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DESCRIPCION
Soluciones de radiofarmacos con propiedades ventajosas
Campo técnico de la invencién

La presente invencion se refiere a una solucion de radiofarmaco que comprende ?>*Ra libre/no complejado/no
quelado y un agente complejante que puede secuestrar/complejar/quelar 2'2Pb y/o 2'?Bi. Esta solucion se puede
usar con propositos médicos, incluyendo tratamiento de cancer. Otros aspectos de la invencion se refieren a kits y
procedimientos para proporcionar soluciones especificas.

Antecedentes de la invencion

El tratamiento dirigido con radionuclidos emisores de particulas alfa es prometedor como modalidad terapéutica
contra enfermedades malignas y no malignas. Los radionuclidos emisores alfa son altamente citotoxicos y las
particulas alfa producidas son de alta energia lineal, que administra una gran cantidad de ionizacion de corto
alcance, causando la destruccién de ADN por un alto grado de roturas bicatenarias irreparables.

Por tanto, cuando se usan radiontclidos emisores alfa, es importante que alcancen el objetivo y que no se separen
del compuesto direccionador y que no produzcan nuclidos descendientes de vida mas prolongada que se difundan
desde el nuclido progenitor, ya que esto puede causar toxicidad en tejidos distantes.

Existen relativamente pocos emisores alfa considerados para aplicaciones médicas. Es un desafio en el campo
encontrar un radionuclido con semivida, propiedades de desintegracion, propiedades quimicas y productos
descendientes apropiados que sean adecuados para el desarrollo de tratamientos médicos.

El radio fue muy importante para el desarrollo de la ciencia radioquimica y también lo usaron los pioneros de la
radio oncologia para tratar el cancer con braquirradioterapia (es decir, agujas o semillas que emiten radiacion y se
colocan dentro o cerca de tumores. Inicialmente se usé 2?°Ra con una semivida (t12) de 1600 afios. Mas tarde se
uso6 %4Ra (t12 = 3,66 dias), en forma de liquidos inyectados de cloruro de radio disuelto, durante varias décadas
en Alemania para el tratamiento paliativo de la espondilitis anquilosante (EA) debido a la propiedad natural de
tropismo 6seo de este, el mas pesado de los elementos alcalinotérreos.

Aunque se reintrodujo después del desarrollo de procedimientos de purificacion mejorados durante un breve
periodo alrededor del afio 2000, su uso finalmente se abandond en parte debido al temor a los efectos tardios y la
aparicion de nuevas opciones de tratamiento para la EA. Por lo tanto, **Ra no se usa como radiofarmaco
actualmente y los principales expertos en el campo no lo consideran entre los candidatos plausibles para el
tratamiento con particulas alfa.

Sin embargo se estan realizando investigaciones usando filamentos cargados de ?>*Ra para la braquirradioterapia
intratumoral local/tratamiento de difusion de radon, pero no estan usando soluciones acuosas de 2?*Ra para el
tratamiento.

Recientemente, otro is6topo de radio, ??°Ra, en forma de liquido inyectado con sal disuelta, recibié autorizacion de
comercializacion como tratamiento contra metastasis 6seas del cancer de prostata resistente a la castracion.

Si se comparan ?%Ra (ti2 = 11,4 dias) y ?**Ra (t12 = 3,6 dias) ambos tienen, en principio, semividas pertinentes
para usos como radiofarmacos que permiten la produccion y el envio centralizados al usuario final y ambos tienen
tres progenies emisoras alfa en sus cadenas de desintegracién y las series producen una cantidad similar de
particulas alfa (figuras 1y 2) con energia alfa total de aproximadamente 26-28 MeV para las cadenas respectivas.

Al comparar las cadenas de desintegracion, las progenies de ??°Ra de los elementos Rn, Pb y Bi tienen una
semivida significativamente mas corta, lo que reduce el problema de la captacion de nuclidos descendientes en
células y tejidos no diana. Estas diferencias son importantes, en particular, para las progenies de plomo, ya que
pueden acumularse en las células y tejidos hematopoyéticos y en los rifiones, respectivamente. En la serie de
223Ra, 2""Pb (t12=36,1 min) causaria una exposicion de los tejidos normal mucho menor que 2'?Pb
(t12 = 10,6 horas) de la serie de ?**Ra. A no ser que se purifique ??*Ra para eliminar 2'?Pb, poco antes de la
inyeccion, 22°Ra produciria una exposicion debida a las progenies significativamente menor en los tejidos normales.
Dicha purificacidn no es préactica, ya que requeriria procedimientos laboriosos que deberian realizarse en el hospital
donde se va a usar el producto o restriccion geografica de la produccion y el uso. Es por eso que la ventana de
tiempo de uso de ?**Ra que previamente suministraba Altmann Terapie, Salzgitter, Alemania, para la EA, era de
solo 6 horas. Se podia usar 3 horas antes o tres horas después del punto de tiempo de calibracion. Probablemente
en gran medida debido a este corto tiempo de vida util del producto (ademas del incremento de la competencia
con los nuevos medicamentos para la EA) y, por lo tanto, a la limitacion logistica y de suministro, el producto se ha
dejado de producir.
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Actualmente no existe ningin uso en pacientes de solucion inyectable de ??*Ra. Por el contrario, se estan
desarrollando generadores de ?**Ra basados en intercambio cationico para la extraccion de 2'?Pb para el uso de
212pp en radioinmunoterapia. El plomo 212 es en si un emisor beta, pero se desintegra en el emisor alfa 2'2Bi y,
por lo tanto, se considera adecuado como generador in vivo para tratamiento con particulas alfa.

Por tanto, actualmente ??*Ra se considera simplemente como un nuclido generador del médicamente util 2'?Pb.
Debido a la semivida relativamente corta de 2'2Pb es de esperar que sea mas adecuado en el tratamiento contra
la enfermedad compartimental donde el radioinmunoconjugado se inyecta directamente en la regién, por ejemplo,
cavidad intraperitoneal (i.p.) donde una alta concentracion de producto puede dirigirse a ascitis y micrometastasis
malignas dentro de la cavidad. La semivida de 10,6 horas de 2'?Pb puede ser beneficiosa ya que solo escapa una
pequefia cantidad de la cavidad i.p. antes de que la radiactividad se haya desintegrado.

Al considerar el radio para el tratamiento contra enfermedades 6seas, debe mantenerse en un estado cationico,
ya que esto asegurara que ese radio, como el elemento con lo que se denomina "tropismo por volumen" que es,
se incorporara a los minerales 6éseos causando la retencion de los nuclidos descendientes. Esto es particularmente
importante con ?*Ra ya que algunos de los nuclidos descendientes, en particular 2'?Pb, tienen semividas
sustanciales que permiten la redistribucion entre érganos si se dejan libres en liquidos fisiolégicos como sangre,
saliva o liquido linfatico. La figura 4 presenta la radiacion principal de la cadena de desintegracién del %2*Ra.

Las autoridades sanitarias alemanas desarrollaron una monografia sobre el uso de ??*Ra en la espondilitis
anquilosante hace aproximadamente 10 afios cuando Altmann Terapie (Salzgitter, Alemania) hizo un esfuerzo por
reintroducir la solucion de 2?4 Ra como tratamiento contra la espondilitis anquilosante en base a un procedimiento
de produccién patentado que proporciona un producto altamente purificado.

En la cadena de desintegracion de ??“Ra se produce el producto descendiente 2'2Pb (t12 = 10,6 horas). Tiene una
biodistribucion diferente que el nuclido progenitor 22Ra cuando se inyecta simultaneamente a los pacientes. Esto
causa menos actividad inicial en los tejidos diana y mas actividad en los tejidos no diana como los glébulos
sanguineos, en particular las células y tejidos hematopoyéticos, y la médula 6sea y los rifiones. El numero de
atomos de 2'?Pb en comparacion con ??“Ra en un producto en equilibrio radiactivo es inferior al 14 %. Pero dado
que ?**Ra se transfiere rapidamente de la sangre al sistema 6seo o se excreta y 2'?Pb se retiene sustancialmente
en células y tejidos hematopoyéticos, el impacto toxicologico de 2'>Pb, que genera el emisor alfa 2'2Bi, es
importante. La Unica forma de resolver este problema mediante el conocimiento actual en el campo seria usar
224Ra poco tiempo después de la purificacion como se ha sugerido, es decir, antes de que haya tenido lugar una
formacion significativa de 2'2Pb.

Se ha descrito el uso de secuestrantes ("scanvenger') de productos descendientes en la investigacion de
radiofarmacos experimentales: Jones ef al. (1996) estudiaron la administracion oral durante varios dias de los
agentes quelantes de ditiol no dirigidos acido 2,3-dimercapto-1-propanosulfénico (DMPS) y acido meso-2,3-
dimercaptosuccinico (DMSA) para mejorar la eliminacion de 2%6Bi del rifién de raton y encontré una mejoria en la
eliminacion del rifién con DMPS. Su objetivo era usar el quelato oral como adyuvante potencial para reducir o
prevenir la radiotoxicidad en el receptor anti-interleucina-2 (IL-2R) por la radioinmunoterapia con particulas alfa con
212pp o 212Bj. Jaggi et al. (2005) usaron el tratamiento de quelacién oral para reducir la acumulacién renal de 2'3Bi
producido a partir de ?25Ac. Su objetivo era aumentar la excrecion del producto descendiente no deseado. No
afiadieron el quelante al radiofarmaco, sino que simplemente describieron su uso como medicamento oral en el
agua para el consumo antes y después de la inyeccion del radiofarmaco. Piotrowska et al. (2013) divulgan el uso
de nanozeolitas de Na como vehiculos del tratamiento dirigido con los radiontclidos ??*Ra y ??°Ra.

En términos de tratamiento dseo, ??°Ra se considera mas apropiado que ??*Ra porque 2?°Ra tiene nuclidos
descendientes con semividas mucho mas cortas y, por tanto, menos problemas de relocalizacién. El radio 223 ha
sido aprobado recientemente para el tratamiento de pacientes con metastasis 6seas del cancer de prostata
refractario a las hormonas.

La sal de ?**Ra disuelta se ha sometido a prueba previamente en el tratamiento contra el cancer, pero se abandon6
debido a sus propiedades desfavorables y su ineficacia. Se afirmé que, debido a la corta semivida de %>*Ra y sus
descendientes inyectados, el/los tejido(s) blando(s) es/son radiado(s). En otras palabras, en el caso de %*Ra la
semivida de los descendientes, en particular 2'?Pb, es relativamente larga, en comparacion con los nuclidos
progenitores y se produce una mayor exposicion de los tejidos blandos. Por lo tanto, es conocido en el campo que
224Ra tiene un nuclido descendiente desfavorable que restringe su uso en soluciones de radiofarmacos. Ademas,
en una revision reciente realizada por expertos en el campo de alto nivel, ?2*Ra no figuraba entre los radiontclidos
candidatos considerados para el tratamiento con radiofarmacos emisores de particulas alfa.

El concepto de células tumorales circulantes (CTC) ultimamente ha recibido considerable atencién ya que las CTC
pueden desempefiar un papel critico en el desarrollo de metastasis tumorales. Es conocido que los canceres que
producen metastasis 6seas como, por ejemplo, el cancer de prostata, mama, pulmén y mieloma multiple pueden
tener células cancerosas circulantes viables en la sangre, que pueden haberse desprendido de los tumores
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primarios o metastasicos. Esto significa que incluso aunque las metastasis 0seas se traten, se pueden formar
nuevas lesiones por el establecimiento de las CTC en el hueso u otros tejidos.

El radio 223 usado contra metastasis 6seas actualmente muestra un tropismo éseo puro y no combate el problema
de las CTC. Por lo tanto, existe una necesidad en el campo de los tratamientos 6seos con farmacos emisores alfa
de un producto que también pueda combatir las CTC.

La generacion de nuclidos descendientes tanto en los liquidos inyectados como in vivo es un problema potencial
para ?**Ra y, en menor medida, para ??°Ra, ya que la primera progenie en las dos series de desintegracion de
ambos es el radon, que es altamente difusivo. Sin embargo, los datos de la literatura indican que este es un
problema menor cuando se genera in vivo dado que el radio presenta tropismo por volumen éseo y se incluye en
la matriz 6sea. También ayuda que la captacion en el sistema 6seo del radio intravenoso se produce casi
instantaneamente y la eliminacion intestinal y en menor grado la urinaria, suceden rapidamente, lo que produce
una eliminacién de la sangre en minutos después de la inyeccion. Cabe mencionar que la eliminacion urinaria es
probablemente mas pronunciada en los roedores que en los humanos, donde la eliminacién fecal es la via principal.
Segun lo informado por Nilsson et al. (2005), a los 10 minutos de la inyeccion se produce una reduccion del 88 %
del radio en sangre. Al considerar el radio localizado en el sistema 6seo, se informo el 22°Ra en equilibrio de 2''Bi
y ?2%Ra en hueso después de unas pocas horas. Para %?*Ra, en base a datos de animales y extrapolacién a
humanos adultos, dos modelos diferentes encontraron una proporcién entre 2'2Pb y 22*Ra de 0,88 y 1,0, es decir,
retencién casi completa de los descendientes. Estos datos indican una alta retencién de los ndclidos descendientes
en hueso tanto para ?23Ra como para ??*Ra. Para 2?*Ra, por lo tanto, una contribucién significativa a la captacion
de la progenie en los tejidos blandos probablemente se deba al nuclido descendiente inyectado de forma
simultanea. Por tanto, es imperativo desarrollar procedimientos para controlar los nuclidos descendientes, al
menos 2'2Pb, en los liquidos inyectados de ??Ra.

Esto se ha logrado mediante la nuevas soluciones de ?**Ra descritas en el presente documento.
Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones de radiofarmacos que comprenden el nuiclido progenitor 224Ra,
su nuclido descendiente 2'2Pb, y un agente complejante que compleja el nuclido descendiente. Aunque ??“Ra se
dirige al hueso en su forma no complejada, un modo de realizacién de la composicion comprende el agente
complejante EDTMP que compleja 2'?Pb y lo dirige especificamente al hueso, evitando y/o minimizando por tanto
los efectos secundarios indeseables y/o los efectos fuera la diana debidos a 2'?Pb. Esto es evidente en una
comparacioén de, por ejemplo, la fig. 3A y la fig. 3B. En otro modo de realizacion, el agente complejante es un
anticuerpo monoclonal marcado con TCMC, por ejemplo, trastuzumab (Herceptin) que permite un direccionamiento
especifico de 2'?Pb a la sangre. Esta es una caracteristica inesperada muy Util en una situacion donde, por ejemplo,
existen células tumorales circulantes en la sangre. Por tanto, puede lograrse eficacia terapéutica superior a la
disponible con 2?*Ra, por ejemplo, de una manera especifica de diana controlando especificamente el
direccionamiento de 2'2Pb mediante EDTMP con tropismo éseo y anticuerpo monoclonal marcado con TCMC
circulante en la sangre. En el ejemplo 12 se presentan estudios in vivo de ratones, que muestran una mejora en
comparacién con el protocolo de tratamiento de referencia.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una solucion de radiofarmaco que comprende %*Ra y un
complejo que puede secuestrar al menos 2'2Pb.

En un modo de realizacion de la presente invencion, el complejo comprende uno o mas compuestos seleccionados
del grupo que consiste en quelantes aciclicos, quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o
polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA,
pamidronato conjugado con TCMC, TCMC, DOTA, p-SCN-Bn-DOTA, p-SCN-Bn-TCMC, DOTA conjugado con
anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo.

En otro modo de realizacién de la presente invencion, 2'2Pb y/o 2'2Bi esta complejado con EDTMP (con tropismo
0seo0).

En otro modo de realizacion de la presente invencion, el agente complejante esta conjugado con un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, uno policlonal, un fragmento de anticuerpo, una
proteina sintética, péptido, vitamina o derivado de vitamina.

En otro modo de realizacién de la presente invencion, el agente complejante es el quelante TCMC conjugado con
un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, uno policlonal, un fragmento de
anticuerpo, una proteina sintética, péptido, vitamina o derivado de vitamina.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende un primer vial que comprende una solucion
de radiofarmaco de la presente invencién, y un segundo vial que comprende una solucién neutralizante para ajustar
el pH y/o la isotonicidad de la solucion de radiofarmaco antes de la administracion a un paciente.
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende un primer vial que comprende una proteina
o péptido marcado con quelato, un segundo vial que comprende una solucién de ?>*Ra.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a una solucion de radiofarmaco de la presente invencion para su
uso como medicamento.

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a una solucion de radiofarmaco de la presente invencion para
su uso en el tratamiento de enfermedad dsea.

En un modo de realizacion de la presente invencion, la enfermedad dsea se selecciona del grupo que consiste en
metéastasis 6seas de canceres de mama, prostata, rifiones, pulmén, huesos o mieloma multiple, o enfermedades
no cancerosas que causan calcificacion no deseada incluyendo espondilitis anquilosante.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para proporcionar una solucion de
radiofarmaco de acuerdo con la reivindicacién 15.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la desintegracion de ?**Ra y descendientes.

La figura 2 muestra la desintegracion de ??>Ra y descendientes.

La figura 3A muestra la biodistribucion en ratones atimicos de 2?*Ra y su progenie 2'?Pb en una solucién sin
quelante. La figura 3B muestra la biodistribucion en ratones atimicos de solucién de ??“Ra que contiene EDTMP
como quelante para la progenie 2'?Pb. La figura 3C muestra la biodistribucion en ratones atimicos de solucion de
224Ra que contiene TCMC-trastuzumab (Herceptin) como quelante para la progenie 2'2Pb.

La figura 4 muestra las principales propiedades de radiaciéon de la serie de ??*Ra. 'Promedio por transformacion
de ??*Ra debida al fraccionamiento. Solo se tienen en cuenta la radiacion de rayos X o gamma por encima del 1 %
de abundancia eficaz. Asciende a una energia eficaz total de aproximadamente 26,5 MeV de alfa, 0,7 MeV de beta

por desintegracion completa de ?2*Ra y sus descendientes.

La figura 5 muestra la formacion de 2'2Pb de una fuente pura de 2?*Ra de 10 MBg. Cambios en el nivel de actividad.
Actividad inicial de 22*Ra puro: 10 MBq.

La figura 6A muestra perfiles de cromatografia en capa fina (TLC) de 2'2Pb en una solucion de ??*Ra en equilibrio
con nuclidos de su progenie sin y con agentes complejantes EDTMP y DOTMP.

La figura 6B muestra perfiles de cromatografia en capa fina (TLC) de 2'?Pb en una solucion de ??*Ra en equilibrio
con nuclidos de su progenie sin y con agentes complejantes.

La figura 6B muestra perfiles de TLC para 2'?Pb en presencia de conjugados de anticuerpo-TCMC o DOTA y
anticuerpo sin quelante.

La figura 7 muestra las proporciones de captacion* de 2'?Pb para hueso frente a sangre y hueso frente a rifiones.

La figura 8 muestra la comparacion de datos para 22 Ra y ?**Ra + 2'2Pb-EDTMP en el modelo MDA-MB-231 (SA)
en ratones atimicos. *De Suominen et al., J Natl Cancer Inst, 2013, 105: 908-916, figura 6, p. 915.

La presente invencion se describird ahora con mas detalle en lo siguiente.
Descripcion detallada de la invencién

Algunas abreviaturas usadas

DOTMP - acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetra(metilenfosfonico)
EDTMP - acido etilendiamina tetra(metilenfosfonico)

EDTA - Aacido etilendiaminotetraacético p-SCN-Bn-DOTA - acido 2-(4-isotiocianatobencil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético

DOTA- acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético y también se usa para el acido bencil-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (por ejemplo, conjugado con anticuerpo monoclonal) p-SCN-Bn-
TCMC - 2-(4-isotiocianotobencil)-1,4,7,10-tetraaza-1,4,7,10-tetra-(2-carbamonil-metil)-ciclododecano
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TCMC - 1,4,7,10-tetraaza-1,4,7,10-tetra-(2-carbamonil-metil)-ciclododecano y también se usa para bencil-1,4,7,10-
tetraaza-1,4,7,10-tetra-(2-carbamonil-metil)-ciclododecano (por ejemplo, conjugado con anticuerpo monoclonal)
mAb -anticuerpo monoclonal.

Las mismas abreviaturas se usan en lo siguiente para acidos, sales o versiones parcial o totalmente disociadas de
los quelantes.

Ha sido un hallazgo inesperado que es posible formar complejos muy estables con nuclido descendiente en
presencia de radio con compuestos complejantes sometidos a prueba, EDTMP y anticuerpo monoclonal conjugado
con los quelantes TCMC y DOTA, y al mismo tiempo mantener radio (?>*Ra) principalmente como catién no
complejado completamente direccionable al hueso.

Una solucién de radiofarmaco

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una solucion de radiofarmaco que comprende 2?“Ra y un
complejo que puede secuestrar al menos 2'2Pb.

Por tanto, un aspecto de la invenciéon se refiere a una solucion de radiofarmaco que comprende 22*Ra no
complejado y complejos entre un agente complejante y 2'2Pb. Preferentemente, el agente complejante se
selecciona del grupo que consiste en quelantes aciclicos, quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas
o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA,
pamidronato conjugado con TCMC, DOTA conjugado con anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo. Incluso
mas preferentemente, el agente complejante es un quelante ciclico o un quelante aciclico.

Debe entenderse que el agente complejante de acuerdo con la invencion también puede cubrir derivados de los
compuestos mencionados anteriormente (tales como derivados de EDTMP, DOTA y TCMC). Por supuesto, debe
entenderse que dichos derivados deben mantener la capacidad de complejar 2'?Pb con una constante de
estabilidad mayor que ??*Ra. Por tanto, en un modo de realizacion alternativa, el agente complejante se selecciona
del grupo que consiste en quelantes aciclicos, quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o
polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA,
pamidronato conjugado con TCMC, DOTA conjugado con anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo o
derivados de cualquiera de estos; en el que dichos derivados complejan 2'2Pb con una constante de estabilidad
mayor que ??*Ra.

Los quelantes adecuados incluyen derivados de DOTA tales como acido p-isotiocianatobencil-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (p-SCN-Bz-DOTA) y éster de DOTA-NHS.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una solucion de radiofarmaco que comprende 2?“Ra, 2'?Pb y un agente
complejante seleccionado del grupo que consiste en EDTMP, DOTA conjugado con anticuerpo o TCMC conjugado
con anticuerpo.

En un modo de realizacion, el agente complejante puede complejar al menos 2'2Pb.

En otro modo de realizacion, el agente complejante puede complejar un niclido descendiente de 2?*Ra, tal como
212Pp, en la solucién de farmaco.

El agente complejante no compleja ?2*Ra o no compleja ?>*Ra sustancialmente en la solucion de farmaco.

En otro modo de realizacién mas, el agente complejante forma complejos con una constante de estabilidad mayor
con 2'2Pp que con 22*Ra.

En un modo de realizacion, la constante de estabilidad para 2'?Pb es al menos dos veces la afinidad por ??Ra, tal
como al menos cuatro veces mas, tal como al menos 8 veces mas o tal como al menos 10 veces mas.

En otro modo de realizacion, el agente complejante no afecta o no afecta sustancialmente a la biodistribucion de
224Ra in vivo.

En el ejemplo 6 (figuras 3A frente a 3B) se puede ver que cuando se usa EDTMP como agente
complejante/quelante, 2'2Pb se redistribuye principalmente a los huesos, mientras que la distribucién de ?>*Ra casi
no se ve afectada.

En el ejemplo 9 (figuras 3A frente a 3C) se puede ver que cuando se usa TCMC-Herceptin como agente
complejante/quelante, 2'2Pb se redistribuye principalmente a la sangre, mientras que la distribucién de ??“Ra casi
no se ve afectada.
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En un modo de realizacion mas, el agente complejante se selecciona del grupo que consiste en quelantes aciclicos,
quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP,
bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA, pamidronato conjugado con TCMC, DOTA conjugado con
anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo,

en el que el agente complejante puede complejar un nuclido descendiente de ??Ra, como 2'?Pb, en la solucién de
farmaco, y en el que el agente complejante no forma complejo con 2?“Ra en la solucion farmacéutica.

En un modo de realizacién preferente, dicho agente complejante se selecciona del grupo que consiste en EDTMP,
DOTA conjugado con anticuerpo o TCMC conjugado con anticuerpo.

En otro modo de realizacion, la cantidad de ??*Ra y 2'?Pb esta en equilibrio radiactivo.

En otro modo de realizacién mas, la proporcién de actividad (en MBq) entre 2'2Pb y 2*Ra esta entre 0,5 y 2, tal
como 0,8 - 1,5, o tal como 0,8 - 1,3, o preferentemente tal como 0,9 - 1,15.

En el presente contexto, el término "equilibrio radiactivo" se refiere a que la proporcién en MBq entre dos
radionuclidos es igual o sustancialmente igual a lo largo del tiempo. El término "proporcién de actividad", por
ejemplo, entre 2'?Pb y ?>*Ra se refiere a la proporcién de MBqg de 2'2Pb y de ??“Ra. En la figura 5 hay una tabla
(tabla 2) que muestra el desarrollo de esta proporcion de actividad a lo largo del tiempo. Se puede ver que después
de dos dias se ha establecido un equilibrio radiactivo de 1,1 para la proporcién de actividad entre 2'?Pb y ??*Ra
(7,3 dividido entre 6,8). Por tanto, en la figura 5, también se puede ver que el equilibrio radiactivo entre 2'2Pb y
224Ra se alcanza después de aproximadamente 2 dias.

En el presente contexto, los términos "agente complejante”, "secuestrante" y "agente quelante" se usan de manera
intercambiable. Los términos se refieren a agentes que pueden formar complejos con 2'?Pb, preferentemente por
quelacién y con una estabilidad significativa medida en los sistemas de prueba, mientras que el radio no se ve
afectado significativamente por la presencia del complejo tal como se mide en los sistemas de prueba. Sistemas
de prueba: Biodistribucion in vivo y cartucho de intercambio cationico o retencién por tamafio y concentracion por
centrifugacion in vitro para determinar la union de quelato-anticuerpo a radiondclido. En el presente contexto,
"secuestrar" (o complejar) se define como unién de al menos el 50 % de acuerdo con los perfiles de cromatografia
en capa fina (TLC), de separacién por concentracion por centrifugacion o de biodistribucion.

Esto significa, por ejemplo, al menos un 50 % menos de captacion de 2'?Pb en sangre con un pequefio quelante
molecular. Con un quelante conjugado con anticuerpo, donde la captacién en sangre no es un indicador confiable,
union de al menos el 50 % de acuerdo con los analisis por TLC.

En un modo de realizacion de la presente invencion, la union es de al menos el 60 %.

En otro modo de realizacién de la presente invencion, la unién es de al menos el 70 %.

En otro modo de realizacién de la presente invencion, la unién es de al menos el 80 %.

En otro modo de realizacién de la presente invencion, la union es de al menos el 85 %.

En otro modo de realizacién de la presente invencion, la union es de al menos el 90 %.

El compuesto o compuestos también pueden ser capaces de secuestrar mas radionuclidos que 2'?Pb.

En un modo de realizacion de la presente invencién, el complejo comprende uno o mas compuestos seleccionados
del grupo que consiste en quelantes aciclicos, quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o
polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA,
pamidronato conjugado con TCMC, DOTA conjugado con anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo.

En un modo de realizacion de la presente invencion, el complejo esta a una concentracion de 1 ng/ml a 1 g/ml.
En otro modo de realizacion de la presente invencion, el complejo esta a una concentracién de 100 ng a 10 mg/ml

El complejo puede comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas compuestos.

En otro modo de realizacion de la presente invencion, 22Pb y/o 2'2Bi esta complejado con EDTMP con tropismo
0seo.

En un modo de realizacion, la solucién esta en un volumen de 100 pl a 1000 ml, tal como 500 pla 100 ml, 1 ml a
10 ml.
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En un modo de realizacion de la presente invencion, la radiactividad de la solucién es de 1 kBqg a 1 GBq, tal como
10 kBg a 100 MBq, tal como 100 kBq a 10 MBq.

En otro modo de realizacién de la presente invencion la radiactividad de la solucién es de 100 kBqg a 100 MBg.

En otro modo de realizacion de la presente invencion, el agente complejante se conjuga con un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, uno policlonal, un fragmento de anticuerpo, una
proteina sintética, un péptido, una hormona o derivado de hormona o una vitamina o derivado de vitamina, por
ejemplo, biotina y folato.

En otro modo de realizacién de la presente invencion, el agente complejante es el quelante TCMC conjugado con
un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, uno policlonal, un fragmento de
anticuerpo, una proteina sintética, un péptido, una hormona o derivado de hormona o una vitamina o derivado de
vitamina.

Para propositos de dosis las soluciones de ??*Ra administradas deberian haberse almacenado durante algun
tiempo, por ejemplo, 1 dia o0 mas preferentemente al menos dos dias, tal como 1-2 dias o 1-3 dias, para alcanzar
el equilibrio entre 2?*Ra y 2'?Pb/2'?Bi. Esto asegurara proporciones de actividad entre 2'2Pb y ??*Ra de entre 0,83 y
1,14. Esto puede lograrlo, por ejemplo, el fabricante simplemente reteniendo el producto durante aproximadamente
un dia antes del envio.

Es importante mantener el radio como catién principalmente no complejado o formando complejos débiles, ya que
esto garantiza una captacién maxima en el hueso y las metastasis 6seas y también asegura una excrecion
favorable del producto eliminado principalmente a través de los intestinos.

Al afadir un agente complejante a una solucién de radio, puede hacerse que el descendiente radiactivo tenga
tropismo éseo o tumoral y aumentar el potencial terapéutico de la solucion de radio en lugar de ser un peligro para
la salud. No obstante, deberia ser un agente complejante que no afecte negativamente a las propiedades de
tropismo dseo del radio. Por ejemplo, EDTMP puede secuestrar 2'?Pb producido en la solucién de radio durante el
transporte y el almacenamiento entre el sitio de produccién y los hospitales en los que se va a administrar el
producto.

Aunque es posible reducir la susceptibilidad afiadiendo inhibidores radioliticos, las proteinas o péptidos dirigidos a
tumores a menudo son mas susceptibles a la radidlisis y probablemente deberian suministrarse en un formato de
kit en el que se anadan de unas pocas horas a unos pocos minutos antes de la administracion de las soluciones
de ??*Ra con una vida util relativamente larga.

Es conocido en el campo que calixarenos y EDTA pueden formar complejos de radio y también complejos de plomo
y bismuto en cierta medida. Sin embargo, en el trabajo actual encontramos quelantes que dejarian el radio
practicamente sin complejar o formando complejos poco estables, segun lo determinado por mediciones de
biodistribucién in vivo, a la vez que pueden complejar, rapidamente y con una estabilidad relevante, el descendiente
de vida mas larga, 2'?Pb. Se puede usar complejacion selectiva para conseguir al menos tropismo 6seo o tumoral,
a la vez que se mantienen las propiedades favorables del radio en términos de tratamiento de enfermedades
escleroticas, como las metastasis 0seas. El complejo de 2'2Pb dirigido a las células 6seas o tumorales genera el
emisor alfa 2'2Bi por desintegracion de 2'2Pb. Por tanto, el emisor beta 2'?Pb se usa como fuente indirecta de
particulas alfa para radiar las células o tejidos objetivo. Otros posibles quelatos que podrian ser adecuados para
secuestrar nuclidos descendientes de ?**Ra, ademas de TCMC y DOTA incluyen, pero no se limitan a, porfirinas,
derivados de DTPA y DTPA y también DOTA unido a carboxilo.

El plomo 212 es, con mucho, la progenie de vida mas larga de ?>*Ra y es el mas importante de complejar ya que,
in vivo, es un generador del emisor alfa de corta vida 2'2Bi. Si las células 6seas o tumorales captan un quelato de
212pp  también es probable que 2'2Bi quede retenido en la diana. En una solucion de 22*Ra en equilibrio con sus
progenies habra mas de 10 veces mas atomos de 2'?Pb que de 2'?Bi. Por tanto, la cantidad de radiacion generada
por los atomos de 2'?Bi en estas soluciones es modesta y probablemente no tenga importancia toxicoldgica en
comparacion con la serie de desintegracion de ?*Ra y 2'?Bi. La cantidad de 2'?Bi es comparable a la de ?''Pb que
indirectamente produce una particula alfa en la serie de ?2°Ra y esto no ha sido un problema significativo para el
registro y el uso clinico de ?2Ra en equilibrio con sus progenies.

No obstante, si se necesitara un alto grado de quelacion también de 2'?Bi en un liquido inyectado, podria ser
necesario, al menos en algunos casos, afadir un agente estabilizador como Nal o HI ya que el bismuto en
soluciones acuosas tiende a existir en un estado menos adecuado para la quelacion.

Al comparar con el farmaco emisor alfa aprobado actualmente para el tratamiento de metastasis 6seas, es decir,
223Ra, las soluciones novedosas descritas en el presente documento podrian proporcionar, en uno de los modos
de realizacion, un producto con propiedades mejoradas para el tratamiento de metastasis 6seas, ya que el nuclido
descendiente puede dirigirse a las células cancerosas circulantes y, en cierta medida, también a las metastasis en
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tejidos blandos. Esto puede prevenir la recidiva debida a la recolonizacion del sistema 6seo por parte del cancer
debida a las CTC.

Otro aspecto es que la semivida mas corta de ??*Ra frente a ?2>Ra realmente puede suponer algo de beneficio ya
que el radio queda incluido en la matriz 6sea. Debido a la alta densidad del mineral éseo, el alcance de las
particulas alfa se reduce mucho mas en los huesos que en los tejidos blandos. Especialmente en areas de
mineralizacion rapida como las metastasis 6seas del cancer, el proceso de inclusién puede ser de importancia
cuando se usa un farmaco emisor alfa con tropismo por volumen.

Por lo tanto, >*Ra podria mejorar la dosis en el tumor ya que, en promedio, estara menos incluido en el momento
de la desintegracion.

Enfermedades para las que se pueden usar las soluciones de ?*Ra novedosas incluyen canceres primarios y
metastéasicos, enfermedades autoinmunes y arteriosclerosis. El producto se puede administrar por via intravenosa
o local, incluyendo por via intraperitoneal o mediante perfusion a las extremidades.

Los quelantes usados en las soluciones novedosas pueden ser quelantes aciclicos asi como ciclicos y criptandos,
éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, incluyendo DOTMP y EDTMP. También se puede
usar un bisfosfonato, por ejemplo, pamidronato, conjugado con DOTA, TCMC o similar como secuestrante en la
solucién de ?**Ra.

Se puede argumentar que la cantidad de 2'?Pb en una solucion de ??*Ra terapéutica puede ser de moderada a
modesta (es decir, en equilibrio aproximadamente 1,1 veces la de ??*Ra). Si se supone una dosis de ??*Ra similar
a la que se usa de ?°Ra en pacientes pero corregida para la diferencia en las semividas, la dosis administrada
seria de aproximadamente 150 kBq por kg de peso corporal.

En equilibrio esto se traduciria en una dosificacién de conjugado de 2'?Pb-anticuerpo de 11,5 MBq en 5 litros de
sangre de un paciente de 70 kg (si 2'°Pb estd quelado cuantitativamente). El nimero de células tumorales
circulantes es tipicamente inferior a 10 células por ml, por lo que en 5 | de sangre hay menos de 50 000 células
tumorales en total. Si solo se une 1 de cada 100 000 moléculas de conjugado de 2'?Pb-anticuerpo inyectadas a las
células tumorales, esto significaria al menos 0,0023 Bq por célula, equivalente a aproximadamente 127 atomos de
212pp unidos por célula, lo que seria altamente destructivo ya que se ha informado que una media de 25 atomos
de 2'?Pb unidos por célula mataria al 90 % de una poblacién de células.

Previamente se sugeria combinar radio y fosfonatos y mas preferentemente bisfosfonatos en el tratamiento de
metastasis dseas del cancer. Sin embargo, se sugirio usar los dos compuestos por separado, ya que era preferente
inyectarlos en diferentes tiempos. La aplicacion de fosfonatos no estaba indicada para la complejacion de
radionuclidos. El propdsito principal era usar cantidades farmacolégicamente activas de fosfonatos como
tratamiento 6seo secundario al radio. También era preferente usar bisfosfonatos no complejantes, por tanto, esto
no ensefia el uso de EDTMP o similar como aditivo a soluciones de radio para la complejacién de nuclidos
descendientes. En ese momento era bien conocido que EDTMP podia complejar metales alcalinotérreos, ya que
se sabia en el campo que '%3Sm-EDTMP puede complejar el calcio en sangre y causar hipocalcemia.

Sin embargo, en el trabajo actual hemos demostrado que, cuando se usan cantidades modestas de EDTMP, es
posible complejar 2'2Bi y 2'2Pb sin reducir significativamente las propiedades de tropismo 0seo de ??*Ra.

El presente informe es la primera vez que se presenta la adicion de un fosfonato complejante a una solucion de
radio. Muestra que es posible obtener una complejacion selectiva de nuclido descendiente sin alterar
significativamente las propiedades de tropismo dseo del radio. Esto es importante ya que, aunque los fosfonatos
complejantes presentan tropismo 6seo, el radio muestra una capacidad de tropismo éseo aun mayor que los
fosfonatos. Por lo tanto, es muy ventajoso que el marcado de nuclidos descendientes no provoque una reduccion
de la captacion ésea de radio.

En cuanto al direccionamiento al hueso de los fosfonatos, es conocido en el campo que los radionuclidos como
177y 153Sm 227Th y 225Ac complejados con fosfonatos pueden dirigirse al hueso. En un informe previo, también se
demostré que los radiontclidos 2'2Pb y 212Bi podian complejarse con EDTMP y DOTMP. Sin embargo, el marcado
se realiz6 con pH alto y también requeria purificacién por intercambio iénico después del marcado. Por tanto, esto
no ensefia a usar el marcado in situ en presencia de radio, sin afectar al radio, y sin purificacién como se muestra
en la solicitud actual. Por tanto, presentamos una forma novedosa de usar EDTMP como secuestrante para
nuclidos descendientes en soluciones de ?2*Ra que (1) mejoran la dosis al hueso por unidad de ?*Ra administrada,
y (2) reducen mucho la captacion de 2'2Pb en las células y tejidos hematopoyéticos causando en efecto mejores
proporciones de radiacion entre dianas y no dianas.

Las soluciones usadas para ?*Ra y la complejacion de nuclidos descendientes pueden contener inhibidores de la
radidlisis y otros modificadores adecuados para un liquido inyectado médico conocidos en el campo.
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La solucién también puede ser una composicidon farmacéutica.

Normalmente es un elemento importante de una composicion farmacéutica una soluciéon tampén que, en grado
sustancial, mantiene la integridad quimica del radioinmunoconjugado y es fisioldgicamente aceptable para la
perfusién a pacientes.

En un modo de realizacion de la presente invencion, la composicidon farmacéutica comprende uno o mas vehiculos
y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables.

Los vehiculos farmacéuticos aceptables incluyen, pero no se limitan a, tampones no téxicos, cargas, soluciones
isoténicas, etc. Mas especificamente, el vehiculo farmacéutico puede ser, pero no se limita a, solucion salina
normal (0,9 %), solucion salina seminormal, lactato de Ringer, dextrosa al 5 %, dextrosa al 3,3 %/solucion salina
al 0,3 %. El vehiculo fisioldgicamente aceptable puede contener un estabilizador contra la radidlisis, por ejemplo,
acido ascorbico, que protege la integridad del radiofarmaco durante el almacenamiento y el envio.

Kits

La solucion debe hacerse fisiolégicamente adecuada para su inyeccion, ya sea en un sitio de produccién
centralizado, o estar compuesta por un sistema de kit, tipicamente de 2-4 viales, siendo asi fisiolégicamente
adecuada para su inyeccion después de la combinacion de los viales del kit.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende un primer vial que comprende una solucién
de radiofarmaco de la presente invencién, y un segundo vial que comprende una solucién neutralizante para ajustar
el pH y/o la isotonicidad de la solucién de radiofarmaco antes de la administraciéon a un paciente.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un kit que comprende un primer vial que comprende un quelato
(agente complejante) conjugado con una proteina o péptido o mezclas de proteinas o péptidos, y un segundo vial
que comprende una solucion de %>*Ra.

Dado que la serie de desintegracion de 2>*Ra incluye un descendiente radédn, que puede difundirse en el aire, los
viales que contienen los productos deben estar bien sellados para evitar el escape de ??°Rn.

Debido a la naturaleza altamente localizada de la radiacién alfa, se debe tener en cuenta la radidlisis como
problema potencial y se debe disefiar el radiofarmaco para minimizarlo. De acuerdo con el conocimiento del campo,
los anticuerpos radiomarcados son sensibles a la radidlisis y, por lo tanto, un sistema de kit puede ser ventajoso
para las soluciones de ??“Ra, que deben combinarse con anticuerpos conjugados quelantes para secuestrar 2'2Pb
y 0 2'2Bi.

Para un anticuerpo monoclonal generalmente es aconsejable mantener la dosis de la solucién de radiofarmaco
que produce particulas alfa por debajo de 0,5 kGy para evitar reducir las propiedades de unién debido a la radidlisis.
Por tanto, se recomienda un sistema de kit en el que el anticuerpo quelante conjugado se afiade a la solucién de
224Ra (que incluye los descendientes) de unas horas a 10 minutos antes de la inyeccion para soluciones
concentradas que vayan a enviarse lejos.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit que comprende
e un primer vial que comprende una solucion de radiofarmaco de acuerdo con la invencion, y

e un segundo vial que comprende una solucién neutralizante para ajustar el pH y/o la isotonicidad de la solucién
de radiofarmaco antes de la administracion a un paciente.

Un aspecto mas se refiere a un kit que comprende
e un primer vial que comprende una solucion de ?**Ra;

e un segundo vial que comprende un agente complejante que se selecciona del grupo que consiste en quelantes
aciclicos, quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos,
DOTMP, EDTMP, bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA, pamidronato conjugado con TCMC, DOTA
conjugado con anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo, en el que el agente complejante puede complejar
un nuclido descendiente de 2?*Ra, como 2'?Pb, y en el que el agente complejante no compleja (o no compleja
sustancialmente) ?**Ra; y

e opcionalmente, instrucciones para mezclar el primer vial y el segundo vial, formando de ese modo una
composicion farmacéutica lista para administrarse a un paciente de 1 minuto a 12 horas después de mezclar.
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En un modo de realizacién preferente, dicho agente complejante se selecciona del grupo que consiste en EDTMP,
DOTA conjugado con anticuerpo o TCMC conjugado con anticuerpo.

En un modo de realizacion especifico, el término "solucion de ??“Ra"debe entenderse como que ??Ra esta libre en
la solucion y no esta acoplado, por ejemplo, a una superficie tal como una resina.

En un modo de realizacion, el kit comprende un tercer vial que comprende una solucién neutralizante para ajustar
el pH y/o la isotonicidad de la solucion de radiofarmaco antes de la administraciéon a un paciente.

En un modo de realizacién preferente mas, la cantidad de ?**Ra y 2'2Pb esta en equilibrio radiactivo en el primer
vial.

En otro modo de realizacion preferente mas, la proporcion de actividad (MBq) entre 2'?Pb y 224Ra en el primer vial
esta entre 0,5y 2, tal como 0,8 - 1,5, o tal como 0,8 - 1,3, o tal como 0,9 - 1,15.

En otro modo de realizacion mas, el primer vial tiene una radiactividad en el intervalo de 100 kBg a 100 MBq.

En un modo de realizacién de la presente invencion, el anticuerpo conjugado con quelante se afiade a la solucion
de %?*Ra (que incluye los descendientes) de 30 min a 5 horas antes de la inyeccion, tal como 1-3 horas antes de
la inyeccion.

En un modo de realizacion de la presente invencion, el anticuerpo conjugado con quelante se afiade a la solucion
de ??*Ra (que incluye los descendientes) de 1 min a 20 min antes de la inyeccion.

En un modo de realizacion de la presente invencion, el anticuerpo conjugado con quelante se afade a la solucién
de ?**Ra (que incluye los descendientes) de 1 min a 10 min antes de la inyeccion.

Un kit con una proteina o péptido marcado con quelato en un vial y una solucion de 2>*Ra en otro vial en el que el
contenido de los dos se mezcla de 12 horas a 1 minuto antes de la administracion también forma parte de la
invencion. En un modo de realizacion, la mezcla tiene lugar de unas pocas horas (tal como 5) a 30 minutos antes
de la administracion a un paciente para unir 2'2Pb y o 2'2Bi al quelato.

En un modo de realizacion de la presente invencion, el contenido de los dos se mezcla de 30 min a 1 hora antes
de la inyeccion.

En un modo de realizacion de la presente invencion, el contenido de los dos se mezcla de 1 min a 20 min antes de
la inyeccion.

En un modo de realizacion de la presente invencion, el contenido de los dos se mezcla de 1 min a 10 min antes de
la inyeccion.

Opcionalmente, se podria usar un tercer vial que contiene un liquido que se usa para la dilucién y el ajuste de la
isotonicidad antes de la administracién de la solucion de radiofarmaco. Este tercer vial puede contener EDTMP,
que podria quelar 2'2Bi, si es necesario.

Usos médicos

Los procedimientos y soluciones novedosos descritos han resuelto de este modo un problema importante para la
aplicacion de 22*Ra en medicina nuclear.

Por tanto, dos tipos de enfermedades pueden tratarse con las nuevas formulaciones:

1. Enfermedades relacionadas exclusivamente con los huesos o enfermedades escleréticas con radio y nuclido
descendiente complejados con un fosfonato.

2. Enfermedad relacionada con los huesos con componente de tejidos blandos o células diana circulantes con
radio y nuclido descendiente complejados con conjugado de anticuerpo monoclonal-quelato o conjugados de
proteinas o péptidos similares. Un modo de realizacion especial de esto seria cuando 2'?Pb se conjuga con un
quelato de proteina o péptido y el 2'2Bi se compleja con un compuesto con tropismo éseo, por ejemplo, EDTMP.

Las proteinas o péptidos que pueden usarse con la presente invencion, incluyen los dirigidos a osteosarcoma,
cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de rifidn, cancer de tiroides.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a una solucion de radiofarmaco de la presente invencion
para su uso como medicamento.
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En otro aspecto mas de la presente invencion, la invencion se refiere a un kit de acuerdo con la presente invencion,
en el que el kit es para su uso como medicamento.

En un modo de realizacién mas, la solucién se administra a una dosis en el intervalo de 50-150 kBq, tal como 50-
100 kBq por kg de peso corporal.

En un modo de realizacion mas, la dosis esta en el intervalo de 8 x 10° a 8 x 10'° atomos de Ra por kg.
En el ejemplo 12 (y la figura 8) se puede ver que se puede obtener el mismo efecto que con ??°Ra con una
dosificacion mucho mas baja (dosis un 28 % mas baja) de la composicidon de acuerdo con la invenciéon en un

estudio con ratones.

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a una solucion de radiofarmaco de la presente invencion para
su uso en el tratamiento de enfermedad 6sea.

En un modo de realizacién de la presente invencion, la enfermedad 6sea se selecciona del grupo que consiste en
metastasis 6seas de canceres de mama, préstata, rifiones, pulmoén, huesos o mieloma multiple, o enfermedades
no cancerosas que causan calcificacion no deseada incluyendo espondilitis anquilosante.

Procedimiento de produccion

En el presente documento se describen procedimientos novedosos que permiten producir una solucion de ?*Ra
adecuada para el tratamiento de enfermedades 6seas, incluyendo el cancer primario o metastasico, usando
produccioén centralizada y hasta varios dias de envio y/o almacenamiento antes de la administracion a pacientes.

Ademas, dicha solucién puede proporcionar una dosis de radiacion inicial mas alta al tumor que una solucion de
224Ra puro ya que los productos descendientes administraran una dosis adicional al tumor cuando los complejos
quelantes mencionados anteriormente les confieran tropismo dseo o tumoral. Esto podria aumentar la potencia de
las soluciones de ??*Ra en el tratamiento contra el cancer, ya que el nclido progenitor se puede dirigir a la
enfermedad 6sea, mientras que un complejo afiadido al nuclido descendiente de vida mas prolongada puede
conferirle tropismo por células cancerosas circulantes en la sangre para su destruccion, de forma alternativa la
complejacién con fosfonato puede conferirle un tropismo éseo mas puro.

Los procedimientos novedosos presentados aqui permiten la produccion y el envio de ?“Ra con mayor vida util,
de dias o incluso hasta una semana o mas, ya que los quelatos con tropismo tumoral pueden secuestrar el nuclido
descendiente "problematico" y de hecho potenciar las propiedades terapéuticas de las soluciones de ??*Ra.

Este hallazgo es importante ya que ??*Ra se ha considerado menos util para, por ejemplo, el tratamiento
antineoplasico contra metastasis 6seas a causa de los productos descendientes con semividas sustanciales, en
particular 2'2Pb, que estara presente en cantidades significativas unas horas después de la produccién de una
solucion de 22*Ra puro.

Eso es posible gracias a las novedosas soluciones de farmacos descritas aqui, donde ?**Ra se dirige al hueso y
las metastasis 6seas mientras que se puede hacer que 2'2Pb se dirija a células tumorales circulantes dependiendo
del conjugado de quelato-anticuerpo que se use. La solucion de farmaco podria hacerse "a medida" de acuerdo
con el tumor primario del que se originan las metastasis dseas. Existen varios anticuerpos con selectividad por
diferentes antigenos expresados en, por ejemplo, canceres de préstata, mama, pulmoén, hueso, rifidn, tiroides y
mieloma multiple.

Por tanto, la invencion descrita en el presente documento se puede usar como composicién con tropismo 6seo
puro cuando se combina con EDTMP o similar o, si los pacientes tienen CTC mensurables o se sospecha que las
tienen, se puede usar como un tratamiento combinado de metastasis 6éseas y de CTC o de metastasis de tejidos
blandos, afadiendo de este modo una nueva dimensién a los farmacos emisores alfa contra enfermedades
relacionadas con los huesos, es decir, una actividad profilactica adicional que impida el establecimiento de CTC
viables en el sistema 6seo o los tejidos blandos.

Otro aspecto mas de la invencion se refiere a un procedimiento para proporcionar una solucién de radiofarmaco
de acuerdo con la invencion, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una primera composicion en la que la cantidad de 2?“Ra y 2'?Pb esta en equilibrio radiactivo;

b) proporcionar una segunda composicidon que comprende un agente complejante que se selecciona del grupo que
consiste en quelantes aciclicos, quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o
no ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA, pamidronato conjugado con TCMC,
DOTA conjugado con anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo, en la que el agente complejante puede
complejar un nuclido descendiente de 22“Ra, como 2'2Pb, y en la que el agente complejante no compleja %?*Ra; y
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c) mezclar la primera composicion y la segunda composicion, proporcionando asi una soluciéon de farmaco de
acuerdo con la invencion.

Preferentemente, la primera y segunda composiciones son soluciones liquidas.

En un modo de realizacién, la proporcion de actividad (Bq) entre 2'?Pb y 2>Ra en la primera composicion esta entre
0,5y 2, tal como 0,8 - 1,5, o tal como 0,8 - 1,3, o tal como 0,9 - 1,15.

En un modo de realizacién mas, dicho agente complejante se selecciona del grupo que consiste en EDTMP, DOTA
conjugado con anticuerpo o TCMC conjugado con anticuerpo.

En otro modo de realizacién, dicha etapa de mezcla c) tiene lugar de 1 minuto a 12 horas antes del uso como
medicamento, tal como de 30 minutos a 5 horas.

Los hallazgos novedosos y sorprendentes son como sigue:

1. Las soluciones de radio pueden acondicionarse con fosfonatos complejantes o anticuerpos conjugados
complejantes sin causar complejacién de radio y causar una menor captacion 6sea de radio al tiempo que
complejan 2'?Pb y/o 2'2Bi in situ sin necesidad de purificar antes de su uso.

2. Los nuclidos descendientes producidos durante el envio y el almacenamiento pueden ser complejados
eficazmente in situ proporcionando una solucién de radio con nuclidos descendientes de propiedades mejoradas.

La solucion de ??*Ra se puede almacenar o transportar durante varios dias y todavia la mayor parte de 2'?Pb
generado puede estar complejado, es decir, al menos el 60 %, mas favorable al menos el 90 % e incluso mas
favorable el 95-100 %, dependiendo de la cantidad de agente complejante afiadido.

Esto es importante ya que proporciona un radiofarmaco con mejor proporcion global entre diana y no diana que
las formulaciones de radio existentes como se muestra en los siguientes ejemplos y permite el uso de soluciones
de ??*Ra que se han transportado y almacenado durante varios dias. De hecho, no se recomienda usar soluciones
de 22*Ra recién preparadas con solo unas pocas horas de vida Gtil como en el procedimiento de Altmann Terapie,
ya que puede ser ventajoso con el nuevo procedimiento que 2'?Pb haya alcanzado el equilibrio o casi el equilibrio,
es decir, al menos 1 dia o mas, para obtener una proporcion reproducible y definida entre ?**Ra y 2'?Pb en la
solucién de radiofarmaco administrada.

También hemos confirmado que otros complejos distintos de los fosfonatos pueden marcarse con nuclido
descendiente in situ en soluciones de radio sin afectar significativamente al radio, por ejemplo, se afadieron
conjugados de quelato-anticuerpo a solucion de radio y mostraron un marcado relevante del niclido descendiente
con una conservacion significativa de la integridad quimica del radio, por tanto, es posible tener una solucién de
radio en la que uno o mas de los nuclidos descendientes se complejan a moléculas con tropismo éseo y producen
una solucion de farmaco con propiedades de direccionamiento biespecificas, por ejemplo, radio dirigido a la
enfermedad 6sea y un complejo de quelato con nuclidos descendientes dirigido a un antigeno de células tumorales
presente en células tumorales circulantes, etc. Como modo de realizacion especial, un nuclido descendiente puede
complejarse con un anticuerpo monoclonal y el otro con un fosfonato.

Un modo de realizacién especial de la presente invencion es una solucién con radio que contiene TCMC conjugado
con una proteina o un péptido, preferentemente un anticuerpo monoclonal, en la que el anticuerpo se dirige a un
antigeno presente en células de cancer de mama, prostata, pulmén, rifién, hueso o mieloma multiple. Si se deja
durante unos minutos o unos dias, el 2'2Pb generado se unira principalmente al conjugado de TCMC-anticuerpo.
Cuando dicha solucion se inyecta a un paciente con cancer, 2“Ra protegera el hueso de la destruccion al eliminar
las células tumorales de la superficie del hueso y del sistema 6seo y el anticuerpo marcado con 2'?Pb eliminara las
células circulantes fuera del alcance de la radiacion de radio. Por tanto, lo que antes era un problema de nuclidos
descendientes libres con biodistribucion indeseada se convierte en una ventaja para la serie del 2**Ra por el uso
de la presente invencion. Es particularmente atractivo usar un antigeno de internalizacién como diana ya que los
conjugados de 2'?Pb son especialmente eficaces como generador in vivo de emisores alfa en condiciones en las
que el descendiente emisor alfa 2'2Bi esta contenido en las células diana (Boudousq et al. 2013).

En un modo de realizacion, el radiofarmaco se envia listo para su uso, por ejemplo, en un vial con tapén de goma
para la retirada de la solucién con una jeringa o incluso como jeringa precargada lista para su uso. En un segundo
modo de realizacion, el producto puede enviarse en un formato de kit que consiste en un vial con solucion de %?*Ra,
un segundo vial con una solucién de un quelante y, opcionalmente, una tercera solucién con un tampén de
formulacion para el ajuste de la concentracion y/o el pH, etc. Se afiade el quelante, que es un fosfonato, conjugado
de quelante-anticuerpo o similar. a la solucion de Ra y se mezcla de unos minutos a unas horas, lo mas preferente
de 5 a 60 minutos, antes de afiadir al producto un tampén de formulacién, si es necesario, y administrarlo al
paciente.
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Ejemplos

Ejemplo 1. Calculo del nivel del nuclido descendiente 2'2Pb por desintegracion de 22*Ra en diversos puntos
de tiempo.

Antecedentes

El 2'2Pb que se produce después de la preparacion de un radiofarmaco de ?>*Ra puede ser un problema ya que
tiene propiedades diferentes e indeseables en comparacion con el nuclido progenitor. Por ejemplo, es conocido
que el radio puede dirigirse al hueso y las metastasis 6seas, pero la progenie principal presenta una acumulacion
no deseada en células y tejidos hematopoyéticos y en los rifiones.

Procedimiento
Se calculd la formacién de 2'2Pb a partir de una fuente de 22“Ra puro usando una calculadora de actividad universal.
Resultados

La figura 5 muestra la cantidad de 2'?Pb en diversos puntos de tiempo después de la produccion de una solucién
de farmaco de ??*Ra puro y almacenamiento en un recipiente hermético a gases.

Conclusién

Los datos muestran una cantidad significativa de nuclido descendiente presente dentro de un periodo de tiempo
relativamente corto, lo que complica una potencial produccion y suministro centralizados de radiofarmacos basados
en 2?*Ra. Sin embargo, debe destacarse que la proporcion entre 2'2Pb y ??*Ra en la solucion alcanza 1 después
de 36 horas y después de esto aumenta gradualmente a aproximadamente 1,1 donde se mantiene durante el resto
del tiempo hasta la desintegracion completa.

Ejemplo 2: Preparacion de radionuclidos y medicion de muestras radiactivas.

Todo el trabajo siguiente con las preparaciones radiactivas concentradas, incluyendo la evaporacién del disolvente,
etc., se realizé en una caja de guantes. Se adquirié una fuente de 226Th en HNOs 1 M de un proveedor comercial.
La resina de Ac se obtuvo de Eichrom Technologies LLC (Lisle, IL, EE. UU.) en forma de cartucho preenvasado.
Para usar un volumen menor de disolvente, se extrajo aproximadamente el treinta por ciento de los materiales de
un cartucho (cartucho 1) y se volvié a empaquetar en una columna mas pequefa (cartucho 2) que consistia a una
columna de filtracién de 1 ml (Isolute SPE, Biotage AB, Uppsala, Suecia). Se us6 una suspension que representaba
el 20 % del contenido original del cartucho para inmovilizar 222Th en 500 microlitros de HNO3 1 M a lo que se le
afnadié 500 microlitros de HCI 1 M y se incubé agitando el vial (vial de 4 ml, muestras E-C, Wheaton, Millville, NJ,
EE. UU.) durante al menos 4 horas. Al cartucho 2 se le afiadié una pequefia cantidad (aproximadamente 0,1 ml)
de la resina de Ac. Posteriormente, la suspensiéon se afadio al cartucho 2 usando el material prerellenado como
capa de retencion. El radio se pudo eluir del cartucho 2 en 2 ml de HCI 1 M. La solucién de radio de 2 ml se evapord
a sequedad, usando un bloque térmico y limpiando el vial con gas N2 a través de un tubo de teflén de entrada y
salida en el tapon de caucho/teflon del vial y conduciendo el vapor del acido a un vaso de precipitados de NaOH
saturado mediante un chorro de gas N2.

El residuo se resolvié en 0,5 ml de HNO3 1 M y se cargd en un cartucho 3 que consistia en una columna Isolute
de 1 ml empaquetada con aproximadamente 250 mg de resina de intercambio catiénico Dowex. El cartucho 3 se
lavo con 7 ml de HNOs 1 M, que eliminé 2'2Pb, y finalmente con 3-4 ml de HNOs 8 M para eluir ?>*Ra. El eluido de
224Ra se evaporo a sequedad, usando el bloque térmico y un flujo de gas N2, y el residuo pudo disolverse en HCI
0,1 M. Tipicamente pudo extraerse mas del 70 % del 2*Ra presente en la fuente de 228Th y purificarse usando los
procedimientos descritos.

Las muestras radiactivas se midieron con un detector Cobra Il Autogamma (Packard Instruments, Downer Grove,
IL, EE. UU.). Durante la extraccion de 2*Ra de la fuente de 222Th, se us un calibrador de dosis CRC-25R (Capintec
Inc., Ramsey, NJ, EE. UU.).

Para determinar la distribuciéon de 2?*Ra, 2'2Pb y 2'2Bj en tiempo real en las muestras, se us6 un detector HPGe
refrigerado con nitrégeno liquido (GWC6021, Canberra Industries, Meriden CT, EE. UU.). Esto se combiné con un
analizador de sefal digital DSA 1000 y el software Genie 2000 (Canberra).

Ejemplo 3: Determinaciéon de la tasa de mediciéon neta de 2'2Pb en una mezcla de 2'?Pb/??4Ra antes de
alcanzar el equilibrio radiactivo.
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Después de mas de 3 dias, es decir, en "equilibrio" una muestra tendra, a efectos practicos, 1,1 veces mas 2'2Pb
224
que ““*Ra.

Independientemente de si 2'2Pb tiene un nivel mayor o menor que el equilibrio, se puede suponer que este se
alcanza después de 3 dias ya que el excedente de 2'?Pb se reduce en un 99 % y la formacion de 2'2Pb a partir de
224Ra es practicamente completa frente al "equilibrio".

El uso del detector Cobra Il Autogamma con una configuracion de ventana de medicion de 70-80 KeV proporciona
principalmente 2'?Pb con muy poca contribucion de otros radiontclidos de la serie del 2?*Ra. El radio 224 debe
contarse indirectamente cuando el 2'?Pb inicial ha desaparecido y se ha alcanzado el equilibrio entre ?**Ra y 2'2Pb
(después de aproximadamente 3 dias). Esta medicion indirecta requiere que la muestra esté almacenada en
recipientes relativamente herméticos a gases ya que, de lo contrario, 22°Rn puede escapar impidiendo que se
pueda alcanzar el equilibrio de radionuclidos de 1,1 entre 2'2Pb y 2?Ra.

Como puede pasar algln tiempo entre el muestreo y la medicién, la tasa de medicion neta de 2'?Pb se puede
ajustar para la desintegracion para determinar la tasa de medicion neta de 2'?Pb en el momento del muestreo.

Ejemplo 4: Andlisis por cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina (TLC) se realizé usando tiras de cromatografia (modelo n.° 150-772, Biodex Medical
Systems Inc, Shirley, NY, EE. UU.). Se usé un vaso de precipitados pequefio con aproximadamente 0,5 ml de NaCl
al 0,9 % para colocar las tiras con una siembra de muestra. A la tira se le anhadieron tipicamente 1-4 pl de muestra
aproximadamente un 10 % por encima de la parte inferior de la tira. Después de que el frente del disolvente se
hubo movido hasta aproximadamente un 20 % de la parte superior de la tira, la tira se cortd por la mitad y cada
mitad se colocd en un tubo de ensayo de 5 ml para su medicion. En este sistema, el anticuerpo radiomarcado y el
radionuclido libre no migran de la mitad inferior, mientras que el radionuclido complejado con EDTA migra hacia la
mitad superior. Un tampdn de formulacion (FB) que consistia en seroalbdmina humana al 7,5 % y EDTA 5 mM en
DPBS y ajustado a aproximadamente pH 7 con NaOH se mezclé con los conjugados de anticuerpos en una
proporcion 2:1 durante al menos 5 minutos antes de su aplicacion a las tiras para determinar radionuclido libre.

El analisis del EDTMP se realizé sin el tampdn de formulacion (FB) (figura 6A). El marcado de radiondclido con
EDTMP se midio por la cantidad de migracién a la mitad superior de las tiras. EIl DOTMP migré mal en este sistema
y, por lo tanto, estas soluciones tuvieron que tratarse con FB para medir el radionuclido libre en la mitad superior
de la tira (figura 6A).

Conclusién

A partir del analisis en capa fina se muestra que cantidades modestas de EDTMP y DOTMP de aproximadamente
0,011 - 0,012 mM pueden complejar 2'2Pb de manera similar a grandes cantidades de EDTA de aproximadamente
3,3 mM en una solucién de 22“Ra.

Ejemplo 5: Quelacion in situ de 2'?Pb en soluciones de ?>*Ra.

Inicialmente las soluciones de ?**Ra en HCI 0,1 M se neutralizaron con NaOH 1 M y se afiadié el EDTMP a la
solucion para obtener un pH ligeramente inferior al neutro. En experimentos posteriores, se usé una proporcion
10:1 de ?**Ra en HCI 0,1 M y acetato de amonio 5 M antes de la adicién de los quelantes, dando como resultado
un rango de pH de 5,5 - 7 para las reacciones. Se sometieron a prueba tiempos de reaccién de 30 minutos a varios
dias, a temperatura ambiente, para detectar EDTMP con buen rendimiento de marcado (tipicamente superior al
90 % de acuerdo con la TLC) cuando se usaron concentraciones de aproximadamente 4-8 mg/ml de EDTMP en
soluciones de reaccion. Por tanto, EDTMP parece ser un buen secuestrante de 2'?Pb in situ en soluciones de ?2*Ra.
En cuanto a DOTMP, el marcado fue menos eficiente con aproximadamente el 70 % de marcado con 7 mg/ml a
temperatura ambiente y aproximadamente 1 h de tiempo de reaccion. El rendimiento de marcado de DOTMP
puede mejorarse ajustando la concentracion de quelante o el tiempo de reaccion, etc. Cabe destacar que los
experimentos posteriores usando EDTMP y tampones de acetato de amonio mostraron un buen marcado con 2'2Pb
también en soluciones de radio de pH 5,5 a 7 segun lo determinado por cromatografia en capa fina (figura 6A).

El secuestro a largo plazo se sometié a prueba dejando una solucion de ??*Ra con EDTMP (aproximadamente
6 mg/ml) tamponada a aproximadamente pH 6 con acetato de amonio, durante 7 dias a temperatura ambiente. Se
realizé un analisis de la distribucion de 2'?Pb usando TLC como se describe.

Resultados

Al menos el 93 % de la actividad se encontré en la mitad superior de la tira de TLC correspondiente a la actividad
asociada a EDTMP después de 7 dias.

Conclusién
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Es posible quelar eficazmente 2'?Pb generado in situ en solucion de ??“Ra con EDTMP. Por tanto, es posible
preparar soluciones de ?**Ra listas para usar con un quelante con tropismo 6seo y que secuestra 2'2Pb in situ
obteniendo asi una solucién de ??*Ra con una vida util mejorada para su uso como radiofarmaco dirigido al hueso.

Como alternativa, se puede usar un kit de marcado mediante el cual se afiade EDTMP a soluciones de ?**Ra,
producidas hace varios dias, de unos minutos a unas pocas horas antes de la administracion. Dicho kit de marcado
también permitira la produccion centralizada de 2?*Ra ya que el kit puede ser muy simple de usar para las
soluciones de 22*Ra de varios dias a mas de una semana después de la fecha de produccion de ?2*Ra.

En un experimento con una solucién de 8 dias de ??Ra en HCI 0,1 M y acetato de amonio 0,5 M, se afiadié EDTMP
a una concentracion de aproximadamente 7 mg/ml. Después de 10 minutos y 1 hora a temperatura ambiente, los
analisis por TLC mostraron que el 91 % y el 93 %, respectivamente, del 2'?Pb estaba asociado al EDTMP.

Se sometieron a prueba soluciones de EDTMP de hasta 4 meses y se descubrié que eran funcionales, por lo que
EDTMP parece muy adecuado para su uso en un formato de Kkit.

Ejemplo 6: Biodistribucién en ratones de ??’Ra con cantidades significativas de 2'2Pb con y sin EDTMP.
Antecedentes

El objetivo principal fue estudiar la biodistribucion de los radionuclidos inyectados con o sin EDTMP. Se usaron
una solucion de control que contenia EDTMP y una solucion salina de control, respectivamente, de ??“Ra en
equilibrio con radionuclidos descendientes. Materiales y procedimientos: Los experimentos con animales se
realizaron de acuerdo con la normativa europea sobre el uso de animales en experimentacion cientifica. Los
ratones atimicos estaban totalmente desarrollados y tenian mas de 6 meses de edad. Se fraccioné en dos una
solucién de HCI 0,1 M de 3 dias que contenia ??*Ra. Se afiadio una fraccién de EDMP y NaOH 1 M para ajustar el
pH a aproximadamente 8, hasta una concentracion final de 5 mg de EDTMP por ml (solucion A). La otra fraccion
se ajustdé con NaOH 1 M a aproximadamente pH 7 (solucién B). Cada solucién se esterilizé por filtracion a través
de un filtro de jeringa Acrodisc de 13 mmy 0,2 um (Pall Life Science, Port Washington, NY, EE. UU.) con membrana
Supor. Posteriormente, se administraron 100 pl con aproximadamente 20 kBq de ??*Ra mediante inyeccion en la
vena caudal de cada ratén.

Resultados

Como se muestra en las figuras 3A y 3B, se observo una mejora significativa en la distribucion de 2'2Pb cuando se
afiadio EDTMP. La captacion en tejidos blandos y sangre se redujo significativamente, mientras que el tropismo
oseo fue similar al del 2'2Pb libre. Por tanto, las proporciones entre hueso y tejido blando de 2'?Pb mejoraron
considerablemente al afiadir EDTMP a la solucion de 2?*Ra. No hay cambios significativos en la distribucién de
224Ra al afiadir EDTMP como se muestra en la figura 3A y 3B.

Conclusion

La adicién de EDTMP a soluciones de ??“Ra mejora la biodistribucion de 2'?Pb sin cambios significativos en la
biodistribucién de ??*Ra.

Ejemplo 7: Marcado de anticuerpo conjugado con quelante con 2'2Pb in situ en solucién de ?2*Ra.
Antecedentes

Desde una perspectiva logistica, es ventajoso que se pueda producir radiofarmaco en una unidad de produccion
centralizada y enviarlo al usuario final. El quelante debe secuestrar el 2'2Pb generado para minimizar la inyeccion
de 2'?Pb libre cuando se usa %*Ra.

Procedimientos

Se produjo y se purificé ?**Ra como se describe en el ejemplo 2. Se prepararon anticuerpos monoclonales
marcados con TCMC o DOTA usando anticuerpos purificados con un concentrador centrifugo (Vivaspin 4 o 20,
PMC: 50 000, Sartorius Stedim, Goettingen, Alemania) y se afadié tampén de carbonato 150 mM, pH 8,5-9. El
anticuerpo tenia una concentracion tipicamente de 20-30 mg/ml y se afiadié p-SCN-Bn-TCMC o p-SCN-Bn-DOTA
(Macrocyclics Inc, Dallas, Tx, EE. UU.) usando proporciones entre anticuerpo y quelante de 1:9 o 1:5,
respectivamente. Después de al menos dos horas de incubacion a temperatura ambiente, la reaccion se termino
afiadiendo glicina 0,1 M en tampdn de carbonato (pH aproximadamente 8,5) e incubando después durante
10 minutos antes de purificar y cambiar el tampén a NaCl al 0,9 % usando un concentrador centrifugo (Vivaspin).
Se usaron concentraciones de anticuerpo-quelante de 15-35 mg/ml en NaCl al 0,9 % como soluciones madre.
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A un tubo Eppendorf de 2 ml se afiadieron tipicamente 40 uyl de 22Ra en HCI 0,1 M, 5 pl de acetato de amonio
5 M, 5-10 pl, (15-30 mg/ml) de anticuerpos marcados con TCMC o DOTA en cloruro de sodio al 0,9 %. Este
procedimiento se sometié a prueba con 4 conjugados de anticuerpos diferentes, incluyendo los de trastuzumab
(Herceptin), rituximab, cetuximab y el anticuerpo monoclonal murino OI-3. Se determiné que el pH estaba en el
intervalo de 5,4-6,0 aplicando 1 pl en un papel de pH (n.° 1.09564.0003 y 1.09556.003 de Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) y leyendo el color. La reaccion se realizé a temperatura ambiente.

En algunos de los experimentos se hizo reaccionar una solucién de control, con los mismos ingredientes excepto
que el anticuerpo no contenia TCMC o DOTA, en paralelo usando las mismas condiciones. Después de 30 y
100 minutos, se extrajeron 5 pl y se mezclaron con 10 pyl de un tampoén de formulacion (FB) que consiste en
seroalbumina humana al 7,5 % y EDTA 5 mM en DPBS. Después de al menos 10 minutos, se extrajeron 1-4 pl de
la mezcla de producto/FB y se colocaron en una tira de cromatografia en capa fina (Biodex). EI mismo
procedimiento se realizé con la solucion de control. Las tiras se eluyeron en una solucion de NaCl al 0,9 % y cuando
el frente del disolvente casi alcanzé la parte superior, se saco la tira, se cortd por la mitad y la parte inferior y la
parte superior se midieron por separado en un detector de radiacion gamma Cobra |l (como se describe
previamente).

Resultados

Los perfiles de capa fina se presentan en la figura 6B. Tipicamente, se encontré mas del 90 % de la actividad en
la mitad inferior de la tira de la capa fina para el conjugado de anticuerpo y TCMC o DOTA. En el control que incluia
el tampon de formulacion (FB) con EDTA (figura 6A), tipicamente se encontré mas del 97 % de la actividad en la
mitad superior de la tira, lo que significa que el 2'2Pb estaba libre para complejarse con EDTA. Esto muestra que
los anticuerpos conjugados con TCMC o DOTA pueden ser secuestrantes eficaces de 2'?Pb en la solucién de
224Ra. En conclusion, es posible usar conjugado de anticuerpo y TCMC o DOTA para secuestrar 2'2Pb en solucion
de ?%*Ra, permitiendo asi la produccion de una solucion de farmaco con propiedades de direccionamiento doble,
es decir, un ?>*Ra con tropismo 6seo y un conjugado de 2'?Pb con tropismo por antigeno.

En un experimento de seguimiento, a una soluciéon de ??**Ra se le afadié conjugado de anticuerpo monoclonal y
chOI-3 (OI-3 quimérico) marcado con TCMC (a aproximadamente 1,5 mg/ml), se tampon6 a aproximadamente pH
5,5 con acetato de amonio y se mantuvo durante 7 dias a temperatura ambiente. Posteriormente se extrajeron
muestras y se mezclaron 1: 2 con tampoén de formulaciéon (como se describe) y después de 5 minutos o mas se
aplicaron en tiras de TLC como se describe. Se encontré que en promedio se retuvo el 95,6 % con la proteina
(mitad inferior de la tira).

Conclusiones

El anticuerpo marcado con TCMC secuestra/compleja 2'2Pb eficazmente in situ en solucion de ??“Ra durante varios
dias. Por tanto, muestra que es posible una produccién centralizada, que requiere almacenamiento y transporte
durante varios dias, de soluciones de ?**Ra con conjugado de quelato-anticuerpo.

Ejemplo 8: Experimento de union celular con anticuerpo monoclonal radiomarcado mezclado con 22Ra
Antecedentes

La linea celular OHS de osteosarcoma humano expresa Her-2 (relativamente débil) y MUC-18 (moderado). Por lo
tanto, se usaron para evaluar la fracciéon de unién celular de conjugados de quelante y anticuerpos trastuzumab y
chOI-3 contra Her-2 y MUC-18, respectivamente. Se disolvio radio 224 en HCI 0,1 M y se dejd durante dos dias
para que alcanzara el equilibrio con 2'2Pb y 2'2Bi. Para ajustar el pH, se afiadieron 12 ul de acetato de amonio 5 M
en agua libre de metales a 100 pl de ?**Ra en HCI 0,1 M y después de esto se afadieron 200 ug de trastuzumab
marcado con TCMC. Después de 30 minutos, la cromatografia en capa fina confirmé que el quelante secuestro
mas del 90 % del 2'2Pb. La mezcla de reaccién se esterilizé por filtracion usando un filtro de jeringa de 13 mm y el
producto se sometié a prueba para determinar la unién celular usando aproximadamente 10 millones de células
en 0,2 ml de DPBS con BSA al 0,5 %. Las células se bloquearon por incubacién con 20 ug del mismo anticuerpo
durante 15 minutos (para medir la unién no especifica) o se dejaron sin bloquear antes de afiadir la solucién de
reaccion con aproximadamente 10 ng de conjugado de quelato-anticuerpo mezclado con radionuclido a cada tubo.
Después de 1 hora de incubacién, se midieron los tubos con el detector de radiacion gamma Cobra Il para
determinar la actividad afiadida. Posteriormente, las células se lavaron tres veces con 0,5 ml de DPBS/0,5 % de
BSA mezclando por agitacion, centrifugando y eliminando el sobrenadante y a continuacién se midié la actividad
unida a las células de los tubos. El porcentaje de conjugado de anticuerpo unido a células se determiné como la
cantidad unida después de lavar dividida entre la actividad afiadida por 100.

Resultados
Cuando se corrigi6 para la desintegracién y la pureza radioquimica y se resto la unién no especifica, se encontré

que el 64,3 -72,2 % de los anticuerpos marcados con 2'?Pb se unian especificamente a las células. En este ensayo
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de un punto, esto indica propiedades relevantes de direccionamiento del conjugado de 2'?Pb-anticuerpo producido
in situ en soluciones de ?**Ra.

Conclusién

Se muestra que se pueden producir conjugados marcados con 2'2Pb con propiedades de direccionamiento tumoral
relevantes in situ en soluciones de ?**Ra.

Ejemplo 9: Biodistribucién en ratones de 2?Ra/?'?Pb con anticuerpo monoclonal marcado con TCMC.
Antecedentes

Estudiar si se podrian usar soluciones de ?>*Ra/?'?Pb para preparar coterapéuticos dirigidos al sistema dseo y a
las células tumorales.

Materiales y procedimientos:

A una solucién de ?>*Ra de un dia como se describe en el ejemplo 6 se le afiadio NaOH, acetato de amonio 5 M y
trastuzumab marcado con TCMC de la misma manera que en el ejemplo 7 y se almacen6 durante la noche. A la
solucion se le afiadié agua libre de metales en una proporcion 1:1, se esterilizé por filtracion usando un filtro de
jeringa Acrodisc de 13 mm y 0,2 um (Pall Life Science, Port Washington, NY, EE. UU.) con membrana Supor. La
capacidad de union a las células del componente de anticuerpo marcado con 2'?Pb en la solucion de %**Ra se
verificé como en el ejemplo 8. Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con la normativa europea
sobre el uso de animales en experimentacion cientifica. Se sacrificd a los animales y se extrajo sangre del corazén
antes de diseccionar. Se colocaron muestras de orina, sangre y tejidos en tubos de 5 ml. El peso de los tubos se
midié antes y después de anadir las muestras para determinar el peso exacto de la muestra. El contenido de
radiactividad se midié con el detector de radiacion gamma Cobra. Las muestras se midieron poco después de la
disecciéon y nuevamente después de 3-4 dias cuando se alcanzoé el equilibrio radiactivo para determinar el
contenido en 2'2Pb y 224Ra, respectivamente.

Resultados

Los perfiles de biodistribucién se muestran en la figura 3C. El 2'?Pb mostré un perfil de distribucion como se
esperaba para un anticuerpo radiomarcado, es decir, alta actividad en sangre y tejidos ricos en sangre y baja
actividad en fémur y craneo. En comparacion con el 2'2Pb libre (figura 3 A), el 2'?Pb conjugado con TCMC-
trastuzumab (Herceptin) tuvo una captacion significativamente menor en fémur y craneo mientras que el nivel de
actividad en sangre y érganos ricos en sangre fue mayor. Cabe destacar que la calidad de la distribucidn en sangre
de 2?Ppb libre y 2'?Pb-TCMC-herceptin es diferente ya que este ultimo esta en circulacion con un aclaramiento lento
de la sangre pero no se capta en los globulos sanguineos como el 2'2Pb libre. El ?*Ra mostr6 una alta captacion
en fémur y craneo y una baja captacién en sangre y fue muy similar a la encontrada en la biodistribucion de la
solucién de radio sin quelantes (figura 3A).

En la figura 7 se presentan las proporciones de captacion en hueso frente a sangre y hueso frente a rifién para
212pp, 212PH-EDTMP y 2'?Pb-TCMC-trastuzumab en soluciones de 2?**Ra. Las proporciones muestran mejor
proporcion entre hueso y sangre y entre hueso vy rifion con 2'2Pb-EDTMP que con 2'2Pb no complejado. Para 2'2Pb-
TCMC-Herceptin, sin embargo, las proporciones entre hueso y sangre fueron mas bajas que con 2'?Pb libre. Esto
es previsible ya que los anticuerpos monoclonales de tamafio macromolecular se eliminan mas lentamente de la
sangre que la mayoria de los compuestos de peso molecular pequefio. Esto puede ser una ventaja cuando la diana
son células tumorales circulantes, ya que el tiempo incrementado de permanencia en sangre potencia la
probabilidad de unirse a células diana en circulacién. También se debe tener en cuenta que para las particulas alfa
con radiaciéon de corto alcance, el efecto del radionuclido unido a células puede ser mucho mas fuerte que el del
radionuclido circulante debido a la estrecha proximidad al ADN del radiontclido asociado a células frente al que
circula libremente.

Conclusién

El anticuerpo monoclonal marcado con quelante puede secuestrar 2'2Pb eficazmente sin reducir las propiedades
de tropismo 6seo de 22“Ra en soluciones de radiofarmacos que contienen los dos radionuclidos. Por tanto, muestra
la posibilidad de obtener propiedades de direccionamiento doble de ?*Ra/?'2Pb al afiadir agentes complejantes a
las soluciones, fortaleciendo de este modo el potencial terapéutico de la solucién de radiofarmaco y reduciendo la
posible captacion no deseada de 2'2Pb en células y tejidos hematopoyéticos mientras se mantienen las
propiedades de tropismo 6seo de ??*Ra.

Ejemplo 10: Un sistema de kit para evitar la radidlisis

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2784 684 T3

Debido a la naturaleza altamente localizada de la radiacién alfa, se debe tener en cuenta la radidlisis como
problema potencial y se debe disefiar el radiofarmaco para minimizarlo. De acuerdo con el conocimiento del campo,
los anticuerpos radiomarcados son sensibles a la radidlisis y, por lo tanto, un sistema de kit puede ser ventajoso
para las soluciones de ??*Ra, que deben combinarse con anticuerpos conjugados quelantes para secuestrar 2'?Pb.
Cuando %?*Ra esta en equilibrio con sus progenies, produce aproximadamente 28 MeV por desintegracion de la
serie  completa. Por  tanto, una solucion  de 1 MBg/ml contiene N=AA=108 s-1
/(0,693/[3,64 x 24 x 3600 s]) = 4,53 x 10" atomos de ?**Ra donde N es el nimero de atomos y A es actividad en
Bq y A es la constante de desintegracion que es igual al In2/t12 y ti2 es la semivida de ??Ra.

La dosis de radiacion, D, se define como energia por masa, es decir, J/kg en unidades del Sl.

La desintegracion completa de 1MBgq de 2*Ra en 1ml de liquido acuoso equivaldria a
D= (4,53 x 10" x 28 MeV x 1,6 x 1013 J/MeV)/10-3 kg = 2029 Gy, es decir, en una semivida de 3,64 dias, una
solucion de 1 MBg/ml de ??*Ra en equilibrio con sus descendientes estara expuesta a aproximadamente 1 kGy de
su propia radiacion. Para un anticuerpo monoclonal, generalmente es aconsejable mantener la dosis de la solucion
de radiofarmaco por debajo de 0,5 kGy para evitar reducir las propiedades de unién debido a la radidlisis.

Por tanto, se recomienda un sistema de kit en el que el anticuerpo conjugado con quelante se afiade, por ejemplo
mediante una jeringa, a un vial que contiene la solucién de ??*Ra (incluyendo sus descendientes) de unas horas a
unos minutos antes de administrar el producto a un paciente para soluciones concentradas de ?>*Ra con progenies
adecuadas para envios a larga distancia.

Ejemplo de secuestro de 2'?Pb con conjugado de TCMC-anticuerpo monoclonal en una solucion de 2?*Ra de 7
dias. A una solucion de ?**Ra producida una semana antes se le afiadi6 acetato de amonio al 10 % y TCMC-
rituximab (hasta una concentracién final de aproximadamente 5 mg/ml) hasta un volumen y pH finales de
aproximadamente 0,1 mly 5,5, respectivamente, y se mantuvo a temperatura ambiente durante la noche. Después
de 18 horas, se extrajo una muestra y se mezclé con tampén de formulacion como se describe. Los analisis por
TLC mostraron que el 91 % de la actividad de 2'?Pb estaba unida a proteinas, es decir, en la mitad inferior de la
tira de TLC segun lo determinado por la medicion de radiacion gamma. Esto demuestra que un kit con un vial que
contiene una solucion de ?>*Ra y un vial separado con una proteina marcada con quelante o similar se pueden
combinar y usar para secuestrar 2'2Pb en el ?>Ra varios dias después de la fecha de produccion del %**Ra,
preparando de este modo un complejo de ??*Ra con tropismo 6seo y 2'?Pb con tropismo tumoral usando tiempos
de reaccion cortos para evitar la degradacion radiolitica del producto.

Se verifico que los reactivos, excepto el 22*Ra, podian almacenarse varias semanas o meses sin perder su funcion,
por tanto, son muy adecuados para su uso en un formato de kit.

Conclusién

Un formato de kit simple permitiria usar soluciones de 22*Ra en equilibrio con 2'2Pb para preparar localmente
radiofarmacos de diana doble con radio con tropismo 6seo y conjugado de 2'?Pb-anticuerpo con tropismo por
células tumorales basado en la produccion centralizada de ??*Ra que permite el envio a larga distancia que puede
tardar hasta varios dias al tiempo que se evita la radidlisis del radioinmunoconjugado al afiadir conjugado de
anticuerpos antes de la administracion al paciente.

Ejemplo 11: Células tumorales circulantes

Las células tumorales circulantes podrian dar lugar a nuevas lesiones tumorales en los huesos o tejidos blandos y
pueden combatirse mediante la nueva solucién de radiofarmaco descrita en el presente documento.

Se puede argumentar que la cantidad de 2'?Pb en una solucion de ?%*Ra terapéutica puede ser de moderada a
modesta (es decir, en equilibrio aproximadamente 1,1 veces la de ??*Ra). Si se supone una dosis de ?**Ra similar
a la que se usa de ?°Ra en pacientes pero corregida para la diferencia en las semividas, la dosis administrada
seria de aproximadamente 150 kBq por kg de peso corporal. Esto es solo un ejemplo y la dosis puede diferir
significativamente de acuerdo con la enfermedad y el nivel de efectos secundarios que sea aceptable.

En equilibrio, 150 kBq por kg de peso corporal se traduciria en una dosificacion de conjugado de 2'2Pb-anticuerpo
de aproximadamente 11,5 MBq en 5 litros de sangre en un paciente de 70 kg. El numero de células tumorales
circulantes es tipicamente inferior a 10 células por ml, por lo que en 5 | de sangre hay menos de 50 000 células
tumorales en total. Si solo se une 1 de cada 100 000 de conjugado de ?'?Pb-anticuerpo inyectadas a las células
tumorales, esto significaria 0,0023 Bq por célula, equivalente a 127 atomos de 2'?Pb unidos por célula, lo que seria
altamente destructivo ya que se ha informado que una media de 25 atomos de 2'?Pb unidos por célula mataria al
90 % de una poblacién de células.
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El nimero de atomos unidos a una célula dependera de la actividad especifica del anticuerpo conjugado con 2'?Pb
y del nimero de antigenos disponibles en las células diana. Recientemente se evalué TCMC-trastuzumab marcado
con plomo 212 con una actividad especifica de aproximadamente 37 MBg/mg (1 mCi/mg) en un estudio clinico.

Un anticuerpo monoclonal marcado con 2'?Pb con una actividad especifica de 37 MBq por mg tiene una proporcion
entre moléculas de anticuerpo y atomos de 2'?Pb de 1:1973, es decir, muy pocas de las moléculas de anticuerpo
estan radiomarcadas realmente. Para alcanzar el nivel de muerte celular del 90 % de 25 atomos de 2'?Pb por
célula, seria necesario unir 49325 moléculas de anticuerpo por célula. Esto es asequible ya que varios antigenos
asociados a tumores se expresan a niveles superiores a este. También es plausible desde un punto de vista
quimico, ya que es posible conjugar tipicamente de 1 a 5 unidades de quelante por molécula de anticuerpo sin
perder las propiedades de unién a antigeno, por lo que una fraccion muy pequefia de los grupos quelantes esta
realmente ocupada por 2'?Pb durante y después del radiomarcado.

Conclusién: Se puede preparar el anticuerpo marcado con 2'2Pb en un radiofarmaco de ??“Ra con doble diana, con
un fuerte potencial terapéutico contra las células tumorales circulantes a niveles de ??Ra adecuados para el
tratamiento de tumores 6seos.

Ejemplo 12 - Estudios con ratones in vivo
Antecedentes

Para subrayar la superioridad de la composicién que comprende ??*Ra no complejado y 2'?Pb complejado con
EDTMP con tropismo dseo, se realizé un estudio que muestra el efecto de la mezcla de 2'?Pb-EDTMP + ?2Ra con
tropismo 6seo (ejemplo 12A), y se comparo con el efecto del medicamento aprobado por la FDA Xofigo (%2°Ra)
(ejemplo 12B). En la figura 8 se muestra una comparacion de los datos de los ejemplos Ay B.

Ejemplo 12A
Antecedentes y procedimientos:

La actividad antitumoral de los agentes con tropismo 6seo se puede someter a prueba en modelos animales de
metastasis 6seas. Se produjo EDTMP (solucién de control) y ??*Ra + 2'?Pb-EDTMP (solucion de prueba) y se
almacenaron para lograr el equilibrio entre ??“Ra y 2'?Pb en esta Ultima antes de la administracion. Las soluciones
de prueba y control se enviaron a Pharmatest Services Ltd, Finlandia, una organizaciéon de investigaciéon por
contrato (CRO), y se sometieron a prueba en sus instalaciones para animales. Se usé el modelo de cancer de
mama MDA-MB-231 (SA) en ratones atimicos. Este modelo produce lesiones Oseas y osteolisis debida a
metastasis dseas, y mas tarde también metastasis en tejidos blandos. Se inocularon ratones atimicos hembra de
cuatro a cinco semanas de edad con 10° células en 0,1 ml de PBS el dia 0. El dia 2 se administré NaCl al 0,9 % o
25 ug/kg de peso corporal de EDTMP a los grupos de control, y 45, 91 y 179 kBq/kg de ?**Ra equilibrado con 2'?Pb
complejado con EDTMP a tres grupos de tratamiento. Cada grupo tenia 12 animales. Se sacrifico a los animales
cuando se observaron sintomas de tumores (por ejemplo, paraplejia, caquexia, pérdida de peso corporal del 20 %
o0 mas o dificultad para respirar). Se usé tratamiento analgésico de forma individualizada durante los ultimos dias
de estudio cuando fue necesario.

Resultados

Los animales de los grupos de control mostraron una supervivencia media de 22 y 23 dias respectivamente. No
hubo diferencias significativas entre los dos grupos de control. La mediana de la supervivencia de los grupos de
tratamiento fue de 25, 28 y 31 dias para 45, 91 y 179 kBqg/kg de ??*Ra/?'?Pb-EDTMP, respectivamente. Los tres
grupos de tratamiento presentaron una prolongacion de la vida estadisticamente significativa en comparacién con
los grupos de control. Las cargas tumorales en los sitios 6seos en el momento de sacrificar a los ratones fueron
significativamente menores en los ratones tratados con 22*Ra/?'?Pb-EDTMP que en los ratones de control. El area
de ostedlisis en el momento del sacrificio fue significativamente menor en los grupos de tratamiento con 91 y
179 kBg/kg de ??*Ra/?'?Pb-EDTMP que el grupo de control con EDTMP.

Ejemplo 12B

Pharmatest Services Ltd, Finlandia, la misma CRO, habia usado previamente el mismo modelo de cancer de mama
MDA-MB-231 (SA) en ratones atimicos para estudiar el efecto de 22°Ra (Xofigo), un compuesto aprobado por la
FDA. Véase, Survival benefit with radium-223 dichloride in a mouse model of breast cancer bone metastasis.
Suominen et al., J Natl Cancer Inst, 19 de junio de 2013, 105(12):908-16, doi: 10.1093/jnci/djt116, Publicacion
online: 16 de mayo de 2013.

Cabe destacar lo siguiente: Debido a la diferencia en las semividas de ?**Ra (3,6 dias) y ?*>Ra (11,4 dias), 1 Bq de
223Ra representa aproximadamente 3,2 veces el numero de atomos de radio que 1 Bq de 22*Ra.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784 684 T3

Al comparar los resultados de los ejemplos A y B (figura 8), es evidente que a pesar de que la dosis de atomos de
224Ra (8,6 x 10"°) es solo el 24 % de la dosis de dtomos de ??°Ra (3,6 x 10""), la ventaja de supervivencia que
confirié ??*Ra + 2'2Pb-EDTMP (41 %) fue similar a la ventaja de supervivencia que confirié 222Ra (43 %). Ademas,
cabe destacar que se logré una ventaja de supervivencia similar con una dosis un 28 % menor en términos de
kBaq/kg de ?*Ra/?'?Pb-EDTMP (179 kBg/kg) que de ?*Ra (250 kBq/kg).

Ademas, cabe destacar que ambos nuclidos progenitores ?22Ra y ??*Ra (incluyendo sus nlclidos descendientes)
producen 28-29 MeV de radiacion durante la desintegracion completa y producen cuatro particulas alfa cada uno.
A pesar de estas similitudes en las propiedades de desintegracion, el nimero de atomos de Ra (dosis atémica) y
la dosis de actividad requerida para producir un beneficio de supervivencia similar con 22*Ra/?'2Pb-EDTMP es solo
del 24 % y el 72 %, respectivamente, de los requeridos con ??°Ra (cuando ambos nuclidos maternos estan en
equilibrio con sus nuclidos descendientes). Por tanto, la solucion de ?**Ra + 2'2Pb-EDTMP mostro una actividad
antitumoral inesperadamente alta a una dosis mucho menor tanto en términos de atomos de Ra como de
radiactividad por peso que la solucién de ?22Ra usada por Suominen et al.

Conclusion

Los resultados del ejemplo 12 demuestran un alto efecto terapéuticamente prometedor e inesperado con dosis
mas bajas de %?*Ra + 2'?Pb-EDTMP que el tratamiento de referencia en el campo aprobado por la FDA (Xofigo), al
mostrar efectos de beneficio de supervivencia similares con solo el 24 % de los atomos radiactivos y solo el 72 %
de la dosis de radiactividad en comparacion con 22°Ra. Ademas de los beneficios terapéuticos, este efecto
inesperado tiene otras caracteristicas importantes que incluyen, por ejemplo, las relacionadas con los efectos
secundarios, el riesgo durante el manejo, etc. Ademas, al usar ??*Ra en lugar de ??°Ra, un paciente estaria
expuesto a la radiactividad durante un periodo mas corto después del tratamiento porque la semivida de 2?*Ra es
menos de un tercio de la de ?23Ra. Por tanto, la composicién de la presente invencion presenta resultados
inesperados superiores al tratamiento de referencia actual.

Ejemplo 13: Medicién de propiedades complejas usando EDTMP en una solucién de ??*Ra en equilibrio con
212pp,

Antecedentes

A una solucion de ?**Ra de varios dias se le afiadio EDTMP a 5 mg/ml y se evalud la union de los radiontclidos en
una resina de intercambio cationico.

Procedimiento

Se empaqueté una columna Isolute de 1 ml con aproximadamente 250 mg de resina de intercambio cationico
Dowex (50 WX 8, forma hidrogeno, Sigma-Aldrich). La columna de intercambio iénico se lavé con NaOH 1 My a
continuacion con NaCl al 0,9 % hasta que el eluido tuvo un pH de aproximadamente 7. Esto haria posible mantener
el eluido aproximadamente a pH neutro. Después de esto, se afiadi6 la solucién de radio a la resina de intercambio
cationico y se eluy6 con 4 ml de solucion de NaCl al 0,9 %. El eluido se recogi6 en 4 tubos con 1 ml en cada uno.
Después de esto, los tubos y las columnas de intercambio catiénico se midieron inmediatamente con el detector
de radiacién gamma para determinar 2'2Pb y se volvié a medir mas tarde para determinar ?*Ra como se describe
en el ejemplo 3. Mas del 95 % del 2'?Pb eluyd con la solucion salina lo que indica complejacién con EDTMP. El
224Ra se retuvo cuantitativamente en la resina de intercambio cationico, es decir, menos del 1 % eluyd con la
solucién salina. Cuando se eluyd una solucion de control sin EDTMP a través de la resina de intercambio cationico,
una gran fraccion del 2'?Pb quedd retenida en la resina de intercambio catidnico lo que indica que la fuerte elucion
de 2'?Pb con EDTMP se debié a la complejacion.

Conclusién

El radio 224 se retuvo con fuerza en una resina de intercambio catidénico mientras que el 2'2Pb eluyo facilmente
cuando se cargd una solucion de EDTMP mezclada con radionuclido en la resina de intercambio cationico y se
eluyo con solucion salina isotonica. Esto muestra que 2?“Ra mantiene sus propiedades de cation libre en una
solucion EDTMP que puede complejar el nuclido descendiente.

Ejemplo 14. Propiedades de complejacion del anticuerpo monoclonal marcado con TCMC o DOTA
mezclado con ??°Ra y 2'?Pb evaluadas mediante cartucho de microconcentracién por centrifugado de
seleccién por tamano.

Usando una centrifuga de filtracién con un corte de 30 kDa (Vivaspin 4 o 20, Sartorius Stedim, Goettingen,
Alemania) se demostré que podria separarse eficazmente ??*Ra en solucion de los conjugados con TCMC o DOTA
lavando con solucion de NaCl al 0,9 %. Comenzando con 2 ml y concentrando hasta aproximadamente 0,25 ml,
se elimin6 > 85 % del radio del conjugado de 2'?Pb-anticuerpo del concentrado con una alta retencion > 80 % de
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212pp en el concentrado, por tanto, esto muestra que los conjugados de anticuerpos y TCMC o DOTA pueden
secuestrar/complejar 2'?Pb sin complejar 2?*Ra significativamente.

Conclusién

La evaluacién usando unidades de microconcentracion que concentran compuestos de alto peso molecular, que
incluyen el anticuerpo monoclonal radiomarcado, indico que 2'?Pb se complejo con el quelante-anticuerpo
monoclonal mientras que el agente complejante no retuvo el ??*Ra.
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REIVINDICACIONES

Una solucion de radiofarmaco que comprende 22*Ra no complejado y complejos entre un agente complejante
y 212pb;

en la que dicho agente complejante se selecciona del grupo que consiste en quelantes aciclicos, quelantes
ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP,
bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA, pamidronato conjugado con TCMC, TCMC, DOTA, p-SCN-
Bn-DOTA, p-SCN-Bn-TCMC, DOTA conjugado con anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo.

Una solucion de radiofarmaco que comprende 22*Ra, 2'?Pb y un agente complejante seleccionado del grupo
que consiste en EDTMP, DOTA conjugado con anticuerpo o TCMC conjugado con anticuerpo.

La solucién de radiofarmaco de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que el agente complejante puede
complejar al menos 2'2Pb.

La solucién de radiofarmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el
agente complejante puede complejar un nuiclido descendiente de 2?“Ra, como 2'?Pb, en la solucion de
farmaco.

La solucién de radiofarmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el
agente complejante no forma complejo con %?Ra en la solucion de farmaco.

La solucién de radiofarmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el
agente complejante se conjuga con un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo
monoclonal, una vitamina, un anticuerpo policlonal, un fragmento de anticuerpo, una proteina sintética y un
péptido.

La solucién de radiofarmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicho
agente complejante se selecciona del grupo que consiste en EDTMP, DOTA conjugado con anticuerpo o
TCMC conjugado con anticuerpo.

El radiofarmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la radiactividad es
de 100 kBg a 100 MBq.

Un kit que comprende

* un primer vial que comprende una solucion de radiofarmaco de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, y

* un segundo vial que comprende una solucién neutralizante para ajustar el pH y/o la isotonicidad de la
solucion de radiofarmaco antes de la administraciéon a un paciente.

Un kit que comprende
- un primer vial que comprende una solucion de ?**Ra;
» un segundo vial que comprende un agente complejante seleccionado del grupo que consiste en
quelantes aciclicos, quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no
ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA, pamidronato conjugado con

TCMC, DOTA conjugado con anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo,

en el que el agente complejante puede complejar un nuclido descendiente de 22*Ra, como 2'2Pb, y en el
que el agente complejante no compleja 2**Ra en la solucion de farmaco; y

« opcionalmente, instrucciones para mezclar el primer vial y el segundo vial, formando de ese modo una
composicion farmacéutica lista para administrarse a un paciente de 1 minuto a 12 horas después de
mezclar.

El kit de acuerdo con las reivindicaciones 9-10, o la solucién de radiofarmaco de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1-8 para su uso como medicamento.

La solucién de radiofarmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en el
tratamiento de enfermedad 6sea.
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La solucién de radiofarmaco para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que la enfermedad ésea
se selecciona del grupo que consiste en metastasis 6seas de canceres de mama, prostata, rifiones, pulmon,
huesos o mieloma multiple, o enfermedades no cancerosas que causan calcificaciéon indeseada incluyendo
espondilitis anquilosante.

La solucién de radiofarmaco para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en la que
la solucién se administra a una dosis en el intervalo de 50-150 kBq por kg de peso corporal, tal como 50-
100 kBq por kg de peso corporal.

Un procedimiento para proporcionar una soluciéon de radiofarmaco de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una primera solucion en la que la cantidad de ??*Ra y 2'?Pb esta en equilibrio radiactivo;

b) proporcionar una segunda solucién que comprende un agente complejante que se selecciona del grupo
que consiste en quelantes aciclicos, quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o
polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA,
pamidronato conjugado con TCMC, DOTA conjugado con anticuerpo y TCMC conjugado con anticuerpo,
en el que el agente complejante puede complejar un nuclido descendiente de 22*Ra, como 2'?Pb, y en el
que el agente complejante no compleja ?**Ra; y

c) mezclar la primera composicion y la segunda composicion, proporcionando de ese modo una
composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8.
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Radionuclido Particulas alfa y beta Energia y abundancia %
(semivida) (energia media en MeV) en radiacion X y gamma
22%Ra (3,6 dias) o 5.6 241 keV, 4,1%

220Rn (55,6 s) o 6.3

216Pg (145 ms) 6.8

212Pb (10,6 h) B o.1 75 keV, 10,3 %

77 keV, 17,1%
87 keV, 6,0%
90 keV. 1,5%
239 keV, 43,6 %
300 keV, 3,3 %

2128{ (10,6 h)

o 6,1 x0,36 (2,2 MeV eficaz)
B 0,7x0,64 (04 MeV eficaz)

727 keV, 6,7 % (4,3 % eficaz)

212pg (299 ns)
(Fraccion del 64%)

o 8,8 (5,6 eficaz)

298T1 (3,1 min)
(Fraccion del 36 %)

B 0,6 (0,2 MeV eficaz)

75 keV, 3,4% (1,2% eficaz)
511 keV, 22,6 % (8,1 % eficaz)
583 keV, 85,0 % (30,6 %
eficaz)

860 keV, 12,5 % (4,5 % eficaz)
2615 keV, 99.8 % (35,9 %
eficaz)

Fig. 4
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Punto de 0Oh 2h 6h 12h [24h |36h 2dias |3 1
tiempo dias |semana
224Ra (MBq) | 10 9.8 9.5 9.1 8.3 7.5 6.8 5.7 2.7
212ph (MBq) | 0 1.2 3.1 5.1 7.0 7.5 7.3 6.3 3.0
Proporcion | 0 0.12 0.33 0.56 | 0.84 1.0 1.1 1.1 1.1
de actividad
212pp s,
24Rq

Fig. 5
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Muestra 24Ra 24Ra + FB 24Ra + 29Ra + 24Ra +
aplicada FDTMP DOTMP DOTMP +
FB

Mitad > 97% de > 95 % de
superior de 212pp 212pp
la tira de
TLC
Mitad > 97% de > 97% de >T77% de
inferior de la | 2'?Pb 212pp 212ph
tira de TLC

Fig. 6A
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Muestra 224Ra + 224Ra + 224Ra +
aplicada TCMC-mAb | TCMC-mAb | DOTA-mADb
+ FB + EDTMP + FB
Mitad
superior de la
tira de TLC
Mitad > 92% de > 02% de > 04% de
inferior de 1a | ?'?Pb 212pp “ZPb
tira de TLC
Fig. 6B
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Hueso frente a sangre Hueso frente a rifién
212Pb sin complejar 1.1 0.36
212pb-EDTMP 9.5 1.57
212ph TCMC-Herceptin 0.22 0.46
Fig. 7
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Mediana del aumento

Dosis Dosis (namero de de la supervivencia
Producto (kBq/kg) atomos de Ra por kg) frente a control
salino
22°Ra (Xofigo) 250 3,6 x 10" 43 %*
224Rg + 212Pp-
179 8,6 x 10" 41 %

EDTMP

Fig. 8
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