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RESUMO

"AGENTES DE DIAGNOSTICO DA FUNGCAO EXOCRINA PANCREATICA"

A presente invencdo proporciona um oligossacdrido ou

13 13

polissacidrido marcado com C ou um seu sal excluindo U-"-C-
maltose, 13C—amido, 1—13C—maltotetrose e 1—13C—amilose; um
derivado do oligossacarido ou polissacarido marcado com 13C ou um

13

seu sal; um complexo de inclusdo marcado com C ou um seu sal,

que compreende uma ciclodextrina ou um seu derivado modificado
como uma molécula hospedeira; um composto éster de fluoresceina

13 14

marcado com C ou

C ou um seu sal; e agentes de diagndstico da
funcéo exbdbcrina pancredtica compreendendo estes compostos

13C 14C.

marcados com ou



DESCRICAO

"AGENTES DE DIAGNOSTICO DA FUNGCAO EXOCRINA PANCREATICA"

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Campo da Invencéao

A presente invencdo refere-se a compostos novos Uteis como
agentes de diagnéstico da funcdo exdcrina pancredtica e com a sua

utilizacéo.

Antecedentes da Invencéao

Os "testes da funcdo exdcrina pancredtica" sdo Uteils para o
diagndéstico de doencas pancredticas tais como pancreatite crénica
e aguda e cancro do péancreas. Também s&o Uteis para avaliar o
estado e progndéstico dos doentes e para controlar a medicacédo:
descricdes gerais sdo encontradas em Arvanitakis e Cooke,
Gastroenterology, 74:932 (1978} ; Niederau e Grendell,
Gastroenterology, 88:1973 (1985); Goldberg, Bull. Mol. Biol.
Med., 15:1 (1990); Lankisch, Int. J. Pancreatology, 14:9 (1993);
Bank e Chow, Gastroenterologist, 2:224 (1994); e Steer et al.,
New Eng. J. Med., 332:1482 (1995).

Presentemente, o “padrdo de eleicdo” da funcdo exdcrina
pancredtica envolve a insercdo de um tubo pela boca até ao
duodeno para recolher o suco duodenal. Actualmente, é geralmente

utilizado o teste da secretina, em que a secretina é administrada



intravenosamente para estimular a secrecdo do suco pancreadtico
antes da recolha. Este método é altamente exacto uma vez gue a
quantidade e componentes do suco pancredtico sdo analisados
directamente. Contudo, este método nédo pode ser utilizado
repetidamente ou utilizado para rastreio devido ao stressee muito
forte causado aos individuos. S6 estd disponivel num numero
relativamente pequeno de centros médicos com médicos altamente
especializados. Além disso, uma vez gque este método requer a
colocacdo de um tubo fluoroscdpico durante a colheita do suco

duodenal, ha o problema da exposicdo aos raios X.

Por outro lado, ¢é wutilizado <clinicamente um teste para
quantificagédo de enzimas exdcrinas pancreadticas do padncreas para
0 sangue para rastreio de doencas pancredticas (The Merck Manual
N edicéao). Contudo, 0 aumento das enzimas exbcrinas
pancredticas no sangue s ¢é observado no estddio inicial da
pancreatite aguda ou no estddio recrudescente da pancreatite
crbénica e ndo reflecte sempre a capacidade do péncreas para
segregar enzimas exdcrinas pancredticas. Além disso, o aumento de
enzimas exdcrinas pancredticas no sangue por vezes pode ndo ser
detectado devido a turbidez do plasma na pancreatite acompanhada

por hiperlipemia.

Em conformidade, utiliza-se métodos simples que ndo requerem
a 1insercdo de um tubo para testes de repeticdo e rastreio. Um
deles ¢é o "Pancreolauryl-test" (PLT) em gque um substrato
sintético FDL (dilaurato de fluoresceina, dilaurilfluoresceina)
para éster de colesterol hidrolase, esterase, segregada pelo
pancreas, ¢é administrado oralmente e é colhida a urina de 10
horas seguida por determinacdo da gquantidade de um produto de
degradacao da fluoresceina excretado na urina: patente
US N° 3917812; Barry et al., Lancet (1982) Oct. 2, p. 742;
Scharpe e Iliano, Clin. Chem., 33:5 (1987). Contudo, este método



é¢ de realizacdo muito demorada e, portanto, ndo pode ser
realizado frequentemente em doentes em regime de ambulatdrio e

ndo é adegquado em exames fisicos.

Nestas circunstdncias ha necessidade do desenvolvimento de
um método simples para testar a fungdo exdcrina pancredtica que
provogque pouco stresse nos individuos e produza resultados

exactos com rapidez.

O documento US 5640014 descreve um espectrdémetro de diodos
laser melhorado e métodos e aparelhos para anadlise de razdes

isotdépicas. Este documento descreve o doseamento de compostos
marcados com 13C, tais como l3C—Hioleina, 13C—Neolate,

13C—xilose, l3C—glucose, 13C—amido, 13c-1actose e outros.

Rating et al., Fur. J. Pediatr. (1977), 156, Suppl. 1,

padginas 18-23, descrevem a utilizacdo de varios compostos
marcados com 13C em "testes respiratérios", incluindo a

utilizacdo de 13c-1actose e 13c-sacarose para determinar a

malabsorcéao.

Por um lado, o teste respiratdério com 13¢, em que é

administrado um amido marcado com 13C, foi recentemente
considerado para ser utilizado no teste da funcdo exbdcrina
pancreatica: Hiele et al., Gastroenterology, 96:503 (1989); Dewit
et al., Pediatric Res., 32:45 (1992); e Z. Gastroenterol., 35:187
(1997). No tracto entérico, o amido é degradado eficientemente a
glucose pela clivagem de qualquer ligacdo o-1,4-glucosidica
interna com o-amilase segregada pelo péncreas e pela accdo de
enzimas tais como o-glucosidase (maltase) de células epiteliais
da mucosa do intestino delgado e absorvido: Essentials of Human

Metabolism, 2% ed., W.C. McMurray, Harper & Row Publishers, NY. O



teste respiratério com 13¢, em que ¢é administrado um amido
marcado com 13C utiliza o fendémeno de que apds o amido marcado

com 13c, ser degradado no tracto digestivo, ¢é absorvido e

descarboxilado por acg¢do metabdlica no organismo para produzir
13C02 que é excretado na respiracdo, e é um método seguro e
simples. Contudo, ndo foi ainda estudado qgualquer outro
oligossacarido ou polissacdrido marcado com 13¢ que ndo amido

marcado com 13C.

Uma vez gue hé& uma o-glucosidase (maltase) nas células
epiteliais da mucosa do intestino delgado, que cliva uma ligacédo
o-1,4-glucosidica terminal n&o redutora (Enzyme  Handbook,
Springer-Verlag, Berlim), o amido é degradado em glucose
sequencialmente a partir do terminal ndo redutor e absorvido sé
pela accdo de enzimas tais como a o-glucosidase (maltase), mesmo
sem a accdo de o-amilase. Assim, o amido fica sujeito a accgédo de
uma enzima exdcrina ndo pancredtica o-glucosidase (maltase) das

células epiteliais da mucosa do intestino delgado e, portanto, o

teste respiratério do amido marcado com 13¢ nao reflecte s6 a
funcéo exbcrina pancreatica. Em conformidade, seria mais
preferido se fosse seleccionado um composto como substrato

especifico para ao-amilase no tracto digestivo.

Em conformidade, um objectivo da presente invencdo &
proporcionar um agente de diagndéstico para a funcdo exdcrina
pancreatica que conduza a um teste da funcdo exdcrina pancreédtica
que provogue pouco stresse nos individuos e produza os resultados

num periodo de tempo curto.

Outro objecto da presente invencdo é proporcionar um agente
de diagndéstico da funcdo exdcrina pancredtica que seja especifico

da capacidade de secrecdo de a-amilase.



Ainda outro objecto da presente invencdo é proporcionar um
novo composto que possa ser utilizado no teste da funcdo exdcrina

pancreatica.

SUMARIO DA INVENCAO

Os presentes requerentes verificaram gque o teste da funcéo

exbcrina pancredtica pode ser realizado por administracdo oral de
um oligossacarido marcado com 13C ou com um complexo de incluséo

marcado com 13C ou com um éster de fluoresceina marcado com 13C a

um rato com pancreatite crdénica e determinacdo da concentracdo de
13¢ no CO» exalado apds a administracdo. Foil assim completada a

presente invencdo.

Em conformidade, a presente inven¢do proporciona um

oligossacarido ou polissacarido marcado com 13¢c, ou um seu sal,
em gue pelo menos uma molécula de acglUcar constituinte do
oligossacarido ou polissacarido estd modificada no terminal né&o
redutor com, pelo menos, um grupo modificador, caracterizado por
o referido grupo modificador ser seleccionado de um grupo
consistindo num grupo galactosilo, num grupo digalactosilo, num
grupo carbamoilo, num grupo piridilamino, num grupo etilideno e

num grupo benzilideno

A presente invencdo também proporciona um complexo de

inclusdo marcado com 13C ou um seu sal, que compreende uma
ciclodextrina ou um seu derivado modificado como molécula

hospedeira, e uma molécula héspede em que a molécula hdspede estéd

marcada com 13C.



Além disso, a presente invencdo proporciona a utilizacédo de
um oligossacarido ou polissacadrido marcado com 13¢ ou 14c ou um

seu sal ou um seu derivado gue néo 13c-amido no fabrico de um

agente de diagnéstico para funcgdes exdcrinas pancreaticas.

Além disso, a presente invencdo proporciona ainda a

utilizacdo de um complexo de inclusdo marcado com 13¢ ou l4c ou
um seu sal tendo uma ciclodextrina ou um seu derivado modificado
como uma molécula hospedeira no fabrico de um agente de

diagndéstico para a funcgdo exdcrina pancredtica.

S&o0 as seguintes as matérias da presente invencédo:

(1) Um oligossacérido ou polissacarido marcado com 13¢, ou
um seu sal em que, pelo menos, uma molécula de acutcar
constituinte do oligossacdrido ou polissacédrido estd modificada
no terminal ndo redutor com, pelo menos, um grupo modificador,
caracterizado por o referido grupo modificador ser seleccionado
de um grupo qgue consiste num grupo galactosilo, num grupo
digalactosilo, num grupo carbamoilo, num grupo piridilamino, num

grupo etilideno e num grupo benzilideno.

(2) Um oligossacéarido ou polissacarido marcado com 13¢ ou um
seu sal de acordo com (1), em que o oligossacarido ou

polissacarido é hidrolisavel com a-amilase.

(3) Um oligossacéadrido ou polissacadrido marcado com 13¢ ou um
seu sal de acordo com (2), em que o oligossacarido ou

polissacarido ndoc é hidrolisavel com a-glucosidase.

(4) Um oligossacarido ou polissacadrido marcado com 13¢ ou um

seu sal de acordo com qualquer um de (1) a (3), em gue pelo menos



uma molécula de acucar constituinte do oligossacéarido ou

polissacarido estd marcada com 13c.

(5) Um oligossacarido ou polissacarido marcado com 13¢ ou um

seu sal de acordo com gqualquer um de (1) a (3), em gque o referido

grupo modificador é um grupo modificador marcado com 13c.

(6) Um oligossacéarido ou polissacadrido marcado com 13¢ ou um
seu sal de acordo com qualquer um de (1) a (5), em gque o
oligossacarido ou polissacéarido é um oligossacarido ou

polissacarido linear ou ramificado.

(7) Um oligossacarido ou polissacadrido marcado com 13¢ ou um
seu sal de acordo com qualquer um de (1) a (5), em gque o
oligossacarido ou polissacarido é um oligossacarido ou

polissacarido ciclico.

(8) Um oligossacarido ou polissacdrido marcado com 13¢ ou um
seu sal de acordo com qualgquer um de (1) a (3), em Qgque ©
oligossacdrido ou polissacédrido ¢é seleccionado de um grupo
consistindo em paranitrofenil-6-o-benzilmaltopentdsido,
d-nitrofenilmalto-hexdésido 4,6-etilidenoglucédsido,
4,6-benzilideno-a-o-nitrofenil-maltopentdsido, o-6-desoxipiri-
dilamino-a-maltopentdésido e paranitrofenil-4,6-di-o-(N-etil)-4-

carbamoilmaltopentdsido.

(9) Um oligossacadrido ou polissacdrido marcado com 13¢ ou um

seu sal de acordo com qualguer um de (1) a (3), em qgque ©

oligossacarido ou polissacéarido é B—galactosil—13c—

maltooligossacarido.



(10) Um oligossacarido ou polissacédrido marcado com 13¢ ou

um seu sal de acordo com (1), em que a referida molécula de

acucar estd marcada com 13¢c e o referido grupo modificador é um

grupo galactosilo.

(11) Um complexo de inclus&o marcado com 13¢ ou um seu sal,
que compreende ciclodextrina ou um seu derivado modificado como

molécula hospedeira, e uma molécula hdéspede em que a molécula

héspede estd marcada com 13c.

(12) O complexo de inclusdo ou um seu sal de acordo com
(11), em gue a molécula héspede ¢é seleccionada do grupo gue
consiste em oligossacéaridos, aminocacidos, préptidos, dcidos
orgdnicos, &acidos gordos, glicéridos de &cidos gordos, vitaminas,

catequinas, carotendides, flavondides e colesterol.

(13) O complexo de inclusd&o ou um seu sal de acordo com

(12), em que a molécula héspede é seleccionada do grupo gque
consiste em 13C—fenilalanina, benzoilfenilalanil-13C-leucina e

éster metilico de benzoilfenilalanil-13C-leucina.

(14)y Utilizacdo de um oligossacarido ou polissacéarido
marcado com 13C ou 14C ou um seu sal ou um seu derivado que néao

13c-amido no fabrico de um agente de diagnbéstico para funcdes

exb6crinas pancredticas.

(15) Utilizacdo de acordo com (14), em que o oligossacéarido

ou polissacarido marcado com 13¢ ou 1l4¢c ou um seu sal ou um seu

derivado é hidrolisével com a-amilase.



(16) Utilizacdo de acordo com (15), em gque o oligossacéarido

ou polissacarido marcado com 13¢ ou 14C ou um seu sal ou um seu

derivado ndo é hidrolisdvel com a-glucosidase.

(17) Utilizacdo de acordo com gqualgquer um de (14) a (16), em

que o oligossacarido ou polissacarido marcado com 13¢ ou 1l4c & um

oligossacédrido ou polissacédrido linear ou ramificado.

(18) Utilizacdo de acordo com (17), em que o oligossacarido

ou polissacdrido marcado com 13¢ ou 14c estd modificado no

terminal ndo redutor.

(18) Utilizacdo de acordo com gqualquer um de (14) a (16), em

que o oligossacédrido ou polissacédrido marcado com 13¢ ou 1l4c & um

oligossacarido ou polissacéarido ciclico.

(20) Utilizacdo de acordo com qualquer um de (14) a (19), em
que a funcdo exdécrina pancredtica a ser diagnosticada € a

capacidade do péncreas para segregar o-amilase.

(21) Utilizacdo de um complexo de inclusdo marcado com 13¢

ou 14C ou um seu sal tendo uma ciclodextrina ou um seu derivado
modificado como molécula hospedeira no fabrico de um agente de

diagnéstico para a funcdo exdcrina pancredtica.

(22) Utilizacdo de acordo com (21), em que a funcdo exdcrina
pancreatica a ser diagnosticada é a capacidade do péncreas para
segregar o-amilase e pelo menos uma enzima exdcrina pancreéatica

que ndo o-amilase.

O termo "oligossacarido" refere-se a um agUcar que tem dois
a dez ou mais monossacaridos polimerizados. Estes monossacéaridos

podem estar modificados.



0 termo "polissacédrido" refere-se a um acucar com
monossacaridos polimerizados com um grau de polimerizacdo de,

pelo menos, 10. Estes monossacadridos podem estar modificados.

O termo "oligossacadrido ou polissacarido linear" refere-se a
um oligossacarido ou polissacdrido com uma estrutura de cadeia
linear tal como maltooligossacaridos (e. g., maltotriose,

maltotetrose, etc.) e polissacéaridos (e. g., amilose, etc.).

O termo "oligossacarido ou polissacédrido ramificado" refere-
se a um oligossacadrido ou polissacdrido com uma estrutura

ramificada, tais como amilopectina e glicogénio.

O termo "oligossacérido ou polissacarido ciclico" refere-se
a um oligossacadrido ou polissacadrido com uma estrutura ciclica,

tal como ciclodextrina.

O termo "terminal ndo redutor" refere-se ao terminal do lado
em que o atomo de carbono na posicdo 1 de um residuo de acucar

estd envolvido na ligacdo da cadeia do acutcar.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

13

A  Fig. 1 apresenta um espectro de RMN de C de

13C—ciclodextrina.

A Fig. 2 mostra a evolucdo no tempo do grau de aumento da

13C

concentracdao de no CO2 exalado (A13C (%)) apbds a

13

administracdo de ciclodextrina marcada com C. Ao minuto 0, a

13¢

ciclodextrina marcada com foi administrada oralmente

10



(75 mg/kg) a ratos com pancreatite crénica (n=2, @) e ratos de

controlo (n=4, O). A barra indica o desvio padréao.

13

A Fig. 3 mostra um espectro de RMN de C de galactosil

13C—maltohexose.

A Fig. 4 mostra a evolugdo no tempo do grau de aumento da

13C

concentracdao de no CO2 exalado (A13C (%)) apbds a

administracdo de 13

13

C-galactosilmalto-hexose. Ao minuto 0, a

C-galactosilmaltohexose foi administrada oralmente (75 mg/kg) a

ratos com pancreatite crdénica (n=3, ®) e a ratos de controlo

(n=4, O). A barra indica o desvio padréao.

A Fig. 5 mostra a evolucdo no tempo do grau de aumento da

3¢ 1o CO2 exalado (A13C (%)) apbés a

concentracdao de
administracdo de complexo de inclusdo de fenilalanina marcada com

13C/hidroxipropil—B—ciclodextrina (1—13C—Phe/hp—B—CD). Ao minuto

0, o complexo de incluséo 1—13C—Phe/hp—B—CD foi administrado

oralmente (59,76 mg/kg de 1-13

C-Phe) a ratos com pancreatite
crénica (n=4, O) e ratos de controlo (n=4, ®). A barra indica o

desvio padréo.

A Fig. 6 é um espectro de difraccdo de raios X de pds de

complexo de inclusao benzoilfenilalanil[1—13C]—leucina/y—

ciclodextrina (Bz—Phe—(13

C-Leu) /Yy-CD) .
A Fig. 7 mostra a evolucdo no tempo do grau de aumento da

13¢

concentracao de no CO2 exalado (A13C (%)) apds a

11



administracdo de complexo de inclusdo de benzoilfenilalanil[l-

13C] 13

-leucina/y-ciclodextrina (Bz-Phe-(~“C-Leu)/y-CD). Ao minuto O,

o complexo de inclusao Bz—Phe—(13C—Leu)/y—CD foi administrado
oralmente (100 mg/kg de Bz—Phe—(13C—Leu)) a ratos com pancreatite
crénica (n=2, ®) e ratos de controlo (n=2, O). A barra indica o

desvio padréo.

A Fig. 8 é um espectro de difraccdo de raios X de pds do
complexo de inclusdo de éster metilico de benzoilfenilalanil[l-

13C] 13

-leucina/y-ciclodextrina (Bz-Phe-(~~C-Leu)Me/y-CD).

A Fig. 9 mostra a evolucdo no tempo do grau de aumento da

13¢

concentracao de no CO2 exalado (A13C (%)) apds a

administracdo de complexo de inclusdo de éster metilico de

benzoilfenilalanil[1—13C]—leucina/y—ciclodextrina (Bz—Phe—(lBC—
Leu)Me/y-CD). Ao minuto 0, o complexo de incluséo .Bz—Phe—(13C—
Leu)Me/y-CD foi administrado oralmente (70 mg/kg de Bz—Phe—(l3C—

Leu)Me) a ratos com pancreatite crénica (n=4, @) e ratos de

controlo (n=4, O). A barra indica o desvio padréao.

DESCRICAOC DA INVENCAO

Dagqui em diante, a presente invencdo serd descrita em
pormenor.

13 14

Os compostos marcados com C ou C da presente invencéo

podem ser farmaceuticamente aceitaveis.

12



13 14

C ou C" significa aqui que qualgquer
13q

O termo "marcado com

dtomo de carbono no composto estd substituido por um atomo de

ou 14C, resultando numa razdo de abundédncia maior de 13C ou 14C

do que a razdo de abundancia de ocorréncia natural

independentemente do seu método de preparacéo.

O "oligossacérido ou polissacéridos modificados nos seus
terminais néo redutores" refere-se a oligossacéarido ou
polissacadridos em que o adtomo de carbono no seu grupo glucosilo
terminal ndo redutor estd modificado. 0Os grupos modificadores
incluem grupos modificadores compreendendo oligossacadridos tais
como grupos galactosilo e digalactosilo, grupo carbamoilo, grupo
piridilamino, e grupos etilideno e benzilideno que esté&o ligados

a dois atomos de carbono no grupo glucosilo terminal ndo redutor.

Exemplos do oligossacarido ou polissacarido ou um seu sal,

ou um seu derivado incluem paranitrofenil-6-o-benzil
maltopentdsido, 4-nitrofenilmalto-hexdsido 4,6-etilideno
glucédsido, 4,6-benzilideno-o-o-4-nitrofenil-maltopentdsido,

o-6-desoxipiridilamino-a-maltopentdésido e paranitrofenil-4,6-di-

o0- (N-etil)4-carbamoilmaltopentdsido e assim por diante.

Estes compostos podem ser preparados por métodos descritos
na seguinte literatura: Carbohydrate Research, 176 (1988), 107-
115; pedido de patente Japonesa aberta N° 3-91496; patente US
N°® 4649108; Journal of Chromatography, 336 (1984), 368-373; e
pedido de patente Japonesa aberta N° 8-291. Na preparac¢cdo, um

maltooligossacadrido marcado com 13C ou 14C (que pode estar

disponivel comercialmente ou ser preparado por um método
conhecido) pode ser utilizado como um material de partida para

13 14~

dar um marcado com C ou

13



Por exemplo, 0 galactosil oligossacéarido, que € um
oligossacdrido modificado no terminal nédo redutor, pode ser
obtido por adicdo de lactose a um oligossacédrido para levar
lactase a actuar sobre ele, e recolha da mistura reaccional por
cromatografia em coluna (pedidos de patente Japonesa aberta

N° 4-209277, 8-196289 e 10-3166%97). Na preparacédo, pode ser

utilizado um oligossacdrido marcado com 13C ou 14C para dar um
galactosil oligossacarido marcado com 13C ou 14C. Quando se
utiliza lactose marcada com 13C ou 14C—galactosilo, obtém-se um

galactosil oligossacarido em que o grupo galactosilo estd marcado

com 13C ou 14C.

"Ciclodextrinas" significa aqui oligossacéaridos <ciclicos
constituidos por unidades de glucopiranose ligadas por ligacdes

a-1,4. O numero de glucoses que formam o anel ndo estd de todo
limitado e estdo disponiveis comercialmente o-, B- e ¥-
ciclodextrinas com 6 a 8 glucoses. A ciclodextrina pode ter uma
ramificacdo. O(s) grupo(s) hidroxilo na ciclodextrina podem estar
modificados; as ciclodextrinas com um desses grupo modificadores
estdo incluidos nos "derivados modificados de ciclodextrina". A
titulo ilustrativo, a modificacdo inclui alquilacdo tal como
metilacédo, hidroxialquilacéo tal como hidroxipropilacéo,
esterificacdo tal como acetilacdo ou succinilacédo, glucosilacéo,
eterificacéo carboximetilica, esterificacéao fosférica,
eterificacdo sulfobutilica e carboximetilacdo. Estes derivados
modificados estdo descritos em Loftsson et al., J. Pharmaceu.
Sci., 85:1017 (1996); Stella et al., Pharmaceutical Res., 14:556
(1987); e "Cyclodextrins" editado por Fujio Toda, supervisionado
por Sangyo Tosho.

13 14

Por exemplo, uma ciclodextrina marcada com C ou C pode

ser obtida por acg¢do de uma ciclomaltodextrina glucanotransferase

14



13C de ocorréncia natural derivado de

13 14

sobre amido enriquecido em

plantas C4 tais como milho ou um amido marcado com C ou C
disponivel comercialmente e recolha da mistura reaccional por

cromatografia em coluna.

Além disso, uma precipitacdo de B- e y-ciclodextrina marcada

13 14

com C ou C pode ser obtida por adicdo de bromobenzeno a uma

13¢ ou 14c

solucdo mista de ciclodextrina marcada com , agitacéao
da mistura a 10 °C de um dia para o outro e submetendo-a a
centrifugagdo. Esta precipitacdo ¢é lavada com Aagua gelada
saturada com bromobenzeno, concentrada por evaporag¢do Ccom vapor e

deixada em repouso, resultando em f(-ciclodextrina marcada com 13C

14C. As 4guas mées sd&o tratadas com glucocamilase e misturadas

ou
com ciclo-hexano. O sobrenadante é concentrado e misturado com n-

13¢ ou tic.

propanol para dar ciclodextrina marcada com

Um derivado modificado de uma ciclodextrina pode ser
preparado do modo seguinte. Por exemplo, adiciona-se hidréxido de
potéssioc a uma solucdo aquosa de pB-ciclodextrina para a tornar
alcalina e a solucdo é aquecida a 70 a 80 °C, e adiciona-se
depois 2-cloroetanol ou 3-cloropropanol. A mistura é entéo
arrefecida até a temperatura ambiente e neutralizada e adiciona-
se carvao activado e filtra-se. O filtrado é concentrado e seco.
Adiciona-se DMF ao residuo e remove-se o0s insoluveis. A adicédo de
acetona da hidroxietil- ou hidroxipropilciclodextrina: Irie et
al., Pharmaceutical Res., 5:713 (1988). Na preparacdo, pode

13 14

utilizar-se uma ciclodextrina marcada com C ou C para dar uma

hidroxietil ciclodextrina ou hidroxipropil ciclodextrina marcada

13C 14C.

com ou

15



O "complexo de inclusdo de ciclodextrina" refere-se a uma
ciclodextrina ou a um seu derivado modificado gque tem qualquer
composto incluido na cavidade na molécula ciclica. O composto
incluido pode ser aminodcidos, &cidos gordos, acidos organicos,
catequinas, vitaminas, carotendides, flavondides, colesterdis e
0s seus derivados modificados. Exemplos adicionais do composto
incluido s&do oligossacaridos, péptidos, glicéridos de &cidos

gordos e o0s seus derivados modificados.

13

O complexo de inclusdo de ciclodextrina marcado com C ou

14C pode ser um em gue gualquer &atomo de carbono no composto

13¢ ou 14c

14

incluido estd substituido por um atomo de , resultando

13C ou

numa maior razdo de abunddncia de C no complexo de
inclusdo da ciclodextrina do que a vrazdo de abundéncia de
ocorréncia natural. Contudo, a ciclodextrina ou o seu derivado

13C 14

modificado per se podem estar marcados com ou C. Os métodos

para a sua preparacdo ndo estdo limitados.

Exemplos de complexos de inclusédo de ciclodextrina descritos
até agora incluem os seguintes (as moléculas héspedes ndo estéo

limitadas as indicadas nos complexos):

Complexo de inclusdo de fenilalanina/P -ciclodextrina
Complexo de inclusdo de triptofano/o-ciclodextrina
Complexo de inclusdo de histidina/o-ciclodextrina
Complexo de inclusdo de cinalidina/Pf-ciclodextrina
Complexo de inclusdo de acido ferulico/p -ciclodextrina

Complexo de inclusdo de fenilalanil leucina/f-ciclodextrina

Outras moléculas héspedes incluem fenol, 4&cido hidroxi
benzdbdico, benzaldeido, sulféxido de metilo, 4cido Dbenzdico,

anilina, acido amino benzdico, &cido metil benzdico, nitrofenol,

16



piridina, 4cido acético, 4&lcoois (e. g., etanol, propanol,
butanodiol, etc.), prostandina, cloridrato de benexato,
nitroglicerina, limaprost e semelhantes, gque estdo descritos em
"Cyclodextrin" editado por Fujio Toda, Sangyo Tosho. O complexo
de inclusédo de ciclodextrina pode ser obtido por mistura de agua
purificada com wuma mistura de um composto hospedeiro e um
composto héspede numa proporcdo igual a do hospedeiro para
héspede no complexo de incluséo (e.g., numa proporgado de
equivalentes molares no caso em gue a proporcdo do hospedeiro
para o héspede é& de 1:1), agitacdo da mistura resultante durante
cerca de 12 horas e submetendo-a a tratamento por secagem com

atomizacédo.

O oligossacarido ou polissacarido ou complexo de inclusé&o de

13 14C também pode ser obtido na

ciclodextrina marcado com C ou
forma de um sal. Esses sais incluem os de acidos inorgénicos tais
como o0s Aacidos cloridrico, sulfirico e fosfdérico; os de acidos
orgdnicos tais como os 4acidos fdérmico, acético, propidnico,
glicélico, succinico, malico, tartarico, citrico e
trifluorocacético; os de metais alcalinos tais como sédio e
potassio; os de metais alcalino-terrosos tais como calcio; e os
de amdnio ou aminas orgdnicas tais como etanolamina, trietilamina

e diciclo-hexilamina.

Um agente de diagnéstico para a funcdo exdcrina pancredtica

13 14C s6

pode ser formulado a partir do composto marcado com C ou
ou em associacdo com um excipiente ou veiculo numa preparacao
oral tal como um comprimido, céapsula, pd, granulado ou ligquido. O
excipiente ou veiculo pode ser gqualquer um farmaceuticamente
aceitdvel correntemente utilizado neste campo e a sua natureza e
composicdo pode ser escolhida apropriadamente. Por exemplo, pode
utilizar-se &4gua como um veiculo liquido. Os veiculos sélidos

incluem derivados de celulose tais como hidroxipropilcelulose, e
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salis de &cidos orgdnicos tais como estearato de magnésio. Além
disso, pode utilizar-se preparacdes liofilizadas.

13 14

O composto marcado com C ou C estd contido na preparacdo
em quantidades variédveis dependendo da natureza da preparacéo,
mas geralmente numa quantidade de 1 a 100% em peso, de um modo
preferido 50 a 100% em peso. Numa cépsula, comprimido, preparacéao

13 14C esté

em granulado ou em pd, o composto marcado com C ou
contido na preparacdo numa quantidade de cerca de 10 a 100% em
peso, de um modo preferido 50 a 100% em peso, sendo o balanco um

veiculo.

A dose do agente de diagndéstico para a funcdo exdcrina
pancreatica deve ser suficiente para confirmar um aumento de

13C02 ou 14C02 na respiracdo apds a administracdo. Variaré

dependendo da idade e peso corporal de um individuo e do
objectivo do teste. Por exemplo, uma dose unitédria pode ser 1 a

2000 mg/kg de peso corporal para um adulto.

O teste wutilizando o agente para a fungdo exdcrina

pancreatica é realizado com administragdo a um individuo do

composto marcado com 13C ou 14C. E possivel um teste em que a
concentracdo de um composto marcado com 13C ou 14C é determinada
no soro, urina ou fezes apdés a administracdo, contudo, é

desejavel um teste respiratdrio em que é determinado um aumento

13C ou 14C no CO» exalado apds a

13¢

da concentracdo de

ou 14C

administracdo. Quando o composto marcado com é
administrado a um individuo, o individuo pode ingerir previamente
uma refeicdo de teste ou semelhante para induzir a secrecgdo de

13 14

enzimas pancredticas. O composto marcado com C ou C pode ser

administrado conjuntamente com a refeicdo de teste ou semelhante.

18



Além disso, pode combinar-se uma pluralidade do composto marcado

13C ou 14C para utilizacdo. Concretamente, no caso de 13C

13¢

com , a

concentracdo de ¢ determinada no CO2 exalado apds a

administracdo, sendo a funcédo exdcrina pancredtica diagnosticada

ou a partir dos dados do grau de aumento (A13C (%)) da

13

concentracao de C no CO» exalado em tempos predeterminados

(e. g., 5, 10 e 15 minutos) apds a administracdo, ou dos dados

integrados ou associados a evolugdo temporal (declive de
instalacdo, alteracdo do declive, momento de pico, etc.) no
degrau de aumento (A13C (%)) da concentracdo de 13C no CO2

exalado durante um periodo predeterminado apds a administracéo.

144 14

No caso de , a concentracdo de C, 1. e., radioactividade, é&

determinada no CO2 exalado apds administracdo; e a funcéo

exbcrina pancredtica € diagnosticada a partir dos dados da

quantidade de radiocactividade no CO2 exalado em  tempos

predeterminados (e. g., 5, 10 e 15 minutos) apds a administracéo,
ou dos dados integrados ou associados a evolucdo temporal
(declive de instalacdo, alteracdo do declive, momento de pico,

etc.) na taxa de aumento de radioactividade no C0O2 exalado

durante um periodo predeterminado apds a administracéo.

Estes métodos de teste utilizam o fendmeno gque gquando o

13 14C ¢ administrado a um individuo, o©

composto marcado com C ou
composto é absorvido através do tracto digestivo apbds o que é
degradado pela accdo de «-amilase e/ou esterase exdcrina
pancreatica, e descarboxilado por accgdo metabdlica no organismo

13 14C02 que é excretado na respiracéao.

para produzir CO2 ou
Quando se utiliza um complexo de inclusdo de ciclodextrina,
em que estd incluido um oligossacarido, péptido, glicérido de

acido gordo ou um seu derivado modificado, a primeira reaccédo de
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degradacdo ¢é a clivagem da ciclodextrina por o-amilase e o
oligossacarido, péptido, glicérido de &cido gordo ou o seu
derivado modificado libertado em associacdo com a clivagem ¢é
entdo degradado pela accdo de O-amilase exdbdcrina pancreatica,
protease, lipase ou semelhantes sendo absorvido através do tracto

digestivo e descarboxilado por accdo metabdlica no organismo com

13 14

producgédo de C0O2 ou C02 que é excretado na respiracéo.

A concentracdo de 13C no CO2 exalado pode ser determinada
por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS),
espectroscopia no infravermelho, espectrometria de massa,

espectroscopia acustica fotoeléctrica, RMN (ressondncia magnética

nuclear) e outros métodos.

14C ou radiocactividade no CO2 exalado pode

A concentracdao de
ser determinada na respiracdo de um individuo, directamente ou
apds captura do CO2 num solvente, com um contador GM, um contador
de cintilagdes 1liquidas, um contador de cintilacgdes sdélidas,

autorradiografia, uma cémara de ionizacdo, ou semelhantes.

O agente de diagndéstico da funcdo exdcrina pancredtica é
particularmente eficaz no diagndéstico da capacidade do pancreas

para secregdo de o-amilase e/ou esterase.

A seguir, a presente invengdo ¢é aqui ilustrada em mais
pormenor pelos exemplos seguintes; contudo, o ambito da presente

invencdo ndo ficard limitado pelo exemplo.

EXEMPLOS
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13

Exemplo 1: Preparac¢do ciclodextrina marcada com C

Amido marcado com 13C (Chlorella Industry, Algal Starch

(soltvel em &agua), Lote N° 8031,5S, U—13

C:98,6% de atomos, Teor de
Amido: 93,5%) foi dissolvido em tampédo acetato 50 mM (pH 5,4) a
uma concentracdo de 5% (p/v) e adicionou-se 100 Unidades de
ciclomaltodextrina glucanotransferase (Hayashibara) e reagiu a
40 °C durante 24 horas. Depois de a enzima ficar inactivada com o
tratamento a 100 °C durante 15 minutos, adicionou-se glucoamilase
e reagiu a 40 °C durante 1 hora para decompor componentes gue ndo

a ciclodextrina marcada com 13

C em glucose. Depois de completada
a reaccdo, a mistura reaccional foi tratada a 100 °C durante 15

minutos para inactivar a glucoamilase.

A solucédo foi aplicada numa coluna de carvdo (2,5 cm x 25
cm) e a coluna foi 1lavada com 500 mL de &gua. Aplicou-se
sequencialmente uma solucdo de etanol a 15% e uma solucdo de

13C nas

etanol a 40% para recuperar a ciclodextrina marcada com
fracgcdes eluidas com solucdo de etanol a 40%. A solucdo de

ciclodextrina marcada com 13C foi destilada para remover O

solvente, dissolvida numa peguena quantidade de agua e

liofilizada.

O produto foi misturado com para-nitrofenol para confirmar
ser a ciclodextrina por um aumento de absorvéncia ao comprimento
de onda de 450 nm.

13 13

A posicdo marcada com C foi confirmada por RMN de C
(Fig.1).
RMN de 13c (DMSO-d6, 300 MHz)
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38,5-40,2 ppm Sulféxido de dimetilo

59,5-60,1 ppm Posicdo 6 do residuo de glucose
71,4-73,1 ppm Posicdes 3, 4 e 5 do residuo de glucose
80,9-82,5 ppm Posicdo 2 do residuo de glucose
101,5-102,1 ppm Posicdo 1 do residuo de glucose

A andlise por HPLC (Shodex Asahipak GS-220 HQ) da

13

ciclodextrina marcada com C resultante mostrou gque era uma

mistura de 45% de o-ciclodextrina, 45% de Pf-ciclodextrina e 10%

de Y-ciclodextrina.

Exemplo 2: Teste respiratdério com ciclodextrina marcada com

13

Realizou-se o teste respiratdério com ciclodextrina marcada

com 13C em que a ciclodextrina marcada com 13

C preparada no
Exemplo 1 foi administrada oralmente a ratos com pancreatite
crénica e de controlo, e se determinou a evolucdo temporal da

13

concentracgdo de C no CO2 exalado apds a administracéo.

De acordo com Mundlos et al. (Mundlos et al., Pancreas, 1:29
(1986)), os ratos com pancreatite crénica foram preparados por
injeccdo de &cido oleico no canal pancredtico de ratos Wistar
machos com 5 semanas de idade e mantidos durante 3 semanas. Ratos
em que foi feita uma incisdo na linha média do abdémen foram

utilizados como o controlo.

Os ratos com pancreatite crénica e os de controlo com 38
semanas de idade, que fizeram jejum de um dia para o outro, foram

fixos sem anestesia a um suporte para ratos para um aparelho de
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irradiacdo com microondas. A respiracdo foi recolhida a uma taxa
de cerca de 100 a 300 mL/min utilizando uma bomba peristdltica
(Variable Stroke Pump VS-500, Shibata Kagaku Kogyo) e introduzida

13

directamente numa célula de fluxo de um analisador de CO2 EX-

13

©)

1305 (Nihon Bunko) para determinar a % de atomos de C e a

concentracdo de didxido de carbono gasoso continuamente. Colocou-
se um secador Perma Pure (MD 050-12P, Perma Pure Inc.) entre o
suporte para ratos e a bomba peristédltica para remover vapor de

dgua da respiracédo. Depois de estabilizada a concentracdo de CO2p,

o rato foi retirado uma vez do suporte para ratos e administrou-
se no estdbmago uma solucdo aquosa de ciclodextrina marcada com

13¢ (75 mg/kg, 5 mL/kg) utilizando uma sonda oral.

13

Calculou-se A13C (%) a partir da concentracédo de C no CO2

exalado em cada ponto de tempo (13C tmin) e a concentracédo de 13C

(13

em CO2 padrao C std) de acordo com a seguinte equacéo:

[(13 13

C tmin - 3¢ omin)/13c std] x 1000

@]
3\
Il

Tanto nos ratos de controlo como com pancreatite crénica, os
valores de A13C (%) continuaram a aumentar durante 30 minutos.

Contudo, o aumento do valor de A13C (%) dos ratos com pancreatite

crbénica era mais pegqueno do que o dos ratos de controlo (Fig. 2).

Aos 15 minutos, o valor de A13C (%) de 12,88 * 4,25 nos ratos com
pancreatite crébénica era significativamente menor do gque o valor
de 30,39 £ 5,29 nos ratos de controlo (p < 0,05, ANOVA com LSD de

Fischer ).

Exemplo 3: Preparacdo de galactosilmalto-hexose marcada com
13
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Dissolveu-se amido marcado com 13

C (Chlorella Industry, 4,65
g) em tampdo acetato 50 mM (pH 5,4) a uma concentracdo de 0,5%
(p/v) e adicionou-se 186 Unidades de ciclomaltodextrina
glucanotransferase (Hayashibara) e reagiu a 40 °C durante 2 horas
e 20 minutos. A enzima foi inactivada com o tratamento a 95 °C

durante 15 minutos e o produto foi purificado por Sephadex G-25.

Este processo foi repetido 4 vezes para dar 4,39 g de 13C—a—
ciclodextrina (rendimento de 23,6%).
Adicionou-se piridina (200 mL) a 4,39 g da 13c-a-

ciclodextrina resultante e arrefeceu-se em gelo. Adicionou-se
anidrido acético (100 mL). Apds 30 minutos, a mistura reaccional
foi retirada do banho de gelo e, depois, foi agitada a
temperatura ambiente durante 36 horas. Ao residuo obtido por
concentracdo a pressdo reduzida, adicionou-se tolueno e destilou-
se azeotropicamente. Este ©processo foili repetido trés vezes.
Adicionou-se acetato de etilo e &gua ao residuo para extrair. As
camadas orgénicas foram combinadas, secas sobre sulfato de
magnésio anidro, filtradas e o filtrado foi concentrado a pressao

reduzida. O residuo resultante foil purificado por cromatografia

em coluna de silica gel para dar 5,1 g de 13C—a—ciclodextrina
peracetilada.
A 13C—o<—ciclodextrina peracetilada (3,25 g) foi dissolvida

em anidrido acético (49,8 mL) e &cido sulfirico (1,02 mL) e
agitada com aquecimento a 55 °C. Apdébs 5 horas, a mistura
reaccional foi arrefecida em gelo e adicionou-se piridina
(5,1 mL). A mistura reaccional foi concentrada a pressdo reduzida
e adicionou-se tolueno ao residuo resultante. Este processo foi
repetido trés vezes. Adicionou-se clorofdérmio e &gua ao residuo

para extrair. As camadas organicas foram combinadas, secas sobre
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sulfato de magnésio anidro, filtradas e o filtrado foi
concentrado a ©pressdo reduzida. O residuo resultante foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel. Este
processo foi repetido duas vezes e o material de partida
recolhido foi utilizado de novo na reaccdo de abertura do anel

13

para dar 4,80 g de C-malto-hexose peracetilada a partir de um

total de 6,50 g de material de partida.

a 13

C-malto-hexose peracetilada (3,76 g) foi dissolvida em
1500 mL de metanol seco e gelado. Adicionou-se uma solugdo de
metbdxido de sbédio 5,18 M em metanol (776 uL). Apds 30 minutos, a
mistura reaccional foi novamente levada a temperatura ambiente e
agitada. Apds 20 horas, adicionou-se uma solucdo de metdxido de
sédio 5,18 M em metanol (388 uL). Apds 3,5 horas, adicionou-se
Amberlyst 15 (16 g) para neutralizar e filtrou-se. A resina foi
lavada com metanol e &gua e o filtrado e lavagens foram
combinados e concentrados a presséo reduzida. O residuo

resultante foi purificado por HPLC (coluna TSK-Gel Amide-80) para

13

dar 1,78 g de C-malto-hexose. O mesmo processo foi repetido

13

duas vezes para dar um total de 2,03 g de C-malto-hexose.

A 2,03 g de 13

C-malto-hexose e 710 mg de mono-hidrato de
lactose, adicionou-se tampdo fosfato de potédssio 20 mM (pH 7,0,
6,50 mL) e dissolveu-se a 40 ©°C. Adicionou-se uma solucdo de
Biolacta (lactase) (Daiwa Kasei, 0,87 mg) em tampdo fosfato de
potdssio 20 mM (20 uL) e deixou-se em repouso a 40 °C. Apds 9,5
horas, a mistura reaccional foi aquecida a 95 ©°C durante 15
minutos. A solucgdo da reaccgdo enzimdtica foi purificada por HPLC
(coluna TSK-Gel Amide-80) para dar 239 mg de galactosil

13C—malto—hexose. A anédlise por HPLC (coluna TSK-Gel Amide-80) da

13

galactosil C-malto-hexose piridilaminada mostrou que a

13

galactosil C-malto-hexose resultante compreendia p-1,4-
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galactosil 13C—malto—hexose como o componente principal e néo

13

mais do que 9% de PR-1,6-galactosil-""C-malto-hexose.

13

A estrutura foi confirmada por RMN de C (Fig. 3) e

espectrometria de massa.

13¢ de RMN (D20, 270 MHz)

60,3-61,6 ppm Posicdo 6 de 6 residuos de glucose

67,4 ppm 1,4-Dioxano

70,7-79,6 ppm Posicdes 2, 3, 4 e 5 de 6 residuos de glucose
92,4-96,9 ppm Posicdo 1 da glucose do terminal redutor

100,1-101,5 ppm Posicdo 1 de 5 residuos de glucose

Espectrometria de massa (ESI-MS) m/z: 1211,3 (M' + Na)

Exemplo 4: Teste respiratdério com galactosil maltohexose

13¢

marcada com

Como no Exemplo 2, realizou-se um teste respiratdério com

13

galactosil malto-hexose marcada com C em que galactosil malto-

13

hexose marcada com C obtida no Exemplo 3 foi administrada

oralmente (75 mg/kg) a ratos com pancreatite crénica e de

controlo e determinada a evolucdo temporal da concentracdo de 13C

no CO2 exalado apds a administracéo.

Tanto nos ratos de controlo e nos com pancreatite crénica,
os valores de A13C (%) continuaram a aumentar durante 30 minutos.

Contudo, o aumento do valor de A13C (%) dos ratos com pancreatite

crbénica foi mais pegqueno do que o dos ratos de controlo (Fig. 4).
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Aos 10 minutos apds a administracdo, o valor de A13C (%) (18,89 =
17,01%) nos ratos com pancreatite crdénica era significativamente
mais pequeno do gque o valor (95,57 + 42,40%) nos ratos de

controlo (p < 0,05, ANOVA com LSD de Fischer).

Exemplo 5: Preparacdo de complexo de inclusdo de [1—13C]—

fenilalanina/hidroxipropil-pf-ciclodextrina

A 5 mL de &agua destilada, adicionou-se 299 mg de [1—13C]—
fenilalanina e 1818 mg de hidroxipropil-f-ciclodextrina (numa
proporcdo molar de 1:1) e aqueceu-se a 85°C para preparar uma

solucgdo. Assim, foi preparada uma solugdo de complexo de inclusédo

de [1—13C]—fenilalanina/hidroxipropil—B—ciclodextrina em que
quando esta solucdo foi deixada arrefecer até 25 °C, nédo se
observou precipitacdo de fenilalanina embora a solubilidade da

fenilalanina seja de 148 mg/5 mL a 25 °C. Por outro lado, se se

adicionasse sb6 299 mg de [1—13C]—fenilalanina a 5 mL de &gua
destilada e aquecesse a 85 °C para dissolver, a fenilalanina
precipitava quando esta solugdo fosse deixada arrefecer a 25 °C.
O aumento de solubilidade da fenilalanina na presenca de

hidroxipropil-f-ciclodextrina confirmou a formacdo do complexo de

inclusédo de [1—13C]—fenilalanina/hidroxipropil—B—ciclodextrina.

Exemplo 6: Teste respiratdrio com complexo de inclusédo de

[1—13C]—fenilalanina/hidroxipropil—B—ciclodextrina

Como no Exemplo 2, realizou-se um teste respiratdrio com

complexo de inclusdo de [1—13C]—fenilalanina/hidroxipropil—B—
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ciclodextrina em que o complexo de inclusdo de [1—13C]—

fenilalanina/hidroxipropil-f-ciclodextrina obtido no Exemplo 5

foi administrado oralmente (59,76 mg/kg de [1—13C] -fenilalanina)
a ratos com pancreatite crdénica e de controlo e determinada a

13

evolucdo temporal da concentracao de C no CO2 exalado apds a

administracédo.

Os ratos com pancreatite crénica eram ratos WBN/kob machos
(Japan SLC, Inc.) com 19 semanas de idade. Os ratos de controlo

eram ratos Wistar machos com 19 semanas de idade.

Os valores de A13C (%) dos ratos com pancreatite crénica
eram menores do que os do ratos de controlo durante 30 minutos

[}

(Fig. 5). Aos 5 minutos apds a administracédo, o valor de A13C (%)
de 38,18 * 17,46 nos ratos com pancreatite crénica era
significativamente mais pequeno do que o valor de 132,60 * 26,79

nos ratos de controlo (p < 0,005, ANOVA com LSD de Fischer).

Exemplo 7 Preparacéo de complexo de incluséao de

benzoilfenilalanil[1—13C]—leucina/y—ciclodextrina

13C—L—leucina (Masstrace) em

Apds a dissolucgédo de 1 g de 1-
cloreto de hidrogénio/metanol e aquecimento a refluxo, o éster

13C—L—leucina resultante foi suspenso em 50 mL de

metilico de
diclorometano e adicionou-se gota a gota 1,08 mL de trietilamina
enquanto se arrefecida com gelo e agitava. Em seguida adicionou--
se 2,0 g de N-benzoil-DL-fenilalanina, 2,34 g de HOBt (l-hidroxi-
l1H-benzotriazole-H20) e 50 mL de diclorometano. Depois adicionou-
se uma solucéo de 1,49 g de WSC (l-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida.HCl) dissolvidos em 100 mL de
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diclorometano e agitou-se durante 1 hora com arrefecimento em
gelo e depois de um dia para o outro a temperatura ambiente. O
completar da reaccdo foi confirmado por cromatografia em camada
fina de silica gel utilizando clorofdérmio:metanol (95:5) como o©
solvente de desenvolvimento. A mistura reaccional foi
concentrada, extralida com acetato de etilo, lavada com HC1 1 N,

NaHCO3 a 5% e &gua, seca sobre sulfato de magnésio e concentrada

até a secura para dar 2,32 g de éster metilico de

benzoilfenilalanil—[1—13C]—leucina.

Depois de se dissolver 2,32 g de éster metilico de

benzoilfenilalanil—[1—13C]—leucina em 100 mL de metanol,
adicionou-se 6,4 mL de NaOH 1 N gota a gota com arrefecimento com
gelo e agitacdo seguida por aquecimento e agitacdo a 70 °C
durante 2,5 horas. O completar da reaccdo foi confirmado por
cromatografia em camada fina de silica gel utilizando
clorofdérmio:metanol (95:5) como o solvente de desenvolvimento.
Depois de completada a reaccdo, a mistura reaccional foi
neutralizada com HCl1 1 N, concentrada e dissolvida em NaHCO3 a
5%. Apds lavagem com acetato de etilo, o NaHCO3 a 5% foi
acidificado com HC1 1 N. A mistura reaccional foi extraida com
acetato de etilo, lavada com agua, seca sobre sulfato de magnésio

e concentrada até a secura para dar 1,93 g de benzoilfenilalanil-

[1—13C]—leucina, que foi entdo recristalizada com acetato de

etilo.

A estrutura e posicdo da marcagdo com 13C foram confirmadas
por RMN de 13C e espectrometria de massa.
RMN de 13C (metanol-d4, 300 MHz): 175,8 ppm (L°COOH)
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Espectrometria de massa (m/z): 383 (M%), 365, 224, 131, 105,
77

LC-MS (m/z): 384 (M*Y + H), 252, 224, 105

Preparou-se benzoilfenilalanil[1—13C]—leucina de modo a que

a sua proporcdo em peso para y-ciclodextrina fosse 1:4 (1:1 em

proporgdo molar). vy-Ciclodextrina e benzoilfenilalanil[1—13C]—
leucina foram dissolvidas numa pequena gquantidade de 4&gua
purificada e etanol, respectivamente, e ambas as solugdes foram
misturadas, agitadas com um agitador (500 rpm) durante 12 horas,
e depois secas por atomizacdo utilizando um "mini pulverizador"
Pulvis GA-31 (Yamato Kagaku) sob as condicdes: uma temperatura de

entrada de 100 °C, uma temperatura de saida de 50 °C, um caudal
de ar seco de 0,45 m3/min, uma pressdo de pulverizacdo de 1,5

kg/cm? e um caudal de 5 mL/min. A amostra resultante foi
adicionalmente seca a pressdo reduzida durante 24 horas e passada

através de crivos N°18 (850 um). Obteve-se assim complexo de

incluséo de benzoilfenilalanil[1—130]—leucina/y—ciclodextrina

como um pd retido num crivo de N°50 (300 um).

A estrutura foi confirmada por difracgdo de raios X de pbds
utilizando um difractémetro Geigerflex Modelo 2013 (Rigaku Denki)
sob as condicgbes: filtro de Ni, risca Cu-Koa (30 kV, 20 mA), uma
velocidade de varrimento de 1°/min. No complexo de inclusdo de

—13C]—leucina/y—ciclodextrina, ndo se

13

benzoilfenilalanil[1l

observou pico de difraccdo inerente a benzoilfenilalanil [1-"7C]-

leucina ou y-ciclodextrina mas sim uma curva halo (Fig. 6).

Exemplo 8: Teste respiratdédrio com complexo de inclusédo de

—13C]

benzoilfenilalanil[1l -leucina/y-ciclodextrina
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Como no Exemplo 2, realizou-se um teste respiratdédrio com

complexo de inclusé&o de benzoilfenilalanil[1—13C]—leucina/y—
ciclodextrina em que o complexo de incluséo de
benzoilfenilalanil[1—13C]—leucina/y—ciclodextrina obtido no

Exemplo 7 foi administrado oralmente (suspenso em solugdo de
carboximetil celulose de sbédio a 0,5% (CMC-Na), 100 mg/kg de

benzoilfenilalanil [1-13C]

-leucina) a ratos com pancreatite
crénica e de controlo e determinada a evolucdo temporal da

13

concentracgédo de C no CO2 exalado apds a administracéo.

Os wvalores de A13C (%) dos ratos com pancreatite crénica

eram menores do gque os dos ratos de controlo durante 40 minutos

(Fig. 7). Aos 10 minutos apds a administracdo, o valor de A13C
(%) de 0,03 £ 1,73 nos ratos com pancreatite crdénica eram menores

do que o valor de 7,43 * 4,42 nos ratos de controlo.

Exemplo 9: Preparagdo de complexo de inclusé&o de éster

metilico de benzoilfenilalanil [1—13C]—leucina/y—ciclodextrina

0 éster metilico de benzoilfenilalanil[1—13C]—leucina
(preparado no Exemplo 7) foi preparado de modo gque a sua

proporcdo em peso para Yy-ciclodextrina fosse de 1:4 (1:1 em

proporgdo molar). A Y-ciclodextrina e éster metilico de

13C]—leucina foram dissolvidos numa pequena

benzoilfenilalanil[1-
quantidade de agqua purificada e etanol, respectivamente, e ambas
as solucgdes foram misturadas e agitadas com um agitador (500 rpm)
durante 12 horas. Em seguida, repetiu-se o0s processos do Exemplo
7 para se obter complexo de inclusdo de éster metilico de

_13C

benzoilfenilalanil[1l ]-leucina/Yy-ciclodextrina.
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A estrutura foi confirmada do mesmo modo gque no Exemplo 7.
No complexo de incluséao de éster metilico de

benzoilfenilalanil [1-13C]

-leucina/y-ciclodextrina, nao se
observou pico de difraccdo 1inerente ao éster metilico de

—13C]

benzoilfenilalanil|[1 -leucina ou Y -ciclodextrina mas sim uma

curva halo (Fig. 8).

Exemplo 10: Teste respiratdério com complexo de inclusé&o de

éster metilico de benzoilfenilalanil[1—13C]—leucina/y—

ciclodextrina

Como no Exemplo 2, realizou-se um teste respiratdério com
complexo de inclusdo de éster metilico de benzoilfenilalanil[l-

13C]—leucina/y—ciclodextrina em que o complexo de inclusdo de

éster metilico de benzoilfenilalanil[1-13C

]-leucina/Yy-
ciclodextrina obtido no Exemplo 9 foi administrado oralmente
(suspenso em solucdo de CMC-Na a 0,5%, 70 mg/kg de éster metilico

de benzoilfenilalanil[1-13¢C]

-leucina, 5 mL/kg) a ratos com
pancreatite crénica e de controlo e determinou-se a evolugao

13¢

temporal da concentracao de no CO2 exalado apds a

administracédo.

Os valores de A13C (%) dos ratos com pancreatite crénica
eram mais pequenos do que os dos ratos de controlo durante 40

minutos (Fig. 9). Aos 10 minutos apds a administracdo, o valor de

A13C (%) de 2,24 * 1,32 nos ratos com pancreatite crdénica era
significativamente mais pequeno do gque o valor de 6,73 +t 2,06 nos

ratos de controlo (p < 0,05, ANOVA com LSD de Fischer).
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Exemplo de Formulacdo 1: (Liquido para uso interno)

Adicionou-se 4&gua purificada a 1,5 partes em peso de

13C para produzir um total de 100

ciclodextrina marcada com
partes em peso e este total foil dissolvido e esterilizado por um
filtro Millipore. O filtrado foi colocado num frasco e selado

para dar um ligquido para uso interno.

Exemplo de Formulacédo 2: (Liquido para uso interno)

13C com uma quantidade

Misturou-se ciclodextrina marcada com
igual de ciclodextrina ndo marcada. Adicionou-se &agua purificada
a 3 partes em peso da mistura para produzir um total de 100
partes em peso e este total foi dissolvido e esterilizado por um
filtro Millipore. O filtrado foi colocado num frasco e selado

para dar um liquido para uso interno.

Exemplo de Formulacgédo 3: (Liquido para uso interno)

13C—FDL para dar

Adicionou-se azeite a 4 partes em peso de
um total de 100 partes em peso e este total foi dissolvido,
colocado num frasco e selado para dar um liquido para uso

interno.

Vantagens da Invenc¢do

A presente invencdo proporciona um teste para a funcéo
exbdcrina pancredtica que provoca pouco stresse nos individuos e

dd os resultados num periodo de tempo curto.
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No teste, wutiliza-se um oligossacadrido ou polissacérido

l3c ou 14

marcado com C ou um seu sal ou um seu derivado, ou um
complexo de inclusdo de ciclodextrina ou um seu sal. Entre estes
materiais, as ciclodextrinas e oligossacdridos ou polissacéaridos
modificados no terminal ndo redutor sdo uUteis como substratos
para avaliacdo da capacidade para segregar o-amilase uma vez gque
sdo especificos para «o-amilase no tracto digestivo e ndo séo
degradados por oa-glucosidase (maltase). Estas propriedades sé&o
diferentes das do amido. Além disso, os complexos de incluséo
utilizando ciclodextrina gque ¢é um substrato especifico para
ao-amilase no tracto digestivo proporcionam substratos para
realizacdo universal de um teste especifico para os estados
patoldédgicos por seleccdo das moléculas aqui incluidas. Estes
métodos provocam muito menos stresse nos individuos e requerem
menos aptiddes por parte dos executantes em comparagdo com O

teste com entubacdo convencional.

Este método de teste pode ser utilizado no diagnéstico de
pancreatite num exame fisico colectivo, avaliacdo da gravidade de
pancreatite crénica, previsdo da 1nstalacdo de ©pancreatite
fulminante grave <c¢com uma mortalidade ainda elevada (30%),
diagndéstico de causas da pancreatite, e diagndéstico precoce de
cancro do péncreas. Além disso, pode ser 0til como método de
diagndéstico para excluir a pancreatite no exame médico de doentes

externos em geral.

Lisboa, 6 de Novembro de 2006
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REIVINDICACOES

OCligossacarido ou polissacarido marcado com 13¢ ou um seu
sal, em que, pelo menos, uma molécula de acuacar
constituinte do oligossacadrido ou polissacidrido estéa
modificada no terminal ndo redutor com, pelo menos, um
grupo modificador, caracterizado por o referido grupo
modificador ser seleccionado de um grupo gue consiste num
grupo galactosilo, num grupo digalactosilo, num grupo
carbamoilo, num grupo piridilamino, num grupo etilideno e

num grupo benzilideno.

Oligossacarido ou polissacdrido marcado com 13¢c ou um seu
sal de acordo com a reivindicacéo 1, em que o)
oligossacérido ou polissacarido é hidrolisavel com

o—-amilase.

Oligossacdrido ou polissacarido marcado com 13¢ ou um seu
sal de acordo com a reivindicacéao 2, em que o)
oligossacarido ou polissacadrido né&do ¢é hidrolisdvel com

a-glucosidase.

Oligossacdrido ou polissacarido marcado com 13¢ ou um seu
sal de acordo com gualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 3, em

que pelo menos uma molécula de acglcar constituinte do

oligossacérido ou polissacarido estd marcada com 13c.

Oligossacdrido ou polissacarido marcado com 13¢ ou um seu
sal de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 3, em

que o referido grupo modificador é um grupo modificador

marcado com 13C.



10.

11.

Oligossacarido ou polissacdrido marcado com 13¢c ou um seu
sal de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 5, em
que o oligossacarido ou polissacadrido é um oligossacérido

ou polissacarido linear ou ramificado.

Oligossacdrido ou polissacarido marcado com 13¢ ou um seu
sal de acordo qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 5, em que
o oligossacarido ou polissacarido é um oligossacarido ou

polissacérido ciclico.

Oligossacarido ou polissacarido marcado com 13C ou um seu
sal de acordo com qualguer uma das reivindicacdes 1 a 3, em
que o oligossacarido ou polissacarido é seleccionado de um
grupo consistindo em paranitrofenil-6-o-benzil-
maltopentdésido, 4-nitrofenil-malto-hexosido 4,6-etilideno-
glucdsido, 4,6-benzilideno-a-o-nitrofenil-maltopentdsido,
o-6-desoxipiridilamino-a-maltopentdésido e paranitrofenil-

4,6-di-o- (N-etil)-4-carbamoilmaltopentdésido.

Oligossacarido ou polissacarido marcado com 13C ou um seu
sal de acordo com qualguer uma das reivindicacdes 1 a 3, em
que o oligossacarido ou polissacarido é B—galactosil—13c—

maltooligossacéarido.

Oligossacdrido ou polissacarido marcado com 13¢ ou um seu

sal de acordo com a reivindicacdo 1, em que a referida

molécula de acglcar estd marcada com 13¢ ¢ o referido grupo

modificador é um grupo galactosilo.

Complexo de inclus&o marcado com 13¢ ou um seu sal, que

compreende uma ciclodextrina ou um seu derivado modificado



12.

13.

14.

15.

l6.

17.

como molécula hospedeira, e uma molécula héspede em que a

molécula hébéspede estd marcada com 13c.

Complexo de inclusdo ou um seu sal de acordo com a
reivindicacdo 11, em gque a molécula hébspede é seleccionada
do grupo que consiste em oligossacaridos, aminoacidos,
péptidos, &cidos orgénicos, acidos gordos, glicéridos de
acidos gordos, vitaminas, catequinas, carotendides,

flavondéides e colesterol.

Complexo de inclusdo ou um seu sal de acordo com a

reivindicacdo 12, em gque a molécula hébspede é seleccionada
do grupo que consiste em 13C—fenilalanina,
benzoilfenilalanil-13c-leucina e éster metilico de

benzoilfenilalanil-13C-leucina.

Utilizacdo de um oligossacarido ou polissacdrido marcado
com 13Cc ou 14c ou um seu sal ou um seu derivado que nao

13c-amido no fabrico de um agente de diagnbéstico para

funcdes exdcrinas pancredticas.

Utilizacdo de acordo com a reivindicagcdo 14, em dgque o

oligossacarido ou polissacérido marcado com 13¢ ou 14c ou

um seu sal ou um seu derivado é hidroliséavel com o-amilase.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 15, em que o

oligossacarido ou polissacérido marcado com 13¢ ou l4c ou
um seu sal ou um seu derivado n&o é hidrolisavel com

oa-glucosidase.

Utilizacdo de acordo com gualquer uma das reivindicacbes 14

a 16, em que o oligossacarido ou polissacarido marcado com



18.

19.

20.

21.

22.

13¢ ou l4c ¢ um oligossacarido ou polissacédrido linear ou

ramificado.

Utilizac&o de acordo com a reivindicacdo 17, em que o

oligossacédrido ou polissacadrido marcado com 13¢c ou 14c esta

modificado no terminal ndo redutor.

Utilizacdo de acordo com gualquer uma das reivindicacbes 14

a 16, em que o oligossacarido ou polissacarido marcado com

13¢ ou 14c & um oligossacarido ou polissacarido ciclico.

Utilizacdo de acordo com gualquer uma das reivindicacbes 14
a 19, em que a funcdo exdcrina pancreatica a ser
diagnosticada ¢é a capacidade do péncreas para segregar

o—amilase.

Utilizac&do de um complexo de inclusd@o marcado com 13¢ ou

1l4c ou um seu sal tendo uma ciclodextrina ou um seu
derivado modificado como uma molécula hospedeira no fabrico
de um agente de diagndéstico para a funcgdo exdcrina

pancreatica.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 21, em qgue a
funcéo exdébcrina pancreatica a ser diagnosticada ¢é a
capacidade do pancreas para segregar o-amilase e pelo menos

uma enzima exdcrina pancredtica que ndo a-amilase.

Lisboa, 6 de Novembro de 2006
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FIG.6
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