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DESCRIPCION

Sustratos radiomarcados.

La presente invencidn se refiere a sustratos de la glicoproteina P (P-gp), que son ttiles para el marcaje y la forma-
cién de imagenes para el diagnéstico de la funcionalidad P-gp.

Se pueden usar técnicas nucleares no invasivas de formacién de imagenes, para obtener informacién bésica y de
diagnéstico sobre la fisiologia y bioquimica de sujetos vivos, incluyendo animales experimentales, seres humanos nor-
males y pacientes. Estas técnicas se basan en el uso de instrumentos de formacién de imagenes que pueden detectar la
radiacién emitida de trazadores radiactivos administrados a sujetos vivos. La informacién obtenida se puede recons-
truir para proporcionar imdgenes planas y tomograficas que ponen de manifiesto la distribucién y/o concentracién del
trazador radiactivo en funcién del tiempo.

La tomografia de emisién de positrones (PET) es una técnica de formacién de imdgenes no invasiva que ofrece la
mayor resolucién espacial y temporal de todas las modalidades de formacién de imdgenes en medicina nuclear y tiene
la ventaja afiadida de que puede permitir la cuantificacién real de concentraciones del trazador en tejidos. La técnica
implica el uso de trazadores radiactivos, marcados con radionucleidos emisores de positrones, que se disefian para
tener propiedades in vivo que permiten medir pardmetros relacionados con la fisiologia o bioquimica de una variedad
de procesos en los tejidos vivos.

Los compuestos se pueden marcar con radionucleidos emisores de positrones o gamma. Los radionucleidos emi-
sores de positrones usados mas habitualmente son 3O, '*N, ""C y ®F, los cuales se producen en aceleradores y tienen
semividas de 2, 10, 20 y 110 minutos respectivamente. Los radionucleidos emisores gamma mas ampliamente usados

187 99m 201 123
son "°F, ”"Tc, **'Tly 1.

La glicoproteina P (P-gp) es una bomba de eflujo de transmembrana dirigida por ATP localizada, entre otros
tejidos, en la barrera hematoencefélica (Bradbury, 1993), los rifiones y los testiculos (Sugawara, 1990). En seres hu-
manos, esta proteina es codificada por el gen MDR1. A lo largo de la dltima década, se ha mostrado que un gran
nimero de compuestos estructuralmente diferentes son transportados fuera de las células por la P-gp, conduciendo
a una disponibilidad mucho menor de estos compuestos en los tejidos a los que van dirigidos, de lo que se espera-
ria por las propiedades fisicas de los compuestos (Schinkel, Wagenaar et al., 1996), los cuales sélo comparten las
propiedades de ser moléculas amfipdticas, hidréfobas pequefias (normalmente <2 kDa) que normalmente no estdn car-
gadas negativamente. Las clases de productos terapéuticos moléculas pequeiias que son sustratos de la P-gp incluyen
anticancerigenos, inmunosupresores, agentes cardiacos, antihistaminicos y una serie de agentes antiinfecciosos que
incluyen agentes eficaces contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). La actividad de la P-gp disminuye la
disponibilidad intracelular de una variedad de fairmacos anticancerigenos, conduciendo al desarrollo de resistencia a
estos; parece que lo mismo es cierto para los inhibidores de proteasa del VIH y los inhibidores no nucleésidos de
transcriptasa inversa (Fellay, J., Marolini, C., et. al 2002).

Se han desarrollado una serie de trazadores de PET y SPECT (tomografia por emisién de fotén tnico) para de-
mostrar la presencia de P-gp en tejidos, pero ninguno de estos trazadores se aplican al desarrollo de fairmacos o se
usan actualmente como herramienta de diagndstico clinico rutinaria (Del Vecchio, Ciarmiello et al., 2000; Hendrikse
and Vaalburg, 2002; Levchenko, Mehta et al., 2000). Aunque estas herramientas de formacién de imagenes tienen su
utilidad, su sensibilidad y por lo tanto su alcance para propdsitos de investigacion son limitados. Se observa como
mucho un aumento de 2-3 veces de la absorcidn en el tejido que expresa P-gp (cerebro/tumor) con la supuesta dosis
de inhibicion de 100%. Esto significa que si son suficientes cambios pequefios (p.ej. <20%) en la funcionalidad P-
gp para el cotratamiento, por ejemplo en la terapia de tumores, las herramientas de formacién de imagenes actuales
pueden no ser suficientemente sensibles para establecer el cambio en la funcionalidad P-gp con suficiente seguridad,
y por lo tanto pueden no ser adecuadas para establecer la dosis requerida de inhibidor de P-gp o de sustrato competi-
tivo. El sistema de transporte de la P-gp es complejo y se entiende poco en el hombre in vivo, y serfan especialmente
beneficiosos los trazadores radiactivos muy sensibles que se pudieran usar in vivo para elucidar la funcién de la P-gp
en la resistencia a fdrmacos y toxinas, inmunidad, apoptosis o diferenciacién celular.

Segtn la presente invencidn en esta memoria se proporciona un compuesto radiomarcado de férmula (I):
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para usar como un sustrato de la glicoproteina P (P-gp), en la que:
Xes"CoC;
R! es R?® cuando X es C, o R! es hidrégeno cuando X es ''C;

R? es alquilo C,_g, alcoxi C;_g, N(Me), o halégeno cuando X es ''C o cuando R' es R* 0 R? es R?, 0 alquilo C,_,
alcoxi C;_¢ 0 N(Me), marcado con R® cuando X es C o cuando R! es hidrogeno;

R® es ''C, '8F, %1, '%°1, "Br, 7’Br o ciclopentadienil-*"Tc;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
Preferiblemente R? es metilo, metoxi, N(Me),, F, Br, I o CI.
Mis preferiblemente, X es C, R! es ''C y R? es Cl.

La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica radiactiva que comprende un compuesto
de férmula (I) y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Uno de los compuestos de féormula (I) es la 4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-N,N-dimetil-alfa,alfa-difenil- 1-piperidina-
butiramida, conocida mds habitualmente como loperamida (Imodium™), un agonista del receptor de opidceos usado
en el tratamiento de la diarrea (Galambos, Hersh et al., 1976), que también es un compuesto que interacciona con y
es transportado por la P-gp (Sadeque, Wandel et al., 2000; Schinkel, Wagenaar, Mol, and van Deemter, 1996; Wandel,
Kim et al., 2002).

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para preparar la ['! C-N-metil]-4-(4-clorofenil)-4-hi-
droxi-N,N-dimetil-alfa,alfa-difenil- 1-piperidina-butiramida que comprende hacer reaccionar la 4-[4-(4-clorofenil)-4-
hidroxipiperidin-1-il]-N-metil-2,2-difenilbutiramida, el precursor desmetilado de loperamida con ['!'C]Mel en presen-
cia de una base, tal como hidréxido de potasio y un disolvente inerte, tal como dimetilsulf6xido, a una temperatura
entre temperatura ambiente y la temperatura de reflujo del disolvente, preferiblemente aproximadamente a 80°C; y
aislar el producto por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y separacion de cualesquiera disolventes
orgdnicos restantes por cualquier medio convencional.

Los radionucleidos adecuados que se pueden incorporar en los compuestos de férmula (I) incluyen: ''C, '*F, ®™Tc,
1231, 151, "Br y ""Br. La eleccién del radionucleido que se va a incorporar en los compuestos de férmula (I) dependera
icacid iti éuti ifica. s je in vitro -
de la aplicacidn analitica o farmacéutica especifica. Por lo tanto, para el marcaje tro de P ara los ensayos
e competicion, se preferirdan los compuestos que incorporan 0 r. Para los agentes de formacion de iméagenes
d t £ 1 t 125T 0 ""Br. Para 1 tes de fi d
. DI investigacion, u e i u onuclei . ,
ara diagndstico e investigacion, se prefieren los compuestos que incorporan un radionucleido seleccionado de ''C
18F, mTc, 12T 0 "Br. En algunas aplicaciones puede ser titil la incorporacion de un radionucleido quelante tal como
99mT
c.

Se pueden usar andlogos de la loperamida radiomarcados en estudios clinicos para evaluar la funcién de los inhi-
bidores de P-gp en una variedad de areas patoldgicas en las que se cree que la glicoproteina P tiene una funcién en el
fracaso de la terapia, p. €j. en la expresion de P-gp en las superficies luminales de las células epiteliales intestinales
que conduce a disminuir la adsorcién de los compuestos administrados por via oral, en el eflujo de inhibidores de la
proteasa del VIH que da como resultado la menor biodisponibilidad y suministro en los tejidos, o en la terapia antitu-
moral en la que la presencia de glicoproteina P puede conducir a la desensibilizaciéon de tumores, por ejemplo, frente
a antineopldsicos.

El Esquema 1 representa la ruta sintética de la loperamida desmetilada de tipo cGMP.
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En este esquema el dcido 3,3-difenildihidrofuran-2-ona (II) se fusiona con el 4-(4-clorofenil)piperidin-4-ol (III)
dando el acido 4-[4-(4-clorofenil)-4-hidroxipiperidin- 1-il]butirico (IV) que se convierte en su N-metilamida por la for-
macion in situ del anhidrido mixto por reaccidn con anhidrido trifluoroacético, seguido de tratamiento con metilamina
para dar la loperamida desmetilada (V).

En el Esquema 2 se muestra la ruta sintética de un compuesto de férmula (I) marcado con [''C].

Esquema 2
OH
Qa (o]
M [1CiMel
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Normalmente, el precursor desmetilado de loperamida se hace reaccionar con [''C]Mel a 80°C durante 5 min
usando DMSO como disolvente y KOH como base. El producto se obtiene por HPLC de fase inversa, y después de
separar los disolventes orgdnicos por evaporacion a vacio, se formula en una solucidn salina estéril al 0,9%.

En el Esquema 3 se describe una ruta posible para los andlogos radiofluorados y radioyodados de los compuestos
de férmula (I).

Esquema 3
s
O N_Br Y
NG O
OH N
O - O
O HN (o] N/CH3
i
Vit CH, (IX)

v

Para producir los productos radiofluorados, Y es un resto sal de yodonio o un resto triazeno a partir del cual
se puede hacer el producto final por reaccién nucledfila directa con *F-fluoruro. Normalmente, esto se hard en un
disolvente orgénico (DMF, DMSO, ACN) usando kryptofix® 222 como agente de transferencia de fase. Para producir
los productos radioyodados, Y es un resto trialquilestanilo, un resto 4cido borénico o un resto halégeno a partir del
cual se puede producir el andlogo radioyodado por una variedad de reacciones nucledfilas o electréfilas.

Alternativamente, los compuestos de féormula (I) se pueden marcar en la posicidn del carbonilo (X) usando una
reaccién de acoplamiento mediada por Pd (0) entre el sustrato halogenado adecuado, [''C]CO y la amina secundaria
adecuada.

Los materiales de partida y otros reactivos estdn disponibles en el comercio o se pueden sintetizar mediante méto-
dos conocidos y convencionales.

Datos biolégicos

Los animales (cerdos, Yorkshire-landrace, 37,5 kg, n=2) se escanearon con anestesia terminal (anestesia con iso-
flurano inducida por ketamina) en diferentes dias. Se inserté en ambos animales una cdnula arterial en una de las
arterias femorales. Se administré ['! C-N-metil]-4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-N,N-dimetil-alfa,alfa-difenil-1-piperidina-
butiramida (['!C]loperamida) por via intravenosa en la vena femoral, contralateral a la cdnula arterial, en forma de un
bolo de 1 min. El escaneado de PET y la toma de muestra de sangre arterial se inici6 trans empezar la administracion.
Se us6 ciclosporina A (Sandimmune™) como sustrato competitivo de la glicoproteina P (Twentyman, 1992). En las
condiciones de valor base, se observd poca penetracién en el SNC de la [''C]loperamida con el % de dosis inyec-
tada/litro permaneciendo por debajo de 1%. La administracién intravenosa de diferentes dosis de ciclosporina A, 30
min antes de la inyeccién de (I), condujo a un aumento de la sefal radiactiva dependiente de la dosis en el cerebro,
cuando se midié con escaneado de PET. Se administraron [*O]CO y [*O]H,O por via intravenosa en el cerdo en
las condiciones del valor base y después de cada dosis intravenosa de ciclosporina A para corregir los cambios en el
volumen sanguineo y los cambios en el flujo sanguineo. El aumento maximo de penetracién de (I) en el SNC para
el cerebro en conjunto fue de 7 veces y se observé con una dosis de ciclosporina A de 40-50 mg/kg (CsA). La com-
paracion de la velocidad de suministro K; de (I) con la K; de [O]H,O indicaba que con esta dosis se inhibia casi
toda la P-glicoproteina. Con dosis de CsA>10 mg/kg, la velocidad del metabolismo de [''C]loperamida disminuy6 de
aproximadamente 50% de progenitor a aproximadamente 80% de progenitor a los 60 min después de administracion.
El flujo sanguineo cerebral aument6 ligeramente con dosis mas altas de CsA. Estos cambios solo contribuyen en una
pequefia medida a los cambios grandes que se observaron en la sefal.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto radiomarcado para usar como un sustrato de la glicoproteina P (P-gp), segtin la férmula (I):

OH

(2, .
SYA%
O CH,
(D

en la que:
Xes'"CoC;
R! es R® cuando X es C, o R! es hidrégeno cuando X es ''C;

R? es alquilo C,_g, alcoxi C,_s, N(Me), o halégeno cuando X es ''C o cuando R! es R*,0 R? es R? o alquilo C,_,
alcoxi C;_¢ 0 N(Me), marcado con R® cuando X es C o cuando R' es hidrogeno;

R® es ''C, '8F, %1, '%°1, "Br, 7’Br o ciclopentadienil-*Tc;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
2. Un compuesto segiin la reivindicacién 1, en el que R* es metilo, metoxi, N(Me),, F, Br, T o CL.
3. Un compuesto segiin la reivindicacién 1 6 2, en el que R' es ''C.
4. Un compuesto segiin cualquier reivindicacién precedente, en el que X es C, R' es ''C y R? es Cl.

5. Una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de férmula (I) seglin cualquier reivindicacién
precedente, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

6. Un procedimiento para preparar la [''C-N-metil]-4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-N,N-dimetil-alfa,alfa-difenil-1-pi-
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peridinabutiramida que comprende hacer reaccionar un compuesto de férmula (VI)

con [''C]Mel y aislar el producto.
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