Senor Director
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Superintendencia de Industria y Comercio
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Referencia: Expediente No. 15289043

Asunto: Solicitud de patente para: UN METODO PARA GENERAR UNA
SOLUCION PURIFICADA DE UN RADIONUCLIDO EMISOR ALFA 277Th,
UN CONJUNTO DE ELEMENTOS, UN DISPOSITIVO Y UN METODO
PARA FORMAR UNA SOLUCION INYECTABLE DE UN COMPLEJO DEL
ALFA-RADIONUCLIDO 277Th

Solicitante: BAYER AS

Fecha de solicitud: 03 de diciembre de 2015

RESPUESTA A PRIMER EXAMEN DE PATENTABILIDAD

ANDRES RINCON USCATEGUI, identificado como aparece al pie de mi firma, en mi
condicion de apoderado de la sociedad solicitante de la patente de la referencia, doy
respuesta al Oficio 9907, notificado por fijacion en lista el 11 de julio de 2017, para lo cual

pedi plazo adicional el 29 de septiembre de 2017.

. EN CUANTO A LAS MODIFICACIONES AL CAPITULO REIVINDICATORIO Y LA
CLARIDAD DEL MISMO

En respuesta al examen de patentabilidad, se presenta un nuevo Capitulo Reivindicatorio
de 23 reivindicaciones basadas en las reivindicaciones previas y en la divulgacién original.

De este modo, el término “ligante selectivo” ha sido definido como “ligante selectivo que
se selecciona del grupo que comprende resinas de intercambio catidnico, e hidroxiapatita

cardmica”.
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El soporte para esta limitacidn puede encontrarse en el Capitulo Descriptivo en la pagina

37 y en los ejemplos del Capitulo Descriptivo original.

El término “unidad de union especifica” ha sido definido como sigue: “unidad de union
especifica (directora) que es un anticuerpo”. El soporte para esta limitacion puede
encontrarse en la pagina 35 y en los ejemplos de realizacion donde se emplea como
unidad de unidén especifica el anticuerpo trastuzumab del Capitulo Descriptivo original y

gue ademas se define en las actuales Reivindicaciones 2 y 23.

Las Reivindicaciones previas 3, 4, 5, 13 y 27 han sido eliminadas.

La nueva Reivindicacion 20 basada en la Reivindicacién previa 23, ahora define un
dispositivo de administracion que comprende una solucion de un complejo del
radiontclido emisor alfa 2’Th con un ligando y el nuclido hijo 223Ra, caracterizado porque
dicho dispositivo comprende ademds un filtro que contiene por lo menos un ligante
selectivo para dicho nuclido hijo que se selecciona resinas de intercambio catidnico o

hidroxiapatita ceramica.

Los términos imprecisos como “por lo menos”, “al menos uno”, “menor de”, “no mayor
de”, “o mds tiempo”, “mds alla del mismo”, “preferiblemente”, “por ejemplo”,

“opcionalmente”, han sido eliminados del actual Capitulo Reivindicatorio.

Con respecto a algunos términos generales objetados por el Examinador, deseo seialar
que los mismos son de uso comun en el campo técnico de la invencién y que una persona
del oficio normalmente versada en la materia no tendria ninglin obstaculo en comprender
el significado de los mismos en el contexto de la presente invencion. Por tal motivo se
solicita respetuosamente se reconsidere dichas observaciones de claridad a partir de las

modificaciones introducidas.

Asimismo la definicién del radiontclido emisor alfa ha sido corregida para referirse como

277Th en todo el Capitulo Reivindicatorio.

Por lo tanto, se ha definido con claridad la materia y el alcance de la invencién a través de

las caracteristicas técnicas esenciales que se encuentren enteramente soportadas en el



Capitulo Reivindicatorio, siendo estos una generalizacién razonable de los ejemplos

aportados originalmente.

En consecuencia, considero que todas las observaciones del informe de examen de forma,
realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la Comision de la
Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacidon en Materia de Patentes (PCT),
regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y

Comercio han sido superadas.

Il. EN CUANTO AL TiTULO

En respuesta al examen de patentabilidad, se ha modificado el titulo de tal manera que

ahora lee:

UN METODO PARA GENERAR UNA SOLUCION PURIFICADA DE UN RADIONUCLIDO EMISOR
ALFA 277Th, UN CONJUNTO DE ELEMENTOS, UN DISPOSITIVO Y UN METODO PARA
FORMAR UNA SOLUCION INYECTABLE DE UN COMPLEJO DEL ALFA-RADIONUCLIDO 277Th

Esta modificacién se ajusta al Articulo 34 de la Decisién 486 de 2000, ya que no constituye
una ampliacion de la protecciéon que corresponderia a la divulgacién contenida en la

solicitud inicial.

. EN CUANTO AL CAPITULO DESCRIPTIVO

Considero superada la objecidon elevada respecto a la claridad del Capitulo Descriptivo,
puesto que el mismo se ha modificado con el fin de incluir las definiciones de los términos
“SOURCE 30S” y “AG50WX8”, y de corregir la traduccion del término “SOURCE 30S” el cual
errdneamente se habia traducido por “FUENTE 30S”. Particularmente, se ha especificado
gue SOURCE 30S es una resina de intercambio catidnico fuerte que tiene una matriz de
poliestireno / divinilbenceno, mientras que AG50WX8 es una resina de intercambio
cationico fuerte de poliestireno-divinilbenceno acido sulfénico. Esta modificacion se ajusta
al Articulo 34 de la Decisidon 486 de 2000, ya que no constituye una ampliacidon de la

proteccion que corresponderia a la divulgacién contenida en la solicitud inicial.



Con base en lo anterior, considero que el Capitulo Descriptivo modificado adjunto cumple
con el requisito de divulgacion de la invencion de manera suficientemente clara y
completa para su comprension, ajustdndose asi a los lineamientos del Articulo 28 de la
Decisidon 486, ya que cualquier persona del oficio normalmente versada en la materia

puede emplear la informacidn alli contenida con el fin de reproducir la invencién.

V. ESTADO DE LA TECNICA

El Examinador determind dos documentos como relevantes para realizar el analisis de

patentabilidad de la presente patente de invencion:

D1, referido al documento W02012131378 titulado “PHARMACEUTICAL PREPARATION"”
que se relaciona con una preparacion farmacéutica que comprende al menos un
radionuclido emisor alfa acomplejado y al menos un biopolimero de polisacarido

(Resumen).

D2, referido al documento WO02004091668 titulado “THORIUM-227 FOR USE IN
RADIOTHERAPY OF SOFT TISSUE DISEASE” que se relaciona con una composicién
farmacéutica dirigido al tejido blando, que comprende un complejo de torio-227 y un
agente acomplejante, junto con al menos un vehiculo o excipiente farmacéutico (Pagina 8,

Lineas 23-25).

V. EN CUANTO A LA NOVEDAD Y AL NIVEL INVENTIVO

La Reivindicacidon 1 de la presente solicitud se dirige ahora a un método para generar una
solucion purificada de un radionuclido emisor alfa 277Th, caracterizado porque dicho
método comprende poner en contacto una solucién que comprende un complejo de 2’’Th
con un ligando y el ndclido hijo 222Ra con un ligante selectivo para dicho nuclido hijo y
subsiguientemente separar dicha solucién del complejo de dicho ligante selectivo, donde
dicho ligando se selecciona del grupo que consiste de acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético, acido dietilentriamina pentaacético, v
guelantes que contienen hidroxipiridinona-octadentados, donde dicho ligante selectivo se
selecciona entre resinas de intercambio catidnico, e hidroxiapatita ceramica, y dicho

ligando esta conjugado con una unidad de unidn especifica que es un anticuerpo.



D1 es la técnica anterior mas cercana y describe un método para eliminar radio de una

solucién que contiene torio filtrando la solucién sobre perlas de alginato.

La presente invencién tiene como objetivo proporcionar un método de filtrado mas eficaz,
y lo hace mediante la utilizacién de resinas de intercambio catidnico o hidroxiapatita

cerdmica como el material ligante selectivo.

Como se ve en la Tabla 4 del Capitulo Descriptivo, la captacion promedio de 23 Ra en la
columna de gravedad fue superior al 99% para ambas resinas de intercambio catidnico

usadas (SOURCE 30S y AG50WX8) y mas del 98% para el hidroxiapatita cerdmica.

Esto es comparado con 8,2% para las perlas de alginato utilizadas en el arte previo mas
cercano. Este aumento en la captacién da como resultado una soluciéon final altamente

pura que contiene solo cantidades minimas de 223 Ra.

Esto representa una mejora significativa con respecto al arte previo.

Por lo tanto, se considera que las nuevas reivindicaciones son novedosas sobre las
ensefianzas de D1 y D2, y esta mejora es una evidencia directa de la existencia de

actividad inventiva por sobre las ensefianzas de D1 y D2, tomados solos o en combinacién.

VI. PETICION

1. Puesto que se ha dado respuesta a todas las objeciones formuladas por la
Direccidn de Nuevas Creaciones, solicito proceder al otorgamiento de la solicitud de

patente.

2. Subsidiariamente, en caso de que su Despacho considere que la modificacién
introducida al Capitulo Reivindicatorio amerita revision adicional, solicito un segundo
examen de patentabilidad de conformidad con lo dispuesto en el Articulo 2 de la
Resolucion 3719 de 02 de febrero de 2016, para lo cual realizo el pago de tasa

correspondiente.



VIl. ANEXOS
1. Capitulo Reivindicatorio modificado conformado por 23 reivindicaciones;
2. Capitulo Descriptivo modificado;
3. Pago en linea por concepto de examen de patentabilidad adicional.

Sefior Director,

ANDRES RINCON USCATEGUI
C.C. 79.780.910 de Bogot3

T.P. 114.908

COLO-22409-0841-0001-8
SCO\SCO\ID-298551\WPC22409
No. M-2017-298551\SCO



UN METODO PARA GENERAR UNA SOLUCION PURIFICADA DE UN RADIONUCLIDO
EMISOR ALFA 277Th, UN CONJUNTO DE ELEMENTOS, UN DISPOSITIVO Y UN METODO
PARA FORMAR UNA SOLUCION INYECTABLE DE UN COMPLEJO DEL ALFA-
RADIONUCLIDO ?7Th

CAPITULO DESCRIPTIVO

Antecedentes

La presente invencion se refiere al campo de terapia con endo-radionuclidos, y en
particular a la terapia con alfa-endo-radionuclidos. Mas especificamente, la presente
invencion se refiere a la seguridad y eficacia de los preparados para utilizar en las terapias
con endo-radionlclidos, a dichos preparados y un métodos para su preparacion,
tratamiento y almacenamiento seguro.

El principio basico de la terapia con endo-radionuclidos es la destruccidn selectiva de tipos
de células no deseables, por ejemplo para una terapia para el cdncer. La desintegraciéon
radioactiva libera significativas cantidades de energia, transportada por particulas de alta
energia y/o radiacion electromagnética. La energia que se libera causa dafio citotdxico a
las células, para dar como resultado la muerte celular directa o indirecta. Obviamente,
para que sea eficaz para tratar la enfermedad, la radiacion se debe dirigir
preferentemente hacia el tejido enfermo de manera tal que dicha energia y daino celular
elimine en principio a las células tumorales no deseables, o a las células que sustentan el
desarrollo tumoral.

Durante mucho tiempo se ha considerado que ciertos emisores de particulas beta son
eficaces en el tratamiento de algunos tipos de cancer. Mds recientemente, se han dirigido
emisores de particulas alfa para utilizarlos en agentes antitumorales. Los emisores de
particulas alfa difieren de varias maneras de los emisores beta, por ejemplo, los mismos
tienen mayores energias y rangos mas cortos en los tejidos. El rango de radiacién de los
emisores de particulas alfa tipicos en el entorno fisioldgico generalmente es menor de 100
pm, el equivalente a solo unos pocos didametros celulares. Este rango relativamente corto
hace que los emisores de particulas alfa sean especialmente apropiados para el
tratamiento de tumores, incluyendo micrometdstasis, porque cuando se las dirige vy
controla eficazmente, relativamente poca de la energia radiada pasard mas alla de las
células objetivo, minimizando asi el dafio a los tejidos saludables circundantes. Al
contrario, una particula beta tiene un rango de 1 mm o mas en agua.

La energia de las particulas que emiten radiacién alfa es alta en comparacion con la de las

particulas beta, los rayos gamma y los rayos X, que tipicamente es de 5-8 MeV, o entre 5y



10 veces mayor que la de las particulas de beta de la radiacién y por lo menos 20 veces
mayor que la radiacion gamma. El suministro de una cantidad muy grande de energia
sobre una distancia muy corta confiere a la radiacion alfa una excepcionalmente alta
transferencia lineal de energia (LET, por las iniciales en inglés de Linear Energy Transfer)
en comparacién con la radiacidon beta o gamma. Esto explica la excepcional citotoxicidad
de los radionuclidos que emiten particulas alfa y también impone demandas restrictivas
sobre el nivel de control y estudio de la distribucidon de radionuclidos que es necesaria
para evitar efectos secundarios inaceptables debido a la irradiacién de tejidos saludables.
Por lo tanto, aunque es muy potente, es importante administrar los radionuclidos que
emiten particulas alfa al tumor con poca o ninguna absorcién en tejidos que no padecen la
enfermedad. Esto se puede realizar de manera analoga a la que se ha mostrado cuando se
administra el radiontclido emisor de particulas beta itrio-90 (Y-90) usando un anticuerpo
monoclonal conjugado con las moléculas quelantes DTPA como vehiculo, es decir el
radiofarmacéutico que se utiliza clinicamente Zevalin® (Goldsmith, S.J, Semin. Nucl. Med.
40: 122-35. Radioimmunotherapy of lymphoma: Bexxar y Zevalin.). Por lo tanto, se
administra un complejo del radionuclido y el conjugado vehiculo-quelante. Ademdas de
anticuerpos de longitud completa de diferentes origenes, se han descrito otros tipos de
vehiculos proteindceos, incluyendo fragmentos de anticuerpos (Adams y colab., A single
treatment of yttrium-90-labeled CHX-A”-C6.5 diabody inhibits the growth of established
human tumor xenografts in immunodeficient mice. Cancer Res. 64: 6200-8, 2004),
dominios de anticuerpos (Tijink y colab., Improved tumor targeting of anti-epidermal
growth factor receptor Nanobodies through albumin binding: taking advantage of
modular Nanobody technology. Mol. Cancer Ther. 7: 2288-97, 2008), lipocalinas (Kim vy
colab., High-affinity recognition of lanthanide(lll) chelate complexes by a reprogrammed
human lipocalin 2. J. Am. Chem. Soc. 131: 3565-76, 2009), moléculas Affibody®
(Tolmachev y colab., Radionuclide therapy of HER2-positive microxenografts using a ’’Lu-
labeled HER2-specific Affibody molecule. Cancer Res. 15:2772-83, 2007) y péptidos
(Miederer y colab., Preclinical evaluation of the alpha-particle generator nuclide ?>>Ac for
somatostatin receptor radiotherapy of neuroendocrine tumors. Clin. Cancer Res. 14:3555-
61, 2008).

La descomposicion o “desintegracion” de muchos emisores alfa farmacéuticamente
relevantes da como resultado la formacién de nuclidos “hijos” que también pueden
decaer con liberacion de emisidn alfa. La desintegracién de nuclidos hijos puede dar como
resultado la formacidon de una tercera especie de nuclidos, que también pueden ser
emisores alfa, llevando a una cadena continua de desintegracion radioactiva, una “cadena

de desintegracién”. Por lo tanto, un preparado farmacéutico de un emisor alfa



farmacéuticamente relevante frecuentemente también contendrd productos de
desintegracion que sean en si mismos emisores alfa. En una situacién con dichas
caracteristicas, el preparado contendra una mezcla de radionuclidos, cuya composicion
depende tanto del tiempo transcurrido luego de la preparacién como de las vidas medias
de los diferentes radionuclidos en la cadena de desintegracion.

Como resultado de la muy alta energia de una particula alfa, combinada con su
significativa masa, se confiere un significativo momento a la particula emitida al suceder la
desintegracién nuclear. Como resultado, cuando se libera la particula alfa se imparte un
momento igual pero opuesto a los restantes nucleos hijos, para dar como resultado un
“retroceso nuclear”. Este retroceso es suficientemente poderoso para romper la mayoria
de las uniones quimicas y forzar a los nuclidos hijos recién formado a salir de un complejo
guelado donde estuviese situado el nuclido padre al suceder la descomposicidn. Esto es
muy significativo donde los nucleos hijos sean en si emisores de radiacidn alfa o parte de
una cadena continua de desintegracién radioactiva.

Debido a los efectos del retroceso que se acaba de exponer y debido al cambio de
naturaleza quimica al suceder la desintegracién radioactiva, puede ser que los nuclidos
hijos que se forman de esa manera debido a la desintegracidn radioactiva del radionuclido
incorporado inicialmente no se complejen con el quelante. Por lo tanto, al contrario del
nuclido padre, puede ser que los nuclidos hijos y los subsiguientes productos de la cadena
de desintegracion no estén unidos al vehiculo. Por lo tanto, el almacenamiento de un
preparado farmacéutico radioactivo emisor alfa tipicamente llevara a la acumulacién por
creacion de nuclidos hijos libres y los subsiguientes radionuclidos en la cadena de
desintegracién, que ya no estdn unidos eficazmente o quelados. Los radioisétopos no
unidos no estan controlados por los mecanismos de direccion hacia un objetivo
incorporados en el preparado que se desea y por lo tanto es deseable eliminar a los
nuclidos hijos libres antes de administrar una dosis a los pacientes.

Como el radioisétopo torio-227 se generard y purificara en una instalacién de produccion
dedicada a dicho fin, es inevitable que transcurra cierto periodo de almacenamiento entre
la formacidn, transporte, complejacion y administracion de la dosis, y es deseable que el
preparado farmacéutico esté lo mds libre de nuclidos hijos como sea posible en la
practica. Un problema significativo de los métodos anteriores ha sido la administracién de
una composicién reproducible de un alfa-radionuclido dirigido hacia un objetivo, que no
contenga cantidades variables de alfa-radionuclido que no esté dirigido hacia el objetivo
(por ejemplo nuclidos hijos libres) con relacién a la cantidad dirigida. Ademas, es deseable
reducir la exposicion de componentes orgdnicos por ejemplo unidades de union/direccién

y/o ligandos a la radiacién alfa ionizante. La eliminacién de la solucidn de los radioisétopos



libres contribuye a reducir la radidlisis de dichos componentes y por lo tanto contribuye a
proteger la calidad del preparado farmacéutico o la solucién precursora.

Aunque la desintegracidn del nuclido que se desea durante el periodo de almacenamiento
y transporte se puede calcular y corregir, con esto no se evita la acumulacién de
productos hijos no dirigidos que puedan hacer que la composicién sea mas toxica y/o
reducir el periodo de almacenamiento seguro y/o alterar la ventana terapéutica de
maneras no deseables. Por lo tanto, ademas, seria beneficioso que las composiciones
estén tan libres de nuclidos hijos como sea posible y establecer un proceso para la
fabricacion de una dosis de producto farmaco que asegure que la composicién de la dosis
inyectada sea aceptablemente segura.

Los eventos luego de la descomposicion de torio-227 se pueden considerar una ilustraciéon

de dicho desafio.
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Cadena de desintegracién del torio-227

Con una vida media de aproximadamente 18,7 dias, el torio-227 se descompone para dar
radio-223 con liberacion de una particula alfa. El radio-223 tiene a su vez una vida media
de aproximadamente 11,4 dias, y se descompone para dar raddn-219, para originar
polonio-215, que origina plomo-211. Cada uno de dichos pasos da origen a una emisién
alfa y las vidas medias del radén-219 y el polonio-215 son menores de 4 segundos y de 2
milisegundos, respectivamente. El resultado final es que la radioactividad de una solucién

recién preparada, por ejemplo, de torio-227 quelado se incrementard durante el



transcurso de los primeros 19 dias, y luego comenzara a decrecer. Claramente la cantidad
de torio-227 disponible para dirigir hacia un tumor esta en constante disminucién, y por lo
tanto la fraccién de la radioactividad total que deriva del torio-227 cae durante dichos 19
dias, hasta alcanzar una situacion de equilibrio. Si los nuclidos hijos se pueden eliminar
especificamente mediante un procedimiento simple, solo se deberia tomar en
consideracion la cantidad de torio-227 (por ejemplo complejado a las biomoléculas de
vehiculo), y la ventana terapéutica — la relacion entre efecto terapéutico y efectos
adversos podra no estar relacionada con el tiempo de almacenamiento antes de la
eliminacion de los isdtopos hijos. Esto se puede hacer de manera continua durante el
almacenamiento del producto o se puede hacer poco antes de la administracién, por
ejemplo en el momento de la formulacion y complejacion que lleva a obtener el producto
farmaco.

Por lo tanto, existe una considerable necesidad continua de disponer de composiciones
radioterapéuticas mejoradas (en particular para radionuclidos que emiten particulas alfa),
y procedimientos para hacer una solucidn lista para la inyeccién cuyos efectos bioldgicos
se puedan evaluar de manera reproducible, sin necesidad de tomar en consideracion a los
radionuclidos que se crean en la cadena de desintegracion radioactiva. Ademas, existe la
necesidad de métodos radioterapéuticos y conjuntos de elementos (kits) que permitan
una facil preparacién de una formulacién radioactiva final en condiciones estériles
directamente antes de la administraciéon a un paciente. Ademads, es deseable con el
objetivo de obtener productos de alta calidad comercial que satisfagan los rigurosos
estandares de los principios cGMP [por las iniciales en inglés de Current Good
Manufacturing Practice, es decir practicas correctas de fabricacion actuales] que el
proceso de elaboracidon se pueda automatizar con una minima intervencién manual
durante la preparacidn de la dosis.

La presente invencidn se refiere a composiciones, métodos y procedimientos para la
eliminacion de nuclidos hijos catidnicos de un preparado radiofarmacéutico que contiene
un radionuclido padre, que puede estar en solucién o quelado de manera estable con una
entidad que comprende un ligando y una unidad directora, es decir que el radionuclido
padre se compleja o se puede complejar con un ligando que en si se conjuga a una unidad
directora (por ejemplo un anticuerpo). En particular, los inventores de la presente han
establecido sorprendentemente que radionuclidos hijos se pueden capturar de manera
segura y confiable en diversos ligantes selectivos, ya sea de manera continua durante el
almacenamiento del radioisdtopo y/o poco antes de la administracion del radioisétopo en
la forma de un radiofarmacéutico. Los radionuclidos capturados por los ligantes selectivos

son en particular radionuclidos que emiten particulas alfa o generadores de radionuclidos



gue emiten particulas alfa que se forman tipicamente durante la desintegracién del
radionuclido emisor alfa padre y/o por desintegracion adicional de los nuclidos hijos que
se obtienen como resultado. Una cadena de desintegracion tipica para el 22’Th aqui se
describe y los isétopos que se indican en dicha cadena forman isétopos hijos preferidos
que se pueden eliminar y/o capturar en los diversos aspectos de la presente invencion. Las
formulaciones terapéuticas finales que se obtienen al aplicar la invencion son apropiadas
para utilizar en el tratamiento tanto del cdncer como de enfermedades no cancerosas.
Dicho de otra manera; la invencidn provee una composicion que permite la eliminacién de
nuclidos hijos radioactivos durante el almacenamiento y/o inmediatamente antes de la
administracién (por ejemplo por inyeccion) donde se eliminan los productos que aparecen
por desintegracion radioactiva. Esto permite obtener una minima co-administracion de
nuclidos hijos y por lo tanto minimizar la dosis de radiacion y el dafio debido a la radiacién
que reciben los tejidos normales y no objetivo.

De esa manera, cuando se calcula la dosis radioactiva que recibe el paciente solo se deben
tomar en consideracién la concentracién y la vida media del radiontclido padre y de los
nuclidos hijos que se forman in vivo. Es importante que esto permite obtener una
situacidn reproducible con respecto a la relacidn entre eficacia y efectos adversos. Por lo
tanto, la ventana terapéutica disponible no cambiard al transcurrir el tiempo de
almacenamiento del preparado farmacéutico.

Dicho de otra manera; al aplicar la invencidn, la relacidon entre los efectos antitumorales
qgue se desean y los efectos adversos pueden estar relacionados directamente con la
concentraciéon medida del ndclido primario y se vuelven independientes del tiempo de
almacenamiento del preparado farmacéutico. En situaciones donde la concentracién del
radionuclido emisor alfa primario se puede determinar midiendo una o mds emisiones de
radiacion gamma paralelas, suficientemente separadas de las emisiones de los hijos y la
emision gamma de dichos hijos, esto se puede llevar a cabo usando equipos estandar de la
radiofarmacéutica. De hecho, si el producto farmaco es puro con respecto al nuclido
padre, la dosis relevante del preparado farmacéutico solo dependerd del tiempo luego de
la fabricacion y se puede tabular. En principio no hay necesidad de realizar mediciones
adicionales en la clinica y el correspondiente radiofarmacéutico se puede manejar de
manera analoga a cualquier otro farmacéutico téxico (aunque un procedimiento con
dichas caracteristicas pueda ir contra la practica actual, que se basa en el hecho de que la
radioactividad se puede medir facilmente). La posibilidad de disponer de este
procedimiento nuevo y simplificado para el manejo clinico de radioterapéuticos emisores
alfa dirigidos hacia un objetivo es un aspecto importante de la invencion.

En una forma de realizacién adicional, la invencion se refiere al suministro de un conjunto



de elementos para hacer preparados farmacéuticos. Los conjuntos de elementos
tipicamente se suministran a la farmacia del hospital o radiofarmacia centralizada y se
pueden preparar para administrar poco tiempo después (por ejemplo en menos de 6
horas) o inmediatamente (por ejemplo en menos de una hora). Seria una considerable
ventaja si la purificacion del radionuclido emisor alfa que se desea se pudiese obtener en
el momento de aprontar el preparado farmacéutico para su administracion. Una ventaja
adicional seria que dicha purificacién se pueda llevar a cabo sin demasiados problemas y
sin manejo complejo, porque deseablemente se minimiza todo el manejo de materiales
radioactivos.

Un conjunto de elementos de acuerdo con la invencién puede tener la forma de un
dispositivo, por ejemplo a cassette de laboratorio, donde se incluyen tubos o ampolletas
qgue contienen los diversos reactivos, asi como una jeringa que contenga la forma de
dosificacién final del preparado farmacéutico inyectable. El dispositivo desempefia las
operaciones que de otra manera se podrian llevar a cabo manualmente.

Los inventores de la presente han establecido que ciertos materiales ligantes selectivos,
en particular en la forma de un sélido o gel o inmovilizados sobre el mismo, retendran, en
gran medida, nuclidos hijos catidnicos luego de la desintegracion del nuclido padre. La
selectividad de dichos materiales permite la retencion de los hijos pero permite que el
radioisotopo padre complejado (por ejemplo un isétopo de torio tal como 227Th,
complejado por un ligando opcionalmente unido a una biomolécula) pase sin
impedimentos a través del filtro o que quede en solucién mientras que los hijos quedan
retenidos. Esto provee una considerable ventaja en el preparado y una administracién de
radiofarmacéuticos de alta calidad que se pueden preparar directamente antes de la
administracién o poco tiempo después de la misma pero que se administran con un nivel

relativamente bajo de contaminacién debido a los radionuclidos hijos sin complejar.

Sintesis de la invencion

En un primer aspecto, la invencidn provee por lo tanto un proceso farmacéutico capaz de
producir un radionuclido emisor alfa complejado -(opcionalmente en la forma de una
biomolécula conjugada). Preferiblemente dicho proceso comprende, como componente
clave un ligante selectivo (por ejemplo un filtro de resina en fase sélida) capaz de
absorber, unirse o complejar selectivamente o eliminar selectivamente de otra manera de
la solucién a los nuclidos hijos sin complejar que se forman durante la desintegraciéon del
torio-227. Los mismos pueden ser los nuclidos hijos directos o aquellos que se encuentran
mas abajo en la cadena de desintegracidn radioactiva. En particular, 223Ra y sus productos

de desintegracion conocidos (que incluyen 21°Rn, 21°At, 21°Po, 211po, 211Bi, 211Pb, 297Pb y



207T]) son isotopos hijos tipicos que se eliminaran deseablemente, asi como cualquiera de
los que se muestran en la cadena de desintegracidon del torio que se indican aqui.

Un aspecto clave de la presente invencidén es asi un método para generar una
solucién purificada de por lo menos un radionuclido emisor alfa complejado, donde dicho
método comprende poner en contacto una solucion que comprende a dicho por lo menos
un complejo de radionuclido emisor alfa y por lo menos un nuclido hijo que tiene por lo
menos un ligante selectivo para dicho por lo menos un nuclido hijo y subsiguientemente
separar dicha solucion de por lo menos un complejo de radionuclido emisor alfa de dicho
por lo menos un ligante selectivo.

En todos los aspectos de la presente invencidn, los nuclidos hijos generalmente se
encuentran sin complejar. Esto puede ser el resultado del retroceso cinético generado al
ocurrir la desintegracion alfa y/o como resultado de unas propiedades de complejacion
diferentes entre el nuclido padre y los hijos. Todos los radionuclidos que se utilizan en la
presente invencidn son tipicamente radionuclidos de “metales pesados” que tienen, por
ejemplo, una masa atémica mayor de 150 amu (por ejemplo entre 210 y 230). Los
radiontclidos de metales pesados emisores alfa tipicos incluyen 211At, 212Bi, 223Ra, 2?*Ra,
225Ac y 2%7Th. Los radionuclidos emisores alfa (padres) preferidos incluyen radiontclidos
emisores alfa de torio por ejemplo el 22’Th, que es el mas preferido.

Los inventores han establecido sorprendentemente que los materiales ligantes selectivos
apropiados (como se describe aqui, por ejemplo materiales resinosos en fase sélida) son
muy eficaces para absorber los iones hijos sin complejar no deseados con preferencia por
el torio complejado opcionalmente conjugado una unidades directoras (por ejemplo
biomoléculas). Por lo tanto, en un segundo aspecto la presente invencidon provee un
método para generar una solucién inyectable que comprende por lo menos un
radionuclido emisor alfa complejado sustancialmente libre de nuclidos hijos, donde dicho
método comprende poner en contacto una muestra con un ligante selectivo apropiado,
Preferiblemente este contacto se realizara por medio de un simple paso de purificacion/
filtracion para dar preparados farmacéuticos radioquimicamente altamente puros que
comprenden altos niveles del complejo del emisor alfa que se desea (por ejemplo torio)
(opcionalmente conjugado con una unidad directora). Tipicamente la separacion del
complejo marcado con torio (y opcionalmente conjugado) serd seguido inmediatamente
por una filtracién estéril. Esto es particularmente apropiado como paso final antes de la
administracién.

De esta manera, la presente invencidon provee un método para la eliminacién de por lo
menos un radiondclido hijo de una solucién que comprende por lo menos un complejo de

radionuclido emisor alfa, donde dicho método comprende poner en contacto dicha a



solucién con por lo menos un ligante selectivo para dicho por lo menos un nuclido hijo.

En la presente invencion, el radionuclido emisor alfa que se desea para su administracién
(el radiontclido “padre”) sera tal como se los describe aqui y estara “complejado” o “en
forma de un complejo”. Dichos términos tienen su significado comudn porque el
radionuclido emisor alfa estarda en la forma de un complejo de coordinacién que
comprende un catién del radiontclido de metal pesado y por lo menos un ligando unido al
mismo. Los ligandos apropiados, incluyendo a aquellos que se han descrito aqui, son bien
conocidos en el arte.

Como los preparados farmacéuticos se pueden generar a partir de las soluciones de la
presente invencidn, la invencion provee dichos preparados farmacéuticos. Los mismos
comprenderan una solucion del radiondclido emisor alfa y estaran sustancialmente libres
de nuclidos hijos segun se indica aqui. En un preparado farmacéutico de la invencién, el
radionuclido emisor alfa estard complejado con por lo menos un ligando y el ligando
estara conjugado con una unidad de directora (unién especifica) tal como se la describe
aqui. Las soluciones de la invencion se pueden proveer directamente en un dispositivo de
administracion (por ejemplo una jeringa, un cartucho o un cilindro de jeringa) listo para la
administracion, con la invencién que permite la purificacién de la solucién para obtener
un preparado farmacéutico en el momento de la administracion y ain mediante el mismo
acto de la administracion (por ejemplo realizando la administracidn a través de un ligante
especifico apropiado en la forma de un filtro de jeringa). De esa manera, los dispositivos
de la invencidn pueden ser dispositivos de administracion por ejemplo jeringas. Asi, en
otro aspecto la invencién provee un dispositivo de administracion que comprende una
solucién tal como se describe aqui. Un dispositivo con dichas caracteristicas puede
comprender adicionalmente, por ejemplo, un filtro, por ejemplo un filtro estéril. Los filtros
de jeringa son apropiados para jeringas y dispositivos similares.

De esta manera, la invencidn provee un dispositivo de administracion que comprende una
solucién de por lo menos un radionuclido emisor alfa complejado y por lo menos un
nuclido hijo, donde dicho dispositivo comprende ademas un filtro que contiene por lo
menos un ligante selectivo para dicho nuclido hijo. Otros dispositivos de la invencidon que
también comprenderan una solucion de radionuclido emisor alfa, un ligando, una unidad
directora y un ligante selectivo, tendran la forma de cartuchos, cassettes, rotores,
ampolletas, ampollas, etc., (preferiblemente descartables) que se pueden utilizar en los
métodos de la invencidn, por pasos manuales y/o por procedimientos automatizados en
un aparato automatizado.

UN aspecto clave adicional de la presente invencidon es un conjunto de elementos

mediante el cual se puede generar un preparado farmacéutico. Por lo tanto, en un



aspecto adicional, la invencidn provee un conjunto de elementos para la formacién de un
preparado farmacéutico de por lo menos un radioisétopo emisor alfa, donde dicho
conjunto de elementos comprende:

i) una solucién de dicho por lo menos un radioisétopo emisor alfa y por lo menos un

isdtopo hijo;

ii) por lo menos un ligando;
ii) una unidad de unidn especifica,
iii) por lo menos un ligante selectivo para dicho por lo menos un isétopo hijo.

Donde dicho radioisétopo emisor alfa es complejado por dicho ligando que estd
conjugado o se puede conjugar a dicha unidad de unién especifica o puede ser
complejado por dicho ligando.

En una forma de realizacién, el radionuclido emisor alfa estard complejado por el ligando
pero puede no estar conjugado con la unidad de unién especifica (directora). Como
alternativa, el ligando se puede conjugar de manera estable a la unidad directora y puede
estar presente en un recipiente separado del radioisétopo. Al tener las moléculas
organicas del complejo (el ligando y/o la unidad directora) separadas del emisor alfa se
reducen los dafios debidos a la radiacidon (por ejemplo por oxidacion) del material
organico debido a la exposicion a la irradiacion alfa durante el almacenamiento.

En una forma de realizacidén, el conjunto de elementos se puede proveer como dos
ampolletas. Un conjunto de elementos con dichas caracteristicas comprende una
ampolleta de radioisétopo (por ejemplo torio-227) y una segunda ampolleta que contiene
una soluciéon de pH amortiguado de biomoléculas conjugadas apropiadamente con un
ligando (quelado) que compleja el torio-227. Inmediatamente antes de la preparacién del
producto farmaco la ampolleta con torio-227 se mezcla con la solucidon de biomoléculas
conjugadas.

La captura de radiondclidos libres (sin complejar), en particular de radiontclidos hijos
libres, de una solucién que contiene por lo menos un radioisétopo emisor alfa complejado
(por ejemplo un radioisétopo padre) y por lo menos un componente organico (por
ejemplo un agente complejante y/o un agente director) sirve para reducir la exposicion
del componente orgdnico a la radiacién ionizante proveniente de la desintegracion
adicional de los radionuclidos libres (por ejemplo hijos). Correspondientemente, en un
aspecto adicional la invencion también provee un método para reducir la radidlisis de por
lo menos un componente organico en una solucién que comprende por lo menos un
complejo de radionuclido emisor alfa, por lo menos un radionuclido hijo y por lo menos un
componente organico (por ejemplo un agente complejante y/o agente director), donde

dicho método comprende poner en contacto dicha a solucién con por lo menos un ligante
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selectivo para dicho por lo menos un nuclido hijo. Este método se puede ilustrar por la
reduccién de la concentracion de H,0, en la solucidn.

En todos los aspectos apropiados de la presente invencion, los radiontclidos “hijos” (o
como sinénimo, los radioisdtopos) tipicamente estaran “libres” en solucién. Esto indica
qgue el radionuclido estd en la forma de un ion disuelto y no esta (o no en una medida
significativa) complejado con los ligandos de la solucién ni estd unido a estos. Los
radionuclidos hijos obviamente pueden estar unidos al ligante especifico pero
generalmente este no estard en solucidon (como se describe aqui). Segln se usa aqui, el
término radionuclidos “hijos” tiene su significado normal en el arte, en el sentido en que
dichos nuclidos se generan directa o indirectamente por la desintegracién de otro
radioisotopo. En el presente caso, por lo menos un radionuclido “hijo” presente en las
soluciones a las que se hace referencia aqui en cualquiera de los aspectos de la invencién
y en todos ellos sera el producto de una desintegracion directa (primera generacién) o
indirecta (segunda, tercera generacion o subsiguientes) del radionuclido presente en el
complejo de radionuclido emisor alfa. Es preferible que por lo menos los productos de
desintegracién de la primera generacién del radionuclido comprendido en el complejo de
radionuclido emisor alfa estén presentes en dichas soluciones y que estén unidos al

ligante selectivo.

Descripcion detallada

Como se describid anteriormente La cantidad de radiondclidos hijos que creados que
estan presentes en la ampolleta con torio en el momento de complejacién es dependiente
del tiempo de almacenamiento y transporte. Sin embargo, los nuclidos hijos no afectan la
complejacién del radionuclido emisor alfa (torio-227) con las biomoléculas conjugadas ya
que el quelato se selecciona de manera tal que el radionuclido que se desea (por ejemplo
torio) tenga una afinidad significativamente mayor por el quelado que los hijos. En un
segundo proceso por lotes, los nuclidos hijos se separan de las biomoléculas ahora
marcadas con torio por filtracién a través de un ligante especifico. Este puede tener la
forma de un cartucho con un material filtrante en fase sélida.

Este proceso de separacion del material emisor alfa del ligando orgéanico y/o la unidad
directora tiene la ventaja adicional de reducir la velocidad de la radidlisis (por ejemplo de
las biomoléculas de vehiculo y/o en la unidad quelante) del radiofarmacéutico y se puede
aplicar a todos los aspectos de la invencién. Como el producto radioactivo se fabrica ‘mas
cerca de la cama’ que con otras estrategias que se emplean actualmente, el material
deberia tener una mayor pureza radioquimica y/o una mayor pureza del material organico

(de los componentes ligando y/o unidad directora). Esto es beneficioso en términos de la

11



conservaciéon de los requerimientos de la vida de estante.

Las soluciones inyectables que se hacen o pueden hacer empleando los métodos y usos de
la invenciéon son muy apropiadas para utilizar en terapia, en particular para utilizar en el
tratamiento de enfermedades hiperplasticas o neopldsticas. Los preparados farmacéuticos
gue se hacen o pueden hacer por los diversos métodos de la invencién conforman
aspectos adicionales de la presente invencion.

Segln se usa aqui, la expresiéon “preparado farmacéutico” indica un preparado de
radiontclido con vehiculos, excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables. Sin
embargo, un preparado farmacéutico puede no encontrarse en la forma en que se lo
administrara en Ultima instancia. Por ejemplo, un preparado farmacéutico puede requerir
el agregado de por lo menos un componente adicional antes de la administracién y/o
puede requerir pasos de preparacidon final por ejemplo una filtracion estéril. Un
componente adicional puede ser por ejemplo una solucién amortiguadora de pH que se
utiliza para hacer que la solucién final sea apropiada para inyectar in vivo. En el contexto
de la presente invencion, un preparado farmacéutico puede contener niveles significativos
de radionuclidos sin complejar como resultado de la cadena de desintegracion radioactiva
del complejo con el radionuclido que se desea que preferiblemente sera eliminado en un
grado significativo por un método de acuerdo con la presente invencién antes de la
administracion. Un método con dichas caracteristicas puede incluir la eliminacién por
lotes (por ejemplo por unidon selectiva, quelacion, complejacion o absorcién) de dichos
radionuclidos hijos sin complejar durante una parte significativa del periodo de
almacenamiento del preparado, o puede tener lugar en la etapa final, inmediatamente
antes de la administracion.

Al contrario de un preparado farmacéutico, una “solucion inyectable” o una “formulacidn
final” segun se usa aqui indica un medicamento que esta listo para su administracién. Una
formulacion con dichas caracteristicas también comprenderd un preparado de
radiontclido complejado con vehiculos, excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente
aceptables pero adicionalmente serd estéril, de tonicidad apropiada y no contendra un
nivel inaceptable de productos de desintegracion radioactiva sin complejar. Dichos niveles
se exponen aqui de manera mads detallada. Evidentemente, una solucién inyectable no
comprenderd ningln componente biopolimérico, aunque dicho tipo de biopolimero
preferiblemente se utiliza en la preparacién de dicha solucién segun se expone aqui.

Las soluciones inyectables que se hacen o pueden hacer por cualquiera de los métodos de
la presente invencidon conforman un aspecto adicional de la invencién.

La invencion provee un método o proceso simple para la purificacién y preparacién de una

formulacion final estéril de un preparado radioactivo listo para su administracién, usando
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ligantes especificos en la forma de materiales absorbentes y/o filtros para capturar los
productos de desintegracién radioactiva no deseados para obtener una separacién rapida
de los nuclidos no deseados durante el almacenamiento y/o inmediatamente antes de la
administracién a un paciente. La separacion puede ser seguida de la filtracidon estéril que
se lleva a cabo a medida que la formulacion final se absorbe hacia el interior de la jeringa,
que subsiguientemente se utiliza para la administracidon al paciente o aun se puede
realizar como parte del acto de administracion.

Implementada como se describid, la invencidn provee un simple conjunto de elementos
(como se describe aqui) para la purificaciéon y formulacion final de un medicamento
radioactivo para utilizar en terapia. Los conjuntos de elementos de la invencidn pueden
incluir por ejemplo un recipiente con torio (por ejemplo una ampolleta, jeringa o cilindro
de jeringa) que contiene una solucién de una sal de torio radioactivo (por ejemplo una sal
de 22’Th), un recipiente (por ejemplo una ampolleta) con una solucién farmacéutica (por
ejemplo un ligando conjugado con una unidad directora tal como un anticuerpo o
receptor), un filtro que contiene por lo menos un ligante especifico para los nuclidos hijos,
opcionalmente un filtro estéril y una jeringa. Los componentes del conjunto de elementos
pueden estar separados o acoplados entre si en una unidad o celda de flujo que forma un
sistema cerrado para reducir por lo tanto la probabilidad de introducir subproductos no
deseados durante la fabricacién. El evitar pasos durante los cuales pueda ocurrir una
contaminacién radioquimica es una ventaja obvia de los conjuntos de elementos con
componentes completa o parcialmente sellados entre si de manera tal que el material
permanezca dentro del conjunto de elementos durante la mayor cantidad posible de
pasos de proceso.

La invencion provee el uso del procedimiento para la preparacion de una formulacién final
para inyeccion, por ejemplo usando componentes que se proveen como un conjunto de
elementos. El procedimiento de cualquiera de los métodos y/o usos de la invencidn puede
incluir un paso de incubacién donde la solucién o el preparado farmacéutico se mezcla por
ejemplo por una agitacidn suave, para permitir una dptima complejacidn del torio con el
conjugado de biomolécula-quelato, seguido de filtracion para eliminar los nuclidos hijos
no deseados.

Un ejemplo de procedimiento para formar una solucién inyectable de un alfa-radionuclido
comprende los pasos de:

a) Combinar una primera solucién que comprende una sal disuelta de un radiondtclido
emisor alfa y por lo menos un nuclido hijo con una segunda solucién que comprende por
lo menos un ligando conjugado con por lo menos una unidad directora;

b) Incubar las soluciones combinadas a una temperatura apropiada (por ejemplo a
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entre 0°Cy 50°C, preferiblemente entre 20°C y 40°C) durante un periodo, para permitir la
formacién del complejo entre dicho ligando y dicho radioisétopo por lo cual se forma una
solucién de por lo menos un radioisdtopo emisor alfa complejado,

c) Poner en contacto dicha solucién de por lo menos un radioisétopo emisor alfa
complejado que tiene por lo menos un ligante selectivo para por lo menos uno de dichos
nuclidos hijos.

d) separar dicha solucién de por lo menos un radionuclido emisor alfa complejado de
dicho por lo menos un ligante selectivo.

En el método de formaciéon de una solucion inyectable, los pasos c) y d) constituyen un
método de purificacion que puede ser acorde con cualquiera de las formas de realizacién
apropiadas de la invencién tal como se las describe aqui. En esta forma de realizacion, los
nuclidos, ligantes, ligandos y todos los aspectos apropiados seran segun se indican aqui.
Los preparados farmacéuticos de la invencion, junto con las soluciones purificadas que se
generaron empleando los métodos de la invencidn y las soluciones inyectables que se
formaron empleando los métodos de la invenciéon deseablemente tendran una baja
concentracion de iones metalicos hijos sin complejar. Tipicamente, por ejemplo, la
concentracion de nuclidos hijos en la solucidn preferiblemente deberia contribuir no mas
de en un 10% al conteo total de desintegracién radioactiva por unidad de tiempo (de la
solucidn), donde el resto se genera por desintegracién del alfa radiontclido complejado
(por ejemplo torio). Esto preferiblemente no serda mas del 5% del conteo total y mas
preferiblemente no mas del 3%.

Preferiblemente los conjugados de alfa radionuclido de la presente invencién contienen
torio-227 donde el proceso es mas eficaz para eliminar preferiblemente al 222Ra. También
se pueden eliminar otros isétopos hijos segun se indica aqui. En los preparados
farmacéuticos de la invencién y correspondientemente en las soluciones para inyeccion
que se obtienen como resultado, asi como en todos los aspectos de la invencién, el
radionuclido se compleja o se puede complejar por medio de una entidad
complejante/quelante apropiada (generalmente a la que se hace referencia aqui como un
ligando). Se conocen muchos ligandos apropiados para los diversos radionuclidos
apropiados que emiten particulas alfa, por ejemplo aquellos a base de DOTA (acido
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) y otros quelantes macrociclicos, por
ejemplo aquellos que contienen el grupo quelante acido hidroxi ftalico o acido hidroxi
isoftdlico, asi como diferentes variantes de DTPA (acido dietilentriamina pentaacético), o
guelantes octadentados que contienen hidroxipiridinona. Algunos ejemplos preferidos
son quelantes que comprenden una unidad hidroxipiridinona, por ejemplo una unidad

1,2-hidroxipiridinona y/o una unidad 3,2-hidroxipiridinona. Los mismos son muy
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apropiados para utilizar en combinacién con el 227Th. En una forma de realizacién de la
invencion, el complejo de radionuclido emisor alfa es un complejo octadentado de 3,2-
HOPO con un ion 2’Th.

En los preparados farmacéuticos de la invencién y correspondientemente en las
soluciones para inyeccién que se obtienen como resultado y todos los otros aspectos de la
invencion, el por lo menos un radionuclido emisor alfa complejado preferiblemente esta
conjugado o se puede conjugar con por lo menos una unidad directora (que aqui también
se describe como una unidad de unidn especifica). Muchas unidades con dichas
caracteristicas son bien conocidas en el arte y se puede utilizar cualquier unidad directora
apropiada, individualmente o combinadas. Las unidades directoras apropiadas incluyen
poli- y oligo-péptidos, proteinas, fragmentos de ADN y ARN, aptameros, etc. Las unidades
preferibles incluyen ligantes que son péptidos y proteinas, por ejemplo avidina,
estrepatavidina, un anticuerpo policlonal o monoclonal (incluyendo a los anticuerpos del
tipo 1gG e IgM), o una mezcla de proteinas o fragmentos o construcciones de proteinas.
Son particularmente preferidos los anticuerpos, construcciones de anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo fragmentos de Fab, anticuerpos de dominio
Unico, fragmentos de dominio variable de cadena Unica (scFv) etc.), construcciones que
contienen fragmentos de anticuerpos o una mezcla de los mismos.

Son particularmente preferidos los anticuerpos, construcciones de anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo fragmentos de Fab o cualquier fragmento que
comprenda por lo menos una region de unidn a un antigeno), construcciones de
fragmentos (por ejemplo anticuerpos de cadena Unica) o una mezcla de los mismos. Los
fragmentos particularmente apropiados incluyen Fab, F(ab')2, Fab' y/o scFv. Las
construcciones de anticuerpos pueden ser de cualquier anticuerpo o fragmento de los que
se indican aqui.

Ademas de los diversos componentes que se indican aqui, los preparados farmacéuticos
pueden contener cualquier componente farmacéuticamente compatible apropiado. En el
caso de radiofarmacéuticos, los mismos tipicamente incluirdn por lo menos uno
estabilizante. Los secuestrantes de radicales por ejemplo ascorbato, p-ABA y/o citrato son
muy apropiados. La seroalbimina, por ejemplo BSA, es también un aditivo apropiado, en
particular para la proteccion de componentes que son proteinas y/o péptidos por ejemplo
anticuerpos y/o sus fragmentos.

En los métodos y usos de la presente invencion, el contacto entre la solucidon que forma
parte del preparado farmacéutico y el agente de unidn selectiva (por ejemplo un filtro de
resina en fase sélida) puede tener lugar durante un periodo de tiempo prolongado (por

ejemplo de por lo menos 30 minutos, por ejemplo por lo menos uno 1 hora o por lo
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menos 1 dia). En esta forma de realizacién, el ligante selectivo puede estar presente en la
solucién de radionuclido emisor alfa durante el almacenamiento. Sin embargo, en una
forma de realizacion alternativa, dicho contacto ocurrird rdpidamente (por ejemplo
durante menos de 30 minutos, menos de 10 minutos, o menos de 5 minutos (por ejemplo
menos de 1 minuto o no mas de 30 segundos). En una forma de realizaciéon con dichas
caracteristicas, el ligante selectivo tipicamente estara en la forma de un material sélido o
unido al mismo (segun se describe aqui) y se puede formar dentro de una columna de
separacion, lecho o filtro a través del cual se puede hacer pasar la solucién. Dicho pasaje
se puede hacer por gravedad o por fuerza centrifuga, puede ser impulsado por succién o
aun mas preferiblemente sera impulsado por presidn positiva, por ejemplo por aplicacion
de presidn sobre el cilindro de una jeringa. En dicho tipo de caso, el contacto tiene lugar a
medida que la solucion es empujada a través del filtro/lecho/columna. Aunque el método
mas preferido es una separacion rapida, como alternativa, el paso de contacto vy filtracién
se puede llevar a cabo durante periodos de tiempo mds prolongados (por ejemplo de
entre 3 y 20 minutos) para asegurar una maxima pureza radioquimica.

En una forma de realizacidn alternativa, dicho contacto/ filtracién tiene lugar durante no
mas de 30 segundos preferiblemente no mas de 1 minuto, seguido de una filtracidn estéril
y asi también generard una solucidn estéril apropiada para inyeccion.
Correspondientemente, los conjuntos de elementos de la invencidn opcionalmente y
preferiblemente en forma adicional puede comprender un filtro (por ejemplo con un
tamano de poro 0,45 um o un tamafo de poro de aproximadamente 0,22 um). En todos
los casos se prefiere la filtracion a través de un filtro de tamano de poro no mayor de 0,45
um, preferiblemente no mayor de 0,22 um. Con dichas caracteristicas, el filtro puede
servir para retener al ligante selectivo que se emplea en los diversos aspectos de la
invencion.

En los diversos aspectos de la presente invencién, la unidad ligante generalmente estd
conjugado con o se puede conjugar a por lo menos una unidad de unién especifica
(directora). Dicha conjugacién se puede realizar por medio de una union covalente (por
ejemplo una unién carbono-carbono, amida, éster, éter o amina) o se puede realizar por
medio de interacciones fuertes no covalentes, por ejemplo la unién de un par de unidades
de unién especifica, por ejemplo biotina a avidina / estreptavidina. Aun mas
preferiblemente el ligando estd conjugado con la unidad directora por medio de una
unién covalente, opcionalmente por medio de un conector (por ejemplo un grupo C1 a
C10 alquilo independientemente sustituido en cada extremo por un grupo alcohol, acido,
amina, amida, éster o éter).

En todos los aspectos de la presente invencidn, el ligante selectivo es tipicamente un
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sélido o gel, o estd inmovilizado sobre un sélido o matriz de gel (por ejemplo una matriz o
membrana porosa). Esto permite obtener facilidad de manejo y separacién y también
facilidad de contacto del ligante selectivo con el complejo de radioisétopo emisor alfay la

Ill

subsiguiente separacion. Un material “sélido” se puede tomar como uno que conservara
su forma bajo una presién mecanica suave incluyendo el que provee el uso manual de una
jeringa o por la presion que provee un aparato automatizado. Tipicamente el ligante
selectivo estard en la forma de un material poroso o inmovilizado sobre dicho material, de
manera tal que la soluciéon pueda pasar a través de los poros del material. Las matrices
apropiadas para soportar ligantes selectivos se exponen aqui y seran conocidos por
aquellos con experiencia en el arte. Los mismos incluyen éxidos de metal (por ejemplo
silice, alumina, titania) vidrio, metal, plasticos etc. Los ligantes selectivos se pueden
inmovilizar sobre la superficie de dichas matrices o pueden formar matrices porosas por si
mismos. Cualquiera de los materiales que se indican puede formar un soporte en la forma
de membranas, cuentas de resina, cuentas de gel, estructuras de lipidos autoensamblados
(por ejemplo liposomas), microparticulas, nanoparticulas, polvos, cristales y estructuras
poliméricas segln sea apropiado. Evidentemente se puede utilizar mas de una estructura
con dichas caracteristicas.

Como material de unidn selectiva se seleccionara por lo menos una sustancia con mayor
afinidad por los radionuclidos hijos en solucién que el complejo de radionuclido emisor
alfa. Dichos materiales apropiados para usar como ligantes selectivos incluyen por lo
menos uno de resinas de intercambio catidnico, resinas de exclusién por tamafio, zeolitas,
tamices moleculares, alginatos, liposomas, fosfonatos, polifosfonatos, fosfolipidos,
glicolipidos, lipoproteinas, oligosacaridos, ferritina, transferrina, acido fitico y agentes
coprecipitantes. Ligantes selectivos altamente preferidos incluye resinas de intercambio
catidénico, hidroxiapatita, y zeolitas.

En una forma de realizacién, los ligantes selectivos de la presente invencién no
comprenden ningun polisacarido. En una forma de realizacién los ligantes selectivos no
comprenden nada de alginato. En una forma de realizacién adicional, el ligante
comprende por lo menos un material inorganico, por ejemplo por lo menos un material
ceramico, consiste esencialmente en él o consiste en el mismo. Las resinas inorgdnicas
(por ejemplo resinas de intercambio de iones inorganicos), éxidos de metal (por ejemplo
silice, alumina, titania, especialmente porosos por ejemplo mesoporosos), hidroxiapatita
(incluyendo a las hidroxiapatitas sustituidas), tamices moleculares y zeolitas provenientes
de materiales ligantes inorgdnicos altamente preferidos.

A continuacidn, en la tabla 1 se indican detalles de ciertos materiales apropiados para

utilizar como agentes de unidn selectivos. Los ejemplos que se dan en la columna de la
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descripcién son las elecciones preferidas de materiales para utilizar como ligantes

selectivos en la presente invencion.

Tabla1l
Material Descripcion
Resinas de | Una matriz insoluble normalmente en la forma de pequeias cuentas, usualmente

intercambio catidnico

blancas o amarillentas, fabricadas a partir de un sustrato polimérico organico. El
material tiene una estructura de poros altamente desarrollada sobre cuya
superficie hay sitios con iones que quedan atrapados y se liberan facilmente. El
atrapamiento de iones tiene lugar solo con la liberacion simultanea de otros iones;

por lo que el proceso se denomina intercambio de iones.

Resinas de exclusidon
por tamaio

/filtracion con gel

La cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) es un método cromatografico en
el cual se separan las moléculas en solucidn por su tamafio, y en algunos casos por

su peso molecular.

Tamices moleculares

Material que contiene diminutos poros de un tamafio preciso y uniforme que se

utiliza como adsorbente

(estabilizados

estéricamente)

Alginato (= sales de acido alginico) copolimero lineal con bloques homopoliméricos de
residuos B-D-manuronato con uniones (1-4) (M) y su epimero C-5, el a-L-
guluronato (G), respectivamente, unidos covalentemente entre si en secuencias o
bloques diferentes

Liposomas Vesiculas preparadas artificialmente, compuestas en principio por una bicapa

lipidica. Los liposomas son compuestos de fosfolipidos naturales, y
también pueden contener cadenas lipidicas mixtas con propiedades de

tensioactivo. En un disefio de liposoma se pueden emplear ligandos superficiales.

(Poli-) fosfonato

Los fosfonatos o acidos fosfénicos son compuestos organicos que contienen
grupos C-PO(OH), o C-PO(0), (donde R= alquilo, arilo). Los acidos fosfénicos son
conocidos como agentes quelantes eficaces. La introduccién de un grupo amina
en las moléculas para obtener -NH,-C-PO(OH), incrementa la capacidad de unirse

al metal del fosfonato.

Nano-particulas

Las nanoparticulas tienen un tamafio de entre 100 y 1 nandmetros. Gran
proporcion de superficie a volumen. Los liposomas son un ejemplo de

nanoparticulas.

Fosfolipidos Una clase de lipidos que son componentes principales de todas las membranas
celulares, ya que pueden formar bicapas lipidicas. La mayoria de los fosfolipidos
contiene un diglicérido, un grupo fosfato, y una molécula orgdnica simple como
colina.

Glicolipidos Lipidos unidos a un carbohidrato
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Material

Descripcion

Coprecipitacién

El arrastre por un precipitado de sustancias normalmente solubles en las
condiciones que se emplean. Como el elemento de trazas estd demasiado diluido
para precipitar por medios convencionales (a veces en menos de una parte por
billén), el mismo tipicamente coprecipita con un vehiculo, una sustancia que tiene
una estructura cristalina similar que puede incorporar al elemento que se desea.

Ocurre por inclusidn, adsorcion u oclusion.

Ferritina/
Apoferritina,
transferrina /

apotransferrina

La ferritina es un complejo de proteina globular que mantiene al hierro en forma
soluble y no todxica. La ferritina que no se combina con hierro se denomina
apoferritina. Las transferrinas son glicoproteinas del plasma sanguineo que se

unen al hierro que controlan el nivel de hierro libre en los fluidos biolégicos.

Lipoproteinas

Un conjunto bioquimico que contiene tanto proteinas como lipidos

Ciclodextrinas

Oligosacaridos ciclicos

Acido fitico (fitato
cuando esta forma de

sal)

Compuesto de fosforo con accién quelante. Se encuentra naturalmente en las
plantas como la sal insoluble de calcio y magnesio y es una importante fuente de
fosfato en la dieta, aunque se debate sobre su biodisponibilidad. La ingesta
excesiva de fitato se ha asociado con deficiencias de elementos, por ejemplo de

calcio, hierro, y cinc.

Modificaciones

superficiales

Agentes con posible afinidad por el 223-Ra:

Acido fitico

Fosfolipidos

Fosfonatos

Vehiculos:

Liposomas

Microparticulas/ nanoparticulas/ resinas/ alginato/ cuentas de polimeros/

ciclodextrinas

En un aspecto, el(los) ligante(s) selectivo(s) se encuentran en la forma de una columna o
filtro. En esta y otras formas de realizacién apropiadas, los medios para realizar el
contacto seran el flujo de solucion a través del ligante selectivo o mas alla del mismo.
Como alternativa, donde el ligante selectivo esta inmovilizado sobre un soporte, entonces
el flujo puede ser a través de dicho tipo de soporte o mas alld del mismo. Se prefiere el
flujo subsiguiente a través de una membrana filtracidn estéril (como se describe aqui).

La solucién inyectable que se obtiene de las composiciones o formulaciones farmacéuticas
de la invencién es apropiada para el tratamiento de un rango de enfermedades y es
particularmente apropiada para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la
celular no deseable, ejemplo enfermedades hiperplasticas y

proliferacién por

neoplasticas. Por ejemplo, enfermedades cancerosas metastasicas y no metastdsicas por
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ejemplo el cédncer pulmonar de células pequefias y células no pequeiias, melanoma
maligno, cancer de ovarios, cancer de mamas, cancer de huesos, cancer colorrectal,
cancer pancredtico, cancer de vejiga, cancer cervical, sarcomas, linfomas, leucemias,

Ill

tumores de prostata, y tumores de higado son todos objetivos apropiados. El “sujeto” del
tratamiento puede ser un ser humano o un animal, en particular mamiferos, mas
particularmente mamiferos primates, caninos, felinos o roedores.

Otros aspectos de la invencién son el suministro de una composicién de acuerdo con la
invencion, o como alternativa el uso de una composicién de acuerdo con la invencion en la
fabricacion de un medicamento para utilizar en terapia. Dicha terapia es en particular para
el tratamiento de enfermedades que incluyen aquellas que se especificaron aqui
anteriormente. Segun se usa aqui, el término “tratamiento” incluye al tratamiento
reactivo y profilactico, tratamiento causal y sintomatico y también paliativo.

El uso del medicamento de la invencion en terapia puede ser como parte de una terapia
de combinacién, que comprende administrar a un sujeto que necesita dicho tratamiento,
una solucion inyectable de acuerdo con la invencién y uno o mas tratamientos adicionales.
Los tratamientos adicionales apropiados incluyen cirugia, quimioterapia y radioterapia
(especialmente la radioterapia con haces externos).

En un aspecto adicional la invencion abarca aparatos y conjuntos de elementos tales como
los que se describen aqui. Dichos conjuntos de elementos comprenderan un radioisétopo
emisor alfa, un ligando, una unidad directora y un material de unién selectiva para unirse
a los nuclidos hijos. Tipicamente, durante el uso, el radionuclido emisor alfa estard
presente o bien como un complejo de radionuclido emisor alfa, o se formara en dicho
complejo por el contacto entre una primera solucion de dicho conjunto de elementos (que
comprende el radionuclido emisor alfa y cualquier a de los nuclidos hijos) y una segunda
solucién de dicho conjunto de elementos (que comprende al ligando conjugado con la
unidad directora). Luego de la conjugacion, el complejo de radionuclido emisor alfa se
pondrd en contacto con el ligante selectivo. Dicho contacto puede ser de cualquiera de las
formas que se han descrito aqui, pero preferiblemente se realizara haciendo pasar a la
soluciéon del complejo de radionuclido emisor alfa a través de una columna, lecho, filtro,
membrana o tapdn de material de unién selectiva.

Los conjuntos de elementos de la presente invencidén generalmente incluiran el material
de union selectiva en la forma de un filtro o columna. La solucidn de radionuclido emisor
alfa estara presente en un primer recipiente pero este y todos los recipientes a los que se
hace referencia aqui pueden ser una ampolleta, jeringa, cilindro de jeringa, cartucho,
cassette, pocillo, ampolla o cualquier otro recipiente apropiado asi como una parte de

dicho tipo de recipiente, por ejemplo un pocillo en una placa o un espacio vacio dentro de
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a cartucho o cassette multi-reactivos. El primero y el segundo recipiente (donde estd
presente), pueden formar parte del mismo dispositivo (por ejemplo pueden ser pocillos o
espacios vacios separados en una placa o cassette multicomponentes) y pueden estar en
comunicacion de fluidos entre si, opcionalmente al retirar un sello, tapdn o al abrir una
tapa o suprimir una restriccion, abrir una pinza etc., para permitir que las soluciones se
mezclen. Dicha mezcla se puede iniciar manualmente o puede ser el resultado de una
manipulacion dentro de un aparato automatizado.

Una forma de realizacién de los conjuntos de elementos de la invencidn tiene la forma de
cartuchos para un aparato automatizado, por ejemplo, un sintetizador automatizado.
Dicho aparato automatizado permite llevar a cabo los métodos de la invencién con
minima intervencién manual para asegurar el cumplimiento con los principios de cGMP.
Por lo tanto, un aparato tipico incluye un sintetizador automatizado tal como el aparato
GEHC FastLab o TracerLab que contendra o estara cargado con el conjunto de elementos o
el dispositivo de la presente invencién. Por lo tanto, un aparato automatizado que
comprende un conjunto de elementos o un dispositivo de la invencién conforma un
aspecto adicional de la invencién. El conjunto de elementos de la invencidn puede tener la
forma de un dispositivo, cartucho, rotor, paquete de reactivos etc., para cualquiera de
dichos aparatos u otro similar. Se puede utilizar un aparato automatizado para llevar a
cabo un proceso completamente automatizado que comprende la complejacidon de un
radionuclido (por ejemplo torio-227) a un conjugado de ligando/biomoléculas, eliminacién
de nuclidos hijos por filtracion con un ligante selectivo (por ejemplo una resina en fase
sélida) filtracidn estéril y dispensacion en un producto fadrmaco o ampolleta. Por lo tanto,
los diversos métodos de la invencion se puede llevar a cabo por medio de un aparato
automatizado por ejemplo uno que contenga un conjunto de elementos o un dispositivo
tal como los que se describen aqui.

En una forma de realizacién relacionada, la invencién provee un dispositivo de
administracion. Un dispositivo con dichas caracteristicas puede contener una solucién de
complejo de radionuclido emisor alfa y nuclidos hijos y comprendera un ligante selectivo
para dicho(s) nuclido(s) hijo(s). Durante el uso, un dispositivo de administracion con dichas
caracteristicas puede eliminar de manera concomitante los nuclidos hijos por pasaje de la
solucién a través del ligante selectivo o mas alld del mismo y también administrar a un
sujeto la solucion purificada que se obtiene como resultado.

Las soluciones inyectables que se formaron y que se pueden formar a partir de las
composiciones farmacéuticas de la invencién y aquellas que se formaron por el uso de los
conjuntos de elementos de la invencidn evidentemente conformaran un aspecto adicional

de la invencidn. Dichas soluciones pueden ser, por ejemplo una solucién inyectable que
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comprende una solucién de por lo menos un radionuclido emisor alfa complejado y por lo
menos un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable donde la concentracion de
la solucién de cualquiera de los iones sin complejar que aparecen como resultado de la
cadena de desintegracién radioactiva de dicho al menos un radionuclido emisor alfa
complejado no es mayor que un 10% de la concentracidn de la solucién de dicho al menos
un radionuclido emisor alfa complejado.

Un aspecto de la presente invencién se refiere a un método para reducir la radidlisis de
por lo menos un componente orgdnico en una solucién. Generalmente este estara en una
solucién tal como se describe aqui en cualquiera de las formas de realizacién y puede
comprender por lo menos un complejo de radionuclido emisor alfa, por lo menos un
radionuclido hijo y por lo menos un componente organico. Tipicamente en esta forma de
realizacion y en todas las demas, los hijos serdn isétopos hijos que se formaron por
desintegracion radioactiva de por lo menos un radionuclido emisor alfa que esta como un
complejo correspondiente o proviene del mismo. El material orgdnico puede ser cualquier
componente orgdnico incluyendo a cualquier vehiculo, diluyente, solucién amortiguadora
de pH etc. farmacéuticamente aceptable, (cualquiera de los cuales, ya sea orgdnico o no,
se puede incorporar a las soluciones descritas con relacién a la presente invencidn). Mas
comUnmente el componente organico comprendera un agente complejante y/o un agente
director, que tipicamente serd el agente complejante de dicho complejo segln se describe
aqui. El agente director puede ser cualquier unidad directora apropiada (por ejemplo un
anticuerpo, fragmento de anticuerpo (Fab, F(ab’), scFv etc.), conjugado de anticuerpo o de
un fragmento etc.). El agente director tipicamente estara conjugado al complejo por
conjugaciéon covalente o no covalente. Al poner en contacto una solucién con dichas
caracteristicas con por lo menos un ligante selectivo para el por lo menos un nuclido hijo
(especialmente por lo menos un ligante selectivo segin se describe en cualquiera de las
formas de realizacién que se dan aqui pero mds particularmente ligantes inorgdnicos, por
ejemplo hidroxiapatita) luego los radionuclidos hijos pueden ser secuestrados de la
solucién y se pueden separar tanto del material orgdnico como de otros materiales,
incluyendo al agua, que se puede ionizar facilmente o convertir en una forma de radical.
De esa manera como beneficio directo de la menor radidlisis directa, esta reduccion de la
radidlisis evidentemente también serd un beneficio indirecto porque la menor
concentracion de especies radicales y oxidantes reducird las reacciones no deseables con
el material organico del complejo o la unidad directora. Como una forma de realizacién de
este método, la invencion también provee un método para reducir la concentracion de
H,0, en una solucién que comprende por lo menos un complejo de radionuclido emisor

alfa, por lo menos un radionuclido hijo y opcionalmente por lo menos un componente
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organico (por ejemplo un agente complejante y/o un agente director), donde dicho
método comprende poner en contacto dicha a solucién con por lo menos un ligante
selectivo para dicho por lo menos un nuclido hijo.

En todos los aspectos, la “reduccién” de la radidlisis o la concentracidon de un componente
se refiere a una reducciéon de comparacion con una solucién de control que contiene a
todos los componente correspondientes de la solucion excepto por el(los) ligante(s)
especifico(s). De manera similar, “eliminar” se refiere a eliminar un radiontclido de la
soluciéon libre, por ejemplo atrapando a dicho radionuclido dentro de un material
separable tal como un gel o sélido (por ejemplo a sélido ceramico, poroso etc.).

Ahora, la invencidn se ilustrard por referencia a los siguientes ejemplos no limitantes, y a
las siguientes figuras, donde:

La figura 1 muestra la generacién de perdxido de hidrégeno por radidlisis de agua en

presencia o ausencia de un ligante selectivo

EJEMPLO 1

Absorcion de radio-223 en columnas por gravedad usando hidroxiapatita ceramica

Se pesaron 100 mg de hidroxiapatita ceramica y transfirieron a las columnas. Se utilizé
solucién amortiguadora de pH de HEPES (5 mM, pH 8) para equilibrar la columna (3 x 1
ml). Luego se agregd a la columna 1 ml de solucién amortiguadora de pH de HEPES que se
dejo en reposo durante toda la noche antes de cargar 140 kBqg de radio-223 en 1 ml. La
absorcién fue inmediata. Luego la columna se lavé con solucidn amortiguadora de pH de
HEPES (3 x 1 ml), antes de determinar la absorcion del radio-223 en el material de la
columna usando a instrumento detector de HPGe (Ortec, Oak Ridge, TN).

El material eliminé el 98,9 % del radio-223 y los nuclidos hijos (Tabla 2).

Tabla 2 Promedio del porcentaje de retencion de radio-223 para la hidroxiapatita

ceramica (n= 3).

Muestras Promedio retencion

del radio-223 (%)

Hidroxiapatita | 98,9

ceramica

EJEMPLO 2
Purificacion de un conjugado de torio dirigido en solucion amortiguadora de pH al fosfato
en columnas de centrifugacion con resina de intercambio catidnico a base de dcido

propilsulfonico y silice
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Se marcéd un conjugado quelante de trastuzumab preparado como se describid
anteriormente (W02011/098611A) con torio-227 (formando un conjugado de torio
dirigido, TTC), usando torio-227 almacenado durante 5 dias en HCl seguido de purificacion
y que por lo tanto contiene el radio-223 aparecido y las progenies de la desintegracion del
radio-223. Cada muestra contenia 0,21 mg de TTC, 520 kBqg de torio-227 y 160 kBq de
radio-223 en 300 pl de solucidn salina amortiguadora de pH al fosfato pH 7,4 (Biochrome
PBS Dulbecco, Cat no L1825). La muestra se agregd a una columna con 15 mg de resina de
intercambio catiénico a base de silice y acido propilsulfénico. Las columnas se
centrifugaron (10 000 rcf, 1 min) y se recolectd el eluato. Se determind la distribucién de
torio-227 (TTC) y radio-223 entre la columna y el eluato usando un instrumento detector
de HPGe (Ortec, Oak Ridge, TN).

La retencién de TTC (representada por el torio-227) y radio-223 en la columna fue de 5,5y

99,1 %, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3 Retencion del conjugado de torio dirigido (TTC) y radio-223 luego de la

purificaciéon en columna de centrifugacion con resina de intercambio catiénico

Cantidad de resina de TTCen radio-223 en

intercambio catidnico (mg)| columna (%) | columna (%)

15 5,5 99,1

EJEMPLO 3

Eliminacidn de radio-223 en solucion amortiguadora de pH al citrato y fosfato en columna
de centrifugacion con resina de intercambio cationico a base de silice y dcido
propilsulfonico

Se agregaron 160 kBqg de radio-223 en 300 pl de solucién amortiguadora de pH al citrato
50 mM a pH 5,5 con cloruro de sodio al 0,9 % o solucidn salina amortiguadora de pH al
fosfato a pH 7,4 (Biochrome PBS Dulbecco, Cat no L1825) a una columna con 60 mg de
resina de intercambio catiénico a base de silice y acido propilsulfénico. Luego, las
columnas se centrifugaron (10 000 rcf, 1 min) y se recolectd el eluato. La distribucién de
radio-223 entre la columna y el eluato se determind usando un instrumento detector de
HPGe (Ortec, Oak Ridge, TN).

La retencion de radio-223 en la columna fue del 96,5 % para la solucién amortiguadora de
pH al citrato y 99,6 % para la solucién amortiguadora de pH al fosfato, respectivamente

(Tabla 3).
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Tabla 3 Retencion de radio-223 luego de la purificacion en columna de centrifugacion

con resina de intercambio catidonico

Tipo de solucién Promedio de radio-223

amortiguadora de pH | en columna (%)

Citrato 96,5

fosfato 99,6

Ejemplo 4 — Otra comparaciéon de materiales ligantes selectivos

Se seleccionaron cuentas de gel de estroncio y alginato de calcio, liposomas de DSPG,
hidroxiapatita ceramica, Zeolita UOP de tipo 4A, y dos resinas de intercambio catidnico
(AG50WX8 y SOURCE 30 S) como materiales de estudio para la absorciéon de radio-223; en
donde SOURCE 30S es una resina de intercambio catidénico fuerte que tiene una matriz de
poliestireno / divinilbenceno, y en donde AG50WX8 es una resina de intercambio
catiénico fuerte de poliestireno-divinilbenceno acido sulfénico. Se probé la absorcién por
difusién pasiva de los nuclidos con los materiales de la formulacién presentes como
suspensiones. Se tomaron mediciones con ayuda de un detector de germanio luego de 1
hora de equilibracion a 25 2C con agitacién. También se estudio la eliminacidn de nuclidos

libres en columnas por gravedad.

Absorcién de radio-223

Todos los materiales, en cierta medida, eliminaron el radio-223 y sus hijos por absorcién
por difusidon pasiva en rangos entre 30,8 + 5,8 y 95,4 + 2,5 % de absorcién en las
condiciones experimentales que se seleccionaron. Todos los materiales que se probaron
eliminaron el radio-223 y sus hijos en el montaje de columna por gravedad con absorciéon
casi completa. Los resultados fueron significativamente mayores (~ 100 %) y con una
variacion minima (< 1 %) en comparacién con la absorcién por difusién pasiva de radio-
223, para todos los materiales que se probaron excepto por las cuentas de gel de alginato

(véase la tabla 4).

Muestras Absorcién Desviacién estandar Promedio de la Desviacion estandar
promedio relativa de la absorcion: absorcion de radio- : relativa de la absorcion
de radio-223 de radio-223 por 223 en columna por :de radio-223 en columna

por difusion difusion pasiva(%) gravedad (%) por gravedad (%)

pasiva (%)

Liposomas 95,4 2,5 - -

Resina de 78,7 15,8 99,5 0,1
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intercambio

catidnico SOURCE

308
Hidroxiapatita 77,8 20,1 98,9 0,7
ceramica
Cuentas de gel de 71,9 9,7 8,2 20,7

alginato de calcio

Cuentas de gel de 68,2 16,7 - -
alginato de
estroncio
Zeolita UOP tipo 4A 49,7 7,4 - -
Cuentas de gel de 33,1 1,7 - -

alginato de calcio

Resinas de 30,8 5,8 99,8 0,2
intercambio

catidonico AG50WX8

Se han identificado diversos materiales apropiados para capturar isétopos hijos del radio-
223. Se probaron las cuentas de gel de alginato de estroncio y calcio, liposomas de DSPG,
hidroxiapatita ceramica, Zeolita UOP tipo 4A, y dos resinas de intercambio catidnico
(AG50WX8 y SOURCE 30 S) y se descubrié que todos los materiales eliminaban el radio-
223 y sus hijos.

Los liposomas de DSPG fueron superiores cuando se probd la absorcidon por difusién
pasiva mientras que los otros materiales fueron menos que éptimos cuando se utilizaron
como suspensiones y para la absorcién por difusién pasiva. Sin embargo, las resinas de
intercambio catiénico y la hidroxiapatita cerdmica fueron excelentes cuando se utilizaron

en columnas por gravedad.

Ejemplo 5 — Reduccidn de la radidlisis

Resumen

Se estudié la formacidon de peréxido de hidrégeno (H,0,) en la fase acuosa de la
formulacion como una medida de radidlisis en presencia y ausencia de hidroxiapatita
ceramica, que fue uno de los materiales que se mostré que se unian eficientemente a los
radionuclidos de la solucién. La radidlisis y formacién de radicales libres en la fase acuosa
puede degradar el complejo con el radionuclido y por lo tanto es deseable minimizar la
generacion y la cantidad de H,0, presente. Luego de 3 dias la concentracion de H,0, en

las muestras con hidroxiapatita ceramica fue significativamente menor que los controles,
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y la absorcion de 223Ra y 227Th de la solucién fue casi completa.

Método

Se utilizé el espectrofotémetro UV mini-1240 de un Unico haz (190 — 1100 nm) de
Shimadzu (Kyoto, Japdn) y se registro la transmision de luz a 730 nm para los analisis de la
concentracion de H,0,. Se utilizd la modalidad fotométrica donde se mide la absorbancia
de una muestra a una longitud de onda fija (n= 3). Las cubetas que se utilizaron fueron
cubetas Plastibrand semi-micro descartables de 1,5 ml (12,5 x 12,5 x 45 mm) hechas de
poliestireno.

Se hizo una solucion de 0,5 mg/ml de solucién de peroxidasa de rabano picante y 2 mg/ml
de sustrato para peroxidasa (sal diamodnica del acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)) por disolucidon en agua libre de metal. La enzima peroxidasa transforma al
sustrato para peroxidasa de incoloro a un color verde con H,0, como sustrato. Se hicieron
estandares de H,0, a 1,765, 0,882, 0,441, 0,221, y 0,110 mmol/L de H,0, por dilucién de
H,0, al 30 % (peso en peso) en agua libre de metal (n= 3). La linealidad de la curva de
estandar fue R2= 0,9995.

Las muestras consistieron en 100 mg/ml de hidroxiapatita ceramica en 250 pl de cloruro
de sodio a 9 mg/ml que se cargd con una solucidn de 22’Th recién preparada hasta una
concentracién de 0,5 kBg/ul (n=3).

Se analizaron dos tipos de muestras de control, un control negativo solo con 22’Th y sin
material ligante, y un control positivo con material ligante pero sin fuente radioactiva (n=
3). Los controles negativos se analizaron para controlar la homogeneidad de los
radionuclidos en la solucién de cloruro de sodio y la cantidad de H,0, generada en
ausencia de material ligante, mientras que se analizaron los controles positivos para ver si
se desarrollaba un nivel significativo de H,0; sin presencia de radioactividad.

Para los calculos del porcentaje de absorcion de muestras de radionuclidos en
hidroxiapatita ceramica y homogeneidad de radionuclidos en los controles negativos, se
midid cada muestra o control en el detector de HPGe antes de extraer 60 pl del
sobrenadante. Las muestras, los controles y los estandares se prepararon ademas para el
analisis de H,0, mezclando 900 pl de cloruro de sodio a 9 mg/ml con 50 pl de solucién de
sustrato para peroxidasa, 25 pl de solucion de peroxidasa de rabano picante y 25 pl del
respectivo sobrenadante de muestra, control o estandar. Las muestras, el control o el
estandar se mezclaron cuidadosamente y se midieron inmediatamente por
espectrofotometria UV-vis. Para las radioactivas muestras y los controles, por ultimo el
volumen restante de la muestra se midid en el detector de HPGe. La absorcidon de

radionuclidos en hidroxiapatita ceramica o la homogeneidad de la radioactividad en la
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solucién de cloruro de sodio se calcularon con ayuda de los espectros del HPGe.
La concentracién de H,0, en las muestras, los estandares y los controles se analizé por

espectrofotometria UV-vis a 730 nm, en los puntos de tiempo de 0, 3, 7, 10 y 14 dias.

Resultados

El nivel medido de H,0, que se forma durante los 14 dias de almacenamiento en las
muestras de hidroxiapatita ceramica suspendida y 22’Th recién preparadas se redujo
significativamente en comparacién con los controles negativos sin hidroxiapatita ceramica
(fig. 1). Los controles positivos que contenian hidroxiapatita ceramica sin radioactividad no
mostraron ninguna formacién de H,0, fuera del error estadistico del método (fig. 1). La
absorcion por difusion pasiva de 2?2’Th recién preparado en una suspension de
hidroxiapatita cerdmica fue de 81 + 3 % para un tiempo de reaccién de 90 minutos. La
consecutiva absorcidn de 22’Th y 223Ra generado por la hidroxiapatita ceramica fue de 99
5%y 102 + 12 %, respectivamente, cuando se midié luego de una incubacién de 14 dias.
La reduccién del H,0, medida demuestra una menor produccién de radicales y agentes

oxidantes debida a la radidlisis de la solucién que los contiene.

28



CAPITULO REIVINDICATORIO

1. Un método para generar una solucidn purificada de un radionuclido emisor alfa
277Th, caracterizado porque dicho método comprende poner en contacto una solucion que
comprende un complejo de ?’/Th con un ligando y el nuclido hijo ??3Ra con un ligante
selectivo para dicho nuclido hijo ?23Ra y subsiguientemente separar dicha solucion del
complejo de dicho ligante selectivo,

donde dicho ligando se selecciona del grupo que consiste de acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético, acido dietilentriamina pentaacético, vy
guelantes de hidroxipiridinona-octadentados, y

donde dicho ligante selectivo se selecciona entre resinas de intercambio
catidnico, e hidroxiapatita ceramica,

y dicho ligando esta conjugado con una unidad de unién especifica que es un

anticuerpo.

2. El método segun la Reivindicaciéon 1, caracterizado porque dicho radionuclido
emisor de alfa /’Th esta en forma de un complejo con un ligando, en el que dicho ligando

estd conjugado con el anticuerpo trastuzumab.

3. Un método segun cualquiera de las Reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque
dicho ligante selectivo estd en la forma de un soporte sélido o un soporte en forma de gel,

o estd unido a un soporte de dicho tipo.

4. Un método segln la Reivindicacion 3, caracterizado porque dicho soporte sélido o
en forma de gel estd en la forma de (o estd unido a) una forma que se selecciona entre:
membranas, cuentas de resina, cuentas de gel, estructuras de lipidos autoensamblados,

microparticulas, nanoparticulas, polvos, cristales, cerdmicos y estructuras poliméricas.

5. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado
porque dicha solucién se pone en contacto con dicho ligante selectivo por medio del flujo
de dicha solucién a través de dicho ligante selectivo o a través de un soporte sobre el cual

esta inmovilizado dicho ligante selectivo.

6. Un método segun la Reivindicacidon 5, caracterizado porque dicho contacto se
realiza por medio de una filtracién en la cual dicha solucién fluye o pasa a través de dicho
ligante selectivo o a través de un soporte sobre el cual estd inmovilizado dicho ligante

selectivo.



7. Un método segun la Reivindicacidn 6, caracterizado porque dicha filtracion
comprende ademas hacer fluir a dicha solucién a través de una membrana de filtraciéon

estéril.

8. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado

porque dicho contacto tiene lugar durante un periodo de 30 segundos a 30 minutos.

9. Un método segun cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque
dicha solucidn se pone en contacto con dicho ligante selectivo por medio del agregado de

dicho ligante selectivo y dicha solucidn a un recipiente sellado o parcialmente sellado.

10. Un método segun la Reivindicacién 8, caracterizado porque dicho contacto tiene

lugar durante 30 minutos.

11. Un conjunto de elementos para la formacién de un preparado farmacéutico de un
complejo del radioisétopo emisor alfa 2’’Th con un ligando, caracterizado porque dicho
conjunto de elementos comprende:

i) una solucién de dicho radioisétopo emisor alfa 277Th y el isétopo hijo
223R,:

i) un ligando seleccionado entre acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7,10-tetraacético, acido dietilentriamina  pentaacético, y quelantes de
hidroxipiridinona-octadentados;

ii) una unidad de unién especifica (directora)que es un anticuerpo,

iii)un ligante selectivo para dicho isétopo hijo ??3Ra, donde dicho ligante
selectivo se selecciona entre resinas de intercambio catidnico, o hidroxiapatita ceramica,

donde dicho radioisétopo emisor alfa 2’Th es complejado o puede ser
complejado por dicho ligando que estd conjugado o se puede conjugar a dicha unidad de

union especifica.

12. Un conjunto de elementos segun se reivindica en la Reivindicacion 11,
caracterizado porque dicha solucion de dicho radiois6topo emisor alfa 2’’Th y por dicho
isdtopo hijo 222Ra estd presente en un primer recipiente 1 y dicho ligando conjugado con

dicha unidad de unién especifica esta presente en un segundo recipiente.

13. Un conjunto de elementos segln se reivindica en la Reivindicacion 11 o la
Reivindicacion 12, caracterizado porque dicho ligante selectivo estd presente en la forma

de un filtro, a través del cual se puede hacer pasar dicha solucién de radioisétopo emisor



alfa 2”’Th luego de la complejacién con dicho ligando y luego de la conjugacion con dicha

unidad de unidn especifica que es un anticuerpo.

14. Un conjunto de elementos segln se reivindica en la Reivindicaciéon 12 o la
Reivindicacion 13, caracterizado porque dicho ligante selectivo estd presente en la forma

de un soporte sdélido o en forma de gel o esta unido a dicho soporte.

15. Un conjunto de elementos segln se reivindica en la Reivindicacion 14,

caracterizado porque dicho ligante selectivo esta presente en dicho primer recipiente.

16. Un conjunto de elementos segln cualquiera de las Reivindicaciones 11 a 15,
caracterizado porque dicho ligante selectivo se dispone de manera que el proceso de

administraciéon de dicha solucién lo separa de dicha solucién.

17. Un conjunto de elementos segun se reivindica en la Reivindicacion 16,
caracterizado porque dicho soporte sélido o en forma de gel se selecciona entre:
membranas, cuentas de resina, cuentas de gel, estructuras de lipidos autoensamblados,

microparticulas, nanoparticulas, polvos, cristales y estructuras poliméricas.

18. Un conjunto de elementos segun cualquiera de las Reivindicaciones 11 a 17,
caracterizado porque adicionalmente comprende un filtro y/o un dispositivo de

administracion.

19. Un conjunto de elementos segln cualquiera de las Reivindicaciones 14 a 21,

caracterizado porque comprende un filtro de tamafio de poro de 0,22 um.

20. Un dispositivo de administracién que comprende una solucién de un complejo del
radionuclido emisor alfa 2’’Th con un ligando y el nuclido hijo ?23Ra, caracterizado porque
dicho dispositivo comprende ademas un filtro que contiene un ligante selectivo para dicho
nuclido hijo 222Ra que se selecciona resinas de intercambio catidnico o hidroxiapatita

ceramica.

21. El dispositivo segun se reivindica en la Reivindicacion 20, caracterizado porque

estd en la forma de una jeringa descartable y un filtro de jeringa.



22. Un conjunto de elementos segun cualquiera de las Reivindicaciones 11 a 19,
caracterizado porque comprende un dispositivo de administraciéon que comprende la
solucion de dicho radiontclido emisor alfa 2”/Th complejado y dicho nuclido hijo 22%Ra,
donde dicho conjunto de elementos ademds comprende dicho ligante selectivo que se
selecciona entre resinas de intercambio catidénico o hidroxiapatita ceramica para dicho

nuclido hijo 222 Ra en la forma de un filtro.

23. Un método para formar una solucion inyectable de un complejo del alfa-
radiontclido 27Th, caracterizado porque comprende los pasos de:

a) combinar una primera solucién que comprende una sal disuelta del
radionuclido emisor alfa ?”Th y el nuclido hijo 223Ra con una segunda solucién que
comprende un ligando conjugado con una unidad de unién especifica (directora); donde
dicho ligando se selecciona entre 4acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacético, acido dietilentriamina pentaacético, y quelantes de hidroxipiridinona-
octadentados, y dicha unidad de unién especifica (directora) es un anticuerpo;

b) incubar las soluciones combinadas a una temperatura de entre 0°C y 50°C,
durante un periodo para permitir la formacién del complejo entre dicho ligando y dicho
radioisétopo emisor alfa 2’/Th por lo cual se forma una solucién de un complejo de
radioisdtopo emisor alfa 27/Th,

c) poner en contacto dicha solucidon de un complejo de radioisdtopo emisor
alfa 277Th que tiene un ligante selectivo para dichos nuclidos hijos 222Ra donde el ligante
selectivo para dicho nuclido hijo se selecciona entre resinas de intercambio catiénico o
hidroxiapatita ceramica,

d) separar dicha soluciéon de un complejo de radionuclido emisor alfa de dicho

un ligante selectivo.
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