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(57) Resumo: RADIOFARMACO E SUAS COMPOSIGOES PARA
CINTILOGRAFIA DE SITIOS INFLAMATORIOS E INFECCIOSOS. A
presente invengao refere-se a um radiofarmaco constituido de um
radionuclideo complexado a uma molécula analoga da glicose para a
cintilografia de processos inflamatérios e infecciosos. A invengéo
compreende os compostos de tio-agucares e seus derivados, e um
radionuclideo emissor de raios gama ou raios-X, tais como T¢c-99m ou
In-111, bem como suas composigdes radiofarmacéuticas
compreendendo veiculo fisiologicamente aceitavel selecionados do
grupo compreendendo agua para injetaveis, solugdo salina estéril,
solugdo tampéo. Possibilitando assim a cintilografla de inflamagdes de
luxagéo, necrose vascular, abscessos, necroses teciduais, edemas,
infecgdes em préteses, identificacdo de sepsias, inflamagdes induzidas
por neoplasias, inflamagdes imuno-relacionadas, infecgdes sépticas e
assépticas associadas, inflamagdes radio induzidas, infecgées e
inflamagdées induzidas em implantes e transplantes, doengas
reumatoéides, artrites, e disfungdes nas pequenas e grandes
articulagdes, bem como infec¢des variadas.
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“RADIOFARMACO E SUAS COMPOSIGOES PARA CINTILOGRAFIA DE
SiTIOS INFLAMATORIOS E INFECCIOSOS”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se a um radiofarmaco constituido de um
radionuclideo complexado a uma molécula analoga da glicose para a cintilografia
de processos inflamatérios e infecciosos.

A invencao compreende os compostos de tio-agubares e seus derivados, e
um radionuclideo emissor de raios gama ou raios-X, tais como Tc-99m ou In-111,
bem como suas composigdes radiofarmacéuticas compreendendo veiculo
fisiologicamente aceitavel selecionados do grupo compreendendo &agua para
injetaveis, solugdo salina estéril, solugdo tampao. Possibilitando assim a
cintilografia de inflamagdes de luxagdo, necrose vascular, abscessos, necroses
teciduais, edemas, infecgdes em préteses, identificagao de sepsias, inflamagdes
induzidas por neoplasias, inflamagdes imuno-relacionadas, infeccdes sépticas e
assépticas associadas, inflamagées radio induzidas, infecgoes e inflamagodes
induzidas em implantes e transplantes, doengas reumatdides, artrites, e

disfungbes nas pequenas e grandes articulages, bem como infecgoes variadas.

ESTADO DA TECNICA

O processo inflamatério faz parte do mecanismo natural de defesa do
organismo humano contra agentes externos, acompanhando os processos de
reparo dos tecidos acometidos. Fazem parte deste processo: mecanismos
complexos tais como quimiotaxia, adesdo e rolagem de leucdcitos, bem como
migracdo, produgdo de interleucinas envolvidas em interagbes celulares, além da
ativagdo de diversos tipos células do sistema de defesa acompanhado de
interag6es moleculares de alta especificidade.

A detecgado de processos inflamatérios envolve cintilografia, pela medicina

" nuclear, bem como, tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética

nuclear (RMN), pela radiologia. Na cintilografia, utiliza-se a técnica de marcagao
de leucocitos com Tc-99m ou com citrato de Galio-67 (¥’Ga-citrato), tendo este
altimo sido aplicado por mais de trés décadas.

O complexo 99Tc-hexametilpropilenoamina oxima (HMPAO), identificado
por Tc-99m — HMPAO, consegue marcar seletivamente os leucocitos ex-vivo.
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Atualmente, In-111 oxima e Tc-99m HMPAO tém sido usados como padrao ouro
para marcagido de inflamagdes. A técnica de cintilografia com leucocitos
marcados com Tc-99m HMPAO auxilia a avaliagdo da evolugdo da inflamagao
visto que a RMN e a TC n&o tém precisao suficiente para identificar alteragbes
teciduais ja instaladas. A sensibilidade desta técnica esta associada a capacidade
de acompanhar alteragdes fisiologicas e bioquimicas, aumento da permeabilidade
vascular, aumento do ﬂuxo'sanguineo local, o extravasamento celular, em estagio
precoce, antes de alteragdes anatdmicas possam ser identificas. (Brasilerio,
Claudia Borges (dissertagdo); Campos, T.P.R. (orientador) Avaliagao de
Processos Inflamatérios na Articulacio Temporomandibular Empregando
Técncias Nucleares em Modelo Animal, Dissertagdo de Mestrado, Programa de
Ciéncias e Técnicas Nucleares, Universidade Federal de Minas Gerais, 2004)

Como outros monossacarideos, os aglcares, carbagucares (com atomo de
nitrogénio e carbono, respectivamente, substituindo o atomo de oxigénio no anel
piranosidico) e os tioaglcares (com atomo de enxofre em vez do atomo de
oxigénio no anel) ganharam importancia em glicobiologia e como drogas
potenciais. Quarenta anos da quimica destes compostos tém produzido um
numero grande de monotiossacarideos e de analogos de interesse biolégico.

Devido aos aglcares de enxofre poderem participar mais prontamente que
os correspondentes de oxigénio em processos heteroliticos, a quimica dos
tioaguicares e os seus analogos é mais ténue e as vezes mais delicada que a dos
aldoses e alditois correspondentes. Tioagucares com um atomo de enxofre no
anel possuem propriedades biolégicas interessantes. A sintese de 5-tio-a-D-
xilopiranose demonstra o primeiro exemplo de um tioaldose. Em 1984, o primeiro
exemplo de um tioaglcar natural foi identificado, o acido 5-amino-5-deoxi-4-tio-L-
glicero-L-ido-hepturénico. Este faz parte dos aglcares dos antibiéticos de
albomicina. Em 1987, 5-tio-D-manose foi isolado da esponja marinha Clathria
pyramida (Lendenfled) . Salacinol e Kotalanol foram isolados da Salacia
Reticulata, a erva usada em medicina indiana tradicional para diabetes e
mostrado ser um inibidor potencial de a-glucosidases intestinal.

A substituicao do 4tomo de oxigénio do anel de piranosideos (cadeia ciclica
com 6 atomos) e furanosideos (cadeia ciclica com 5 atomos) por um atomo de

enxofre é suficiente para modificar a reatividade anomérica (conformagdes o ou )
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dos monossacarideos correspondentes, para afetar seu estado conformacional
fundamental e, além de tudo, sua flexibilidade. A substituicdo do atomo de
oxigénio no anel do D-glicopiranose pelo atomo de enxofre produz o 5-tio-D-
glicopiranose (5a, 58)

Comparando os espectros de RMN-'H que acoplam constantes de pares de
protons vicinais de tioagucares com esses dos agucares de oxigénio
correspondentes, distor¢ées de contragdo significativas foram achadas nos a-
andémeros do 5-tio-D-glucopiranose e 5-deoxi-5-tio-D-xilopiranose. Distor¢oes
menores foram descobertas dentre os B-andmeros. As distorgoes de contragao
sdao acompanhadas por um movimento dos grupos hidroxila vicinal. Quando
ambos ocupam posigdes equatoriais, eles se poem mais proximos uns para com
os outros, considerando que quando eles ocupam posi¢bes axiais e equatoriais
(HO-C1, HO-C2 em 1, 5), a separagao entre eles aumenta.

Comparado com um furanosideo natural, a flexibilidade conformacional de
4-tiohexofuranosideo é afetada pela maior ligagao C-S, pelo menor angulo de C-
S-C e pelos efeitos diferenciais anomericos entre o S-C-O e O-C-O.

As diferengas das atividades biol6gicas entre tioagUcares e os analogos de
oxigénio dependem do arranjo geométrico, conformacional e das diferengas de
flexibilidade. Elas também dependem das diferencas eletrénicas destes
compostos uma vez que o enxofre € menos eletronegativo e mais polarizavel que
o etéreo correspondente. Em uma tentativa para entender a maior dogura de 5-
tio-D-glicose comparado com o D-glicose, calculos de mecanica quéntica
mostraram as diferengas em distribuigdo de carga que poderia fazer um papel
significante nas interagGes entre o agucar € o receptor.

Em agua, o 5-tio-D-glicose existe em uma razao de 85:15 em equilibrio de
a-piranose e seu f-anémero quando comparado com D-glicose para qual a razao
é 32:68 da mistura de a-piranose e p-piranose. 5-tio-o-D-glicopiranose passa por
mutarrotagdes mais rapido que a-D-glicopiranose em etanol aquoso. Em
contraste, 4-tio-D-glicose em agua prefere a forma de furanose.

Por causa do interesse crescente na bioguimica pelo 5-tio-D-glicose,
uma rota alternativa para sua sintese foi altamente desejada. Desde que
agucares de cloro tém provado ser valiosos intermediarios na preparagéo de

deoxi e amino aclicares, eles poderiam ser usados para prover uma sintese
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mais curta de 5-tio-D-glicose. As rotas de sintese improvisadas para o 5-tio-D-
glicose usa 5,6-anidro-3-O-benzil-1,2-O-isopropillideno-B-L-idofranose e 5,6-
anidro-1,2-O-isopropilideno-B-L-idofuranose.

Ozker et. al,( Ozker K, Collier BD, Lindner DJ, Kabasakal L, Liu Y, Krasnow
AZ, Hellman RS, Edwards SD, Bourque CR, Crane PD. Biodistribution of 99Tcm-
labelled 5-thio-D-glucose Nucl Med Commun. 1999 Nov;20(11):1055-8.), estudou
a biodistribuigao e localizagao tumoral com Tc-99m marcado com 5-tio-D-glicose
(Tc-99m-TDG). 5-tio-D-glicose foi marcado com Tc-99m reduzido diretamente
com ions estanoso. A biodistribui¢ao foi investigada em coelhos normais e ratos
com tumor experimental. Em coelhos, no plasma e a eliminagéo do (Tc-99m)-tio-
D-glicose foi de 14.5 e 11.3 mL/min. Excregéo urinaria as 1h foi de 53 mL/min. O
composto foi injetado intravenoso em ratos com carcinoma de colo MC26, e
amostras de tecidos foram analisados por cintilografia gama em vérios periodos.
A captagdo de TDG no tumor a 1 e 3 h foram 1.6 e 1.2%, a razéo tumor/musculo
foi de 2.7:1 e 4:1 nos respectivos tempos. A biodistribuigao por autoradiografia em
rato com MX-1 mama humano xendégrafo mostrou persistente captagdo maior do
que 4C-deoxyglicose (DG). O radiofarmaco de Tc-99m acumula no centro do
tumor, "C-DG glicose foi decrescendo na regido central. Ha discordancia entre a
captagdo da TDG com a *C-DG, sendo que TDG no age como um analogo de
glicose, sugerindo que TDG é avido para zonas de infarto e necrose, ou zonas
tumorais isquémicas.

Atualmente, encontramos disponiveis algumas patentes relacionadas ao
uso de radiofarmacos para dectecgéo de sitios de inflamagao:

A patente US 5792444, intitulada “Labeled chemotactic peptides to image
focal sites of infection or inflammation” relata um método de detecgdo de sitios de
infeccao ou 'inﬂamagéo, e um método de tratamento de tais infecgbes ou
inflamagdes em um individuo pela administragdo de um peptideo com capacidade
terapéutica e de diagnéstico junto com um marcador conjugado. Este peptideo é
um quimiotactico que acumula substancialmente no sitio de infecgao ou
inflamacdo. O peptideo quimiotactico possui em sua estrutura um grupo amino,
um residuo aminoacido, uma seqiiéncia espagadora e um radionuclideo

marcador.
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A patente US 5376356, intitulada “Imaging tissue sites of inflammation”,
descreve um método de cintilografia de sitios teciduais de inflamagao
apresentando um marcador de antigeno com regulagédo propria na superficie dos
leucécitos sob ativagdo. O agente de reconhecimento é selecionado do grupo de
peptideos quimiotaticos, ou peptideos eosinéfilos e agentes que sao capazes de
interagirem seletivamente com um receptor quimiotatico associado com leucdcitos
ativados. O agente de reconhecimento radiomarcado € aplicado por infuséo no
paciente e a regido do tecido do paciente é submetida a métodos de imagem a
fim de se obter monitoramento do tecido inflamado.

A patente US 4926869, intitulada “Method for the diagnosis and treatment
of inflammation” relata um método de detecgdo de inflamagdo de um individuo
pela administragdo de uma quantidade detectavel de imunoglobulina
radiomarcada ou fragmentos da mesma, onde a imunoglobulina acumula
substancialmente no sitio onde ocorre a inflamagéo.

A patente US4360509 intitulada “vivo radioassay process’, descreve um
teste in vivo em que um quelante radioativo de indio-111 e uma molécula de 8-
hidroxiquinolina s@o introduzidos no sangue do animal onde o quelante acumula
junto as regides inflamadas. Desta forma, o quelante é concentrado na inflamagéo
e serve para varredura por cintilografia do corpo, por alguma técnica de imagem
externa.

Por sua vez, as patentes que investigaram a sintese e aplicagdo de
compostos de tio-D-glicose, podem ser citadas:

A patente US 6,099,822, intitulada “/maging methods and compositions”,
relata uma composicédo util para cintilografia de tecidos isquémicos, em especial
tumores e infarto do miocardio, sendo que a composi¢do se resume no complexo
formado pelo Tc-99m e 5-tio-D-glicose.Descreve adicionalmente um metodo de
gerar imagem in vivo de tecidos isquémicos e tumor em cobaias através da
captacdo de uma quantidade efetiva de (Tc-99m)-5-tio-D-glicose, e apresenta a
varredura do sujeito de estudo para determinar a biodistribuigado do complexo.

Varios analogos de glicose (glucoheptonato, gluconato, glucarato)
marcados com Tc-99m podem ser Uteis na detecgdo de tumores e injurias agudas
nos tecidos. Tc-99m glucarato, um agucar dicaroxilato com seis carbonos,

acumula em tumores e regides infartadas do miocardio. Tc-99m-glucarato
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também concentra em tecidos necréticos. Assim, este composto pode ser util na
detecgédo de necrose em miocardio e diferenciagao de isquemia do miocardio com
dor aguda no peito. O mecanismo exato de localizagdo do Tc99m-glucarato nao é
conhecido. A presenca de frutose in vitro inibe a captagéo de glucorato em células
hipéxicas, mas néo tem efeito em células aeradas. A captacao de glucarato em
tumores de mama humano & superior do que Tc-99m-MIBI e Tc-99m-DTPA.
Apesar dos resultados encorajadores deste agente de imagem, este é instavel in
vivo. Um processo de transferéncia entre outros ligantes pode estar presente in
vivo, e conseqiientemente inibe o uso deste composto. Existe uma necessidade
de investigagéo da isquemia aguda de tecidos em especial presentes apos ataque
do coragéo, que devem ser distinguidos de tecidos normais, bem como imagem
de tumores.

A patente WOO00154734 intitulada “'*Re-labelled 5-tio-D-glicose for
radionucleotide tumor therapy”, relata um novo radiofarmaco atil para terapia
medica, consistindo de uma molécula de tio-D-glicose marcada com um is6topo
rénio. Esta invengao aborda o emprego da molécula de 5-tio-D-glicose marcada
com Re-188 para fins terapéuticos, em especial para tratamento de tumores
solidos. Esta patente apresenta um método de preparo do radiofarmaco,
envolvendo 5-tio-D-glicose, ions estanoso, € uma solugdo de Re-188 em um
solvente. Ele sugere que este radiofarmaco pode ser aplicado a uma diversa
variedade de tumores, que podem ser eliminados por uso deste radiofarmaco.

A patente US 4,208,398 descreve compostos mercaptanos radioativos para
avaliagao da fungao dos rins, através da mensuracgéo da capacidade de filtragem
do rim pela perda da atividade.

A patente US3932625 aborda a aplicagao de 5-tio-D-glicose em supressao
de energia para células infectadas de parasitas; e, conseqiente eliminagao de

parasitoses.

PROBLEMAS DO ESTADO DA TECNICA
O diagnostico de processos inflamatérios através dos métodos radiolégicos
como tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética nuclear (RMN),

apresentam boa sensibilidade, mas baixa especificidade.
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Através de métodos cintilograficos utiliza-se o complexo ®mTe-
hexametilpropilenoamina oxima (HMPAO),que consegue marcar seletivamente os
leucdcitos ex-vivo.Porém,o complexo processo de marcagao dos leucocitos prévio
ao processo de cintilografia representa uma grande limitagao para esta técnica,
uma vez que ha necessidade de direto contato com sangue, através de sua
remogdo e manipulagdo quimica, para posterior reaplicag&o. Esta manipulacao
quimica de sangue humano para marcagdo ex-vivo representa uma fonte de
contaminagao de alto risco tanto para o paciente como para o corpo clinico.

Desta forma, ha a necessidade de substituir o Tc99m-HMPAO por novos
radiofarmacos de facil marcagao e rapida cintilografia, com alta especificidade e
sensibilidade para inflamag&o-infecgao.

Nenhuma das técnicas descritas nas patentes supracitadas é atualmente
utilizada comercialmente. Além disso, o uso de peptideos ou imunoglobulinas é
atrativo, mas a definicdo e produgédo de tais moléculas sao ainda de extrema

complexidade.

VANTAGENS DA TECNOLOGIA

Com o intuito de solucionar tais limitagdes existentes tanto no uso do
Tc99m-HMPAO, bem como das patentes relacionadas, e solucionar o problema
de cintilografia de inflamagdes a presente invengdo descreve o processo de
marcagao, e o processo cintilografico de inflamagao-infecgdo dos compostos tio-
glicose e seus derivados.

Em outro aspecto, foi possivel observar que na literatura e nos bancos de
patentes, os compostos de tioglicose nao foram investigados para diagnostico de
inflamagdes. Também se observou que o anico composto investigado para
imagiamento e terapia de tumores, cujas patentes foram descritas, foi o 5-tio-D-
glicose. Da mesma forma, ha indicagées de uso do S5-tio-D-glicose para
imagiamento de isquemia do coragao € mesmo a investigagdo das fungbes
renais. Porém, em nenhum momento este composto foi investigado para uso em
inflamagdes ou infecgdes.

Por sua vez, o composto 1-tio-beta-D-glicose, também anélbgo da glicose,
nao foi mencionado nas patentes, e mesmo, néo ha investigagéo do emprego do
1-tio-D-glicose como radiofarmaco no diagnéstico por imagem sitios inflamatérios.
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BREVE DECRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1: Espectrograma de UV-visivel do 5-tio-D-glicose
Figura 2: Espectrograma de UV-visivel do 5-tio-D-glicose

Figura 3: Sobreposigdo dos espectrogramas de UV-vis para o monossacarideo 5-

tio-D-glicose, o padrao tecnécio e suas marcagoes
Figura 4: Cromatrograma de 5-tio-D-glicose obtido por CLAE

Figura 5: Sobreposi¢do dos cromatogramas de 5-TDG, Tc-99 e marcagdes Tc1,
Tc2eTc3

Figura 6: Espectrograma de infravermelho do 5-tio-D-glicose e do complexo Tc-99

-5-tio-D-glicose
Figura 7(a): Resposta de cromatografia em camada delgada de Tc-99

Figura 7(b): Resposta de cromatografia em camada delgada de do complexo Tc-

99 -5-tio-D-glicose
Figura 8: Resposta cintilografica de modelo em rato

DESCRIGAO DETALHADA DA TECNOLOGIA

A presente invengdo descreve um composto a base de tioglicose, tais
como 1-tio-B-D-glicose e 5-tio-glicose, marcado com radiosiétopo Tc-99m para
cintilografia de inflamagdes agudas e crbnicas.

A invencao compreende os compostos de tio-agucares e seus derivados, e
um radionuclideo emissor de raios gama ou raios-X, tais como Tc-99m ou In-111,
bem como suas composi¢des radiofarmacéuticas compreendendo veiculo
fisiologicamente aceitavel selecionados do grupo compreendendo agua para
injetaveis, solugdo salina estéril, solugdo tampdo. As mesmas podem ser
administradas pelas vias intramuscular, intravenosa, subcutanea, transdérmica ou
como dispositivos que possam ser implantados ou injetados.

Possibilitando assim a cintilografia de inflamagbées de luxagao, necrose
vascular, abscessos, necroses teciduais, edemas, infecgbes em proteses,
identificagdo de sepsias, inflamagdes induzidas por neoplasias, inflamagoes
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imuno-relacionadas, infecgbes sépticas e assépticas associadas, inflamagées
radio induzidas, infecgcdes e inflamagdes induzidas em implantes e transplantes,
doencgas reumatodides, artrites, e disfungdes nas pequenas e grandes articulages,
bem como infecgdes variadas.

A presente invengao pode ser mais bem entendida através dos seguintes

exemplos, nao limitantes de tecnologia:

Exemplo 1: Marcagao do 5-tio-D-glicose com tecnécio

Foram feitas trés tentativas de marcagao do 5-tio-D-glicose com tecnécio,
referidas como Tc1, Tc2 e Tc3, dissolvendo-se o monossacarideo para 1 mL de
soro fisiolégico (NaCl 0,9 %) num béquer de 10 mL. Adicionou-se cloreto
estanoso biidratado e, em seguida, 1 mL de solugéo de pertecnetato de sédio. A
atividade medida do **™Tc, como NaTcO,, 6 horas antes de sua manipulagéo, era
9,62 Gbq (26 mCi). No entanto, as marcagdes foram realizadas com o nuclideo
em seu estado estavel, **Tc. A estequiometria destas marcagdes est4 expressa

na tabela 1.

Tabela 1. Estequiometria das marcagdes com Tc.

Solugdes 5-tio-D-glicose NaTcO4 SnCl2.2H,0
196 g/mol 186 g/mol  118,7 g/mol

Tc padrao - 525x10°M -
Te1 4,08x 102M 8,90x10°M 7,0x102M
Tc2 2,55x 10°M 525x10%M 2,1x102M
Tc3 1,28 x102M 525x10%M 6,5x 102 M

Exemplo 2: Analise do 5-tio-D-glicose por espectroscopia
Foi realizada analise do 5-tio-D-glicose puro em espectrofotémetro UVPC,
0 mesmo apresentou comprimento de onda maximo em 209 nm, conforme

apresentado na figura 1.

Adicionalmente a figura 2 apresenta o espectrograma de UV-vis do 5-tio-D-
glicose puro, segundo o detector UV-vis do cromatégrafo Shimadzu LC 10 AD. O
comprimento de onda maximo do 5-tio-D-glicose, segundo este detector,
corresponde a 197 nm.Os valores obtidos de comprimento de onda maximo do
agucar puro serdo utilizados para determinar os canais utilizados nas analises dos

produtos de marcagéo dos nuclideos com o monossacarideo por CLAE.
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Exemplo 3: Analise da sobreposi¢cao dos espectrogramas de UV-vis para o
monossacarideo 5-tio-D-glicose, o padrao tecnécio e suas marcagoes

A figura 3 apresenta a sobreposi¢cao dos espectrogramas de UV-vis para o
monossacarideo 5-tio-D-glicose, o padrao tecnécio e suas marcagées. Os valores
de comprimento de onda maximos que foram extraidos do grafico da figura 3
estao dispostos na tabela 2 para serem analisados. Percebe-se, pela analise dos
dados da tabela 3, o deslocamento do comprimento de onda do padrdo **Tc
(198,5 nm). As marcagdes Tc1, Tc2 e Tc3 apresentaram, individualmente, trés
comprimentos de onda maximo em 220, 270 e 300 nm aproximadamente. Destas
observacdes, pressupde-se que as aproximagdes dos orbitais atdmicos dos
atomos de enxofre no ligante 5-tio-D-glicose no ocorram orientadas pelos eixos
cartesianos (0 que levaria a um aumento da energia de repulsio e,
conseqientemente, a uma diminuicdo do comprimento de onda), mas sim pelas
bissetrizes dos eixos, onde esta energia repulsiva é menor, acarretando num
deslocamento do comprimento de onda mais alto, o denominado deslocamento
Batocrémico.

Tabela 2. Valores de comprimento de onda e absorvancia do 5-TDG, **Tc e
marcagoes.

Padrées e produtos marcados

Padrao Marcagées
5-TDG ®Tc Tc1 Tc2 Tc3
[99Tc] = [99TC] = [QQTC] = [99Tc] =
[5-TDG] = 5,25x10°® 8,90x10°® 5,25x10° 5,25x10®
2,55x1072 [5-TDG] = [5-TDG] = [5-TDG] =
4,08x102 2,55x1072 1,28x102
)\méx A )\méx A )\méx A )\méx A )\méx A
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
209,0 [ 2,8983 | 198,5 (2,4623| 222,5 |3,1639 | 218,5 | 3,1356 | 220,0 | 3,1639
271,0 | 3,4188| 269,0 | 2,8983 | 268,5 | 3,4188
306,5 | 3,5166 | 295,0 | 2,7520 | 293,0 | 3,5166

Exemplo 4: Analise por CLAE de 5-tio-D-glicose puro

Conforme observado no cromatograma da figura 4, o 5-tio-D-glicose puro

apresentou trés picos de tempo de retengdo. Seus valores sdo mostrados na

tabela 3.
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Tabela 3. Valores de tempo de retengéo (Tr), no canal 197 nm,
para os picos presentes no cromatograma do 5-TDG nao

marcado.
Eluente Canal Pico Tr Contribuicao
(nm) (min) dos picos
(%)
Acetonitrila/ Tr1 3,274 27,5
agua 197 Tr2 6,319 41,7
3:1 Tr3 7,888 30,8

Quando marcado, o 5-tio-D-glicose possibilita o aparecimento de novo pico
que nao estes correspondentes ao monossacarideo puro, certamente
aumentando seu tempo de retengéo devido a formagéao da ligagéo coordenada do

atomo de enxofre ao metal.

Exemplo 5: Analise da a sobreposi¢cdo dos cromatogramas de CLAE do 5-
TDG, **Tc e marcagdes Tc1, Tc2 e Tc3

A Figura 5 apresenta a sobreposigdo dos cromatogramas do 5-TDG, “Tce
marcagdes Tc1, Tc2 e Tc3 a 197 nm. As Analises por CLAE das marcagdes do 5-
tio-D-glicose com **Tc, pode ser vista a seguir. Eluiu-se, inicialmente, apenas o
padrao contendo *°Tc a fim de conhecer seu tempo de retengdo (TR) para,
posteriormente, compara-lo aos valores de TR das marcagdes Tc1, Tc2 e Tc3.
Todos os valores de TR sao apresentados na tabela 4 juntamente com as

interpretacdes de seus valores.
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Tabela 4. Valores de tempo de retengao (Tr) para os picos presentes nos
cromatogramas do padrdo **Tc e suas marcagdes nos canais 197 e 210 nm.

Eluente acetonitrila/agua 3:1.

Canal 197 nm 210 nm
Solugao | Pico Tr % | Pico Tr %
(min) (min)

5-TDG | Tr1 | 3,274 |27,5| Tr1 | 3,271 | 32,6
Tr2 | 6,319 |41,7| Tr2 | 6,331 | 40,7
Tr3 | 7,888 [30,8| Tr3 | 7,892 | 26,8
Tc Tr1 | 3,295 (554 | Tr1 | 3,286 | 50,4
Tr2 | 4126 (44,6 | Tr2 | 4,163 (49,6
Te1 Tr1 | 3,320 | 29,2 Tr1 | 3,337 | 29,6
Tr2 | 4006 [18,1| Tr2 | 4,043 | 57
Tr3 | 6,022 |52,7| Tr3 | 6,035 | 64,8
Tc2 Trt | 3,214 (293 Tr1 | 3,209 [ 2,5
Tr3 | 6,095 {70,7| Tr3 | 6,147 | 97,6
Te3 Tr1 | 3,396 [37,9] Tr1 | 3,390 | 8,6
Tr2 | 3,935 [11,3]| Tr2 | 4017 | 3,7
Tr3 | 6,273 |50,8] Tr3 | 6,189 | 87,7

Considera-se aqui, primariamente, que o chamado padrio **Tc é na
verdade uma mistura da eluigdo oriunda da coluna do gerador de tecnécio. Esta,
por sua vez, apresenta impureza quimica, que podem ser permolibdenato MoOy,
metais livres como Mo e Tc e ainda seus Oxidos, nos quais seus estados de
oxidagdo podem variar de 1* a 7*. Para o pico Tr1, a 197 nm, nota-se pouca
alteragéo do tempo de retengéo do padrao **Tc (3,295 min) para as tentativas de
marcagao Tc1t (3,320 min), Tc2 (3,214) e Tc3 (3,396 min). O mesmo pico Tr1, no
canal 210 nm, apresentou comportamento similar ao do canal 197 nm com Tc¢
(3,286 min) e as marcagdes Tc1 (3,337 min), Tc2 (3,209 min) e Tc3 (3,390 min).
Logo, o pico Tr1 pode ser o nuclideo livre tanto na solugédo do padrao quanto nas
solugbes das tentativas de marcagdo. O pico Tr2 (4,126 min), em 197 nm,
identificado no padrao Tc parece sofrer um deslocamento com ganho de tempo
nos produtos de marcagdo, originando o pico Tr3 nas marcagdes como Tc1
(6,022 min), Tc2 (6,095 min) e Tc3 (6,273 min). Em Tc2 n&o houve a percepg¢ao
do pico de retengéo indicado por Tr2 em ambos os comprimentos de onda. Em
210 nm, observa-se que Tr2 apresenta-se em 4,163 min e nas marca¢des como
Tc1 (6,035 min), Tc2 (6,147 min) e Tc3 (6,189 min). Sugere-se que Tr3 entdo seja

ao nuclideo tecnécio marcando 5-tio-D-glicose.
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Exemplo 7: Analise do espectrograma de infravermelho do 5-tio-D-glicose e
do complexo **Tc-5-tio-D-glicose

A Figura 6 apresenta o espectrograma de infravermelho do 5-tio-D-glicose
(linha fina) e do complexo %°Tc-5-tio-D-glicose (linha com marcador) em seus
principais picos de absorgdo. E importante ressaltar a ocorréncia de dois picos no
espectrograma do complexo **Tc-5-tio-D-glicose, a saber, 1396 e 1240 cm™, que
ndo sdo encontrados no espectrograma do aguicar puro. Logo, credita-se que tais
picos correspondam a ligagao tdo esperada entre os dois compostos.
Pela sobreposigéo dos espectrogramas do agucar 5-tio-D-glicose e do complexo
99Tc-5-tio-D-glicose, observa-se: i) as freqiiéncias comuns entre os dois
compostos em que sdo nitidas as ligagbes OH e CH; ii) as frequéncias que
apareceram apenas no espectrograma do produto complexado 99T ¢-5-tio-D-
glicose podem corresponder a ligagao covalente coordenada do atomo de enxofre
do anel piranosidico com o fon **Tc. Porém, nao se pode confirmar claramente tal
ligacdo, pois ndo ha mengdo na literatura no que se refere a analise por
infravermelho envolvendo metais de transi¢cdao interna como o tecnécio. iii) a
intensidade de transmitancia dos picos g e h referem-se a baixa concentragao do

tecnécio nas amostras.

Tabela 6. Principais freqiiéncias de absorg¢do de radiagao infravermelha para o
complexo **Tc-5-tio-D-glicose. Os valores de freqiiéncia entre parénteses séo de
referéncia encontrados na literatura, os valores anteriores sao experimentais.

Pico Grupo Freguiéncia (cm™) Modo vibracional Observagbes

A  R-CH-OH 3338 (3200-3400) Estiramento Banda larga devido a ligagdo de
hidrogénio

A (R);CH-OH 3338 (3200-3400) Estiramento Banda larga devido a ligacao de
hidrogénio

B R’~CHrR” 2394 (2843-2863) Estiramento simétrico

B (R); CH 2394 (2880-2900) Estiramento

C 2166

D CH 1656 Deformagéo .

E R-CH-OH 1090 (1000-1075) Estiramento Alcool primério

E (R),CH-OH 1090 (1090-1125) Estiramento Alcool secundério

E C-S-C 1090-1110 Estiramento Eter no anel de 6 4tomos

assimétrico
F C-S-C 850-820 Estiramento simétrico
G S-%Tc 1396

H So ¥T1c 1240
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Exemplo 8: resposta de cromatografia em camada delgada

A figura 7 (a) apresenta medidas de cromatografia de camada delgada em
silica gel, obtidas da corrida do eluente retirado do gerador de Tc-99m, em
acetona, através de equipamento radiodetector. Observou-se que o tecnécio livre
corre na cromatografia atingindo a distancia maxima do papel, a integral do
grafico TLC fornece Rf de 0.942, em um total de 92.41%. Na figura 7(b) pode-se
observar o grafico de cromatografia de camada delgada em silica gel do
composto de agticar 1-thio-d-glucose marcado com Tc-99m eluido do gerador,
com pH corrigido para 6.0, corrido apos marcagdo, em acetona. Observou-se que
o composto marcado n&o corre da mesma forma que o Tc-99m livre, demostrando
claramente a marcagdo do agucar. A integral do grafico TLC para o agucar
marcado fornece Rf de 0,021 e o rendimento de marcagao foi de 95.38%, obtido

da area sob a curva.

Exemplo 9: resposta cintilografica de modelo em rato

A Figura 8 ilustra uma resposta cintilografica de modelo em rato obtido
ap6s indugdo da inflamagao na articulagao temporomandibular esquerda, tomada
30 minutos ap6s injecdo do composto marcado com Tc-99m por via intravenosa.
Observa-se na cabega pequena captagéo cerebral e abaixo elevada captagao na

ATM (articulagao temporomandibular) esquerda inflamada.



10

15

20

25

172

REINVINDICAGOES

1. RADIOFARMACO PARA CINTILOGRAFIA DE SiTIOS INFLAMATORIOS
E INFECCIOSOS, caracterizado por compreender uma molécula de analogo de

aglicar complexada a um radionuclideo emissor de raios-gama ou raios-X.

2. RADIOFARMACO PARA CINTILOGRAFIA DE SiTIOS INFLAMATORIOS
E INFECCIOSOS, de acordo reivindicagdo 1, caracterizado por o analogo do
acucar ser selecionado do grupo compreendendo: tioglicose, tiopiranose ou

tiofuranose.

3. RADIOFARMACO PARA CINTILOGRAFIA DE SiTIOS INFLAMATORIOS
E INFECCIOSOS, de acordo reivindicagdo 2, caracterizado por o analogo do
agucar apresentar um grupo S para ligagdo com o radionuclideo, independente de

sua posicdo no anel e ocorréncia de radicais orgénicos R em outra posigoes.

4. RADIOFARMACO PARA CINTILOGRAFIA DE SiTIOS INFLAMATORIOS
E INFECCIOSOS, de acordo com as reivindicagbes 2 e 3 caracterizado por o
analogo do agucar ser preferencialmente os compostos: 1-beta-d-tio-glicose e 5-

tio-glicose.

5. RADIOFARMACO PARA CINTILOGRAFIA DE SiTIOS INFLAMATORIOS
E INFECCIOSOS, de acordo reivindicagdo 1 caracterizado pelo radionuclideo ser
metaestavel ou emissor por captura eletrénica, selecionados do grupo
compreendendo Tc-99m, In-111, 1-123, Ga-67 ou TI-201.

6. RADIOFARMACO PARA CINTILOGRAFIA DE SiTIOS INFLAMATORIOS
E INFECCIOSOS, de acordo com as reivindicagdes 1 a 6, caracterizado por

manter as mesmas propriedades quimicas da molécula marcada .

7. COMPOSIGOES RADIOFARMACEUTICAS, caracterizadas por
compreenderem o radiofarmaco descrito na reivindicagao 1, e pelo menos um

veiculo farmacéutica e fisiologicamente aceitavel.

8. COMPOSIGOES RADIOFARMACEUTICAS, de acordo com a
reivindicagdo 8, caracterizadas pelo veiculo ser selecionado do grupo

compreendendo agua para injetaveis, solugdo salina estéril, solugdo tampao.
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9. COMPOSIGOES RADIOFARMACEUTICAS, de acordo com as
reivindicagbes 1 a 9, caracterizadas por serem administradas pelas vias
intramuscular, intravenosa, subcutanea, transdérmica ou como dispositivos que

possam ser implantados ou injetados.

10. COMPOSICOES RADIOFARMACEUTICAS, de acordo com as
reivindicagbes 8 a 10, caracterizadas por ser na preparagao de medicamentos

para diagnéstico de processos inflamatérios ou infecciosos

11. METODO PARA DIAGNOSTICO DE PROCESSOS INFLAMATORIOS E
INFECCIOSOS, caracterizado pela administragdo da composigao descrita nas

reivindicagao 8 a 10.
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RESUMO

"RADIOFARMACO E SUAS COMPOSIGCOES PARA CINTILOGRAFIA DE
SITIOS INFLAMATORIOS E INFECCIOSOS”

A presente invengdo refere-se a um radiofarmaco constituido de um
radionuclideo complexado a uma molécula analoga da glicose para a cintilografia
de processos inflamatérios e infecciosos.

A invengdo compreende os compostos de tio-agucares e seus derivados, e
um radionuclideo emissor de raios gama ou raios-X, tais como Tc-99m ou In-111,
bem como suas composigbes radiofarmacéuticas compreendendo veiculo
fisiologicamente aceitavel selecionados do grupo compreendendo agua para
injetaveis, solugdo salina estéril, solugdo tampao. Possibilitando assim a
cintilografia de inflamagées de luxagdo, necrose vascular, abscessos, necroses
teciduais, edemas, infecgbes em proteses, identificagéo de sepsias, inflamagdes
induzidas por neoplasias, inflamagées imuno-relacionadas, infecgbes sépticas e
assépticas associadas, inflamagées radio induzidas, infecgdes e inflamagdes
induzidas em implantes e transplantes, doengas reumatéides, artrites, e

disfungdes nas pequenas e grandes articulagdes, bem como infecgbes variadas.
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