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Sefior -
Director de la Divisién de Nuevas Creaciones

Superintendencia de Industria y Comercio

Ministerio de Comercio, Desarrolio Industria y Turismo

E. S. D.

Re.. Expediente No. 12 068011
Solicitud de Patente PCT Entrada en Fase Nacional, para:

‘ “UNA COMPOSICION DE CONTRASTE QUE COMPRENDE UN DIMERO
DERIVADO DE TRICARBOXAMIDA COMBINADO CON SALES DE SODIO Y DE
CALCIO”

Solicitante: GE HEALTHCARE AS

COMPLEMENTO DE INFORMACION

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada
como aparece al pié de mi firma, atentamente me permito presentar el siguiente
complemento de informaciéon dando alcance al escrito radicado bajo el nimero 12-
068011-00005-0000 el dia 26 de marzo de 2014.

Anexos

= Nueva copia clara y legible del memorial de respuesta al oficic No. 23662,
radicada bajo el numero 12-068011-00005-0000 el dia 26 de marzo de 2014.
. * Nueva copia clara y legible de la descripcion y capitulo reivindicatorio conformado
por 6 reivindicaciones, radicados junto con el memorial de respuesta al oficio
nimero 23662.
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Sefior

Director de la Divisién de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio

Ministerio de Comercio, Desarrollo Industria y Turismo
E. S. D.

Re.. Expediente No. 12 068011
Solicitud de Fatente PCT Entrada en Fase Nacional, para:
“UNA COMPOSICION DE CONTRASTE QUE COMPRENDE UN DIMERO DERIVADO
DE TRICARBOXAMIDA COMBINADO CON SALES DE SODIO Y DE CALCIO” (nuevo
titulo). '
Solicitante: GE HEALTHCARE AS

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada como
aparece al pi¢ de mi firma, atentamente me permito dar repuesta a su oficio No. 23662
notificado el 31 de diciembre de 2013 de la siguiente manera:

Excepciones a la patentabilidad

El examinador objeta las reivindicaciones 13 — 15, argumentando que los métodos de
diagnéstico no son patentables. Con el fin de subsanar esta objecién, el solicitante presenta un
nuevo capitulo reivindicatorio del cual se han eliminado las reivindicaciones objetadas.

Reivindicaciones relativas a un uso
El examinador objeta |a reivindicacion 16, argumentando que los usos no son patentables. Con
el fin de subsanar esta objecion, el solicitante presenta un nuevo capitulo reivindicatorio en el

cual se ha eliminado la reivindicacion objetada.

Titulo de la Solicitud




CASTELLANOS & Co. LTDA
ABOGADOS
Cealle 94 ANo. 7 A-09
Bogota, D.C., COLOMBIA

Con el fin de superar la objecién sobre el titulo, presento en su reemplazo el sugerido por el
examinador asi:

“UNA COMPOSICION DE CONTRASTE QUE COMPRENDE UN DIMERO DERIVADO DE
TRICARBOXAMIDA COMBINADO CON SALES DE SODIO Y DE CALCIO”

Claridad de la Solicitud

El examinador objeta la claridad del capitulo reivindicatorio, con el fin de subsanar las
objeciones presentadas por el examinador el solicitante presenta un nuevo capitulo
reivindicatorio en el cua! se hacen las siguientes modificaciones:

- Se eliminan las reivindicaciones 2— 4y 8 - 10.

- Se combina la reivindicacién 1 con la reivindicacion 10.

- Respecto a la objecidon presentada por el examinador a ia reivindicacion 12,
nueva reivindicacion 6, el solicitante respetuosamente le recuerda al examinador que la decisidn
486 no obliga a presentar resultados experimentales que sustenten todas y cada una de las
modalidades de la invencidon. Una reivindicacién se encuentra debidamente sustentada por la
descripcién siempre y cuando la materia reclamada en la misma aparezca descrita,
independiente de si se presentan 0 no ejempios experimentales. Por lo tanto, la reivindicacion
12, nueva reivindicacién 6, cumple con e! requisito de suficiencia de acuerdo a lo establecido en
el articulo 28 de la Decision 486.

En vista de lo anterior, el solicitante considera que el nuevo capitulo reivindicatorio adjunto
cumple con los requisitos de claridad y suficiencia establecidos en ia Decision 486.

Nivel inventivo

El examinador objeta la altura inventiva de la presente solicitud a la luz de las ensefianzas del
documento WO 2009/008734 (en adelante D1) y el documento WO 91/13636 (en adelante D2).
El examinador argumenta lo siguiente:

“‘La diferencia entre la invencién, definida en la reivindicacion 1 y la composicién
diagnostica divulgada en el documento D1 consiste en que la composicién diagnéstica
reclamada incluye una concentracién para el ion sodio de 40-50mM y para el calcio de
0,1-0,7mM, mientras que la composicién diagndstica divulgada en el documento D1
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incluye iones sodio y calcio pero no determinar la concentracién a la cual se encuentran
cada uno de eflos.

El efecto que logra incluir en una composicion diagndstica iones de sodio y calcio
consiste en que se reduce el riesgo cardiaco por una fibrosis ventricular.”

Asi mismo, el examinador establece que:

“Sin embargo, la inclusién de iones sodio y calcio en una concentracién entre 40- 50mM
y de 0,1-0,7mM respectivamente para reducir el riesgo cardiaco, esta divulgado en el
documento D2 que ensefia medios de contraste que comprenden sales de sodio en un
rango de concentracién entre 15 a 75mM y sales de calcio en un rango y 0,07 a 0,7mM
en donde dichos iones reducen la toxicidad del ingrediente activo (Resumen, Pag. 4,
lineas 1 a 35y Pag. 27, reivindicaciones 1 a 3).”

Por Gitimo, el examinador concluye que:

“... la persona del oficio normalmente versada en la maleria, incluiria la concentracién
del ion sodio de entre 40-50mM y fa del ion calcio entre 0,1-0,7mM de acuerdo con lo
divulgado en el documento D2 en la composicién diagnéstica divulgada en el documento
D1, para llegar asf al objefo de la reivindicacion 1 de la solicitud. Por lo cual se considera
obvia."

Al respecto, el solicitante quisiera hacer las siguientes observaciones:

La invencion reivindicada est dirigida 2 una composicion de contraste que comprende un
dimero derivado de triiodobencen tricarboxamida, de Formuia |

Férmula |
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un portador farmacéuticamente aceptable, y disuelta en la misma una sal de sodio (compuesto
de sodio) y una sal de calcio (compuesto de calcio) que proporcionan una concentracion de
iones sodio de 40 a 50 mM y una concentracién de iones calcio de 0,1 a 0,7 mM; donde la sal
de sodio vy la sal de calcio son sales que comprenden confraiones seleccionados del grupo de
cloruro, sulfato, fosfato y carbonato de hidrogeno.

Como se menciona en la memoria descriptiva: "El solicitante ha ahora sorprendentemente
identificado una nueva composicion de diagnéstico por rayos X que muestra un perfil de
sequridad cardiaco superior en comparacién con VisipaqueTM, segun se muestra en estudios in
vivo similares tal como se indicé anteriormente.” pagina 6, parrafo 2.

"Sorpresivamente, el nuevo agente de contraste por rayos X, el Compuesto I, cuando se
formulé en una composicién de diagndstico con como mucho 40-50 mM y 0,1-0,7 mM de CaCl,
no mostré evidencias de fibrilacién ventricular (ver la figura 3 y la Tabla 3 para obtener detalles).
Pagina 8, lineas 10-13.

Ademas, "Al comparar los resultados de los dos estudios diferentes, un incremento en la
frecuencia de la fibrilacion ventricular desde 0% a 100% se observd con Visipaque. Sin
embargo, incluso a una dosis alta, el agente de confraste por rayos X dimérico, el Compuesto |,
no mostrd fibrilacién ventricular' Pagina 8, lineas 14-17.

D2 reivindica concentraciones de sodic de 15 a 75 mM en una formulacion, preferiblemente
concentraciones de 25 a 35 mM, y mas preferiblemente concentraciones de 65 a 75 mM.

Se ha demostrado en la presente invencién que la composicion de contraste de sodio y calcio
con una concentracién de sodio de 40 a 50 mM, tal como de 45 mM, reduce la fibrilacion
cardiaca de 100% a 0%.

Asi la concentracién de sodio de 15-75 mM no sugiere de modo alguno la concentracién
"magica” de la presente solicitud y las concentraciones de sodio preferidas de 25 a 35 mM o de
65 a 75 mM, son sin duda de menos ayuda. '

La mejora espectacular en fibrilacién con la composicién de contraste con una concentracién de
sodio justo entre las concentraciones sugeridas es de hecho sorprendente.

En otras palabras, la materia objeto de la presente solicitud constituye una invencién de
seleccion donde el solicitante encontré un rango éptimo de concentracién de iones de sodio en
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el medio de contraste que reduce la incidencia de fibrilacién cardiaca en un 100%. E! experto
con habilidad en la materia no podria derivar de manera obvia esta concentracion especifica
partiendo de las ensefianzas de los documentos D1 y D2 citados por el examinador.

Al respecto, el solicitante le recuerda respetuosamente al examinador lo establecido en el
INSTRUCTIVO EXAMEN DE SOLICITUDES DE PATENTES DE INVENCION Y MODELO DE
UTILIDAD respecto a las invenciones de seleccién. Dicho Instructivo en la pagina 104 establece
lo siguiente respecto a la seleccién de subrangos:

“La seleccién de un subrango que no habla sido mencionado explicitamente en el grupo
0 rango extenso conocido se considera nuevo, $i se cumplen las tres condiciones
siguientes: ,

- Ef subrango seleccionado es mas estrecho que el rango conocido

- El subrango seleccionado esté suficientemente alejado del rango divulgado, definido
por los ejemplos y por los extremos

- El subrango seleccionado no es un efjemplo arbitrario del estado de la técnica, sino una
nueva invencién.”

Puesto que el rango de concentracion de sodio reclamado en la presente solicitud constituye un
subrango de los reclamados en el estado del arte citado por el examinador y cumple con las
tres condiciones arriba establecidas, el solicitante considera que la materia cobjeto del nuevo
capitulo reivindicatorio adjunto se considera una invencién de seleccion y posee altura inventiva
por sobre las enseftanzas de los documentos D1y D2.

Anexos

» Nueva descripcién y capitulo reivindicatorio conformado por 6 reivindicaciones.

Sefior Director,
Margarita Castellanos Abondano
C.C. No. 39.779.654 de Bogot4
T.P.A No.70.819 del C.S.J.
Calle 94A No. 7A-09 - Bogota, D.C.
Teléfono: 7560770
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COMPOSICION DE DIAGNOSTICO QUE COMPRENDE CATIONES EN
PLASMA CON UN PERFIL DE SEGURIDAD SUPERIOR

La presente invencion hace referencia a una nueva composicion de
diagnéstico por rayos X que exhibe un 'perfil de seguridad cardiaco superior. La
composicién comprende un dimero yodado no idnico en un portador aceptable
farmacéuticamente. La invencién también hace referencia a métodos de toma
imagenes que utilizan dicha composicion de diagnéstico.

El diagnéstico por imagenes se basa en la consecucidn de diferentes
niveles de sefial a partir de diferentes estructuras dentro del cuerpo. De este
modo, en las imagenes por rayos X por ejemplo, para que una estructura de
cuerpo dada sea visible en la imagen, la atenuacién de los rayos X mediante esa
estructura debe diferir de aquella de los tejidos circundantes. La diferencia en la
sefial entre la estructura del cuerpo y sus alrededores frecuentemente se
denomina contraste y se ha dedicado mucho esfuerzo a los medios para mejorar
el contraste en las imagenes de diagnéstico debido a que cuanto mayor es el
contraste entre una estructura corporal y sus alrededores, mayor es la calidad de
las imagenes y mayor su valor para que los médicos realicen el diagnéstico.
Ademas, cuanto mayor es el contraste, son menares las estructuras del cuerpo
que se pueden visualizar en los procedimientos por imagenes, es decir, el mayor
contraste puede dar lugar a mayores resoluciones espaciales. La calidad del
diagnostico de las imagenes depende fuertemente del nivel de ruido inherente en
el procedimiento por imagenes, y ia relaciéon del nivel de contraste con el nivel de
ruido puede de este modo verse como que representa un factor de calidad de

diagnéstico eficaz para las imagenes de diagndstico. Alcanzar una mejora en
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dicho factor de calidad de diagndstico ha sido por mucho tiempo, y sigue siendo,
una meta importante.

En técnicas tales como los rayos X, un enfoque para mejorar el factor de
calidad de diagnoéstico ha sido introducir materiales que mejoran el contraste,
formulados como un medio de contraste en la region del cuerpo de la que se toma
la imagen. De este modo, los primeros ejemplos de agentes de contraste fueron
las sales de bario inorganicas e insolubles que mejoraban la atenuacién de los
rayos X de las zonas del cuerpo donde se distribuian. Durante los dltimos 50 afios,
el campo de los agentes de contraste para rayos X ha sido dominado por los
compuestos que contenian yodo soluble. Los medio de contraste (CM, segdn
siglas en inglés) disponibles en el mercado que contenian agentes de contraste
yodados por lo general se clasifican como monémeros idnicos tales como
diatrizoato (comercializado por ejemplo 'bajo la marca GastrofrafenTM), dimeros
ionicos tales como ioxaglato (comercializado por ejemplo bajo la marca
HexabrixTM), monémeros no idnicos tales como iohexol (comercializado por
ejemplo bajo la marca OmnipaqueTM), iopamidol (comercializado por ejemplo bajo
la marca IsovueTM), iomeprol (comercializado por ejemplo bajo la marca
lomeronTM), y el dimero iodixanol no iénico (comercializado por ejemplo bajo la
marca VisipaqueTM). La seguridad clinica del medio de contraste para rayos X
ycdado se ha mejorado con continuidad en las dltimas décadas a través del
desarrollo de nuevos agentes, desde mondmeros iénicos (IsopaqueTM) a
monomeros no ionicos (p. ej. OmnipaqueTM) y dimeros no iénicos (p. ej.,
VisipaqueTM). Sin embargo, incluso el medio de contraste para rayos X altamente
refinado actualmente en el mercado exhibe un grado bajo de efectos secundarios

clinicos no deseados, tales como la nefropatia inducida por contraste (CIN, segun
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siglas en inglés), eventos cardiacos adversos, y reacciones adversas demoradas
(DAR, segun siglas en inglés). Consecuentemente, existe una necesidad clinica
de que haya un medio de contraste para rayos X nuevo y mas seguro,
especialmente con respecto a las investigaciones de diagnéstico que involucran
pacientes en donde hay un alto riesgo de que presenten efectos secundarios.

La utilidad del medio de contraste estd gobernada ampliamente por su
toxicidad, por su eficacia de diagnostico, por los efectos adversos que puede tener
en el sujeto al cual se administra el medio de contraste, y por la facilidad de
produccién, almacenamiento y administracion. La toxicidad y los efectos biologicos
adversos del medio de contraste son aportados por los componentes del medio de
la formulacion, es decir, de la composicion de diagnostico, p. €j., el solvente o el
portador como también el agente de contraste en si y sus componentes tales
como los iones para los agentes de contraste idnicos y también por sus
metabolitos.

La cantidad de procedimientos de arteriografias coronarias sigue
aumentando de manera consistente con las capacidades en expansién de las
intervenciones coronarias, que incluyen la angioplastia coronaria transliminal, el
implante de stents y la administracién intracoronaria de sustancias terapéuticas.
Mas de 70 millones de procedimientos, una mayoria de ellos relacionados con los
procedimientos cardiacos, se llevan a cabo en todo el mundo anualmente. Los
efectos laterales agudos provocados por los medios de contraste radiograficos
yodados son raros, pero pueden tener lugar en pacientes con alto riesgo y durante
la intervencién coronaria percutanea.

En la arteriografia coronaria la sangre en las arterias coronarias deberia

idealmente reemplazarse por completo por un bolo de medio de contraste

(o)
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radiografico yodado para maximizar la atenuacion de las radiografias y de este
modo optimizar las imagenes de diagndstico. Cuando el medio de contraste
reemplaza la sangre, las moléculas del medic de contraste provocan efectos
quimiotaxicos y osméticos en los vasos coronarios y también alteraciones en las
concentraciones de electrolitos, la viscosidad y la tension del oxigeno. Estas
alteraciones pueden también influenciar la fuerza contractil y el ritmo cardiaco y
provocar fibrilacién ventricular (VF, segun siglas en inglés). La inyeccién selectiva
del medio de contraste en las arterias coronarias induce efectos electrofisiolégicos
y hemodinamicos regionales. Las arritmi.as ventriculares graves, como también la
cardiodepresion, son complicaciones conocidas de la arteriografia coronaria que
pueden estar relacionada con el medio de contraste.

WQ091/13636 y WO90/11094, ambas de Nycomed AS (ahora GE
Healthcare AS), estan dirigidas a los medios de contraste para rayos X y a sus
formulaciones que incluyen diferentes sales. Existen también numerosos estudios
sobre las ventajas de las formulaciones de los agentes de contraste para rayos X
con la inclusidn de sales, principaimente NaCl, en la literatura. Se han realizado
estudios en corazones aislados de ratas (Jynge et al., Investigative Radiology
1993, 28, 20-25) y conejos (Baath et al, Investigative Radiology 1193, 28, 223-
227), en perros (Pedersen et al., Acad. Radiol. 1994, 1, 136-144) y en cerdos. De
particular relevancia es el estudio de Chai et al. {Acad. Radiol. 2004, 11, 583-593)
en donde se muestra que una formulacion de iodixanol qgue contienen 19 nM de
NaCl y 0,3 mM de CaCi2 exhibe una frecuencia menor de fibrilacién ventricular en
comparacién con iodixanol solo.

Jacobsen et al. Investigative Radiology 1993; 28, 917-924 muestra que

inyecciones repetidas con rapidez del medio de contraste en perros resulta en

]




15

20

efectos aditivos sobre la inotropia y el potencial de accién monofasico mientras
que la solucion de Ringer no presentd efectos. Esto se investigo para entender
cémo la angiografia en la practica clinica, en donde las inyecciones repetidas son
comunes para llenar el arbol coronario compieto, puede inducir a cambios en los
parametros cardiacos y dar lugar a complicaciones.

La formulacién actualmente corlnercializada de iodixanol, 1,2113 L/ml
contiene 19 mM de iones de sodio y 0,3 mM de iones de calcio (VisipaqueTM).
Esta formulacién ha experimentalmente demostrado no exhibir un perfil de
seguridad cardiaco superior en comparacion con iodixanol sin sales agregadas,
principalmente a través de estudios in vivo en un modelo cardiaco en cerdos, pero
también a través de estudios en corazones de animales aislados. En estudios
similares, se ha demostrado que iohexol también muestra una tolerabilidad
cardiaca mayor cuando se formula con séles agregadas, principalmente NacCl.

WO 2009/008734 de GE Healthcare AS divulga una nueva clase de
compuestos y su uso como agentes de contraste para rayos X. Los compuestos
son dimeros que contienen dos grupos fenilo, yodados y unidos. El puente que
une los dos grupos fenilo yodados es una cadena de alquileno C3 a C8 recta
opcionalmente sustituida con uno a -‘séis grupos —OH o OCH3. Un rango de
compuestos se ve abarcado por la férmula general (I} de la solicitud y se sugieren
muchos compuestos especificos.

El compuesto |, que se un agente de contraste para rayos X dimérico
especifico, que cae dentro de la formula | de W02009/008734, ha sido descubierto

por el solicitante como presentar propiedades favorables:

12



Compuesto 1. 5-{formil-[3—[formil-[3,5-bis(2,3—dihidroxipropilcarbamoil)}—
2,4 6-triiodofeniljamino}-2-hidroxipropiflamino]-N,N'-bis(2,3-dihidroxipropil)—~

2,4 6-triiodobeneno-1,3-dicarboxamida.

5
El solicitante ha ahora sorprendentemente identificado una nueva
composicién de diagnéstico por rayosAX que muestra un perfil de seguridad
cardiaco superior en comparacion con VisipaqueTM, segun se muestra en
estudios in vivo similares tal como se indicé anteriormente.
10
De este modo, un primer aspecto de la invencién provee una composicion
de diagnéstico que comprende un compuesto |
o JOQ“HOHH‘ ,o‘ o ’
s flf A’fjﬁ/u*u"‘r"‘m
oH N . st ~ OH
Ho ‘-l/\u:l\o J “H"‘ ‘*l/ o
CH OH_ .
15 Compuesto |

un portador farmacéuticamente aceptable;
y disuelto alli un compuesto de sodio y un compuesto de calcio que proveen

una concentracion del ién de sodio de 40-50 mM y una concentracién del ién de

calcio de 0,1-0,7 mM.

N,
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Las propiedades fisioqguimicas del Compuestc | se encuentran a
continuacién. Se provee informacion adicional acerca de los métodos utilizados,
ademas de la informacion sobre la biodistribucion y la toxicidad aguda en el
Ejemplo 1.

Unién a proteinas: la union del Compuesto | a la albimina de suero humana

(HSA) se determiné utilizando un método de dialisis de equilibrio. La unién del
Compuesto | a la albumina de suero humana se determiné como muy baja, 3,1 t
1,3 %, que confirma la interaccién insignificante de la sustancia con proteinas
endoégenas.

Coeficiente de particién: la hidrofilicidad del Compuesto |, segin se

determiné a través de la particidn entre octanol y agua, mostré que el Compuesto |
es muy hidrofilico con un logP de -4,28. -

Viscosidad: la viscosidad de! compuesto | se determind a 20 °C y 37 °C a
tres concentraciones diferentes. Los resultados se ilustran en la Fig. 4. La
viscosidad a 1,2113 L/mly 20 °C es de alrededor de 24 mPas.

Osmolalidad: la osmolalidad del Compuesto | se determiné en cuatro
concentraciones diferentes, 204, 254, 310 y 324 mg/ml. La osmolalidad del
Compuesto | a 320 mg(l)/m! es 136 mOsm/kg.

Se identificoé una nueva composicién de diagnédstico por rayos X que exhibe
un perfil de seguridad cardiaco superior en comparacion con VisipaqueTM.
Ademas de la seguridad del compuesto :en si, es decir, el compuesto que provee
el contraste, los componentes adicionales de la composicion de diagnéstico son
cruciales.

El estudio por Chai et al. muestra que una formulacién de iodixanol que

contiene 19 mM de NaCl y 0,3 mM de CaCl2 exhibe una frecuencia inferior de
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fibrilacién ventricular (VF) en comparacién con iodixanol solo. Este estudio se llevd
a cabo en cerdos donde el medio se inyectd directamente en la arteria coronaria
izquierda (LCA, segun siglas en inglés) que habia sido ocluida previamente. No se
observé que haya tenido lugar una fibrilacion ventricular tras la inyecciéon de
VisipaqueTM. Como parte de la prueba de seguridad del Compuesto |, una
identificacion de una formulacion para esto, las formulaciones del Compuesto | se
probaron y compararon con VisipaqueTM. Debido a que en el estudio
publicado previamente (arriba) se llevé é cabo una inyeccién intracoronaria de 20
ml de iodixanol durante un tiempo de inyeccion de 40 segundos y no tuvo lugar
VF, el volumen de la inyeccién se incrementc') a 25 ml durante un periodo de
tiempo de 62,5 segundos para incrementar los casos de VF a fines comparativos.
Ademas, las soluciones de prueba y referencia se inyectaron selectivamente en la
arteria coronaria descendente (LAD) a.nterior izquierda para incrementar aun mas
la sensibilidad del modelo. A este volumen aito, incluso Visipaque mostré una
frecuencia significativa de fibrilacion ventricular, 100%. Los experimentos se
detallan en el Ejemplo 2.

Sorpresivamente, el nuevo ager;té de contraste por rayos X, el Compuesto
I, cuando se formuld en una composicién de diagndstico con como mucho 40-50
mM y 0,1-0,7 mM de CaClI2 no mostré evidencias de fibrilacién ventricular (ver la
figura 3 y la Tabla 3 para obtener detalles).

Al comparar los resultados de los dos estudios diferentes, un incremento en
la frecuencia de la fibrilacién ventricular desde 0% a 100% se observé con
Visipague. Sin embargo, incluso a una dosis alta, el agente de contraste por rayos
X dimerico, el Compuesto I, no mostrd 'ﬁbrilacic’m ventricular. La diferencia principal

es que el Compuesto | se formulé con 45 mM de NaCl en este estudio, lo que es
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significativamente mayor en comparacion con aquel de Visipague (19 mM). A
pesar de que no se vio un efecto significativo en fa fibrilacion ventricular (VF) con
una concentracion de iones de calcio entre 0,1 y 0,7 mM, hubo una reduccian
significativa en la presion arterial sistdlica (SAP) y la presion sistolica del ventriculo
izquierdo (LVP) cuando habia menos calcio presente (Tabla 2). Estos datos
indican que el factor principal que influencia la frecuencia de la fibrilacion
ventricular es la concentracion de cloruro de sodio, a pesar de que el calcio tiene
un efecto significativo en la presion arterial sistélica y la presiéon sistdlica del
ventriculo izquierdo (LVSP). De hecho, un estudio en los cerdos normales mostré
que mientras la inyeccion en la LAD de una composiciéon del compuesto | con 45
mM de NaCl sin CaCl2 agregado resulté en una reduccion de la LVSP 45 a 70
segundos despueés de la inyeccion {promedio de - 759.9375 Pa normalizado con
Lactato de Ringer), la inyeccién de una composicién del compuesto | con 45 nM
de NaCl y 0,5 mM de CaCl2 mantuvo ia LVSP de manera similar que Visipaque (-
0,3 y + 13.332 Pa normalizado con Lactato de Ringer respectivamente} (Ejemplo
2b). Ademas, ia inyeccién de lopamidol a la misma velocidad y volumen indujo VF
en cada ocasion (total de 9 inyecciones en 3 cerdos) entre aproximadamente 27 a
50 segundos después del comienzo de la inyeccién (esto limité todo analisis de la
respuesta de la LVSP). Estos resultados indican ademas que la presencia de 0,5
mM de CaCi2 en la composicién del Compuesto | es beneficiosa y limita todo
efecto negativo en la LVSP de manera similar a Visipaque. Ademas, los
electrolitos agregados presentes en la composicién de diagnéstico del Compuesto
1 y Visipaque pueden disminuir la propensién para inducir VF en comparacién con
lopamidol que no tiene electrolitos agregados. Las cantidades y relaciones de los

electrolitos estudiados se proveen en la tabla 4 del Ejemplo 2b.
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En un estudic de inyecciones mas rapidas (40ml, a 5 mlifseg) la presion
sistolica del ventriculo izquierdo se mantuvo y fue similar a lo observado después
de la administracién de Lactato de Ringer y Visipaque cuando el Compuesto | en
una composicién con 45 mM de NaCl y 0,5 mM de CaC2 se inyectd
selectivamente a la LAD de los cerdos normales. En contraste con la inyeccién de
lopamidol, que no contiene electrolitos agregados, indujo una reduccion
significativa en la LVSP (Ejemplo 2c).

Ademas, lopamidol indujo un incremento sustancial en dP/dt (69%)
mientras que el Compuesto | fue similar a Lactato de Ringer y Visipaque en este
aspecto (un incremento modesto de hasta 30%). Se considera que la presencia y
relacién de los electrolitos Sodic (Na) y Calcio {(Ca) en las formulaciones del
Compuesto | y Visipaque del estudio, que se parecen mas a la composicion de
Na/Ca equilibrada de Lactato de Ringer y fluido intersticial, contribuyeron a un
mantenimiento superior de la funcidon cardiaca en comparacion con aquelia
posterior a la inyeccién de lopamidol, que no contenia electrolitos agregados. Las
cantidades y relaciones de los electrolitos se proveen en la tabla 5 del Ejemplo 2b.

En una realizacion adicional de la invencion la composicién de la invencion
comprende un compuesto de sodio que provee una concentracion de iones de
sodio de 42-47 mM, e incluso mas preferentemente una concentracion de iones de
sodio de 44-46 mM, y mas preferentemente una concentracién de iones de sodio
de 45 mM.

En incluso otra realizacion de la invencion la composicién de la invencion
comprende un compuesto de calcio que provee una concentracién de iones de

calcio de 0,3-0,6 mM, e incluso mas preferentemente una concentraciéon de calcio
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de 0,4-0,5 mM y mas preferentemente una concentracion de iones de calcio de 0,5
mM.

En este aspecto, la relacidén entre la concentracion de iones de sodio y la
concentracion de iones de calcio deberia estar entre 57 y 500, tal como entre 63 y
117, mas preferentemente entre 70 y 156, mas preferentemente entre 85 y 115 y
mas preferentemente entre 88 y 95.

En un segundo aspecto, la invencidon provee una composicién de

diagnéstico que comprende un compuesto |

Compuesto |

un portador farmacéuticamente aceptable;

y disuelto alli un compuesto de sodio y un compuesto de calcio en donde fa
relacion entre la concentracion de iones de sodio y la concentracion de iones de
calcio esta entre 40 y 45, y es preferentemente 43. Esto es para reflejar las
concentraciones de electrolitos de una composicion de Lactato de Ringer.

El compuesto de sodio y el compuesto de calcio de fa composicién pueden
proveerse en la forma de sales, es decir, los compuestos incluyen contraiones
fisiologicamente tolerables, p. ej., seleccionados a partir del grupo de cloruro,
sulfato, fosfato y carbonato de hidrégeno. Preferentemente, el compuesto de sodio

es cloruro de sodio y el compuesto de calcio es cloruro de calcio.
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El portador farmacéuticamente aceptable es una solucién acuosa,
preferentemente agua pura.

El sodio es esencial para la despolarizaciéon miocardica, que depende de
una corriente interna de Na+. Consideramos que la adicién de 40-50 mM de iones
de sodio, y preferentemente 45 mM de NaCl, al Compuesto | lo asemeja a la
concentracion intersticial de Na normal en comparacién con iodixanol + 19 mM
Na+ /L. Por lo tanto, el Compuesto | puede ser mas fisioldgico y mas capaz de
mantener la potencial accién de los canales rapidos de sodio, contrarrestando de
este modo la potencial accién de "respuesta lenta” provocada por muy poco sodio
o por la ausencia de sodio.

Las investigaciones anteriores Han demostrado que agregar pequefias
cantidades de sodio (10-30 mmol/L) al medio de contraste no iénico puede
disminuir el riesgo de fibrilacién ventricular {VF) de estos medios de contraste. Sin
embargo, los estudios también muestran que la adicién de mas sodio al medio de
contraste puede también incrementar la inotropia negativa, segin lo indica la
presién arterial sistdlica reducida/la presién sistélica del ventriculo izquierdo
(SAP/LVP). Para mantener las relaciones normales extracelulares e intracelulares
de sodio—calcio (Na-Ca), la adicion de calcio a un medio de contraste no idnico
reduce los efectos inotropicos negativqs. La pregunta clave, sin embargo, es
cuanto calcio deberia agregarse para evitar el incremento de la inotropia negativa.
La adicion de 19 mM de NaCl y 0,3 mM de CaClI2 a iodixanol 320 mg I/mL en Ia
formulacion de Visipague se consid’er6 dptima para minimizar las molestias

fisiologicas tales como VF y la mayor inotropia negativa durante la angiografia

_coronaria.
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En nuestros estudios, se confirmo el beneficio de CaCl2 para el Compuesto
l con 45 mM de NaCl (Tabla 3). Una formulacién (F1) con 0,1 mM de CaCl2 indujo
significativamente a una menor SAP y LVP en comparacion con la formulacién con
0,3 mM de CaCl2 (F3} o0 0,7 mM de CaCl2 (F5) respectivamente. La formulacién
del Compuesto | con 0,3 mM de CaCl2 provoco una menor SAP en comparacion
con la formulacién con 0,7 mM de CaCI2. Por consiguiente, la adicién de iones de
calcio al medio de contraste puede contrarrestar la isotropia negativa provocada
mediante la adicién de sodio.

Sin embargo, existe un equilibrio critico entre los iones de sodio y calcio. La
adicién de concentraciones adecuadas de sodio y calcio al medio de contraste no
ionico disminuye el riesgo de VF y reduce los efectos adversos en la fuerza
contractil. La adicién de mucho sodio disminuye la fuerza contractil del miocardio.
Este dltimo esfuerzo esta contrarrestado por la adicion de iones de Ca. La
formulacién del Compuesto |, con 45 mM de NaCl y 0,7 mM de CaClI2 (F7) parece
ser la mejor formulacidon debido a que no causé ningun VF y mantuvo mejor
inotropia que las formulaciones F1 y F3. Sin embargo los efectos hemodinamicos
de la formulacién F5 de! Compuesto 1, sin embargo, fueron iguales a aquellos de
Visipaque, por ello se prefiere una concentracion de calcio entre F3 y F5. De este
modo, en una realizacion preferida pénicular la composiciéon de la invencion
comprende 45 mM de NaCly 0,5 mM de CaCl2.

La seguridad intravenosa e intraarterial de esta composicion del Compuesto
| se ilustrd en un estudio por separado. En este estudio, los efectos
cardiovasculares del Compuesto | en una composicion de 45 mM de NaC! y 0.5
mM de CaCl2 se evaluaron a tres niveles de dosis in vivo en un modelo porcino

agudo. En sintesis, no hubo cambios generales respecto al rendimiento del
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miocardio cuando se administrd la composicidn mediante la via intravenosa e
intraarterial. El estudio se describié ain mas en el Ejempto 3.

Generalmente, el medio de contraste yodade puede provocar reacciones de
hipersensibilidad demoradas en pacientes susceptibles a partir de 1 hora hasta
varios dias después de la exposicion. Estas reacciones son principaimente
erupciones cutaneas no serias tales como erupciones maculares, erupciones
maculopapulares y erupciones tipo urticaria. Las reacciones adversas demoradas
(DAR, segun sus siglas en inglés) inducidas por el medio de contraste tales como
las erupciones cutaneas parecen ser provocadas por las células T reactivas al
medio de contraste, que tras e! reconocimiento del medio de contraste, se
proliferan y posteriormente producen una reaccidn inflamatoria en la piel. El
solicitante ha evaluado un modelo de proliferacion de células T in vitro disefiado
para predecir la frecuencia relativa con la que el medio de contraste, tal como el
Compuesto |, provocara reacciones cutdneas demoradas en la administracion
postintravascular en pacientes. Dos medios de contraste, iodixanol e iohexol, con
velocidades de reacciones cutaneas defnoradas conocidas, y el nuevo medio de
contraste, Compuesto |, se analizaron (2 y 5 mg I/mL) en cuanto a la proliferacion
de celulas T in vitro en células mononucleares de sangre periférica reducidas en
CD25+ de 100 donantes que representaban las frecuencias de HLA-DR de la
poblacidon mundial. Las respuestas de las células T positivas se evaluaron
conforme con los protocolos publicados y a los valores de! indice de estimulacion
(respuesta positiva 2 1,9). La toxicidad in vitro se probd midiendo la viabilidad de
las células de las primeras 10 muestras de donantes incubadas con el medio de
contraste de prueba (5 mg IY/mL). Los fesultados fueron que todos los alotipos de

HLA-DR principales fueron representados con una frecuencia equivalente a la
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poblaciéon mundial. No hubo un medio de contraste evaluado que tuviera un efecto
significativo en la viabilidad de las céluias. El Compuesto | tuvo menos muestras
de donantes con proliferacion de células T positivas en comparacion con iodixanol
e iohexol en ambas concentraciones. Para iodixanol y iohexol, las respuestas de
proliferacion de células T para la mayoria de los donantes tuvo lugar a los dias 7 y
8; la significancia estadistica favorecio a una respuesta de proliferaciéon reducida
para el Compuesto | el dia 8. En conclusiones, el modelo establecioé exitosamente
la frecuencia relativa con la que el medio de contraste provocé la activacién de las
células T in vitro. Los resultados se correlacionaron con las frecuencias
informadas de reacciones cutaneas demoradas con dos medios de contraste
comercializados, e identificaron una frecuencia mas baja para el Compuesto |.

Los resultados indican que el Compuesto | tiene menor capacidad para
estimular la proliferacion de células T in vitro en comparacidén con iodixanol y
iohexol. Dada la asociacion mas frecuente de DAR con un medio de contrate
dimérico, nuestra observacion de que un dimero no idnico muy parecido a
iodixanol no estimula la proliferacion de las células T in vitro en la misma medida
que iodixanol, ¢ de hecho en la misma medida gue el monémero iohexol, es de
considerable interés. Debido a que ahora se sabe que la proliferacion de las
celulas T subyace a la DAR, nuestros datos sugieren que una estructura dimérica
per se no puede en si provocar una mayor frecuencia de proliferacion de células T.
La diferencia clave estructural entre el Compuesto 1 e iodixanol es que los 2
grupos acetilo en iodixanol se han réemplazado por 2 grupos formilo en el
Compuesto [. Esta modificacion tiene un efecto en la estructura, la conformacion y
el comportamiento fisicoquimico del enlazador de la molécula, vy

sorprendentemente en el Compuesto | como una capacidad menor para estimular
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la proliferacion de células T in vitro en comparacion con iodixanol y iohexol. Por lo
tanto, se espera que una composicion de diagnéstico conforme con los primeros
aspectos de la invencién provoque menores reacciones de hipersensibilidad
demoradas en comparacién con el medio de contraste comercializado como
OmnipaqueTM (lohexol) y VisipaqueTM (lodixanol).

El compuesto | puede prepararse tal como se detalld en WO 2009/008734.
Un procedimiento general se detalla en las paginas 16-20, y se provee un metodo
especifico para la preparacion se provee en el Ejemplo 1 de WO 2009/008734. La
solicitud WO 2009/008734, con su descripcién de un proceso de preparacién es
incorpora a la presente a modo de referencia.

El compuesto | puede existir en diferentes formas isoméricas debido a los
atomos de carbono quirales. Ademas, el compuesto muestra isomeria exo/endo
debido a la rotacién limitada del enlace N-CO en la funcién formilo provocada por
la proximidad del atomo de yodo. Se incluyen ambos productos
enantioméricamente puros como también las mezcias de los isémeros Opticos.

La composicién de diagndstico de la invencion se encuentra en una
concentracién lista para ser utilizada! Generalmente las composiciones que se
encuentran en una forma lista para ser utilizada tendran concentraciones de yodo
de al menos 100 mg I/ml, preferentemente al menos 150 mg I/ml, con
concentraciones de al menos 300 mg I/ml, p. ej., se prefiere 320 mg I/mi. La
composicion de diagndstico preferentemente incluye ademas portadores o
excipientes farmacéuticamente acept.ables. Los ejemplos de tales son Acido
etilendiaminotetraacetico (EDTA) y tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS).

La composicién de diagnéstico de la invencion es preferiblemente para ser

utilizada como un medio de contraste para rayos X en el diagndstico por rayos X o
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en las imagenes por rayos X. La composicion puede administrarse como una
inyeccion en bolo o por infusién. Ademas, la composicion puede administrarse
mediante administracion intravascular, intravenosa ¢} intraarterial.
Alternativamente, la composicion puede también administrarse de manera oral.

En un tercer aspecto, la invencion provee el uso de un Compuesto |
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Compuesto |

para la fabricacion de una composicién de diagndstico para utilizar en un
diagnéstico por rayos x, en donde la composicion comprende

un portador farmacéuticamente aceptable;

y disuelto alli un compuesto de sodio y un compuesto de calcio que provee
una concentracion de iones de sodio de 40-50 mM y una concentracién del iones
de calcio de 0,1-0,7 mM.

En incluso otro aspecto, la invencion provee un método de diagndéstico que
comprende administrar la composicion de diagnéstico de la invencién a un cuerpo
de animal o de ser humano, examinando el cuerpo con un dispositivo de
diagnéstico y compilando datos del examen. En el método de diagnéstico, el
cuerpo puede también administrarse previamente con la composicion de
diagnéstico.

En incluso otro aspecto, la invencion provee un método de deteccion de

imagenes in vivo que comprende los siguientes pasos:
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)] administrar una cantidad detectable de la composicién de diagndstico
de la invencion,

ii) permitir que se distribuya la composicion administrada;

fii) detectar las senales emitidas por el compuesto | de la composicion
distribuida,

iv)  generar una imagen representativa de la ubicacion y/o la cantidad de

dicha sefial.

El método de toma de imagenes es un método de toma de imagenes por
rayos X y en una realizacion preferida ‘de este aspecto, el método de deteccion es
una arteriografia coronaria, y mas preferentemente {a composicion de diagnéstico
se administra como una inyeccién en bolo a las arterias coronarias.

En incluso otro aspecto, la invencion provee una composicién de la
invencién para utilizar en la toma de imagenes o diagnostico por rayos X, tal como

en una arteriografia coronaria.

Breve descripcion de los dibujos:

La figura 1 muestra una comparacion de la distribucién de la radioactividad
en ratas Wistar macho o hembra 48 después de la administracion del Compuesto
rotulado [123l].

La figura 2 muestra la frecuencia de fibrilacion ventricular provocada por la
inyeccion de Manitol, Manitol + sodio y calcio agregados, lodixanol + Manitol,
VisipaqueTM y solucién de Ringer. Datos fueron tomados de Chai et al.

La figura 3 muestra la frecuencia de la fibrilacion ventricular provocada por

la inyecciébn de composiciones del Compuesto |, que comprende diferentes
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concentraciones de cloruro de calcio, en comparacién con las inyecciones de
Visipaque. El volumen de la inyeccic'-)n.fue 25 m! durante un periodo de 62,5
segundos y la solucion se inyectd selectivamente en la LAD.

La figura 4 muestra la viscosidad del Compuesto | a 20 °C y 37 °C contra la
concentracion.

La figura 5 muestra el efecto del' Compuesto | (con o sin Ca agregado) y
Visipaque en la LVSP 45 a 70 segundos desde el inicio de la inyeccién en la LAD
de los cerdos normales normalizados c;)n la inyeccion de Lactato de Ringer (LR).

La figura 6 muestra el efecto en los parametros cardiovasculares después
de la inyecciéon de 40 mi (5 mi/seqg) de Lactato de Ringer, compuesto |, Visipaque o
lopamidol en la LAD de cerdos normales.

Ejemplos:
Ejemplo 1: propiedades fisicoquimicas, toxicidad aguda y datos de biodistribucion
del Compuesto .

Unidn a proteinas:

Se determind la unién del Compuesto | a la albdmina de suero humana
(HSA) utilizando un método de dialisis de equilibrio. Se mezclé una solucién madre
del Compuesto | (5,0 mg/ml en solucion salina tamponada con fosfato (PBS)) con
citrato:plasma humano en una relacion 1:9. E! equilibrado se llevé a cabo en un
dializador Diachem Dianorm contra una solucién salina tamponada con fosfato
acuoso utilizando una membrana con corte de PM de 10000 Diachem 10.17 y se
lievé a cabo por 25 horas.

Se realizé el analisis de las soluciones utilizando un instrumento ICP-AES.
Ademas, se equilibraron soluciones de PBS reforzadas contra soluciones de

plasma humano citratado para asegurar que se hubiera obtenido el equilibrio. Se
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determind que ia union dei Compuesto |-a la albimira de suero humana fue muy
baja, 3,1 + 1,3%, confirmando la interaccién insignificante de la sustancia con las
proteinas endodgenas. Como referencia, se determiné la unioén de iodixanol a HSA

en 0,4 £0,9%.

Coeficiente de particion

Como medida de la hidrofilicidad del Compuesto I, se determiné el
coeficiente de particion entre octanol y agua. Se agit6 el agua (5 mi) que contenia
la sustancia de prueba (0,3 mg/ml) con 15 mi de n-—octanol hasta obtener el
equilibrio. La fase acuosa se separd .por centrifugacion y se analizé por HPLC
(HP1100 equipado con una columna- C18 Discovery, 100 x 2,1 mm) utilizando
deteccion de UV a 244 nm y un flujo de 0,3 mi/min. Se utilizaron condiciones
isocraticas de HPLC, 8% de acetonitrilo én agua (v/v). La fase de octanol (12,5 ml)
se extrajo con agua (0,75 ml) hasta obtener el equilibrio y las fases se separaron
por centrifugacion. La fase acuosa se analizé por HPLC utilizando las condiciones
detalladas anteriormente. Tanto el octanol como el agua se saturaron previamente
con agua y octanol, respectivamente, antes de los experimentos de coeficiente de
particion. La hidrofilicidad del Compuesto |, segulin se determiné a través de la
particién entre octanol y agua, demostr6 que el Compuesto | s muy hidrofilico con
un logP de -4,28. Como comparacion, se determiné el correspondiente logP de
iodixano! en -4,02. E! valor de la literatura publicada es -4,05. La mayor
hidrofilicidad del Compuesto | en comparacién con iodixanol se confirma con su

comportamiento por HPL.C.

Viscosidad
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Se determin6 la viscosidad del Compuesto | en dos temperaturas
diferentes, 20 °C y 37 °C a tres concentraciones diferentes 246, 295 y 313 mgl/ml.
Las soluciones de prueba fueron isotdnicas a través del ajuste de la osmolalidad
con NaCl y habian sido esterilizadas por autoclavado. Se determiné la densidad
de las soluciones utilizando un medidor de densidad, DMAS8 (Antén Paar). Se
utilizé una tecnica calibrada de tubo en U, en donde el tiempo de la caida de utilizé
como medida de la viscosidad dinamica. Se determiné la viscosidad del
compuesto | en 20 °C y 37 °C a tres concentraciones diferentes. Los resultados se
muestran en la Fig. 4. En comparacién con Visipaque, la viscosidad a 320 mgl/ml

y 20 °C es similar, alrededor de 24 mPas.

Osmolalidad:

Se determiné la osmolalidad del Compuesto | a cuatro concentraciones
diferentes, 204, 254, 310 y 324 mgl/ml. Se utilizdé un osmémetro de presion de
vapor Vapro 5520 de Vapro inc. La osmolalidad del Compuesto | muestra una
relacién con la concentracién que es cercana a lineal. La osmolalidad del
Compuesto | a 320 mgl/ml es mas baja que la de iodixanol, 136 mOsm/kg vs 210

mOsm/kg a 320 mgl/ml.

Toxicidad aquda:

Ratas macho jovenes Sca:SD (Scanbur, Suecia) con un peso de 200 + 20 g
fueron inyectadas via intravenosa a una velocidad de 1,2 ml/min con ya sea el
Compuesto | (340 mgl/ml, 286 mosmo/kg), iodixanol (321 mgl/ml, 284 mosmol/kg),
manitol de control osmético (283 mosmolfkg) o solucién salina (290 mosmolkg),

administrados como 2 dosis por separado con una diferencia de 4 horas. A los
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animales sacrificados en un punto de tiempo intermedio (dia 2 postratamiento) se
les administré el Compuesto | e iodixanol a 8, 10 y 12,8 gl/kg, lo que correspondia
a volimenes totales de dosis de 23,7, 29,7 y 38,0 mlkkg y 25, 31,3 y 40 mi/kg,
respectivamente, mientras que en el caso de manitol y solucién salina, el volumen
de dosis fue de 40 ml/kg. Para los anirﬁales sacrificados en el punto de tiempo
final del estudio del dia 7, hubo 4 grupos de dosificacion; Compuesto | e iodixanol
(12,8 gl/kg) y solucion salina y manitol-(#O ml/kg). En todos los casos, cada grupo
inciuia 8 animales.

Se realizaron las siguientes evaluaciones durante el estudio: sintomas
clinicos, pesos corporales y sangre para hematologia y quimica clinica en los dias
0, 2 y 7, y observaciones macroscopicas, peso de los 6rganos y examen
histomorfolégico de los tejidos de los animales sacrificados por inyeccion
intravenosa excesiva de tiopental en los dias 2 6 7. El dia de la dosificacion fue
definido como el Dia 0. Los parametros de bioquimica clinica {Na, K, Ci, PO4, Ca,
AST, ALT, ALP, colesterol, creatinina, CK, GGT, TG (triglicérido), bilirrubina total,
proteinas totales, urea, albimina, LDH y GDLH se midieron en un analizador
Beckman Synchron CX5 a 37 °C. Los parametros hematolégicos, (WBC, WBC
diferencial, RBC, relacién WBC/RBC, Hgb, PLT, HCT, MCH, MCHC, MCV, MPV y
RDW) se analizaron con un analizador para hematologia automatico Abbott Cell-
Dyn 3500 CS. Los rifiones del grupo de control de solucién salina y el grupo de
12,8 gl/kg del Compuesto | e iodixanol se sumergieron fijos en formol tamponado
neutro al 10%, se procesaron en cera de parafina, se seccionaron a un espesor
nominal de 5 um, se tifieron con hematoxilina y eosina y se examinaron por

microscopia optica.
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Los datos se analizaron por ANOVA paramétrico de una via, seguido por la
prueba post procedimiento de Dunnett, utilizando los grupos de 2 dias y 7 dias de
solucion salina para realizar una comparacion con el grupo de 2 dias y de 7 dias
de iodixano! y del Compuesto I. El analisis estadistico se aplico el dia -1 (inicio del
estudio), eldia2 yeldia7.

Biodistribucion:

Para cada punto de tiempo (2, 20 min, 1, 2, 4, 24, 48 horas), 3 animales de
cada sexo fueron anestesiados con isoflurano. Cada animal del estudio recibi6 2
inyecciones dentro de aproximadamente 20 segundos. La primera inyeccion fue
una formulacién del Compuesto | (no radicactiva) a ~320 mgl/m!, administrada
para proporcionar una dosis quimica total de ~1,6 gl/kg via una vena de la cola
especifica (izquierda o derecha). Tan pronto como fuera posible, luego, (dentro de
aproximadamente 20 minutos), se inyecté el Elemento de prueba del Compuesto |
radioactivo [123i] (~1 a ~8 MBq, hasta 350 ug) como bolo intravenoso en la vena
de la cola opuesta. Este enfoque pérmitié que se ajustara la cantidad de
radioactividad administrada de acuerdo c;on el punto de tiempo de la diseccién (dia
del estudio, 1, 2 § 3) sin alterar significativamente la dosis quimica total del
Compuesto |. Los animales luego se colocaron en jaulas metabdélicas para la
obtencién de orina y heces hasta la postinyeccién en el momento adecuado del
Compuesto | rotulado. En este momento, los animales se volvieron a anestesiar
con isoflurano y se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Se extirparon
organos y tejidos seleccionados (sangre, rifiones, vejiga y orina, pulmén, higado,
estomago, intestino grueso y delgado, corazén, testiculos, ovarios, Utero y heces)
junto con la cola, que se evalué como el sitio de inyecciéon. La cantidad de

radioactividad en organos, tejidos y excreciones seleccionados se evalud
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posteriormente utilizando un contador gamma automatico de doble cristal y un
sistema de analisis.

Resultados de toxicidad aguda:

No hubo signos clinicos adversos en las ratas tratadas con solucién salina o
manitol, mientras que en el caso de las ratas tratadas con el Compuesto | e
iodixanol, se observé depresion leve a moderada, movimientos no coordinados y
debilidad/inactividad, asi como también edema y eritema de las extremidades.
Estos efectos comenzaron 10-20 min después de la primera administracion y
duraron 2-3 horas, pero sin una clara respuesta a la dosis. Los analisis de
hematologia y los datos de quimica clinica indicaron que no hubo efectos
adversos toxicoloégicamente significativos en ninguno de los grupos.

En los rifiones, los hallazgos principales relacionados con el tratamiento
fueron vacuolacién citoplasmica de los tdbulos proximales, y en los glomérulos,
dilatacién del espacio de Bowman con contenido de material proteinaceo. En el
dia 2, la gravedad de la vacuolacion era mayor en las ratas a las que se administré
iodixanol en comparacion con el Corr;puesto |. Para el dia 7, la gravedad de la
vacuolacion era de alglin modo menor en comparacion con ambos grupos en el

dia 2, asi como lo era también [a dilatacion del espacio de Bowman y la presencia

de material proteinaceo.
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Resultados de la biodistribucion:

Luego de la administracion intravenosa [1231], el Compuesto | rotulado se
excretd rapidamente con >80% de dosis inyectada (id) presente en la vejiga y la
orina 2 horas post-inyeccion. Los niveles en sangre disminuyeron del 21% de id a
los 2 minutos postinyeccidon al 0,6% de id a las 2 horas postinyeccién. Hubo una
cantidad pequefia pero significativa de excrecion por via fecal, que fue levemente
mas alta en los animales hembra (14,3% de id en las heces) en comparacién con
los animales macho (8,2% de id en las heces) 48 horas postinyeccion, si bien esta
diferencia no fue estadisticamente sigﬁificativa. Se retuvo menos del 2% de id en
el cuerpo 48 horas postinyeccion’ dei Compuesto | rotulado, en donde
aproximadamente el 5% se retuvo en los rifnones, 0,1% se retuvo en el higado y
menos del 1% en el resto del cuerpo (Figura 1). en todos los casos también se
habia reducido desde el punto de tiempo de 24 horas. Esto probablemente refleje
la lenta y continuada excrecién del Compuesto | retenido en el cuerpo después de
la fase inicial de excrecién rapida. No se'observod retencion de la radicactividad en
los érganos reproductores. En general, el perfil de biodistribucién del Compuesto |
rotulado fue similar a otros agentes de cdntraste yodinado dimérico.

Ejemplo 2. Estudios comparativos
2a) Comparacién de la cardiotoxicidad de VisipaqueTM y composiciones de
diagnéstico del Compuesto | en un modelo de oclusion de la LAD en cerdos

Se hace referencia al estudio realizado por Chai et al. (Acad. Radiol. 2004,
11, 583-593) en donde se demostrd que:una formulacién de lodixanol con 19 mM
de NaCl y 0,3 mM de CaCl2 exhibe una henor frecuencia de fibrilacién ventricular
que lodixanol solo. El estudio se llevé a cabo en cerdos en los que el medio fue

inyectado directamente en la arteria coronaria izquierda (LCA) que habia sido
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previamente ocluida. Resulta evidente a partir de la Figura 2 que una formulacion
de lodixanol con 19 mM de NaCi y 0,3 mM de CaCl2 exhibe una menor frecuencia
de fibrilacion ventricular que lodixanol solo (P<0,01). En este caso, no se observé
fibrilacion ventricular ante la inyeccion de VisipaqueTM. La dosis administrada en
estos experimentos fue de 20 ml a una velocidad de inyeccién de 2,0 ml/minuto.
Dado que en el estudio de Chai et al. Se llevé a cabo la inyeccion
intracoronaria de 20 ml de iodixanol (formulado como Visipaque) en un tiempo de
inyeccion de 40 segundos y no se produjo VF, realizamos un estudio en el cual el
volumen de inyeccion se aumentd a 25 ml en un periodo de 62,5 segundos para
aumentar los casos de VF con fines comparativos. Ademas, las soluciones de
prueba y de referencia se inyectaron selectivamente en la arteria coronaria
descendente (LAD) anterior izquierda con el fin de aumentar aun mas la
sensibilidad del modelo. Las propiedades fisicoquimicas de las soluciones de

prueba se proveen en la tabla 2 y los resultados se presentan en la Figura 3.
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Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de las soluciones de prueba

Concentracion de Electrolitos (mM)
Agente de prueba yodo (mg (I}/ml} Na Ca
F1: compuesto | + 320 45 0,1
NaCl + CaCI2 |
F3: compuesto | + 320 45 0.3
NaC! + CaCl2
F5: compuesto | + 320 — 45 0,7
NaCl + CaCl2 |
lodixanol + NaCl + 320 : 19 0,3
CaCl2 (Visipaque) |

A este alto volumen de inyeccién, incluso VisipaqueTM exhibio una
significativa frecuencia de fibrilacién ventricular, el 100% (Figura 3).

Sin embargo, sorpresivamente, él nuevo agente de contraste para Rayos X,
el Compuesto |, cuando se formulé con 45 mM de NaCl y 0,1-0,7 mM de CaCl2,
no presentd fibrilacion ventricular (Ver la Figura 3 y la Tabla 3 para obtener
detalles). |

Al comparar los resultados de los dos estudios diferentes, se observa un
aumento de la frecuencia de la fibrilacién ventricular del 0% al 100% con
VisipaqueTM. Sin embargo, incluso con la dosis alta, el Compuesto | de contraste
dimérico para rayos X en una composicién de diagnostico no exhibe fibrilacién
ventricular. La diferencia principal es que: el Compuesto | ha sido formulado con 45
mM de NaCl, que es significativamente mas elevada que la formulacién de

Visipaque (19 mM). Si bien no se observé un efecto significativo en la VF, con una
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concentracion de iones de calcio entre 0,1 y 0,7 mM en la VF, hubo una reduccion
significativa en la SAP y LVP cuando habia una menor cantidad de calcio presente
(Tabla 3).

Tabla 3. Cambios hemodinamicos a los 50 segundos posteriores al comienzo de la

inyeccion, % del valor previo a la inyeccion

F1 : F3 F5 Visipaque
SAP -18% + 11 9% +7,2* 4% £ 6,11% -5% + 4,51§
LVP -16% £ 10 -7% + 8* 3% 7t -4% + 5%
dP/dt max +10% % 27 +31% + 38 +34% £ 29 +21% + 10,8
HR -1% £1,0 0% + 0,8 2% 30 0% £ 3,5

SAP: presion arterial sistolica (Pa)
LVP: presion sistolica del ventriculo izquierdo (Pa)
dP/dt max: maxima velocidad de generacion de presion LV (Pa/s)
HR: frecuencia cardiaca (latidos/minuto)
*P<0,05 vs F1

Estos datos indican que el factor principal que influye en la frecuencia de la
fibrilacion ventricular es la concentracién de cloruro de sodio, y el calcio tiene un
efecto significativo en la presion arterial sistolica y en la presion sistolica del
ventriculo izquierdo. ‘
2b: comparacion del Compuesto | en composiciones con y sin CaCl2 agregado
con Visipaque e lopamidol |

Se compararon los efectos hi-er'nodinémicos de las composiciones del
Compuesto | con y sin CaCl2 agregado con Visipague e lopamidol después de la

administracion selectiva en la LAD en cerdos normales sin balén de oclusion. Los
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efectos de cada medio de contraste se normalizaron con todo efecto observado
con una inyeccion equivalente de solucién de Lactato de Ringer, que actué como
control de la “relacién” del volumen y electrolito. Hubo un total de 12 cerdos en
este estudio, y cada uno recibié una (nica inyeccién de CM 3 veces a volumenes
de 10 ml (4 mifseg), 20 m! {1 ml/seg) y 25 ml (0,4 mlfseg) (total de 9 inyecciones
de CM en cada cerdo. Cada CM era precedido 0 seguido por una inyeccion de
control de Lactato de Ringer, y el orden de cada inyeccion (volumen) se aleatorizé
en cada cerdo. La Tabla 4 provee las cantidades y relaciones de electrolitos sodio

y calcio utilizados.

Tabla 4:
Electrolitos | Visipaque | Compuesto | Compuesto | Lactato de Fluido
en mM len mM | + CaCl2 Ringer en intersticial
en mM mM o humano en
(relacién) mM o
' (Relacién)
Na 19 45 45 130 140 (135-
145)
Ca 0,3 - 05 3 1,2 (1,2-
1,3)
Na/Ca 63 - 90 43 117

A un volumen de inyeccion de 25 mi, el Compuesto | en una composicion

sin CaCl2 agregado se asocié con una reducciéon de la LVSP entre 45 y 70
segundos después de la inyeccidon (promedio de -5,7 mm Hg normalizado con

Lactato de Ringer), mientras que el Compuesto | en una composicion con CaCl2
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agregado y Visipaque tuvo un pequefio efecto o ningun efecto (-40 y +13,3 Pa
normalizado con Lactato de Ringer, respectivamente) (Figura 5). La reduccién de
la LVSP observada con la compaosicién del Compuesto | sin CaCl2 agregado fue
significativamente diferente a la composicién con CaCl2 agregado, que no fue
significativamente diferente a Visipaque. Ademas, una respuesta correspondiente
a la inyeccién de lopamidol no se pudol analizar ya que se observé VF en cada
caso entre aproximadamente 27 y 50 segundos después del comienzo de la
inyeccion de 25 ml. Estos resultados indican que la presencia de 0,5 mM de CaCl2
en 1a composicién del Compuesto | es beneficiosa y limita todo efecto negativo en
la LVSP de manera similar a Visipaque. Ademads, los electrolitos adicionales
presentes en la composicién de diagnéstico del Compuesto | y Visipaque pueden
disminuir la propensién para inducir VF en comparaciéon con lopamidol, que no
tiene electrolitos agregados.
2c¢: comparacién de una composicién del Compuesto | con Visipaque, lopamidol y
Lactato de Ringer en cerdos normales con una rapida velocidad de inyeccion

En otro estudio se compararon los efectos hemodinamicos de! Compuesto |
en una composicién con 45 mM de NaCl y 0,56 mM de CaCl2 con Visipaque e
lopamidol después de la administraciéon selectiva en la LAD de cerdos normales
con una rapida velocidad de inyeccion (5 mlfseg). También se estudié el Lactato
de Ringer como control de la “relacion” del volumen y los electrofitos. En total, se
estudiaron 3 cerdos, y cada CM se administré dos veces a cada cerdo en orden
aleatorio. La velocidad de inyeccion utilizada fue de 5 ml/seg con un volumen total
de inyeccién de 40 ml. La Tabla 5 provee las cantidades y relaciones de los

electrolitos sodio y calcio utilizados.
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Tabla 5:

Electrolitos Visipaque en | Compuesto | Lactato de Fluido
mM en mM Ringer en mM intersticial
o (refacion) humano en
mM o
(relacion)
Na 19 - 45 130 140 {135-145)
Ca 0,3 | 0,5 3 1,2 (1,2-1,3)
Na/Ca 63 90 43 117

Mientras que las inyecciones del Compuesto | y Visipaque no indujeron
cambios en la LVSP o dP/dt del inicio del estudio que fueran significativamente
diferentes a la administracion de Lactato de Ringer, lopamidol indujo una
reduccibn y un aumento signiﬁcati\_ros en los valores de LVSP y dP/dt,
respectivamente (Figura 6). La LVSP se redujo en el 9% £ 6 y la dP/dt aumenté en
el 69% 1 16 después de la administraciéon de lopamidol. Esto fue en contraste con
la inyeccion de Lactato de Ringer, Compuesto | y Visipaque, que se asociaron con
un leve aumento de la LVSP (~5%) y un aumento moderado de la dP/dt (hasta
~30%). Estos resultados indican que después de Ia inyeccion rapida en la LAD de
cerdos normales, el Compuesto | en una composicién con 45 mM de NaCly 0,5
mM de CaCl2 tuvo efectos minimos en los parametros hemodinamicas similares a
Visipaque o la solucién fisiolégica de Ringer. Se considera que la presencia de
electrolitos en las formulaciones del Compuesto | y Visipague del estudio, que son
mas similares a la composicién balanceada de Lactato de Ringer y el fluido

intersticial, contribuyd a un mantenimiento superior de la funcién cardiaca en
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comparacioén con la misma después de la inyeccion de lopamidol, que no contiene
electrolitos agregados.
Ejemplo 3. Seguridad intravenosa e intraarterial de la composicién de diagnéstico
del Compuesto |

Se mostré la seguridad intravenosa (i.v) e intraarterial (i.a) de una
composicién del Compuesto | en un estudio por separado (ref. B145095). En este
estudio se evaluaron los efectos cardiovasculares del Compuesto | en una
composicion con 45 mM de NaCly 0,5 mM de CaClI2 a tres niveles de dosis in vivo
en un modelo porcino agudo. |

Métodos: la composicién se administré por via intraarterial o intravenosa en
grupos de tres animales a uno de los tres niveles de dosis (1 vez, 2 veces 0 3
veces el volumen estandar de 2ml/kg). Cada animal recibié también un volumen
equivalente de solucién de Lactato de Ringer como control del volumen. Efectos
CV. se evalué {a frecuencia cardiaca (HR), oximetria del pulso, electrocardiograma
(ECG), presion aortica (sistodlica, diastéliga y promedio), presion de fin de diastole
ventricular izquierda (LVEDP). También se evalué el ultrasonido/ecocardiografia
para evaluar el volumen sistélico, la fracc:ién de eyeccion y la contractilidad
cardiaca.
Resultados: la evaluacion del resumen de los datos preliminares sugiere que no
hubo efectos importantes relacionados con la dosis o con la via de administracion
del Compuesto | en la HR, la oximetria de pulso y el ECG del corazén porcino. El
andlisis de oximetria de pulso mostré que la saturaciéon de oxigeno permanecio a
aproximadamente el 98% a lo largo de la dosificacion. La HR también permanecio
dentro de los rangos normales. No hubo perturbaciones del ritmo relacionado con

el Compuesto I el intervalo QT estuvo dentro del rango normal

o
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independientemente de la dosificacic'{n i.v 0 i.a del Compuesto |. De manera
similar, se observé un pequefio o ningun efecto del Compuesto | en la presién
adrtica (sistolica, diastélica y promedio) en todo el rango de dosis. Los cambios en
la presion adrtica parecieron similares ya sea que el Compuesto | se administrara
por via i.v 0 i.a. Hubo leves aumentos de la LVEDP con dosis en aumento del
Compuesto |, y el efecto fue similar si él Compuesto | se administraba por via i.a o
i.v. Ademas, los aumentos en la LVEbP fueron similares en magnitud a aquellos
observados después de la administracién de volumenes en aumento de Lactato de
Ringer. El analisis del volumen sistélico, la fracciéon de eyeccién y la contractilidad
cardiaca mostré solamente un leve cambio en el volumen de fin de diastole (EDV),
confirmando que cualquier efecto estaba relacionado con el volumen y no era
especifico de la administracion del Conﬂpuesto 1.

Por consiguiente, no hubo cambios generales relacionados con el
rendimiento del miocardio cuando se a’.dministrc') el Compuesto | porlaviaiaoiv.
Los cambios menores de los parametros de la funcién CV se atribuyeron al
volumen administrado y no el elemento de prueba, Compuesto |, porque se
observaron efectos similares ante la inyeccion con solucion de Lactato de Ringer.
Todos los parametros del miocardio estuvieron dentro de los rangos normales
después de la administracion intravenosa o intraarterial del Compuesto | hasta 3

veces el volumen de dosis estandar de 2 mi/kg.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de contraste que comprende un dimero derivado de

trilodobencen tricarboxamida, de férmula |

Férmula |

un portador farmacéuticamente aceptable, y

disuelta en la misma una sal de sodio y una sal de calcio que proporcionan una
concentracion de iones sodio de 40 a 50 mM y una concentracién de iones calcio
de 0,12 0,7 mM; |

donde la sal de sodio y la sal de calcio son sales que comprenden contraiones

seleccionados del grupo de cloruro, sulfato, fosfato y carbonato de hidrégeno.

2. Una composicion de contraste de acuerdo con la reivindicacion 1 que
comprende una sal de calcio que provee una concentracion de iones de calcio de

0,3-0,6 mM.

3. Una composicién de contraste. de acuerdo con la reivindicacion 1 que

comprende una sal de calcio que provee una concentracion de iones de calcio de

0,4-0,5 mM.

4z



4, Una composicién de contraste de acuerdo con la reivindicacion 1 que
comprende una sal de calcio que provee una concentracién de iones de calcio de

0,5 mM.

5. Una composicién de contraste de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde

la sal de sodio es cloruro de sodio y la sal de calcio es cloruro de calcio.

6. Una composicion de contraste de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 6 que ademas comprende EDTA y/o TRIS.
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RESUMEN

La presente invencion hace referencia a una nueva composicion de
diagnéstico por rayos X que exhibe un perfil de seguridad cardiaco superior. La
composicion comprende un dimero no iodnico yodinado en un portador
farmacéuticamente aceptable. Mas particularmente, la invencién provee una
composicion de diagnéstico que comprende un Compuesto |, un portador
farmacéuticamente aceptable y disuelto en el mismo un compuesto de sodio y un
compuesto de calcio que proveen una concentracion de iones de sodio de 40-50
mM y una concentracién de iones de calcio de 0,1-0,7 mM. La invencién tambien
hace referencia a métodos de toma de imagenes utilizando dichas composiciones

de diagnostico.
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