un ion metalico de cualquier tipo descrito en la presente memoria. Dichos métodos de quelacién son bien conocidos por
los expertos en la técnica y se describen en la presente memoria. Los ejemplos de métodos de quelacion de iones
metdlicos a conjugados quelante-ligando de afinidad especifica se describen, por ejemplo, en la patente US 6.692.724.
Los métodos descritos en la presente memoria, en donde un ion metalico se quela a un quelante, también pueden
servir como ejemplos de como quelar un ion metélico a un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica.

Los beneficios de sintetizar conjugados quelante-ligando de afinidad especifica a través de los métodos de la
presente invencién usando sintesis organica incluyen, por ejemplo, la obtencién de conjugados de alta pureza con
respecto a los conjugados obtenidos mediante sintesis acuosa, asi como la sintesis y purificacion eficaces de
compuestos de molécula pequena (p. €.,1000 g/mol o menos). Estos beneficios permiten que los conjugados se
puedan utilizar en el diagnéstico por imagenes, el diagndstico y/o experimentos terapéuticos y/o ensayos clinicos.

6. Sintesis organica de conjugados quelante-ligando de afinidad especifica quelados con un ion metalico

En otra realizacion preferida, la presente invencién proporciona ademas un método de sintetizar organicamente
conjugados quelante-ligando de afinidad especifica quelados a un ion metalico para el diagndstico por imagenes, el
diagnéstico o el uso terapéutico. El método incluye, por ejemplo, obtener en primer lugar un quelante, tal como EC.
La EC puede entonces mezclarse con un ion metalico, que puede ser un radiontclido o cualquier otro ion metalico
como se describe en la presente memoria, en un medio organico para quelar a la CE a través un quelato de N»So.
Véase, p. €j., la Fig. 2. En la presente memoria se describen otros métodos de quelacion (p. ej., quelatos de
cualquier combinacién de O, N y S) y la quelacion puede producirse mediante cualquier método descrito en la
presente memoria. En los ejemplos no limitativos, metales tales como tecnecio, indio, renio, galio, cobre, holmio,
platino, gadolinio, lutecio, itrio, cobalto, calcio y arsénico se pueden quelar con un quelante tal como EC. El quelado
de EC a un ion metalico (“EC quelada”) se mezcla entonces con un ligando de afinidad especifica, opcionalmente
protegido con uno o mas grupos protectores, en presencia de un medio organico con el fin de generar un conjugado
quelante-ligando de afinidad especifica quelado a un ion metdlico. EI modo de conjugacion puede ser mediante
cualquier modo descrito en la presente memoria y puede tener lugar en una etapa o en mas de una etapa.

Los beneficios de sintetizar conjugados quelantes marcados con ion metalico-ligando de afinidad especifica a través de los
métodos de la presente invencidn usando sintesis organica incluyen, por ejemplo, la obtenciéon de conjugados de alta
pureza con respecto a los conjugados obtenidos mediante sintesis acuosa, asi como la sintesis y purificacion eficaces de
compuestos de molécula pequeha (p. ej.,1000 g/mol o menos). Estos beneficios permiten que los conjugados se puedan
utilizar en el diagndstico por imagenes, el diagndstico y/o experimentos terapéuticos y/o ensayos clinicos.

7. Sintesis acuosa de conjugados quelante-ligando de afinidad especifica

La presente invencién proporciona ademas un método de sintetizar conjugados quelante-ligando de afinidad especifica en
un medio acuoso. Los conjugados quelante-ligando de afinidad especifica se prepararon, en general, como un medio para
comparar la pureza relativa de dichos productos u otros similares cuando se sintetizan en medios organicos. El método
incluye, por ejemplo, obtener en primer lugar un quelante, tal como EC. A continuacion, se disuelve la EC en una solucién
acuosa basica y se afaden agentes de acoplamiento de cualquier tipo descrito en la presente memoria. A continuacion, se
anade el ligando de afinidad especifica a esta solucién para generar el conjugado quelante-ligando de afinidad especifica.

8. Sintesis acuosa de conjugados quelante-ligando de afinidad especifica quelados a un ion metalico

La presente invencion proporciona ademas un método de sintetizar, en un medio acuoso, conjugados quelante-
ligando de afinidad especifica quelados a un ion metalico. Al igual que la sintesis acuosa mencionada anteriormente,
los conjugados quelante-ligando de afinidad especifica quelados a un ion metdlico se prepararon como un medio
para comparar la pureza relativa de dichos productos u otros similares cuando se sintetizan en medios organicos. El
método comienza, en una realizacién, con la obtencién de un quelante quelado a un ion metalico como se describid
anteriormente (“Sintesis organica de conjugados quelante-ligando de afinidad especifica quelados a un ion
metalico”). Este quelante quelado a un ion metélico puede ser, por ejemplo, EC quelada como se describid
anteriormente. La quelacién puede producirse mediante cualquier método descrito en la presente memoria. La EC
quelada se puede disolver en una solucién acuosa basica y los agentes de acoplamiento, como se describe en la
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presente memoria, se afiaden junto con un ligando de afinidad especifica de cualquier tipo descrito en la presente
memoria, con el fin de generar un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica quelado a un ion metalico.

9. Conjugacion de un quelante con un ligando de afinidad especifica

La presente invencién contempla métodos de conjugar un ligando de afinidad especifica a un quelante
(opcionalmente quelado a un ion metalico). El ligando de afinidad especifica puede ser de cualquier tipo descrito
en la presente memoria. Un experto en la técnica estara familiarizado con el medio de conjugar ligandos de
afinidad especifica a varios grupos funcionales. Mas comunmente, como entre el quelante y el ligando de afinidad
especifica uno actia como el nucledfilo y uno actda como el electréfilo, dicha conjugacion tiene lugar mediante un
enlace covalente. Los ejemplos no limitativos de dichos enlaces covalentes incluyen un enlace amida, un enlace
éster, un enlace tioéster y un enlace carbono-carbono. En realizaciones preferidas, la conjugacion tiene lugar
mediante un enlace amida o éster. En algunas realizaciones, la conjugacion tiene lugar en uno o mas grupos
funcionales del quelante seleccionado del grupo que consiste en acido carboxilico, amina y tiol. Cuando actdan
como electréfilos, los quelantes y ligandos de localizacién especifica pueden comprender grupos funcionales tales
como halégenos y sulfonilos, que actian como grupos salientes durante la conjugacién. Los ligandos de afinidad
especifica también pueden comprender grupos nucleofilicos, tales como -NH2, que pueden participar en
conjugacién con un quelante electrofilico.

Los agentes de acoplamiento, como se utilizan en la presente memoria, son reactivos utilizados para facilitar el
acoplamiento de un quelante a un ligando de afinidad especifica. Dichos agentes son bien conocidos por los expertos
en la técnica y pueden emplearse en ciertas realizaciones de métodos de la presente invencion. Los ejemplos de
agentes de acoplamiento incluyen, aunque no de forma limitativa, N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS),
dimetilaminopiridina (DMAP), diazabiciclo[5.4.0Jundeca-7-eno (DBU), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDAC) y diciclohexilcarbodiimida (DCC). También se contemplan otras carbodiimidas como agentes de acoplamiento.
Los agentes de acoplamiento se describen, por ejemplo, en Bodansky, 1993 y Grant, 1992. Estos agentes de
acoplamiento se pueden usar solos 0 en combinacion entre ellos o con otros agentes para facilitar la conjugacién. Una
vez que el ligando de afinidad especifica se conjuga usando un agente de acoplamiento, habitualmente se forma urea.
El subproducto urea puede eliminarse mediante filtracién. El producto conjugado se puede purificar a continuacion
mediante, por ejemplo, cromatografia en columna de gel de silice o HPLC.

En general, los ligandos para uso en conjuncion con la presente invencién poseeran grupos funcionales capaces
de conjugarse a uno o mas grupos funcionales de un quelante, tal como EC. Por ejemplo, un ligando de afinidad
especifica puede poseer una posicién halogenada que reaccionara con una amina libre de un quelante para
formar el conjugado. Si no hay grupos funcionales disponibles, o si un grupo funcional 6ptimo no esta disponible,
un ligando deseado puede seguir conjugandose a un quelante, tal como EC, mediante la adicién de un conector,
tal como etilendiamina, aminopropanol, dietilentriamina, acido aspartico, acido poliaspartico, acido glutamico,
acido poliglutamico, cisteina, glicina o lisina. Por ejemplo, la patente US-6.737.247 describe varios conectores
que pueden utilizarse con la presente invencién. La patente US-5.605.672 describe varias “cadenas principales
preferidas” que pueden usarse como conectores en la presente invencion. En ciertas realizaciones, el quelante
puede conjugarse a un conector y el conector conjugarse al ligando de afinidad especifica. En otras realizaciones
se puede usar mas de un conector; por ejemplo, un quelante puede conjugarse a un conector, y el conector
conjugarse a un segundo conector, en donde el segundo conector se conjuga al ligando de afinidad especifica.
En ciertas realizaciones, pueden usarse dos, tres, cuatro o0 mas conectores que se conjugan juntos para conjugar
un quelante y un ligando de afinidad especifica. Sin embargo, generalmente se prefiere utilizar un solo conector
para conjugar un quelante y un ligando de afinidad especifica.

Algunos agentes quelantes, tales como EC, son solubles en agua. En algunas realizaciones, el conjugado quelante-
ligando de afinidad especifica quelado a un ion metalico de la invencion es soluble en agua. Muchos de los ligandos de
afinidad especifica utilizados en conjuncién con la presente invencion seran solubles en agua, o formaran un
compuesto soluble en agua cuando se conjuguen al quelante. Si el ligando de afinidad especifica no es soluble en
agua, sin embargo, puede utilizarse un conector que aumente la solubilidad del ligando. Los conectores pueden unirse
a, por ejemplo, un alcohol alifatico o aromatico, una amina, un péptido o un acido carboxilico. Los conectores pueden
ser, por ejemplo, poliaminoacidos (péptidos) o aminoacidos tales como acido glutamico, acido aspartico o lisina. En la
Tabla 2 se muestran los conectores preferidos para grupos funcionales de farmacos especificos.

Los beneficios de sintetizar conjugados quelante-ligando de afinidad especifica, opcionalmente quelados a uno o
mas iones metalicos valentes a través de los métodos de la presente invencion usando sintesis organica incluyen,
por ejemplo, la obtencién de conjugados de alta pureza con respecto a los conjugados obtenidos mediante
sintesis acuosa, asi como la sintesis y purificacion eficaces de compuestos de molécula pequena (p.
€j.,1000 g/mol o menos). Estos beneficios permiten que los conjugados se puedan utilizar en el diagnostico por
imagenes, el diagnostico y/o experimentos terapéuticos y/o ensayos clinicos.
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Tabla 2
Conectores
Grupo funcional de arrastre Conector Ejemplo
OH alifatico o fendlico EC-poli(acido glutamico) (PM 750-15 000) | estradiol, topotecan,
o EC-poli(acido aspartico) (PM 2000- paclitaxel, raloxifeno
15 000) o bromoetilacetato o EC-acido etopdsido

glutamico o EC-acido aspartico.
NH. aromatico o alifatico o péptido | EC-poli(acido glutamico) (PM 750-15 000) | doxorubicina, mitomicina C,
o EC-poli(acido aspartico) (PM 2000- endostatina, anexina V,

15 000) o EC-acido glutamico (mono- o LHRH, octreoétido, VIP
diéster) o EC-acido aspartico.
Acido carboxilico o péptido Etilendiamina, lisina metotrexato, acido félico

10. Quelacion de un ion metdlico

La presente invencion contempla ademéas métodos para la quelacion (también denominada coordinacién) de uno
0 mas iones metalicos a un quelante o un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica. Dichas etapas de
quelacién pueden tener lugar en medios organicos. En otras realizaciones, la quelacion tiene lugar en medios
acuosos. En ciertas realizaciones, el quelante y el ligando de afinidad especifica pueden contribuir a la quelacion
del ion metalico. En realizaciones preferidas, el ion metalico estd quelado Unicamente al quelante. El ion metalico
quelado puede unirse a través de, por ejemplo, un enlace idnico, un enlace covalente o un enlace covalente
coordinado (también denominado un enlace dativo). Los métodos de dicha coordinacion son bien conocidos por
los expertos en la técnica. En una realizacién, puede producirse la coordinacién mezclando un ion metalico en
una solucién que contiene un quelante. En otra realizacion, puede producirse la coordinacién mezclando un ion
metalico en una solucién que contiene un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica. En una realizacion,
se produce la quelacion al quelante, con o sin un ligando de afinidad especifica, mediante un quelato N2S;
formado por el quelante, tal como etilendicisteina (EC). El quelante y el ligando de afinidad especifica pueden
protegerse mediante uno 0 mas grupos protectores antes o después de la quelacién con el ion metalico.

La quelacién puede producirse en cualquier &tomo o grupo funcional de un quelante o ligando de afinidad especifica que
esté disponible para la quelacién. La quelacion puede producirse, por ejemplo, en uno o mas atomos de N, S, O o P. Los
ejemplos no limitativos de grupos de quelacion incluyen NSy, NoS, S4, N2Sz, N3S y NS3 y O4. En realizaciones preferidas,
un ion metdlico se quela a tres o cuatro atomos. En algunas realizaciones, la quelacion se produce entre uno 0 méas grupos
funcionales tiol, amina o &acido carboxilico. La quelacion, en realizaciones concretas, puede ser a un resto de carboxilo de
glutamato, aspartato, un analogo de glutamato o un analogo de aspartato. Estas realizaciones pueden incluir maltiples
iones metdlicos quelados a quelantes poli(glutamato) o poli(aspartato). En algunas realizaciones, la quelacién del ion
metalico es a un ligando de afinidad especifica, tal como a grupos carboxilo de un ligando especifico de tejido. En
realizaciones preferidas, la quelacién se produce entre uno o mas grupos tiol y uno o mas grupos amina del quelante.

En algunos ejemplos no limitativos, el ion metédlico puede ser tecnecio, indio, renio, galio, cobre, holmio, platino,
gadolinio, lutecio, itrio, cobalto, calcio, arsénico o cualquier isétopo de los mismos. Cualquier ion metélico descrito
en la presente memoria puede quelarse a un compuesto de la presente invencion.

6. Agentes reductores

Para los propositos de la presente invencion, cuando el ion metalico es tecnecio, se prefiere que el Tc esté en el estado
de oxidacién +4. El agente reductor preferido para uso con este propésito es el ion estannoso en forma de cloruro
estannoso (SnCly) para reducir el Tc hasta su estado de oxidacién +4. Sin embargo, se contempla que otros agentes
reductores, tales como ion ditionato o ion ferroso, pueden ser Utiles en conjuncion con la presente invencion. También
se contempla que el agente reductor puede ser un agente reductor en fase sélida. La cantidad de agente reductor
puede ser importante, ya que es necesario para evitar la formacion de un coloide. Es preferible, por ejemplo, usar de
aproximadamente 10 a aproximadamente 100 ug de SnCl» para de aproximadamente 100 a aproximadamente 11 GBq
(300 mCi) de pertecnetato de Tc. La cantidad mas preferida es aproximadamente 0,1 mg de SnCl, para
aproximadamente 7,4 GBqg (200 mCi) de pertecnetato de Tc y aproximadamente 2 ml de solucion salina. Por lo general,
esto produce suficiente conjugado Tc-EC-ligando de afinidad especifica para usar en 5 pacientes.

F. Ejemplos de modalidades de diagnéstico por imagenes

1. Diagndstico por imagenes con camara gamma
Los expertos en la técnica conocen una amplia variedad de técnicas de medicina nuclear para el diagnéstico por

imagenes. Cualquiera de estas técnicas se puede aplicar en el contexto de los métodos de diagnostico por imagenes
de la presente invencién para medir una sefal del indicador. Por ejemplo, el diagndstico por imagenes con camara
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gamma se contempla como método de diagnostico por imagenes que se puede utilizar para medir una senal derivada
del indicador. Un experto en la técnica estara familiarizado con las técnicas de aplicacion del diagnéstico por imagenes
con camara gamma (véase, p. €j., Kundra et al., 2002). En una realizacion, la mediciéon de una sefial puede implicar el
uso del diagnéstico por imagenes con cdmara gamma de un sistema indicador 111-In-octreétido-SSRT2A.

2. PET y SPECT

Las modalidades de diagnéstico por imagenes con radionuclidos (tomografia por emision de positrones (PET);
tomografia computerizada por emision de foton unico (SPECT)), son técnicas de diagndstico por imagenes de
secciones transversales que mapean la ubicacién y concentracion de radiotrazadores marcados con
radiondclidos. A pesar de que la CT y la MRI proporcionan una considerable informaciéon anatémica sobre la
ubicacion y la magnitud de los tumores, estas modalidades de diagndstico por imagenes no pueden diferenciar
adecuadamente las lesiones invasivas del edema, la necrosis por radiacion, puntuacion o gliosis. Pueden usarse
las modalidades PET y SPECT para localizar y caracterizar tumores midiendo la actividad metabdlica.

Las modalidades PET y SPECT proporcionan informacion que se refiere a informacion a nivel celular, tal como
viabilidad celular. En la PET, un paciente ingiere o se le inyecta una sustancia ligeramente radioactiva que emite
positrones que se puede monitorizar a medida que la sustancia se mueve por el organismo. En una aplicacion
comun, por ejemplo, se administra a los pacientes glucosa con emisores de positrones unidos, y se monitorizan
sus cerebros mientras realizan varias tareas. Puesto que el cerebro utiliza glucosa cuando funciona, una imagen
de PET muestra dénde la actividad cerebral es alta.

La tomografia computerizada por emisién de foton Unico (SPECT) esta estrechamente relacionada con la PET. La
diferencia principal entre las dos es que en lugar de una sustancia emisora de positrones, la SPECT usa un
trazador radiactivo que emite fotones de baja energia. La SPECT es valiosa para diagnosticar enfermedades de
la arteria coronaria, y ya se realizan cada afo unos 2,5 millones de pruebas cardiacas con SPECT en los EE. UU.

Los radioproductos farmacéuticos PET para el diagndstico por imagenes suelen marcarse con emisores de positrones
tales como '"'C, "N, °0, '®F, 82Rp, ®*Cu Y %8Ga. Los radioproductos farmacéuticos SPECT suelen marcarse con emisores
de positrones tales como *"Tc, ' Tl y *’Ga. Con respecto al diagndstico por imagenes del cerebro, los radioproductos
farmacéuticos PET y SPECT se clasifican en funcion de la permeabilidad de la barrera hematoencefélica (BBB), la
perfusion cerebral, el metabolismo de unién al receptor y la unién de antigeno-anticuerpo (Saha et al., 1994). Los agentes
SPECT de la barrera hematoencefalica, tales como *™TcO4-DTPA, ®'Tl y [*’Galcitrato, se excluyen por células normales
del cerebro, pero entran en las células tumorales debido a la BBB alterada. Los agentes de perfusion SPECT tales como
[BNIMP, [P Tc]HMPAO, [*™Tc]ECD son agentes lipofilicos y, por Io tanto, difunden al cerebro normal. Los radioproductos
farmacéuticos SPECT de unién al receptor importantes incluyen ['2I]QNE, ['21]IBZM y ['®l]iomazenil. Estos trazadores se
unen a receptores especificos y son de importancia en la evaluacion de enfermedades relacionadas con los receptores.

3. Tomografia computarizada (CT)

La tomografia computarizada (CT) se contempla como una modalidad de diagnéstico por imagenes en el contexto
de la presente invencién. Tomando una serie de rayos x, en ocasiones mas de mil, desde diversos angulos y
luego combinandolas con un ordenador, la CT hizo posible construir una imagen tridimensional de cualquier parte
del organismo. Se programa un ordenador para que muestre dos cortes bidimensionales desde cualquier angulo y
a cualquier profundidad.

En la CT, la inyeccion intravenosa de un agente de contraste radiopaco puede ayudar a la identificacion y delineacion de
masas de tejido blando cuando las exploraciones CT iniciales no son diagnésticas. De manera similar, los agentes de
contraste ayudan a evaluar la vascularidad de un tejido blando o una lesion 6sea. Por ejemplo, el uso de agentes de
contraste puede ayudar a la delineacion de la relacion de un tumor y estructuras vasculares adyacentes.

Los agentes de contraste de CT incluyen, por ejemplo, medios de contraste yodados. Los ejemplos de estos
agentes incluyen iotalamato, iohexol, diatrizoato, iopamidol, etiodol e iopanato. También se ha notificado la
utilidad de agentes de gadolinio como agentes de contraste CT (véase, p. €j., Henson et al., 2004). Por ejemplo,
se han utilizado como agente de contraste CT agentes de gadopentato (descrito en Strunk y Schild, 2004).

4. Diagndstico por imagenes de resonancia magnética (MRI)

El diagnostico por imagenes de resonancia magnética (MRI) es una modalidad de diagnéstico por imagenes mas
reciente que la CT que usa un iman de alta potencia y sefales de radiofrecuencia para producir imagenes. La especie
molecular mas abundante en los tejidos bioldgicos es el agua. En ultima instancia, es el “espin” mecanico cuantico de
los nlcleos de protones del agua lo que genera la sefial en los experimentos de diagndstico por imagenes. En la MR,
la muestra de la que se debe tomar la imagen se coloca en un campo magnético estatico fuerte (1-12 tesla) y los
espines se excitan con un pulso de radiacién de radiofrecuencia (RF) para producir una magnetizacién neta en la
muestra. Diversos gradientes del campo magnético y otros pulsos de RF actian entonces sobre los espines para
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codificar la informacién espacial en las sefales registradas. Recogiendo y analizando estas sefales, es posible calcular
una imagen tridimensional que, como una imagen de CT, se muestra normalmente en cortes bidimensionales.

Los agentes de contraste que se utilizan en el diagnéstico por imagenes de MR difieren de los usados en otras técnicas
de diagndstico por imagenes. Su proposito es ayudar a distinguir entre componentes de tejidos con caracteristicas de
sefial idénticas y acortar los tiempos de relajacion (que produciran una sefial mas fuerte en las imagenes de RM de eco
de espin ponderadas en T1 y una sefial menos intensa en las imagenes ponderadas en T2). Los ejemplos de agentes
de contraste de MRI incluyen quelatos de gadolinio, quelatos de manganeso, quelatos de cromo y particulas de hierro.

Tanto la CT como la MRI proporcionan informacion anatémica que ayuda a distinguir los limites de los tejidos y la
estructura vascular. En comparacion con la CT, las desventajas de la MRI incluyen menor tolerancia del paciente,
contraindicaciones para los marcapasos y otros dispositivos metalicos implantados, asi como aparatos
relacionados con mdltiples causas, entre ellas el movimiento (Alberico et al., 2004). La CT, por otra parte, es
rapida, se tolera bien y es de facil disponibilidad, pero tiene una resolucion de contraste menor que la MRI y
requiere contraste yodado y radiacion ionizante (Alberico et al., 2004). Una desventaja de la CT y la MRI es que
ninguna de estas modalidades de diagnostico por imagenes proporciona informacién funcional a nivel celular. Por
ejemplo, ninguna modalidad proporciona informacion relativa a la viabilidad celular.

5. Diagndstico por imdagenes dpticas

El diagndstico por imagenes épticas es otra modalidad de diagnéstico por imagenes que ha ganado una amplia aceptacion
en areas concretas de la medicina. Los ejemplos incluyen el marcado éptico de componentes celulares y la angiografia, tal
como angiografia con fluoresceina y angiografia con verde de indocianina. Los ejemplos de agentes para diagnostico por
imagenes o6pticas incluyen, por ejemplo, fluoresceina, un derivado de la fluoresceina, verde de indocianina, verde Oregon,
un derivado del verde Oregdn, verde de rodamina, un derivado de verde de rodamina, eosina, eritrosina, rojo Texas, un
derivado de rojo Texas, verde malaquita, éster de sulfosuccinimidilo Nanogold, azul cascada, un derivado de cumarina, un
naftaleno, un derivado de piridiloxazol, colorante amarillo cascada y colorante dapoxil.

6. Ultrasonido

Otra modalidad de diagnostico por imagenes biomédico que ha ganado una amplia aceptacion es el ultrasonido.
El diagnostico por imagenes mediante ultrasonido se ha utilizado de forma no invasiva para proporcionar
imagenes de secciones transversales en tiempo real e incluso imagenes tridimensionales de estructuras de tejido
blando, asi como informacion del flujo sanguineo en el organismo. Ondas de sonido de alta frecuencia y un
ordenador para crear imagenes de vasos sanguineos, tejidos y 6rganos.

Las imagenes por ultrasonido del flujo sanguineo pueden estar limitadas por una serie de factores tales como el
tamano y la profundidad del vaso sanguineo. Los agentes de contraste ultrasénicos, un desarrollo relativamente
reciente, incluyen perfluorina y analogos de perfluorina, los cuales estan disefiados para superar estas
limitaciones ayudando a mejorar las imagenes en escala de grises y las sefiales Doppler.

7. Procedimiento para el diagndstico por imagenes dual

Ciertas realizaciones de la presente invencion se refieren a métodos de diagndéstico por imagenes de un sitio de
un sujeto usando dos modalidades de diagnéstico por imagenes que implican la medicion de una primera sefal y
una segunda sefal a partir del complejo resto-quelante-ion metdlico para el diagndstico por imagenes. La primera
sefal deriva del ion metdlico y la segunda sefal deriva del resto para el diagnéstico por imagenes. Como se ha
expuesto anteriormente, cualquier modalidad de diagnéstico por imagenes conocida por los expertos en la técnica
puede aplicarse en estas realizaciones de los presentes métodos de diagnéstico por imagenes.

Las modalidades de diagnostico por imagenes se realizan en cualquier momento durante o después de la
administracion de la composicion que comprende la cantidad diagndsticamente eficaz de la composicién de la
presente invencion. Por ejemplo, los estudios de diagnostico por imagenes pueden realizarse durante la
administracion de la composicién para diagnéstico por imagenes dual de la presente invencién o en cualquier
momento posterior. En algunas realizaciones, la primera modalidad de diagnéstico por imagenes se lleva a cabo
al mismo tiempo que la administracion del agente para diagnéstico por imagenes dual, o aproximadamente
1 segundo, 1 hora, 1 dia o cualquier periodo de tiempo mas largo tras la administracion del agente para
diagnéstico por imagenes dual, o en cualquier momento entre cualquiera de estos tiempos indicados.

La segunda modalidad de diagnédstico por imagenes se puede realizar simultdneamente a la primera modalidad de
diagnéstico por imagenes, o en cualquier momento después de la primera modalidad de diagndstico por imagenes.
Por ejemplo, la segunda modalidad de diagndstico por imagenes se puede llevar a cabo de aproximadamente
1 segundo, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 1 dia, o cualquier periodo de tiempo mas largo después de
la finalizacion de la primera modalidad de diagnéstico por imagenes, o en cualquier momento entre cualquiera de
estos tiempos indicados. En ciertas realizaciones de la presente invencion, la primera y segunda modalidades de
diagndstico por imagenes se realizan simultdneamente, de tal manera que empiezan al mismo tiempo después de la
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administracion del agente. Un experto en la técnica estarda familiarizado con la ejecucion de las diversas
modalidades de diagnéstico por imagenes contempladas por la presente invencién.

En algunas realizaciones de los presentes métodos de diagnéstico por imagenes dual, se usa el mismo
dispositivo de diagndstico por imagenes para realizar una primera modalidad de diagndstico por imagenes y una
segunda modalidad de diagnostico por imagenes. En otras realizaciones, se utiliza un dispositivo de diagnéstico
por imagenes diferente para realizar la segunda modalidad de diagndstico por imagenes. Un experto en la técnica
estara familiarizado con los dispositivos de diagnoéstico por imagenes disponibles para la ejecucion de una
primera modalidad de diagnéstico por imagenes y una segunda modalidad de diagnéstico por imagenes, y el
experto en la técnica estara familiarizado con el uso de estos dispositivos para generar imagenes.

G. Agentes radiomarcados

Como se ha expuesto anteriormente, ciertas realizaciones de las composiciones de la presente invencion incluyen
un ion metalico quelado a un quelante como se ha expuesto anteriormente. En algunas realizaciones, el ion metalico
es un radionlclido. Los agentes radiomarcados, compuestos y composiciones proporcionados por la presente
invencion se proEormonan con una cantidad adecuada de radiactividad. Por ejemplo, en la formacién de complejos
radiactivos de *"Tc, generalmente se prefiere formar complejos radiactivos en soluciones que contienen
radioactividad en concentraciones de aproximadamente 0,0004 gigabecquerel (GBqg) a aproximadamente 11 GBq
por ml (de aproximadamente 0,01 milicurios (mCi) a aproximadamente 300 mCi por ml).

Los agentes para el diagnostico por imagenes radiomarcados proporcionados por la presente invencion pueden
utilizarse para visualizar sitios en el organismo de un mamifero. De conformidad con esta invencion, los agentes para
diagnostico por imagenes se administran mediante cualquier método conocido por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, la administracién puede ser en una Unica dosis unitaria inyectable. Cualquiera de los vehiculos habituales
conocidos por los expertos en la técnica, tal como solucién salina estéril o plasma, puede utilizarse después del
radiomarcado para preparar los compuestos para inyeccion. Generalmente, una dosis unitaria para administrar tiene
una radioactividad de aproximadamente 0,0004 GBq a aproximadamente 11 GBq (de aproximadamente de 0,01 mCi a
aproximadamente 300 mCi), preferiblemente de 0,4 a aproximadamente 7,4 GBq (de 10 mCi a aproximadamente
200 mCi). La solucién que se va a inyectar en dosis unitaria es de aproximadamente 0,01 ml a aproximadamente 10 ml.

Después de la administracién intravenosa de una cantidad diagnésticamente eficaz de una composicion de la presente
invencion, se puede realizar el diagnéstico por imagenes. El diagndstico por imagenes de un sitio en un sujeto, tal como
un 6rgano o tumor, puede tener lugar, si se desea, en horas o incluso mas tiempo después de introducir el reactivo
radiomarcado en un paciente. En la mayoria de los casos, se acumulara una cantidad suficiente de la dosis
administrada en el area que se va a someter a diagnostico por imagenes en aproximadamente 0,1 de una hora. Como
se ha expuesto anteriormente, el diagnostico por imagenes se puede realizar usando cualquier método conocido por los
expertos en la técnica. Los ejemplos incluyen PET, SPECT y escintigrafia gamma. En la escintigrafia gamma, el
radiomarcador es un radionlclido emisor de radiacion gamma y el radiotrazador se ubica usando una camara de
deteccion de radiacion gamma. El sitio sometido a diagnédstico por imagenes se detecta porque el radiotrazador se elige
para que se ubique en un sitio patolégico (denominado contraste positivo) o, alternativamente, el radiotrazador se elige
especificamente para que no se ubique en dichos sitios patolégicos (denominado contraste negativo).

H. Kits

Por lo general, ciertas realizaciones de la presente invencién se refieren a kits para preparar un agente
diagnostico o para el diagnostico por imagenes. Por ejemplo, en algunas realizaciones el kit incluye uno o mas
recipientes sellados que contienen una cantidad predeterminada de un conjugado quelante-ligando de afinidad
especifica. En algunas realizaciones, el kit incluye ademas un recipiente sellado que contiene un ion metalico. Por
ejemplo, el ion metélico puede ser un radionuclido o un ion metalico frio.

Un kit de la presente invencion puede incluir un vial sellado que contiene una cantidad predeterminada de un
quelante de la presente invencion y una cantidad suficiente de agente reductor para marcar el compuesto con un
ion metdlico. En algunas realizaciones de la presente invencion, eI kit incluye un ion metdlico que es un
radionuclido. En ciertas realizaciones adicionales, el radiontclido es *™Tc. En otras realizaciones de la presente
invencion, el quelante se conjuga a un ligando de afinidad especifica que puede ser cualquiera de los ligandos de
afinidad especifica mencionados en cualquier otra parte de esta solicitud.

El kit también puede contener materiales adyuvantes farmacéuticos convencionales tales como, por ejemplo,
sales farmacéuticamente aceptables para ajustar la presién osmética, tampones, conservantes y similares.

En ciertas realizaciones, se incluye un antioxidante en la composicién para evitar la oxidacion del resto quelante.
En ciertas realizaciones, el antioxidante es vitamina C (acido ascérbico). Sin embargo, se contempla que también
puede usarse cualquier otro antioxidante conocido por los expertos en la técnica, tal como tocoferol, piridoxina,
tiamina o rutina. Los componentes del kit pueden estar en forma liquida, congelada o seca. En una realizacién
preferida, los componentes del kit se proporcionan en forma liofilizada.
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El kit instantaneo frio (es decir, que no contiene radioactividad) se considera un producto comercial. El kit instantaneo frio
podria servir para propositos de radiodiagndstico anadiendo pertecnetato al vial con IFA y agentes volumétricos (agentes
que no se han sometido todavia a pruebas). Los expertos en la técnica conocen la tecnologia como el método de “agitar y
aplicar”. El tiempo de preparacion de radioproductos farmacéuticos seria inferior a 15 min. EI mismo kit también podria
abarcar quelantes o conjugados quelante-ligando de afinidad especifica que podrian quelarse con diferentes metales para
diferentes aplicaciones de diagndstico por imagenes. Por ejemplo, cobre-61 (3,3 horas de semivida) para PET; gadolinio
para MRI. El propio kit de frio se podria utilizar para fines de profarmacos para tratar la enfermedad. Por ejemplo, el kit
podria aplicarse en el diagnostico por imagenes vy la terapia dirigida especificamente a tejidos.

I. Enfermedad hiperproliferativa

Ciertos aspectos de la presente invencion se refieren a composiciones en donde un resto terapéutico se conjuga a un
quelante de la presente invencién. Cuando un ion metalico se quela a un quelante o a ambos, un quelante y su ligando de
afinidad especifica conjugado, la composicion de la presente invencion puede, en ciertas realizaciones, ser util en el
diagnéstico por imagenes dual y la terapia. En ciertas realizaciones concretas, el resto terapéutico es un resto que es un
agente que se sabe o0 que se sospecha que beneficia al tratamiento o la prevencién de enfermedad hiperproliferativa en un
sujeto. El sujeto puede ser un animal, tal como un mamifero. En ciertas realizaciones concretas, el sujeto es un humano.

En otras realizaciones de la presente invencién, el ion metalico es un ion metalico terapéutico (p. ej., Re-188, Re-
187, Re-186, Ho-166, Y-90, Sr-89 y Sm-153), y el quelato quelante-ion metalico es un agente que es un agente
terapéutico (en lugar de un agente para diagnéstico por imagenes) que puede aplicarse en el tratamiento o la
prevencion de una enfermedad hiperproliferativa.

En la presente memoria, una enfermedad hiperproliferativa se define como cualquier enfermedad asociada a un
crecimiento celular anémalo o a un recambio celular anémalo. Por ejemplo, la enfermedad hiperproliferativa puede ser
cancer. El término “cancer”, como se utiliza en la presente memoria, se define como un crecimiento incontrolado y
progresivo de células en un tejido. Un experto en la técnica sabe que existen otros términos sindnimos, tales como
neoplasia, malignidad o tumor. Se contempla cualquier tipo de cancer para el tratamiento mediante los métodos de la
presente invencién. Por ejemplo, el cancer puede ser cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer
cerebral, cancer de higado, cancer cervical, cancer de colon, cancer de rifién, cancer de piel, cancer de cabeza y cuello,
cancer de huesos, cancer de eséfago, cancer de vejiga, cancer de Utero, cancer de estbmago, cancer pancreatico, cancer
de testiculo, linfoma o leucemia. En otras realizaciones de la presente invencion, el cancer es cancer metastasico.

J. Terapia por quimioterapia y radiacién dual (“radioquimioterapia”)

En ciertas realizaciones de la presente invencion, las composiciones de la presente invencién son adecuadas
para la terapia por quimioterapia y radiacién dual (radioquimioterapia). Por ejemplo, el quelante descrito en la
presente memoria puede ser quelado a un ion metdlico que es un ion metdlico terapéutico, asi como a un ligando
de afinidad especifica que es un resto terapéutico (tal como un resto anticancerigeno). Como otro ejemplo, un ion
metalico terapéutico puede quelarse tanto a un quelante como a su conjugado de ligando de afinidad especifica.

Por ejemplo, el ion metalico puede ser un emisor beta. Segun se define en la presente memoria, un emisor beta
es cualquier agente que emite energia beta de cualquier intervalo. Los ejemplos de emisores beta incluyen Re-
188, Re-187, Re-186, Ho-166, Y-90 y Sn-153. Un experto en la técnica estara familiarizado con estos agentes
para uso en el tratamiento de enfermedad hiperproliferativa, tal como cancer.

Un experto en la técnica estara familiarizado con el disefio de protocolos quimioterapéuticos y protocolos de terapia de
radiacién que se pueden aplicar en la administracion de los compuestos. Como se expone a continuacion, estos agentes
se pueden usar en combinacion con otras modalidades terapéuticas dirigidas al tratamiento de una enfermedad
hiperproliferativa, tal como cancer. Ademas, un experto en la técnica estara familiarizado con la seleccién de una dosis
adecuada para administracién al sujeto. El protocolo puede involucrar una Unica dosis o mdltiples dosis. Se supervisara la
toxicidad y respuesta del paciente al tratamiento usando protocolos conocidos por los expertos en la técnica.

K. Preparaciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden una cantidad diagndstica o terapéuticamente
eficaz de una composiciéon de la presente invencion. Las frases “farmacéutica o farmacolégicamente aceptable” o
“terapéuticamente eficaz” o “diagnésticamente eficaz” se refieren a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion desfavorable cuando se administran a un animal, tal como, por
ejemplo, un humano, segun corresponda. La preparacion de composiciones terapéuticamente eficaces o
diagnosticamente eficaces sera conocida por los expertos en la técnica a la vista de la presente descripcion, como se
ejemplifica en Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2 ed. Mack Printing Company, 1990. Ademads, para
administracion a animales (p. €., humanos), se entendera que las preparaciones deben cumplir la normativa de
esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza tal como requiere la Oficina de la FDA de Estandares Biologicos.
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Como se utiliza en la presente memoria, “una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz”
0 “una composicién que comprende una cantidad diagndsticamente eficaz” incluye cualquiera de y todos los
disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (p. ej., agentes
antibacterianos, agentes fungicidas), agentes isotdnicos, agentes retardadores de la absorcion, sales,
conservantes, farmacos, estabilizadores de farmacos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes de desintegracion,
lubricantes, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, colorantes, tales como materiales y combinaciones de
los mismos, como sabra un experto en la técnica. Salvo en caso de que un vehiculo convencional cualquiera sea
incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las presentes composiciones.

Las composiciones de la presente invencion pueden comprender diferentes tipos de vehiculos dependiendo de si se va a
administrar en forma sélida, liquida o en aerosol, y de si debe ser estéril para vias de administracién tales como inyeccion.
Las composiciones de la presente invencidn se pueden administrar por via intravenosa, intradérmica, intraarterial,
intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular, intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravitrea,
intravaginal, intrarrectal, topica, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, subconjuntival, intravesicular,
mucosa, intrapericardica, intraumbilical, intraocular, oral, tépica, local, inyeccion, infusion, infusién continua, perfusion
localizada, bafo directo de células diana, mediante un catéter, mediante un lavado, en composiciones lipidicas (p. €.,
liposomas), o por otro método o cualquier combinacién de las anteriores, como sabré un experto en la técnica.

La cantidad real necesaria de una composicion de la presente invencion administrada a un paciente puede
determinarse por factores fisicos y fisiologicos, tales como peso corporal, gravedad de la afeccion, el tejido que se
va a someter a diagndstico por imagenes, el tipo de enfermedad que se esta tratando, las intervenciones
terapéuticas o de diagndstico por imagenes previas o simultaneas, idiopatia del paciente y la via de
administracion. El médico responsable de la administracion determinard, en cualquier caso, la concentracién de
ingrediente o ingredientes activos en una composicion y la o las dosis adecuadas para el sujeto en concreto.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, al menos
aproximadamente 0,1 % del quelato quelante-ion metalico. En otras realizaciones, el compuesto activo puede
comprender entre aproximadamente 2% y aproximadamente 75 % del peso de la unidad, o entre
aproximadamente 25 % y aproximadamente 60 %, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable de los mismos. En
otros ejemplos no limitativos, una dosis puede comprender también de aproximadamente 0,1 mg/kg/peso corporal
a aproximadamente 1000 mg/kg/peso corporal o cualquier cantidad comprendida en este intervalo, o cualquier
cantidad superior a 1000 mg/kg/peso corporal por administracion.

En cualquier caso, la composicion puede comprender varios antioxidantes para retardar la oxidacion de uno o mas
componentes. Ademas, la prevencion de la accion de microorganismos puede lograrse mediante conservantes tales como
diversos agentes antibacterianos y fungicidas que incluyen, aunque no de forma limitativa, parabenos (p. e€j.,
metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, acido soérbico, timerosal o combinaciones de los mismos.

Las composiciones de la presente invencion pueden formularse en forma de base libre, neutra o sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales formadas con los grupos carboxilo libres derivados de bases
inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férricos; o bases organicas
tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina.

En realizaciones en las que la composicién estd en forma liquida, un vehiculo puede ser un disolvente 0 medio de
dispersion que comprende, aunque no de forma limitativa, agua, etanol, poliol (p. €j., glicerol, propilenglicol, polietilenglicol
liquido, etc.), lipidos (p. €j., triglicéridos, aceites vegetales, liposomas) y combinaciones de los mismos. Se puede mantener
la fluidez adecuada, por ejemplo, usando un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamaro de
particula requerido por la dispersion en vehiculos tales como, por ejemplo, poliol liquido o lipidos; mediante el uso de
tensioactivos tales como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa o combinaciones de dichos métodos. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isoténicos, tales como, por ejemplo, azicares, cloruro sédico o combinaciones de los mismos.

Las soluciones estériles inyectables se pueden preparar usando técnicas tales como la esterilizacion filtrada.
Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo
estéril que contiene el medio de dispersion basico y/o los otros ingredientes. En el caso de polvos estériles para la
preparacién de soluciones, suspensiones o emulsiones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son
técnicas de secado al vacio o liofilizacién que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado
adicional a partir de un medio liquido de los mismos filtrados previamente estériles. EI medio liquido debe tamponarse
adecuadamente si fuera necesario y el diluyente liquido debe hacerse isotonico antes de la inyeccién con suficiente
solucion salina o glucosa. También se contempla la preparacion de composiciones muy concentradas para inyeccion
directa, en donde se prevé el uso de DMSO (dimetilsulféxido) como disolvente para provocar una penetracion
extremadamente rapida, entregando asi altas concentraciones de los agentes activos a un area pequefia.

La composicién debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y se debe proteger contra

la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se apreciara que la contaminacion
por endotoxinas se debera mantener minimamente a un nivel seguro, por ejemplo, inferior 0,5 ng/mg de proteina.
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En realizaciones concretas, la absorcion prolongada de una composicion inyectable puede lograrse mediante el
uso en las composiciones de agentes retardantes de la absorcion, tales como, por ejemplo, monoestearato de
aluminio, gelatina o combinaciones de los mismos.

L. Terapia combinada

Ciertos aspectos de la presente invencion se refieren a composiciones que comprenden un quelante que esta
conjugado a un ligando de afinidad especifica que es un resto terapéutico. En otras realizaciones, el quelante
incluye una secuencia de aminoacidos que es una secuencia de aminoacidos terapéutica.

Estas composiciones pueden aplicarse en el tratamiento de enfermedades, tales como cancer y enfermedad
cardiovascular, junto con otro agente o método de terapia. El tratamiento con estas composiciones de la presente
invenciéon puede preceder o seguir al otro método de terapia en intervalos que varian de minutos a semanas. En
realizaciones en las que se administra otro agente, se garantizara de forma general que un periodo de tiempo
significativo no expire entre el tiempo de cada entrega, de modo que los agentes sigan siendo capaces de ejercer
un efecto combinado de forma ventajosa en la célula. Por ejemplo, se contempla que uno pueda administrar dos,
tres, tres o mas dosis de un agente de forma sustancialmente simultanea (es decir, en menos de
aproximadamente un minuto) a las composiciones de la presente invencion. En otros aspectos, un agente o
método terapéutico puede administrarse en un plazo de aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 48 horas
0 mas antes y/o después de administrar una cantidad terapéutica de una composicion de la presente invencién, o
antes y/o después de cualquier cantidad de tiempo no mencionada en la presente memoria. En ciertas otras
realizaciones, una composicion de la presente invencion puede administrarse en un plazo de aproximadamente 1
dia a aproximadamente 21 dias antes y/o después de administrar otra modalidad terapéutica, tal como cirugia o
terapia génica. En algunas situaciones, puede ser deseable prolongar el periodo de tiempo de tratamiento de
forma significativa, sin embargo, con un lapso de varias semanas (p. ej., de aproximadamente 1 a
aproximadamente 8 semanas 0 mas) entre las respectivas administraciones.

Pueden emplearse diversas combinaciones, como se demuestra mas adelante, en donde un conjugado de la presente
invencion se denomina “A” y el agente secundario, que puede ser cualquier otro agente terapéutico o método, es “B”:

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A A/B/A/A A/A/B/A

La administracion de las composiciones de la presente invencién a un paciente seguira los protocolos generales
para la administracién de quimioterapéuticos, teniendo en cuenta la toxicidad, si la hubiera, de estos agentes. Se
espera que los ciclos de tratamiento se repitan segln sea necesario. Ademas, se contempla que pueden
aplicarse varias terapias convencionales, asi como la intervenciéon quirdrgica, en combinaciéon con el agente
descrito. Estas terapias incluyen, aunque no de forma limitativa, farmacoterapia adicional (tal como quimioterapia
para el cancer), radioterapia adicional, inmunoterapia, terapia génica y cirugia.

1. Quimioterapia

Las terapias contra el cancer incluyen también una variedad de terapias combinadas con tratamientos quimicos y
de radiacion. Las quimioterapias combinadas incluyen, por ejemplo, cisplatino (CDDP), carboplatino,
procarbazina, mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina, ifosfamida, melfalan, clorambucilo, busulfan,
nitrosurea, dactinomicina, daunorubicina, doxorubicina, bleomicina, plicomicina, mitomicina, etopésido (VP16),
tamoxifeno, raloxifeno, agentes aglutinantes receptores de estrégenos, taxol, gemcitabina, navelbina, inhibidores
de farnesiltransferasa, transplatino, 5-fluorouracilo, vincristina, vinblastina y metotrexato, o cualquier variante
analoga o derivada de los anteriores.

2. Radioterapia

Otros factores que causan dafo al ADN y han sido utilizados ampliamente incluyen los que se conocen cominmente
como rayos y, rayos X y/o la entrega dirigida de radioisétopos a células tumorales. También se contemplan otras
formas de factores dafinos para el ADN tales como microondas e irradiacién UV. Lo mas probable es que todos
estos factores produzcan una amplia gama de darios en el ADN, en los precursores del ADN, en la replicacion y
reparacion del ADN y en el ensamblaje y mantenimiento de cromosomas. Los intervalos de dosificacion para los
rayos X varian de dosis diarias de 0,01 a 0,05 C/kg (50 a 200 roentgens para periodos de tiempo prolongados (de 3
a 4 semanas), a dosis Unicas de 0,5 C/kg a 1,55 C/kg (2000 a 6000 roentgens). Los intervalos de dosificacién para
los radiois6topos varian ampliamente, y dependen de la semivida del isétopo, la resistencia y el tipo de radiacion
emitida, asi como de la absorcién por parte de células neoplasicas. Los términos “puesto en contacto” y “expuesto”
cuando se aplican a una célula se usan en la presente memoria para describir el proceso mediante el cual un
constructo terapéutico y un agente quimioterapéutico o radioterapéutico se entregan a una célula diana o se colocan
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en yuxtaposicion directa con la célula diana. Para lograr una muerte celular o estasis, ambos agentes se suministran
a una célula en una cantidad combinada eficaz para destruir la célula o evitar que se divida.

3. Inmunoterapia

Los agentes inmunoterapéuticos, generalmente, se basan en el uso de células y moléculas efectoras de la respuesta
inmune que se dirigen a las células cancerosas y las destruyen. Los efectores de la respuesta inmune pueden ser, por
ejemplo, un anticuerpo especifico para algin marcador en la superficie de una célula tumoral. El anticuerpo por si solo
puede servir como un efector de terapia o puede reclutar otras células para que realmente efectien la destruccién
celular. El anticuerpo también se puede conjugar a una toxina o farmaco (quimioterapéutico, radionucleétido, cadena A
de ricina, toxina del colera, toxina pertussis, etc.) y servir simplemente como agente de direccionamiento.
Alternativamente, el efector puede ser un linfocito que lleva una molécula de superficie que interactia, directa o
indirectamente, con una célula tumoral diana. Las diversas células efectoras incluyen células T citotoxicas y células NK.

La inmunoterapia, por lo tanto, podria usarse como parte de una terapia combinada, junto con la terapia génica. La
estrategia general para la terapia combinada se describe a continuacion. Generalmente, la célula tumoral debe llevar algin
marcador que sea susceptible de direccionamiento, es decir, que no esta presente en la mayoria de las otras células.
Existen muchos marcadores tumorales y cualquiera de estos puede ser adecuado para el direccionamiento en el contexto
de la presente invencion. Los marcadores tumorales comunes incluyen antigenos carcinoembrionarios, antigenos
prostéaticos especificos, antigenos asociados a tumor del tracto urinario, antigenos fetales, tirosinasa (p97), gp68, TAG-72,
HMFG, antigeno Sialyl Lewis, MucA, MucB, PLAP, receptor de estrogenos, receptor de laminina, erb By P155.

4. Genes

En otra realizacién mas, el tratamiento secundario es una terapia génica en la que se administra una composicion
terapéutica antes, después o al mismo tiempo que los agentes terapéuticos de la presente invencién. La entrega
de una cantidad terapéutica de una composicion de la presente invencién junto con un vector que codifica un
producto génico tendra un efecto antihiperproliferativo combinado en los tejidos diana.

5. Cirugia

Aproximadamente 60 % de las personas con cancer se someteran a cirugia de algun tipo, que incluye cirugia
preventiva, diagnostica o de estadiaje, curativa y paliativa. La cirugia curativa es un tratamiento del cancer que se
puede usar junto con otras terapias, tales como el tratamiento de la presente invencion, quimioterapia,
radioterapia, terapia hormonal, terapia génica, inmunoterapia y/o terapias alternativas. La cirugia curativa incluye
reseccion, en la que todo o parte del tejido canceroso se elimina fisicamente, se extirpa y/o se destruye. La
reseccion tumoral se refiere a la eliminacion fisica de al menos parte de un tumor. Ademas de la reseccién
tumoral, el tratamiento mediante cirugia incluye cirugia laser, criocirugia, electrocirugia y cirugia controlada
microscopicamente (cirugia de Mohs). Se contempla ademas que la presente invencién puede usarse junto con la
eliminacion de canceres, precanceres o cantidades incidentales de tejido normal superficiales.

M. Otras realizaciones de la presente invencién

En un aspecto, la presente invencion se refiere, generalmente, a un método de sintetizar un quelante, tal como
EC, que comprende al menos tres grupos funcionales; comprendiendo el método la obtencién de un quelante y:

(a)proteger al menos un primer grupo funcional del quelante con un primer agente protector para generar un quelante
protegido en primer lugar; o
(b)quelar el quelante a un ion metalico para generar un quelante marcado con ion metalico.

Cualquier método de sintesis como se describe en la presente memoria, tal como este, puede tener lugar en un
medio organico, como se describe en la presente memoria. El método puede también comprender al menos una
etapa de purificacion, como se describe en la presente memoria. Los agentes quelantes, grupos funcionales, iones
metalicos y modos de quelacién y conjugacion que pueden usarse en los métodos de la presente invencién resultan
familiares a los expertos en la técnica y se describen en la presente memoria. El quelante puede también
comprender un espaciador como se describe en la presente memoria, tal como etileno. Dichos agentes quelantes
son productos intermedios Utiles para la preparaciéon de conjugados quelante-ligando de afinidad especifica.

En algunas realizaciones, el método comprende proteger al menos un primer grupo funcional del quelante con un primer
agente protector para generar un quelante protegido en primer lugar. En determinadas realizaciones, el primer grupo
funcional es un grupo funcional tiol. En determinadas realizaciones, el primer agente protector es un agente protector tiol.
En otras realizaciones, el agente protector tiol se selecciona de un grupo que consiste en un haluro de alquilo, un haluro de
bencilo, un haluro de benzoilo, un haluro de sulfonilo, un haluro de trifeniimetilo, un haluro de metoxitrifeniimetilo y cisteina.

El método puede, en algunas realizaciones, comprender la proteccion de un segundo grupo funcional con un segundo
agente protector para generar un quelante protegido en segundo lugar. En determinadas realizaciones, el primer grupo
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funcional comprende al menos un grupo funcional tiol y el segundo grupo funcional comprende al menos un grupo
funcional amina. En algunas realizaciones, un grupo funcional tiol se protege primero con un agente protector de tiol y
después un grupo funcional amina se protege con un agente protector de amina. En otras realizaciones, un agente
protector de amina se selecciona del grupo que consiste en cloroformiato de bencilo, formiato de p-nitro-clorobencilo,
cloroformiato de etilo, dicarbonato de di-terc-butilo, cloruro de trifenilmetilo y cloruro de metoxitrifenilmetilo. Un ejemplo
de quelante que se puede preparar comprende etilendicisteina, en donde los dos grupos tiol de la etilendicisteina se
protegen con dos equivalentes de un agente protector de tiol seguido por la proteccion de los dos grupos amina de la
etilendicisteina con dos equivalentes de un agente protector de amina. Dado que los grupos tiol son mas reactivos que
los grupos amino, los grupos tiol se protegeran habitualmente antes de proteger los grupos amino.

En otras realizaciones, el método ademas comprende eliminar uno o mas grupos protectores de cualquier
composicion descrita en la presente memoria que comprende uno 0 mas grupos protectores. Los grupos
protectores se pueden eliminar, por ejemplo, del resto quelante, el resto de ligando de afinidad especifica o
ambos restos en una o mas etapas antes o después de que un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica
se quele a un ion metdlico, como se describe en la presente memoria. Los grupos protectores se describen con
mas detalle en la presente memoria, incluida su instalacion y eliminacion.

Cualquier composicion de la presente invencién puede purificarse a través de cualquier método conocido por los expertos
en la técnica. Los métodos de purificacion se describen con més detalle en la presente memoria. En algunas realizaciones,
el quelante protegido en primer lugar es entre aproximadamente 90 % y aproximadamente 99,9 % puro. En algunas
realizaciones, el quelante protegido en segundo lugar es entre aproximadamente 90 % y aproximadamente 99,9 % puro.

En algunas realizaciones, los métodos de la presente invencién ademas comprenden la conjugacion de un quelante a un
ligando de afinidad especifica, en donde el ligando de afinidad especifica y/o el quelante comprenden al menos un grupo
funcional para formar un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica. En algunas realizaciones, un grupo funcional
del ligando de afinidad especifica esta protegido por al menos un agente protector antes de la conjugacion al quelante. En
algunas realizaciones, al menos un grupo funcional es un grupo funcional &cido carboxilico. En algunas realizaciones, los
grupos funcionales del quelante y el ligando de afinidad especifica forman juntos un quelato. La quelacion del ion metalico
al quelante puede realizarse mediante cualquier método conocido por los expertos en la técnica.

Un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica de la presente invencion puede también comprender un
conector entre el quelante y el ligando de afinidad especifica, como se describe en la presente memoria. Como se
ha mencionado, el ligando de afinidad especifica puede ser de cualquier tipo conocido por los expertos en la
técnica, y dichos ligandos se comentan con mayor detalle en la presente memoria.

Otros aspectos generales de la presente invencion contemplan un método de sintetizar un conjugado de quelante
marcado con ion metalico-ligando de afinidad especifica, que comprende:

(a)obtener un quelante protegido que comprende al menos tres grupos funcionales protegidos por al menos un
agente protector;

(b)conjugar el quelante protegido a un ligando de afinidad especifica para generar un conjugado quelante-ligando de
afinidad especifica;

(c)eliminar al menos un grupo protector del conjugado quelante-ligando de afinidad especifica;

(d)quelar un ion metalico al quelante del conjugado quelante-ligando de afinidad especifica, y

(e)eliminar cualquier grupo protector restante.

El quelante, los agentes protectores, los grupos funcionales, el modo de conjugacion, el ligando de afinidad
especifica, el método de eliminar un grupo protector, el modo de quelacion y el ion metalico pueden ser de
cualquier tipo descrito en la presente memoria. El método puede tener lugar en un medio organico, como se
describe en la presente memoria. El método puede comprender una o mas etapas de purificacion, como se
describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, al menos un grupo funcional del ligando de afinidad
especifica esta protegido por al menos un agente protector antes de la conjugacion. En realizaciones preferidas,
hay disponibles tres o cuatro atomos del quelante para la quelacion.

Otros aspectos generales de la presente invencion contemplan un método de sintetizar un conjugado quelante
marcado con ion metalico-ligando de afinidad especifica, que comprende:

(a)obtener un quelante que comprende al menos tres grupos funcionales;
(b)quelar un ion metélico al quelante para generar un quelante marcado con ion metélico;
(c)conjugar el quelante marcado con ion metalico a un ligando de afinidad especifica

El quelante, los grupos funcionales, el modo de conjugacion, el ligando de afinidad especifica, el modo de quelacion y el
ion metalico pueden ser de cualquier tipo descrito en la presente memoria. El método puede tener lugar en un medio
organico, como se describe en la presente memoria. El método puede comprender una o mas etapas de purificacion,
como se describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, al menos un grupo funcional del ligando de
afinidad especifica esta protegido por al menos un agente protector antes de la conjugacion. El método puede también
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comprender la eliminacion de todos los grupos protectores del conjugado quelante marcado con ion metalico-ligando de
afinidad especifica. EI método también contempla, en ciertas realizaciones, al menos un grupo funcional del ligando de
afinidad especifica que esta protegido por al menos un agente protector antes de la conjugacion.

La presente invencion también contempla kits para preparar un agente para diagnostico por imagenes, un agente
quimioterapéutico o un agente radio/quimioterapéutico que comprende uno o mas recipientes sellados y una
cantidad predeterminada de cualquier composiciéon, como se describe en la presente memoria, en uno o mas de
los recipientes sellados. La presente invencion también contempla, en algunas realizaciones, un agente para
diagnostico por imagenes, quimioterapéutico o radio/quimioterapéutico que comprende cualquier composicion
como se describe en la presente memoria.

En algunas realizaciones, la presente invencién contempla un método de diagnéstico por imagenes o tratamiento
de un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de cualquier
composicion como se describe en la presente memoria. El sujeto puede ser un mamifero, tal como un humano.

N. Métodos de diagnéstico, tratamiento o diagndstico por imagenes en un sujeto con enfermedad cardiaca
conocida o sospechada

Las realizaciones de la presente invencién también se refieren generalmente a métodos de diagnostico,
tratamiento o diagndstico por imagenes en un sujeto con enfermedad cardiaca conocida o sospechada. El sujeto
puede ser cualquier sujeto, tal como un mamifero o una especie aviar. El mamifero, por ejemplo, puede ser un
perro, un gato, una rata, un ratén o un humano. En realizaciones preferidas, el sujeto es un humano con
enfermedad cardiovascular conocida o sospechada.

La enfermedad cardiovascular puede ser cualquier enfermedad del corazén o de un vaso sanguineo. El vaso
sanguineo puede ser un vaso coronario 0 puede ser un vaso que no sea un vaso coronario. El vaso puede ser
una arteria, vena, arteriola, vénula o capilar.

Los ejemplos de enfermedades cardiovasculares incluyen enfermedades del corazdn, tales como infarto de miocardio,
isquemia miocardica, angina de pecho, insuficiencia cardiaca congestiva, miocardiopatia (congénita o adquirida), arritmia o
enfermedad cardiaca valvular. En realizaciones concretas, se sabe 0 se sospecha que el sujeto tiene isquemia miocardica.

El sujeto, por ejemplo, puede ser un paciente que se presenta a un clinico con signos o sintomas que sugieren
isquemia miocardica o infarto de miocardio. El diagndstico por imagenes del corazén del sujeto para diagnosticar
enfermedad puede implicar administrar al sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de un conjugado
quelante marcado con ion metalico-ligando de afinidad especifica sintetizado usando cualquiera de los métodos
expuestos en la presente memoria. El diagnédstico por imagenes se puede realizar utilizando cualquier modalidad
de diagndstico por imagenes conocida por los expertos en la técnica. En realizaciones concretas, el diagnéstico
por imagenes implica el uso de tecnologia de diagnéstico por imagenes con radionuclidos, tal como PET o
SPECT. En realizaciones concretas, el conjugado radiondclido marcado con ion metalico-ligando de afinidad
especifica es 99m-Tc-EC-glucosamina. La glucosamina es absorbida activamente por el tejido miocardico viable.
Las areas de miocardio isquémico absorberdn menos o nada de conjugado. La gravedad de la isquemia puede
evaluarse visualmente o clasificarse en funcién de la magnitud de la sefal que se mide utilizando cualquier
método conocido por los expertos en la técnica. En algunas realizaciones, el diagnostico por imagenes usando
cualquiera de los conjugados expuestos en la presente memoria se realiza antes, durante o después del
diagnostico por imagenes del corazén mediante una segunda modalidad de diagnéstico por imagenes. Por
ejemplo, la segunda modalidad de diagndstico por imagenes puede ser una escintigrafia con talio.

La SPECT de la perfusién miocardica (MPS) consiste en una combinacién de una modalidad de esfuerzo
(ejercicio o farmacoldgico) con administracion en descanso y en esfuerzo y diagnéstico por imagenes de
radioproductos farmacéuticos. El talio tiene excelentes propiedades fisiolégicas para el diagnéstico por imagenes
de la perfusion miocéardica. Al extraerse a un alto nivel durante el primer paso a través de la circulacién coronaria,
se ha demostrado una relacién lineal entre flujo sanguineo y miocardio viable y la absorciéon de talio se ha
demostrado durante el ejercicio; sin embargo, a niveles de flujo muy altos, se produce una “caida” de la
absorcion. Como analogo de potasio no unido, el talio se redistribuye con el tiempo. Su distribucién inicial es
proporcional a la perfusion miocardica regional y en equilibrio, la distribucion de talio es proporcional a la reserva
de potasio regional, lo que refleja un miocardio viable. Los mecanismos de redistribucién del talio son velocidades
de lavado diferenciales entre las zonas normales y de miocardio con hipoperfusion pero viables y la entrada a las
zonas con hipoperfusion inicial. La velocidad de lavado del talio es el gradiente de concentracién entre la célula
miocardica y la sangre. Después del descanso o la inyeccidon de ejercicio de bajo nivel, hay una eliminacion del
talio de la sangre mas lenta. En pacientes normales que no alcanzan los niveles adecuados de esfuerzo se
pueden observar velocidades de lavado lentas difusas, que simulan la isquemia difusa. Los estados
hiperinsulinémicos ralentizan la redistribucion, lo que conduce a una subestimacién del miocardio viable; por
tanto, se recomienda el ayuno antes de, y durante 4 horas después de, la inyeccion de talio. Esta es la razén por
la que si se usa EC-G como un agente viable en combinacién con talio, este se dirigira al area exacta de interés
que seria el area viable (Angello et al., 1987; Gutman et al., 1983; Pohost et al., 1977).
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El diagndstico por imagenes usando cualquiera de los conjugados quelante marcado con ion metdlico-ligando de
afinidad especifica de la presente invencion también puede realizarse en conjuncion con otros métodos de
diagnostico, tales como la medicion de isoenzimas cardiacas o la cateterizacion cardiaca. El diagndstico por
imagenes puede realizarse en diversos intervalos después del inicio de los sintomas o puede realizarse para
evaluar los cambios de perfusion miocardica con el tiempo.

O. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar ciertos aspectos no limitativos de la invencion. Los expertos en
la técnica apreciaran que las técnicas descritas en los ejemplos que se muestran a continuaciéon representan
técnicas descubiertas por el inventor para que funcionen correctamente en la puesta en practica de la invencién.

Las siguientes figuras, estructuras quimicas y detalles sintéticos proporcionan ciertos compuestos.

Ejemplo 1
Ejemplo no limitativo de una sintesis organica de N,N-etilendicisteina-glucosamina (EC-G). Véase la Fig. 1.
Etapa 1: Sintesis de S,S'-bis-bencil-N,N'-etilendicisteina (Bz-EC)

Se disolvié cisteina-HCI (30 g) en agua (100 ml). A esto, se afadioé formaldehido a 37 % (22,3 ml) y la mezcla de
reaccion se agitd durante la noche a temperatura ambiente. A continuacion, se afadi6 piridina (25 ml) y se formé un
precipitado. Los cristales se separaron y lavaron con etanol (50 ml);después se filtraron con un embudo Buchner. Los
cristales se trituraron con éter de petréleo (150 ml), se filtraron de nuevo y se secaron. El precursor, acido L-tiazolidina-
4-carboxilico (p.f. 195 °C, presentado como 196-197 °C) pesé 23,408 g. El precursor (22 g) se disolvid en amoniaco
liquido (200 ml) y se calent6 a reflujo. Se afadié6 metal de sodio hasta que aparecié un color azul persistente durante
15 min. Se afiadié cloruro de amonio a la solucion azul y los disolventes se evaporaron hasta sequedad. El residuo se
disolvié en agua (200 ml) y el pH se ajust6é a 2 con HCI concentrado. Se formé un precipitado, se filtré y se lavd con
agua (500 ml). El sélido se sec6 en un desecador de cloruro de calcio. A continuacién, se prepararon 10,7 g de EC (p.f.
237 °C, presentado 251-253 °C). La estructura de la EC se confirmdé mediante RMN 1H y 13C. Se disolvi6 EC
(2,684 g,10 mmol) en NaOH 1 N (40 ml). Se disolvié cloruro de bencilo (5,063 g,40 mmol) en dioxano (30 ml) y se agito.
La reaccion se agitdé durante 30 min. El pH de la solucién se ajustd a 2 con HCI concentrado. El precipitado se filtré y
lavé con agua y se recristaliz6 del acido trifluoroacético, dando un rendimiento de 79,0 % (3,5454 g), p. f. 227 - 229 °C
(dec.) (presentado 229 - 230 °C). La estructura de Bz-EC se confirmé mediante RMN 1H y 13C.

Etapa 2: Sintesis de S,S'-bis-bencil-N,N'-bis-CBZ-etilendicisteina (Cbz-Bz-EC)

Se disolvié Bz-EC (2,243 g,5 mmol) en una solucién de carbonato sédico (1,20 g, 11,2 mmol) y se ajusto el pH a 10
usando NaOH 1 N. El volumen acuoso final fue 30 ml. Se disolvi6 cloroformiato de bencilo (233 ml, 16,5 mmol) en
dioxano (0,75 ml) y se agitd. El pH se ajusté a 10 ahadiendo NaxCOs soélido. La mezcla de reaccién se agité durante
2 horas, y se extrajo con éter dietilico para retirar el exceso de cloroformiato de bencilo (CBZ). El pH de la capa
acuosa se ajusté a 2 con HCI 1 N y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se secd sobre sulfato de
magnesio y el disolvente se evapord. El residuo se cromatografié en una columna columna de gel de silice eluida
con CHxClx:acido acético (99:1) a CHxCl:metanol:acido acético (94:5:1) para dar un rendimiento del producto
deseado de 87,2 % (3,127 g). La estructura de Cbz-Bz-EC se confirmé mediante RMN 1H y 13C.

Etapa 3: Sintesis de conjugado S,S'-bis-bencilo-N,N'-bis-CBZ-etilendicisteina-glucosamina (tetraacetato) (Cbz-Bz-
EC-G-4-Ac)

A un matraz agitado de diclorometano (22 ml), se afiadi6 Cbz-Bz-EC (2,1467 g,3 mmol). Esto fue seguido de
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (2,476 g,12 mmol) y la dimetilaminopiridina (1,466 g,12 mmol). El clorhidrato de
glucosamina tetraacetilada (2,533 g, 6,6 mmol) (4-Ac-G-HCI) (Oakwood Products Inc., West Columbia, SC) se
anadié a la mezcla y se agité hasta que se disolvi6 completamente. La estructura de 4-Ac-G-HCI se confirmo
mediante RMN 1H y 13C. La reaccion se agité temperatura ambiente durante la noche. Se afadi6 agua (0,5 ml) y
se filtro el sélido. Se secé el filtrado sobre sulfato de magnesio y se evapor6 el disolvente. El producto se purifico
mediante cromatografia en columna columna de gel de silice usando diclorometano: metanol: &cido acético
(9,9:0:0,1) a 56,4:3:0,6 como fase movil. El producto se aislé con un rendimiento de 66,4 % (2,7382 g). La RMN
1H y 13C de Cbz-Bz-EC-G-4-Ac proporciond confirmacidn, asi como la espectrometria de masas.

Etapa 4: Sintesis de N,N'-etilendicisteina-glucosamina (EC-G)
Se disolvié Cbz-Bz-EC-G-4-Ac (687,7 mg, 0,5 mmol) en amoniaco liquido (20 ml) y se afiadieron trozos de sodio (223 mg,
10 mmol). Después de anadir todo el sodio, la mezcla de reaccién mantuvo un color azul oscuro durante 20 minutos. Se

anadié cloruro de amonio (641,9 mg, 12 mmol) lentamente y la solucién de color azul oscuro se volvid incolora. El
amoniaco liquido se eliminé mediante nitrégeno. El sélido residual se disolvio en agua y se dializé durante la noche usando

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2674910713

PM < 500. El peso del producto crudo fue 206,7 mg (rendimiento: 70 %). Se obtuvo RMN 1H y 13C del compuesto EC-G
bis-acetilado junto con espectros de masas. El ion molecular fue 861, que contiene la matriz 187 y el ion precursor 674
(EC-G bis-acetilada). El ion principal (100 %) fue 656, debido a la pérdida de agua. Se purificé adicionalmente la EC-G bis-
acetilada (200 mg) disolviendo en carbonato sédico y agitando durante 2 horas. A continuacion, se liofilizé el producto, EC-
G, dando un peso de 70 mg y después se obtuvo la RMN 1H y 13C de EC-G. La RMN 13C de EC-G mostré 16 picos de
carbono principales. El espectro de masas de EC-G fue dificil de obtener debido a su hidrofilicidad y su tendencia a quedar
retenida en la columna de espectrometria de masas. Sin embargo, el compuesto EC-G bis-acetilado es menos hidrofilico
que EC-G; asi, podrian obtenerse espectros de masas de EC-G-bis-acetilada. Los espectros de masa de EC-G mostraron
que habia una pequena impureza del compuesto EC-G bis-acetilado resultante del procedimiento de hidrélisis incompleto.
La RMN 1H y 13C se acercaron a los valores previstos de EC-G. Aunque se esperaban 10 picos de carbono para la
estructura simétrica de EC-G, la glucosamina tiene 12 carbonos en lugar de 6 carbonos, lo que sugiere que la glucosamina
tiene dos configuraciones. Los valores experimentales RMN 1H parecen tener un perfil algo diferente de los valores
previstos; sin embargo, los valores experimentales de RMN 13C de glucosamina fueron cercanos a los valores previstos
de glucosamina. Por lo tanto, EC-G parece tener dos configuraciones.

Ejemplo 2
Ejemplo no limitativo de una sintesis organica de '®’Re-EC-G usando Re-EC y glucosamina protegida.
Véase la Fig. 2.

'8’Re-EC-G se us6 como patron de referencia para *™Tc-EC debido a la similitud de estructura y lipofilicidad. La sintesis
de Re-EC-G frio se muestra en la Fig. 2. A una solucion de etanol agitada, se afadieron lentamente pequefas virutas de
sodio metal (144,8 mg, 6,3 mmol) en 10 ml de etanol en una botella de 50 ml bajo nitrégeno. Después de que se disolvio el
metal de sodio, se afiadi6 EC (536,8 mg, 2,0 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé durante 1 hora a temperatura
ambiente para formar la sal EC-Na. Se anadio cloruro de renio trifenilfosfina (ReOClz(PPhs)z, 1,8329 g, 2,2 mmol). El color
verde oliva de ReOCI3(PPhs). cambié a un color verde bosque. La mezcla de reaccién se agitd durante 1 hora y, a
continuacion, se calent6 a reflujo durante 30 min. Después, se filtré la mezcla de reaccion y se evaporo6 el filtrado hasta
sequedad, lo que generd un polvo gris-purpura de Re-EC (818,4 mg, 80 % de rendimiento). La estructura de Re-EC se
confirmé mediante RMN 1H y 13C y espectrometria de masas. El Re tiene dos pesos moleculares isoméricos, que son
185y 187. Por lo tanto, muestra distintivamente dos iones precursores con proporciones 40:60.

A un disolvente de dimetilformamida agitada (4 ml), se anadi® Re-EC (116,9 mg, 0,25 mmol) seguido de 1,8
diazabiciclo[5.4.0Jundeca-7-eno (DBU) (150 ml, 1,0 mmol). A continuacién, se afadié diciclohexilcarbodiimida (DCC)
(128,8 mg, 0,6 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora. Se afadié glucosamina tetraacetilada (4-Ac-G-HCl)
(184,9 mg, 0,5 mmol) y, después, se agitod la reaccion a temperatura ambiente durante la noche. Se afadié agua (1 ml) y la
reaccion se agitd durante 1 hora mas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se evaporé a presion reducida. Se
anadié agua (5 ml), seguida de cloroformo (5 ml). La capa acuosa se separd y liofilizd para producir un sélido crudo marrén
oscuro. El sélido se purificé por cromatografia en columna usando Sephadex G-50 para producir Re-EC-G frio (128,4 mg,
65 % de rendimiento). La estructura de Re-EC-G frio se confirmé mediante RMN 1H y 13C y espectrometria de masas. De
nuevo, el complejo Re muestra distintivamente dos iones precursores con proporciones 40:60.

El andlisis elemental del Re-EC-G frio mostré CaoHssN4+O13ReS;z (C, H, N) con el valor calculado C:30.41, H:4,47,
N:7,09; valor encontrado C:30,04, H:4,93, N:6,09. La RMN 1H y 13C de Re-EC-G fue similar a la espectrometria RMN
prevista. Se marcé EC-G (5 mg) con *"Tc (pertecnetato) (0,037 GBq (1 mCi)) en presencia de cloruro de estaio (1)
(0,1 mg). El andlisis HPLC mostré que el Re-EC-G frio tuvo un tiempo de retencion similar al de *"Tc-EC-G.

Ejemplo 3
Sintesis de EC-G usando EC y glucosamina en una reaccion acuosa

Se disolvi6 EC (107 mg, 0,4 mmol) en NaHCOs; (1N, 12ml). A esta solucién incolora se anadié N-
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS, 173,7 mg, 0,8 mmol) y 1 etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida HCL (EDAC)
(Aldrich Chemical Co, Milwaukee, WI) (153,4 mg, 0,8mmoles). Se afadié sal de clorhidrato de D-glucosamina (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO) (345 mg, 1,6 mmol). Se midié6 un pH de 8. La mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 16 horas y, después, se dializé durante 24 horas usando membrana porosa molecular Spectra/POR con corte a
500 (Spectrum Medical Industries Inc., Houston, TX). Después de la didlisis, el producto se filtré6 mediante un filtro de
nailon de 0,45 um y después se liofilizd6 usando un liofilizador (Labconco, Kansas City, MO). El producto crudo peso
300-400 mg. La NMR 1H de EC-G mostr6 patrones similares; sin embargo, parece que la mezcla no es tan pura como
la EC-G organica. El analisis elemental mostr6 que la pureza de EC-G fue de 63-77 % usando diferentes proporciones
de reaccion entre EC y glucosamina. Se us6 HPLC preparativa (columna C-18 de 7,8 x 300 mm, Waters) (velocidad de
flujo: 0,5 cm®min (0,5 ml/min), 100 % de agua, UV 235 nm) para purificar el producto crudo, 180 - 240 mg (rendimiento
de 60 %). La RMN 1H y 13C de EC-G después de la HPLC preparativa mostré picos adicionales que sugieren
impurezas de mono EC-G o EC-glucosamina, sulfo-NHS y EDAC. La purificacion por HPLC preparativa de la EC-G
cruda produijo alguna mejora incremental en la pureza quimica; sin embargo, cuando la EC-G cruda se marca con *"Tc
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en presencia de cloruro de estaiio (ll), puede conseguirse una pureza radioquimica superior a 95 % de 9mMTe-EC-G
usando gluconato como transquelante (como se muestra en los andlisis de radio-TLC y HPCL).

Ejemplo 4

Estudio de absorcion celular comparando productos sintetizados mediante el método acuoso y el método organico

Para validar ain mas la actividad biol6gica de EC-G, se realizaron ensayos de cultivo celular in vitro. En resumen,
la absorcién celular se determind en células tumorales (50 000 células/pocillo) incubadas con **"Tc-EC-G
(0,07 MBg/pocillo (2 uCi/pocillo) en diversos intervalos temporales. El ensayo de absorciéon celular no mostrd una
diferencia marcada entre la EC-G cruda (sin purificar) y la EC-G purificada por HPLC preparativa (Fig. 4) Los
estudios de estabilidad in vitro se determinaron usando cultivo celular o disolviendo EC-G en agua. Hubo una
reduccion del 10-15 % en la absorcion celular usando *"Tc-EC-G después de 2-4 semanas La vida Gtil de la EC-
G en agua parece ser de 17,26 dias. Los estudios de diagnostico por imagenes in vivo no mostraron una
diferencia marcada entre la EC-G sintetizada a partir de reacciones acuosas y organicas.

Ejemplo 5

Sintesis de Re-EC-G frio usando Re-EC y glucosamina en una reaccién acuosa

Se disolvié Re-EC (255,8 mg, 0,5 mmol) (del ejemplo 2) en NaOH (1 N, 4,5 ml). A esta solucién de color purpura
oscuro se afadié sulfo-NHS (217,1 mg, 1 mmol) y sal de clorhidrato de D-glucosamina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) (431,3 mg, 2 mmol). A continuacién, se afiadio 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida-HCI (EDAC)
(Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI) (191,7 mg, 1 mmol). El pH medido fue superior a 8. La mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 16 horas. La mezcla se dializé durante 24 horas usando membrana porosa
molecular Spectra/POR con corte a 500 (Spectrum Medical Industries Inc., Houston, TX). Después de la dialisis,
el producto se filtr6 y después se liofilizé usando un liofilizador (Labconco, Kansas City, MO). El producto crudo
peso6 276 mg. La RMN 1H de Re-EC-G acuosa mostrd un patron similar; sin embargo, parece haber algin indicio
de impurezas si se compara con el compuesto de RE-EC-G orgéanico. El andlisis por HPLC del compuesto
organico de Re-EC-G frio mostrd un pico a 272 nm; sin embargo, la Re-EC-G acuosa en frio tuvo dos picos. Uno
de los picos de la Re-EC-G fria acuosa corresponde al compuesto organico Re-EC-G frio (picos a 12,216 y
12,375, respectivamente). Los picos restantes fueron sulfo-NHS y otras impurezas menores.

Ejemplo 6

Andlisis cuantitativo de la glucosamina (ingrediente farmacéutico activo)

La D-glucosamina se derivatizé para ensayos colorimétricos. En resumen, a una solucion de clorhidrato de D-
glucosamina (25 g, 0,12 mol) en una solucidon acuosa recién preparada de NaOH 1 N (120 ml) se afadié con
agitacion p-anisaldehido (17 ml, 0,14 mol). Después de 30 min comenzd la cristalizacion y la mezcla se refrigeré
durante la noche. El producto precipitado se filtr6 a continuacion y se lavé con agua fria (60 ml), seguida de una
mezcla de EtOH-Et20O (1:1) para obtener 2-desoxi-2-[p-metoxibenzilideno(amino)]-D-glucopiranosa (D-glucosamina-
anisaldehido, 32,9408 g, 110,8 mmol, rendimiento del 95,5 %) p. f. 165 - 166 °C. La RMN 1H confirmé la estructura.

La EC-G (50 mg) cruda se liofiliz6 usando NaOH 1 N. Se afadié anisaldehido a la solucién de reaccién. Después
de 2 horas, se extrajo la mezcla de reaccién con cloroformo. La capa de cloroformo, que contenia anisaldehido
sin reaccionar, se evapor6 en nitrégeno. El peso del anisaldehido reaccionado se us6 para determinar la cantidad
de glucosamina en el aducto D-glucosamina-anisaldehido.

Ejemplo 7

Andlisis cuantitativo de EC en EC-G

La EC-G (50 mg) cruda se liofiliz6 usando NaOH 1 N. Se disolvié cloruro de bencilo en dioxano (30 ml) y después
se afadio a la mezcla agitada. La reaccién se agité durante 2 horas y, después, se extrajo con cloroformo. La
capa de cloroformo, que contenia cloruro de bencilo sin reaccionar, se evapord en nitrogeno. El peso del cloruro
de bencilo reaccionado se us6 para determinar la cantidad de EC en EC-G (Tabla 3).

Ejemplo 8
Andlisis cuantitativo de sulfo-NHS y EDAC en EC-G

Se generé una curva normalizada de sulfo-NHS en UV 272 nm. Se disolvié EC-G cruda en agua. A partir de la
curva normalizada, se determiné la cantidad de sulfo-NHS en EC-G en UV 272 nm. La cantidad de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida-HCI (EDAC) se calculé restando la EC, glucosamina y sulfo-NHS del peso total
de EC-G mostrado en la Tabla 3.
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Ejemplo 9

Andlisis cuantitativo del ensayo de fosforilacion de glucosa

Se us6 un ensayo de hexoquinasa in vitro para evaluar el proceso de fosforilacién de la glucosa de la EC-G.
Usando un kit (Sigma Chemical Company, MO), se disolvié fluorodesoxiglucosa (FDG, 1,0 mg), EC-G (1,0 mg), D-
glucosamina (G, 1,0 mg) y D-glucosa (2,5 mg) en 1 ml (EC-G, G) o 2,5 ml (D-glucosa) de agua. A continuacién,
se retiraron 200 pl y se diluyeron en 2,5 ml de agua. Después, se retir6 una alicuota de 100 pl y se combin6 en
solucién con 900 pl de reactivo de glucosa Infinity™ y se incub6 a 37 °C durante tres min. A continuacion, la
glucosa fosforilada y el NADH se analizaron a una longitud de onda de 340 nm. Se obtuvieron los picos de FDG
(340 y 347 nm), glucosa (301 y 342 nm), EC-G (303 y 342 nm) y G (302 y 342 nm).

Ejemplo 10

Ensayo de identidad quimica de la glucosamina (ingrediente farmacéutico activo) en EC-G (sintetizada a partir de la
reaccion acuosa)

Se usdé un ensayo colorimétrico para determinar la cantidad de glucosamina. Se prepar6 una solucién de sulfato
de cobre (6,93 g en 100 ml de agua) y tartrato de sodio y potasio (34,6 g en 100 ml de agua que contiene 10 g de
NaOH). Se afadié EC-G (25 mg) y glucosamina (patrén) con solucion de tartrato de cobre basica hasta que no
existié visualizacion de precipitado rojo de éxido de cobre. La cantidad de glucosamina en la EC-G fue 8,7 mg
(35 % p/p) determinada a partir de la valoracién volumétrica (Tabla 3).

De forma alternativa, como se describe en el Ejemplo 5, se afiadié clorhidrato de D-glucosamina (25 g, 0,12 moles) a una
solucion acuosa recién preparada de NaOH 1 N (120 ml) con agitacion y después se afiadié p-anisaldehido (17 ml,
0,14 mol) a la mezcla. Después de 30 min, comenz0 la cristalizacion y la mezcla se refrigeré durante la noche. El producto
precipitado se filtré y lavo con agua fria (60 ml), seguida de una mezcla de EtOH-Et,O (1:1) para producir 2-desoxi-2-[p-
metoxibenzilideno(amino)]-D-glucopiranosa (D-glucosamina-anisaldehido, 32,9408 g, 110,8 mmol, rendimiento del 95,5 %)
p. f. 165 - 166 °C. La EC-G cruda (50 mg) se hidroliz6 usando NaOH 1 N. Se afiadié anisaldehido a la solucion de
reaccién. Después de 30 min, comenzo la cristalizacién y la mezcla se refrigerd durante la noche. El producto precipitado
se filtré y lavd con agua fria y se determiné que el punto de fusion era 165 - 166 °C (que contiene 18 mg de glucosamina).

Tabla 3
Andlisis cualitativo de glucosamina y EC en EC-G (sintetizada a partir de la reaccion acuosa)

Valor tedrico

Compuesto Peso molecular Porcentaje (peso/peso)
(100 %) (65 %)
EC-G 591
EC 268
Glucosamina (G) 179
EC en EC-G 39 % (234/591) 25 %
GenEC-G 60 % (356/591) 39 %

Valor Experimental

Compuesto Porcentaje Método
(peso/peso)
EC en EC-G 30 % colorimétrico
Gen EC-G 35 % colorimétrico
Sulfo-NHS en EC-G 34 % UV (268 nm)
EDAC 1% calculo

Ejemplo 11
Ensayo de identidad quimica de la etilendicisteina (quelante) en EC-G (sintetizada a partir de la reaccién acuosa)
Se utilizaron dos métodos para determinar la pureza de la EC-G. En el primer método, se usé un ensayo

colorimétrico para determinar la cantidad de EC. Se prepard una solucién de yodo (0,1 mol/L) (13 g junto con 36 g
de Kl en 1000 ml de agua) y se afadid6 EC-G (25,2 mg) y EC (25 mg) (patron) a la solucién de yodo. En la EC
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patrdn, precipitd un solido blanco pélido, pero no se observé ningun precipitado en la EC-G. Se us6 un método de
valoracién (color amarillento (persiste mas de 5 min)) para determinar la cantidad de EC en la EC-G. Cada 1 ml de
solucién de yodo que se utilizo equivale a 13,4 mg de EC. La cantidad de EC en la EC-G fue 7,6 mg (30,2 % p/p).

En el segundo método, se realizé la medicion del punto de fusiéon de un aducto tiol-EC-G. En el Ejemplo 1 se describe
la sintesis de S,S’-bis-bencil-N,N'-etilendicisteina (Bz-EC). En resumen, se disolvié EC (2,684 g,10 mmol) en NaOH 1 N
(40 ml). Se disolvié cloruro de bencilo (5,063 g,40 mmol) en dioxano (30 ml) y se afadi6 a una mezcla agitada.
Después de 30 min, el pH de la solucién se ajustd a 2 con HCI concentrado. El precipitado se filtrd y lavé con agua y se
recristalizd del acido trifluoroacético. El rendimiento fue 79,0 % (3,5454 g), p.f. 227 - 229 °C (dec.) (presentado 229 -
230 °C). La EC-G cruda (50 mg) se hidrolizé posteriormente usando NaOH 1 N y se afadié cloruro de bencilo (40 mg).
La mezcla de reaccion se agité durante 30 min. El pH de la solucion se ajust6 a 2 con HCI concentrado. El precipitado
se filtrd y lavé con agua para producir aducto EC-bencilo, p.f. 227 - 229 °C (que contiene 16 mg de EC).

Ejemplo 12

Ensayo de identidad quimica de la N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) en EC-G (sintetizada a partir de la reaccion
acuosa)

El ensayo para N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) se determiné mediante UV (268 nm). Se generd una curva
normalizada de sulfo-NHS en UV 268 nm. Bajo esta absorbancia UV, se observé una absorbancia pobre para EC-
G y EDAC. Se disolvio EC-G cruda (50 pg/ml) en agua y se midié la absorbancia a 268 nm. El sulfo-NHS
estimado fue 35 £ 5 % (p/p).

Ejemplo 13
Pureza radioquimica y ensayo de identidad

Se us6 cromatografia en capa fina (TLC) y cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para determinar la identidad
radioquimica. Para el ensayo de TLC, la EC-G de sintesis acuosa y de sintesis organica se marcé con #™Tc y se
detectaron sobre una tira de TLC impregnada con columna de gel de silice (ITLC SG) y se escanearon usando un
escaner de radio-TLC. Los valores del factor de retencion (Rf) de *"Tc-EC-G (procedente de la sintesis acuosa) y del
patron de referencia (*"Tc-EC-G procedente de la sintesis organica) fueron 0,8 (determinados mediante acetato de
amonio (1M):metanol; 4:1) o solucién salina. Para el ensayo de HPLC, la pureza quimica de la EC-G de sintesis acuosa
y de sintesis organica fue 95,64 % y 90,52 %, respectivamente. La EC-G sintetizada a partir de la reaccion orgéanica fue
mas pura que la EC-G sintetizada a partir de la reaccion acuosa. La EC-G de sintesis organica y de sintesis acuosa se
marcaron con #"Tc y se cargaron (20 pl, 1 mg/ml EC-Gg en una columna de fase reversa C-18 (Waters, semiprep., 7,8
x 300 mm). Los valores del tiempo de retencion (Rt) de “"Tc-EC-G y Re-EC-G frias (patrén de referencia de la sintesis
organica) estuvieron entre 11,7-13,5 min (determinados mediante 100 % de agua a 0,5 cm®/minuto (0,5 ml/min), UV a
210 nm). Tanto la *"Tc-EC-G de sintesis organica como la de sintesis acuosa se detectaron mediante longitud de
onda UV (210 nm) y los hallazgos de detector radioactivo correspondientes estuvieron comprendidos dentro de los
intervalos establecidos anteriormente. Los ensayos de cultivo celular in vitro mostraron que la Re-EC-G producia una
curva dosis-respuesta (Fig. 3) y era eficaz contra las células de linfoma humanas.

Resumen:

=La pureza radioquimica de la *"Tc-EC-G medida por HPLC y TLC es superior a 95 % para la EC-G sintetizada en medio
acuoso, la cual se aproxima estrechamente a la pureza radioquimica de la EC-G sintetizada en medio organico.

*La pureza quimica de la EC-G acuosa no marcada medida mediante andlisis colorimétrico y elemental se
encuentra en el intervalo de 60-70 %. Todas las impurezas contenidas en el compuesto EC-G (ya sea la sintesis
acuosa u organica) se han identificado claramente mediante ensayos colorimétricos y espectrometria UV como
glucosamina (35 %), EC (30 %), sulfo-NHS (34 %) y EDAC (1 %) con porcentajes % p/p.

*Cuando se mide mediante HPLC en UV 210 nm, la pureza quimica de la EC-G acuosa no marcada se compara
muy favorablemente con la de la EC-G organica no marcada, 90,52 % frente a 95,64 %, respectivamente.

«El tiempo de retencion de la *"Tc-EC-G acuosa se encuentra en el intervalo de la Re-EC-G fria medida
mediante HPLC a 272 nm.

«La RMN ('H, "*C) de la EC-G acuosa esta en el intervalo de la Re-EC-G fria.
=La EC-G organica no marcada, la EC-G organica marcada y la Re-EC-G fria se usan como patrones de referencia.

*Los ensayos bioldgicos (absorcion in vitro y diagnéstico por imagenes in vivo) no mostraron una diferencia
marcada entre la EC-G sintetizada en medio acuoso y organico.
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Ejemplo 14
Andlisis de pureza de *®Ga-EC-G

Se analizé *®Ga-EC-G sintetizada por medios tanto organicos como acuosos mediante radio-TLC. La Fig. 6
muestra la pureza mejorada del producto organico (a) sobre el producto acuoso (b). La Fig. 7 representa la
purificacién realizada en una columna C 18 (Puresil, 4,6 x 150 mm, Waters, Milford, Ma) y eluida con agua
utilizando una velocidad de flujo de 0,5 cm®/min (0,5 ml/min). La deteccion se realizé mediante UV y Nal.

Ejemplo 15
Andlisis de estabilidad de %Ga-EC-G

La Fig. 8 describe los resultados de un estudio de la estabilidad de %8Ga-EC-G en suero de perros, como se muestra
por medio de radio-TLC. Se afiadieron 100 pl de ®Ga-EC-G (0,7 mg/0,7 ml, pH 7,5, 32 MBq (865 puCi)) a 100 pl de
suero de perro y se incubaron durante 0, 30, 60 y 120 minutos. A continuacién, se anadieron 200 ul de MeOH a cada
muestra y se agitaron en vortice antes de la eluciéon con el uso de un sistema que comprende Eiridina:EtOH:agua =
1:2:4; papel Whatman n.° 1. (a) ®Ga-EC-G (0,7 mg/0,7 ml, pH 7,5, 32 MBq (865 uCi)); (b) 100 ul *Ga-EC-G en 100
de suero de perro, tiempo = 0; (c) tiempo = 30 min; (d) tiempo = 60 min; () tiempo = 120 min; (f) **Ga-EC-BSA.

La Fig. 9 muestra los resultados de un estudio de la estabilidad de *®Ga-EC-G en suero de perro como se analizé
en un ensayo de unién de proteinas. Se incubé una muestra de control con *®Ga-EC-albtimina sérica bovina
(BSA) en suero de perro. Se afiadieron 100 pl de ®Ga-EC-G (0,7 mg/0,7 ml, pH 7,5, 32 MBq (865 uCi)) a 100 pl
de suero de perro y se incubaron durante 0, 30, 60 y 120 minutos, se contabilizé la actividad, a continuacion, se
anadieron 200 ul de MeOH y la muestra se agité en vértice, se centrifugd durante 1 minuto y después se
contabiliz6 el sobrenadante y el precipitado. Los recuentos determinados en el precipitado son indicativos del
grado de union entre ®®Ga-EC-G y las proteinas del suero de perro.

La velocidad de unién de proteinas aumentd de 18,6 % a 51,5 % después de 2 horas, lo que sugiere el potencial
direccionamiento de ®Ga-EC-G.

Ejemplo 16
Estudio de actualizacioén in vitro de compuestos marcados con 68GA en la linea celular de cancer de mama 13762

La Fig. 10 muestra los resultados de un estudio de absorcion in vitro de compuestos marcados con *Ga en la linea celular
del cancer de mama 13762. Absorcion celular de ®Ga-EC y ®Ga-EC-G en células 13762 (0,04 MBg (1 Gi)/50 000 células
por pocillo). La absorcion celular de ®Ga-EC-G fue significativamente superior (p < 0,01) al control *Ga-EC a 0,5-2 h.

Ejemplo 17
Imagenes de enfermedad cardiovascular

La Fig. 11 muestra imagenes de escintigrafia planar de un derivado de *"Tc-EC-ESMOLOL (11 MBg/rata (300 uCi/rata))
en ratas con cancer de mama. Los numeros son proporciones de densidad de recuento (recuento/pixel)
corazén/mediastino superior (H/UM) a 15-45 minutos. El perfil de la linea de la Fig. 11 muestra una proporcion
recuento/pixeles en la regién cardiaca alta en comparacion con los tejidos localizados lateralmente. Estos resultados
demuestran que *™Tc-EC-ESMOLOL es sorprendentemente eficaz en el diagnéstico por imagenes de la region cardiaca.
La Fig. 12 muestra los resultados del diagnéstico por imagenes de %8Ga-EC-TML PET en un conejo blanco de Nueva
Zelanda. Se administré a un conejo *Ga-EC-trimetil-lisina (EC-TML). Las imagenes coronales PET se adquirieron
45 minutos después de la inyeccion de 0,02 GBq (0,66 mCi) de ®*Ga-EC-TML (orden dorsal a ventral). Se observé una alta
absorcion en el corazén, lo que sugiere que la EC-TML estuvo implicada en el metabolismo de los acidos grasos.

Ejemplo 18

Ejemplo no limitativo de sintesis organica de EC-G mediante un producto intermedio de EC-benzhidrol-Cbz-
glucosamina (véase la Fig. 13)

La EC-benzhidrol-Cbz-glucosamina puede disolverse en acetato de etilo y precipitar anadiendo MTBE o n-
hexano. Esto se ha contemplado como un método de obtencién de especies de puras a penultimas en un método
de obtener EC-G. La pureza (HPLC) de la EC-benzhidrol-Cbz-glucosamina antes de este tratamiento de
trituracion fue aproximadamente 64 %. Después de la trituracién, la pureza fue aproximadamente 68 % (MTBE) o
65 %-80 % (n-hexano). Otro método contemplado para purificar el producto es mediante el uso de un cartucho de
Biotage, ya que el gel de silice de estos cartuchos es mas activo que el gel de silice de grado instantaneo.
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También se intentaron otras técnicas y procedimientos de purificacion usando diferentes sistemas disolventes como una
alternativa a la cromatografia; el resultado se muestra en la Tabla 4 a continuacion. La precipitacion se intentd en
diferentes sistemas disolventes. La EC-benzhidrol-Cbz se disolvié en un disolvente seleccionado (A) y se cargd lentamente
a un volumen mayor de codisolvente (B). Sin embargo, los resultados no indicaron que esta estrategia fuera tan eficaz
como otros métodos, ya que los cambios en la pureza fueron insignificantes. También se intentaron trituraciones usando
los sistemas disolventes seleccionados en varias proporciones para la precipitacion. Los resultados para las trituraciones
también sugieren que el material no es lo suficientemente puro para ciertas aplicaciones. También se intent6 la
cromatografia en columna, y las condiciones se modificaron desde la semana previa (15:1 silice: crudo, cargado en seco

ES 2674910713

en silice). Este método permitié una limpieza moderada del material (de 55A % en peso a 75A % en peso).

Tabla 4

Purificacion de EC-Benzhidrol-Cbz mediante precipitacion y trituracion

Disolvente A

Disolvente B

Resultado de la precipitacion

Resultado de la trituracion

Acetato de etilo

Hexano

Solido pegajoso

Aceite

Metanol

Agua

Aceite pegajoso

Aceite

DCM

Hexano

Aceite pegajoso

Aceite

Etanol

Agua

Aceite pegajoso

Aceite
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REIVINDICACIONES

Un método de sintetizar un conjugado quelante-ligando de afinidad especifica, comprendiendo el método
la etapa de:

(a) conjugar, en un medio organico, un quelante de la férmula:

X
B/ \C

A D

R R
1 R2 R3 4

a al menos un ligando de afinidad especifica que comprende al menos un grupo funcional, en donde el
quelante es etilendicisteina (EC), y en donde los dos grupos tiol y los dos grupos amina de la
etilendicisteina estan protegidos; es decir, en donde:

- Ay D son cada uno un tiol protegido;

- By C son cada uno una amina terciaria;

- Ey F son cada uno -COOH;

- R4, Rz, Rsy R4 son cada uno H;

- Xes-CHx-CHz-; y

- la conjugacién es entre A, D, E, o F del quelante y al menos un grupo funcional
desprotegido de cada ligando de afinidad especifica;

- al menos uno de A, D, y el ligando de afinidad especifica comprende un grupo funcional
protegido,

- al menos un grupo funcional del ligando de afinidad especifica esta desprotegido,

- el ligando de afinidad especifica es un agente que simula glucosa.

El método de la reivindicacién 1, en donde el medio organico comprende un disolvente polar o no polar,
en particular en donde el medio organico comprende dimetilformamida, dimetilsulféxido, dioxano,
metanol, etanol, hexano, cloruro de metileno, acetonitrilo, tetrahidrofurano, o una mezcla de los mismos.

El método de la reivindicacién 1, comprendiendo el método ademdas al menos una etapa de purificacion
(b), en donde la etapa de purificacion (b) comprende cromatografia en columna de gel de silice, HPLC, o
una combinacién de las mismas, comprendiendo el método ademas opcionalmente ademas una
cualquiera de las etapas siguientes:

(¢) quelar un ion metalico al quelante para generar un conjugado marcado con ion metélico entre el
quelante y el agente que simula glucosa, y
(d) eliminar cada grupo protector en una o mas etapas.

El método de la reivindicacion 3, comprendiendo el método las etapas (b) y (d) y que comprende ademas
la etapa de

(e) quelar un ion metalico al quelante para generar un conjugado marcado con ion metalico entre el
quelante y el agente que simula glucosa,

en particular en donde la generacion del conjugado marcado con ion metdlico comprende las etapas
de:

(f) eliminar al menos un grupo protector del conjugado; y

(9) quelar un ion metalico al quelante del conjugado, o

comprendiendo el método ademas las etapas de:

(h) quelar un ion metalico al quelante para generar un quelante marcado con ion metalico;

(i) conjugar el quelante marcado con ion metalico a un agente que simula glucosa; y

(j) eliminar al menos un grupo protector del conjugado marcado con ion metalico entre el quelante y
el agente que simula glucosa.

El método de la reivindicacion 4, en donde el ion metalico es un ion tecnecio, un ion cobre, un ion indio, un ion
talio, un ion galio, un ion arsénico, un ion renio, un ion holmio, un ion itrio, un ion samario, un ion selenio, un ion
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estroncio, un ion gadolinio, un ion bismuto, un ion hierro, un ion manganeso, un ion lutecio, un ion cobalto, un ion
platino, un ion calcio o un ion rodio, 0 en donde el ion metalico es un radionticlido tal como *™Tc, '®Re, '*Re,
186Re, 1538m, 166HO, QOY, 89Sr’ 67Ga, 68Ga’ 111|n’ 183Gd, 59Fe, 225AC, 21ZBi, 211At, 45Ti, GOCU, 61CU, 67CU, 64CU, y SZCU.

El método de la reivindicacion 5, comprendiendo el método ademas la etapa de
(k) afadir un agente reductor.

El método de la reivindicacion 1, en donde el al menos un grupo funcional del agente que simula glucosa
comprende O, N, S, y P, en particular en donde el al menos un grupo funcional es un grupo amino,
amido, tiol, hidroxilo, éter, éster, carbonilo, carboxilico, sulfonamido, tioéter, tioéster, o tiocarbonilo.

El método de la reivindicacién 1, en donde (i) tres o cuatro de A, B, C, y D forman juntos un quelato N»S; o
(i) A 'y D son tioles protegidos, protegidos por un haluro de alquilo, un haluro de bencilo, un haluro de
benzoilo, un haluro de sulfonilo, un haluro de trifenilmetilo, un haluro de metoxitrifenilmetilo o cisteina.

El método de la reivindicacion 1, en donde el conjugado entre el quelante y el agente que simula glucosa ademas
comprende un conector entre el quelante y el agente que simula glucosa, en particular en donde el conector es
un péptido, acido glutamico, acido aspartico, bromoetilacetato, etilendiamina, lisina, o cualquier combinacion de
uno o mas de estos grupos, o en donde el quelante esta conjugado a més de un agente que simula glucosa.

El método de la reivindicacion 1, en donde el agente que simula glucosa es desoxiglucosa, glucosamina,
glucosamina tetraacetilada, neomicina, kanamicina, gentamicina, paromicina, amikacina, tobramicina, netilmicina,
ribostamicina, sisomicina, micromicina, lividomicina, dibekacina, isepamicina, astromicina, o aminoglucésido.

El método de la reivindicacién 1 o 10, en donde en la formula de la reivindicacion 1

- Ay D son grupos de tioles protegidos por benzhidrol,

- By C son grupos amino secundarios (-NH-) protegidos por Cbz,

- EyF soncada uno -COOH,;

- Ry, Rz, R3y R4 son cada uno H;

- Xes -CHz-CHo-,

- la conjugacién es entre E y F (ambos -COOH) y dos grupos amino primarios desprotegidos de dos
ligandos de afinidad especifica, en donde los ligandos de afinidad especifica son dos agentes que
simulan la glucosa, y los agentes que simulan glucosa son cada uno glucosaminas desprotegidas,

en donde el medio organico es DMF, y en donde, después de llevar a cabo la reacciéon de conjugacion,
los grupos protectores de A a D se eliminan sometiendo el conjugado intermedio a Na/NHs para obtener
el conjugado desprotegido (EC-G).

Un compuesto para el uso en un método de diagndstico de una enfermedad, o tratamiento de una
enfermedad, en donde el compuesto es un conjugado entre un quelante y un agente que simula glucosa, en
donde el agente que simula glucosa comprende glucosamina o desoxiglucosa y en donde el quelante y el
agente que simula glucosa estan conjugados a través de un enlace amida o un enlace éster, en donde el
compuesto se puede obtener mediante el método de la reivindicacion 1 o 3 (con etapas (b) y (Id)), en donde el
conjugado esta marcado con un ion metalico seleccionado de 9mre, ©¥Ga, ®Re, platino, y '8'Re, y en donde
la pureza del conjugado se encuentra entre aproximadamente 70 % (p/p) y aproximadamente 99,9 % (p/p), en
particular en donde la pureza del conjugado se encuentra entre aproximadamente 80 % (p/p) vy
aproximadamente 99,9 % (p/p) o entre aproximadamente 90 % (p/p) y aproximadamente 99,9 % (p/p), y en
donde la enfermedad que se pretende diagnosticar, o tratar es un infarto de miocardio, isquemia miocardica,
una insuficiencia cardiaca congestiva, cardiomiopatia, una enfermedad valvular cardiaca, una arritmia, o
angina de pecho.

El compuesto para el uso de la reivindicacion 12, en donde el ion metdlico es un radionuclido, o en donde el
uso es en un humano.

El compuesto para el uso de la reivindicacion 12, en donde el método de diagnosticar una enfermedad
comprende el diagndstico por imagenes de un sitio por medio de PET, PET/CT, CT, SPECT, MRI,
SPECT/CT, diagnéstico por imagenes opticas, o ultrasonido.

El compuesto para el uso de la reivindicacién 12, en donde el método de diagnosticar una enfermedad
comprende el diagnéstico por imagenes de un corazén.

El compuesto para el uso de la reivindicacion 12, en donde el uso es un método de diagnosticar una

enfermedad que comprende el diagndstico por imagenes del corazén y la enfermedad es un infarto de
miocardio, isquemia miocardica, o angina de pecho.
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El compuesto para el uso de la reivindicacion 12, en donde el compuesto marcado con ion metdlico es
99MT¢e-EC-glucosamina, '*®Re-EO-glucosamina o '®’Re-EO-glucosamina.

Un método de diagnéstico por imagenes del corazén de un sujeto al que se ha administrado un compuesto,

en donde el compuesto es un conjugado entre un quelante y un agente que simula glucosa, en donde el
agente que simula glucosa comprende glucosamina o desoxiglucosa y en donde el quelante y el agente que
simula glucosa estan conjugados a través de un enlace amida o un enlace éster, en donde el compuesto se
puede obtener mediante el método de la reivindicacion 1 0 3 (con etapas (b) y gd)), en donde el conjugado
esta marcado con un ion metalico seleccionado de **"Tc, ®Ga, '*®Re, platino y '®'Re, y en donde la pureza
del conjugado se encuentra entre aproximadamente 70 % (p/p) y aproximadamente 99,9 % (p/p), en
particular en donde la pureza del conjugado se encuentra entre aproximadamente 80 % (p/p) vy
aproximadamente 99,9 % (p/p) o entre aproximadamente 90 % (p/p) y aproximadamente 99,9 % (p/p), y en
donde el método comprende el diagnéstico por imagenes del corazén.
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FIG. 13
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