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RESUMO

“AGENTES DE IMAGIOLOGIA DIRECIONADOS PARA RECETOR DE
FOLATO”

Um método de imagiologia de uma populacdo de células
tumorais num animal, que compreende a administracdo de uma

quantidade eficaz de um composto da férmula
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quelado a um catido de um radionuclideo.
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Sdo também proporcionados compostos para a utilizacéo

na imagiologia de uma populacdo de células tumorais.



DESCRICAO

“AGENTES DE IMAGIOLOGIA DIRECIONADOS PARA RECETOR DE
FOLATO”

CAMPO DA INVENCAO

A  invencdo refere-se a compostos e métodos para
direcionar um agente de imagiologia a células de um animal.
Mais particularmente, agentes de 1imagiologia a base de
radionuclideo s&do direcionados a células que tém recetor
para uma vitamina usando tal vitamina, ou um derivado de
ligacdo a recetor de vitamina ou um andlogo do mesmo, como
o ligando de direcionamento para o agente de imagiologia.
ANTECEDENTES E SUMARIO DA INVENCAO

O transporte transmembranar ¢é uma funcdo celular
critica. Porque oS praticantes tém reconhecido a
importancia do transporte transmembranar em muitas areas da
ciéncia Dbiolbgica e médica, incluindo terapéutica com
fadrmacos e transferéncia de genes, tém havido esforcos
significativos de investigacdo dirigida ao entendimento e
aplicacédo de tais processos. Assim, por exemplo, tentou-se
a administracdo transmembranar de &4cidos nucleicos através
da utilizacédo de transportadores de proteina,
transportadores de anticorpo, sistemas de administracéo
lipossdémica, eletroporacio, injecdo direta, fusdo de
células, transportadores virais, choque osmdético e
transformacdo mediada por calcio-fosfato. ©No entanto,
muitas daquelas técnicas sdo limitadas tanto pelos tipos de
células em gque o transporte transmembranar ocorre, COmO
pelas condigbdes requeridas para transporte transmembranar
bem-sucedido de moléculas exbdgenas. Além disso, muitas
destas técnicas s&do limitadas pelo tipo e tamanho da
molécula exdgena gue pode ser transportada através da
membrana celular sem perda de bicatividade.

Um mecanismo para o transporte transmembranar de



moléculas exdbdgenas que tem ampla aplicabilidade ¢é a
endocitose mediada por recetor. De maneira vantajosa, a
endocitose mediada por recetor ocorre tanto in vivo como in
vitro. A endocitose mediada por recetor envolve o movimento
de ligandos ligados a recetor de membrana no interior de
uma Aarea ligada pela membrana através de invaginacdo da
membrana. O processo é iniciado ou ativado pela ligacédo de
um ligando especifico do <recetor ao recetor. Muitos
sistemas endocitéticos mediados por recetor foram
caracterizados, incluindo aqueles que resultam na
internalizacdo de galactose, manose, manose ©6-fosfato,
transferrina, asialoglicoproteina, folato, transcobalamina
(vitamina Biz), o-2 macroglobulinas, insulina, e outros
fatores de crescimento de péptidos, tais como fator de
crescimento epidérmico (EGF).

A endocitose mediada por recetor foi utilizada para
administrar moléculas exdbdgenas, tais como proteinas e
dcidos nucleicos, a células. Geralmente, um ligando
especifico é conjugado, quimicamente, por ligacéo
covalente, idnica, ou hidrogénio, a uma molécula exdgena de
interesse, que forma uma molécula conjugada gque tem uma
fracdo (a porcdo de ligando) que ¢é, ainda, reconhecida no
conjugado por um recetor alvo. Usando esta técnica, a
proteina fototdxica psoraleno foi conjugada com insulina e
internalizada pela via endocitdtica de recetor de insulina
(Gasparro, Biochem. Biophys. Res. Comm. 141 (2), pp. 502-
509, Dec. 15, 1986); o recetor especifico de hepatdcito
para asialoglicoproteinas de galactose terminal foi
utilizado para a administracdo transmembranar especifica a
hepatdédcitos de asialoorosomucoide-poli-lisina formando
complexos de forma ndo covalente com um plasmideo (Wu, G.
Y., J. Biol. Chem., 262 (10), pp. 4429-4432, 1987); o
recetor de célula para EGF foi utilizado para administrar
polinucledétidos covalentemente ligados a EGF ao interior da
célula (Myers, Pedido de Patente Europeia 86810614.7,



publicado em 6 de Jun., 1988); o recetor celular situado no
intestino para o complexo de fator intrinseco de vitamina
Bi, organometalica, foi usado para mediar a administracéo
de um farmaco, uma hormona, um péptido biocativo e um
imunogénio formando um complexo com vitamina Bi; ao sistema
circulatério, apds administracdo oral (Russell-Jones et
al., Pedido de Patente Europeia 86307849.9, publicado em 29
de Abril de 1987); o recetor de manose-6-fosfato foi usado
para administrar lipoproteinas de densidade baixa a células
(Murray, G. J. e Neville, D. M., Jr., J.Biol.Chem, Vol. 255
(24), pp. 1194-11948, 1980); o recetor da subunidade de
ligacdo da toxina da cblera foi usado para administrar
insulina a células que ndo possuem recetores de insulina
(Roth e Maddox, J.Coll.Phys. Vol. 115, p. 151, 1983); e o
recetor de gonadotropina coridénica humana foi utilizado
para administrar uma cadeia a de ricina acoplada a HCG a
células com o recetor de HCG apropriado (Oeltmann e Heath,
J.Biol.Chem, vol. 254, p. 1028 (1979)).

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo envolve
o0 transporte transmembranar de um agente de imagiologia a
base de radionuclideo através de uma membrana que tem
recetores para folato. Um recetor de folato que possui
membrana celular recetor ¢é colocado em contacto com um
conjugado de agente de imagiologia-vitamina por um tempo
suficiente para iniciar e permitir o) transporte
transmembranar do conjugado e é monitorizada a
biodistribuicdo do conjugado de agente de imagiologia-
vitamina no animal. Noutra forma de realizacdo, a fracdo de
folato simplesmente se liga a um recetor de vitamina da
superficie celular, para concentrar o radionuclideo quelado
na superficie celular.

A invencdo aproveita (1) a localizacgdo de recetores de
vitamina e (2) o0s processos endociticos mediados pelo
recetor associado. Por exemplo, a 1invencdo aproveita a

expressdo Unica, sobre-expressdo ou expressido preferencial



de recetores de vitamina, transportadores ou outras
proteinas apresentadas a superficie que se ligam
especificamente a vitaminas, ou derivados ou analogos dos
mesmos, em células tumorais ou outros tipos de célula que
sobre-expressam tais recetores. Consequentemente, a
invencdo pode ser usada para detetar células, tais como
células tumorais ou outros tipos de célula, gque sobre-
expressam recetores de vitamina, ou recetores para analogos
ou derivados de vitamina, por meio do aproveitamento dos
processos endociticos mediados por recetor gue ocorrem
quando tais c¢élulas sdo colocadas em contacto com o©
conjugado de agente de imagiologia-vitamina.

Os recetores de vitamina, tals como o recetor de
folato de alta afinidade (FR), s&do expressos em niveis
altos, por exemplo, em células de cancro. Relatou-se que os
cancros epiteliais do ovario, glédndula mamaria, cdlon,
pulm&o, nariz, garganta e cérebro todos expressam niveis
elevados do FR. De facto, sabe-se que mais de 90 % de todos
os tumores do ovario humano expressam guantidades grandes
deste recetor. Assim, a presente invencdo pode ser usada
para a imagiologia de diagndéstico de uma variedade de tipos
de tumor e de outros tipos de célula envolvidos em estados
da doenca.

Quelantes de radionuclideo formando complexos com
ligandos foram wusados como sondas ndo invasivas para
propdsitos de imagiologia de diagnéstico. Por exemplo,
péptido intestinal wvasocativo, anédlogos de somatostatina e
anticorpos monoclonais foram usados como ligandos para
localizar radionuclideos em células, tailis como células
tumorais. Anticorpos monoclonais, e varios fragmentos dos
mesmos, receberam inicialmente a maior atencdo porque se
acreditava que o direcionamento exato especifico a tumor
poderia ser alcancado usando anticorpos monoclonais como
ligandos de direcionamento. Infelizmente, esta abordagem

foi problemdtica porque 1) os anticorpos tém tempos de



circulacdo prolongados devido ao seu grande tamanho, o que
¢ desfavoravel para propdsitos de imagiologia, 1ii) os
anticorpos sdo caros para produzir, 1iii) os anticorpos
podem ser imunogénicos e, consequentemente, precisam ser
humanizados quando doses multiplas s&o usadas e 1iv) as
razdes de tecido nao alvo para tumor (T/NT) de
radionuclideos ligados a anticorpos sdo subdétimas. Assim, o
foco tem sido recentemente dirigido a wutilizacdo de
ligandos especificos de tumor menores gue ndo tém tais
limitacodes.

As vitaminas, tais como &cido fdélico, foram wusadas
para o direcionamento de agentes de imagiologia a células
tumorais e sdo vantajosos por causa do seu tamanho pegueno.
O primeiro complexo de direcionamento a base de 4&cido
f6élico descrito para a imagiologia de tumor in vivo foi um
derivado de histamina contendo '*’Iodo. Este complexo n&o
foi considerado um candidato clinico relevante por causa do
componente de radionuclideo 1257 de vida longa.
Subsequentemente, um conjugado de deferoxamina-folato para
a 1imagiologia de tumor foi desenvolvido (quelatos de
deferoxamina °’Ga, um radionuclideo que emite radiacdo gama
que tem uma semivida de 78 horas). A depurac¢do hepatobiliar
foi notada com este conjugado e, assim, o desenvolvimento
pré-clinico foi interrompido devido a problemas antecipados
em se obter uma imagiologia precisa de localizac¢des regio-
abdominais. Este obstdculo foi superado, no entanto, por
meio da substituicdo do quelante de deferoxamina com &acido
dietilenotriamina penta acético (DTPA), um quelante eficaz
de 'In (semivida de 68 horas). A via primaria de
eliminacdo de *'In-DTPA-folato foi confirmada como sendo
através dos rins.

Mais recentemente, e foi adotado como o)
radionuclideo preferido para a imagiologia de diagndstico,
porgue 1) o radionuclideo ¢é facilmente obtido a partir de

geradores de °“’Mo-"""Tc comercialmente disponiveis, 1ii) o
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custo de producdo de quantidades grandes de c é

insignificante, em comparacdo com o custo de producdo de

Til MTe tem uma semivida muito mais curta (6

In e 1ii)
horas), que permite serem administradas doses de
radionuclideo maiores, produzindo imagens de resolucdo mais
alta sem o risco de exposicdo perigosa de oérgdos vitais a
radiacéao.

Mo 4 base de folato foram

99mT

Diversos conjugados de
desenvolvidos. Por exemplo, conjugados de folato de c-
6-hidrazinonicotinamido-hidrazido (HYNIC; Guo, et al., J.

Nucl. Med., 40 (9): 1563-1569 (1999)), ™rc-12-amino-

3,3,9,9-tetrametil-5-oxa-4, 8 diaza-2,10-dodecanodinona
dioxima (OXA) (Linder, et al., Soc. Nucl. Med., Proc. 47th
Annual Meeting, 2000, 41 (5) = 119P), Pre-
etilenodicisteina (Ilgan, et al., Cancer Biother. &

Radiopharm., 13 (6): 427-435 (1998)), e ’’Tc-DTPA-folato
(Mathias, et al., Bioconjug. Chem., 11 (2): 253-257 (2000))
tém mostrado gqualidades prometedoras de absorcdo de tumor
in vivo. No entanto, existe uma necessidade de conjugados
de °™Tc & base de vitamina alternativos, ou conjugados a
base de wvitamina que utilizam outros radionuclideos, que
exibem razdes 6timas de tecido ndo alvo para tumor (T/NT) e
sdo eliminados através dos rins. Tais conjugados a base de
vitamina deveriam ser adequados para o desenvolvimento
clinico como agentes de 1imagiologia de tumor e para O
diagnéstico de outros estados da doenca.

A invencdo refere-se a um método de imagiologia de uma
populacdo de células tumorais num animal, gque compreende a
administracdo de uma gquantidade eficaz de um composto da

férmula
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quelado a um catido de um radionuclideo.
Numa divulgacdo é proporcionado um composto da férmula
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ou um derivado de ligacdo a
recetor de vitamina ou um analogo do mesmo,
divalente, R ¢é uma

em que V é& uma vitamina,

L ¢ um ligante
cadeia lateral de um aminédcido da
foérmula H2NCHRCOOH, M € um catido de um radionuclideo,

n é
1 ou 0 e k & 1 ou 0.

A vitamina é um substrato para o

transporte transmembranar mediado por recetores in vivo
Noutra divulgacdo ¢ fornecida

imagiologia de diagnédstico,
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em que V é uma vitamina, ou um derivado de ligacdo a
recetor de vitamina ou andlogo do mesmo

, L & um ligante
divalente,

R ¢é¢ uma cadeia lateral de um aminoacido da

foérmula H2NCHRCOOH, M € um catido de um radionuclideo, n é

1 ou 0 e um transportador farmaceuticamente aceitédvel para



o mesmo. A vitamina ¢é um substrato para o transporte
transmembranar mediado por recetores in vivo.

Ainda noutra divulgacédo, ¢é proporcionado um método de
imagiologia de uma populacido de células num animal, em que
as células sdo caracterizadas por um recetor de vitamina na
superficie das células. O método compreende as etapas de
administracdo, ao animal, de uma quantidade eficaz de uma

composicdo gque compreende um composto da fédrmula
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M
em que V ¢ uma vitamina, ou um derivado de 1ligacdo a
recetor ou um andlogo do mesmo, especifico para o recetor
de vitamina da superficie da célula, L ¢é um ligante
divalente, R é uma cadeia lateral de um aminodcido da
férmula HoNCHRCOOH, M é um catido de um radionuclideo, n é
1 ou 0 e um transportador farmaceuticamente aceitavel para
o0 mesmo e de monitorizacdo da biodistribuicdo do composto

no animal.

Noutra divulgacdo ¢é proporcionado um composto da
férmula
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em que V é uma vitamina gque ¢é um substrato para o

transporte transmembranar mediado por recetores in vivo, ou

derivado de 1ligacdo a recetor de vitamina ou anédlogo do

mesmo, L é um ligante divalente, R é uma cadeia lateral de

um aminodcido da fédrmula H2NCHRCOOH, M é um catido de um

radionuclideo, n é 1 ou 0 e k & 1 ou 0.



Ainda noutra divulgacéo, é proporcionada uma
composicéao para a imagiologia de diagndstico, que
compreende um composto da férmula
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em que V é uma vitamina gue ¢ um substrato para o
transporte transmembranar mediado por recetores in vivo, ou
um derivado de ligacdo a recetor de vitamina ou anédlogo do
mesmo, L é um ligante divalente, R é uma cadeia lateral de
um aminodcido da fdérmula HeNCHRCOOH, M é um catido de um
radionuclideo, n é 1 ou 0 e um transportador
farmaceuticamente aceitével do mesmo.

Ainda noutra divulgacédo, é proporcionado um método de
imagiologia de uma populacido de células num animal, em que
as células sdo caracterizadas por um recetor de vitamina na
superficie das células. O método compreende as etapas de
administracdo, ao animal, de uma quantidade eficaz de uma
composicdo gque compreende um composto da fédrmula
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em que V é& a vitamina, ou um derivado de ligacdo a recetor
ou um andlogo do mesmo, especifico para o recetor de
vitamina da superficie da célula, L é um ligante divalente,
R é uma cadeia lateral de um aminodcido da férmula
H2NCHRCOOH, M é um catido de um radionuclideo, n ¢ 1 ou 0 e
um transportador farmaceuticamente aceitédvel para o mesmo e
de monitorizacdo da biodistribuicdo do composto no animal.

Em qualguer destas divulgac¢des, V no composto pode
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ser, por exemplo, uma vitamina selecionada a partir do
grupo que consiste em folato, riboflavina, tiamina,
vitamina Bi; e biotina ou um derivado ou anédlogo do mesmo.
Em qualquer um destes aspetos ou divulgacdes, o
radionuclideo no composto pode ser selecionado, por
exemplo, a partir do grupo gue consiste em radioisdtopos de
gadlio, indio, cobre, tecnécio e rénio.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
Fig. 1. Estrutura de EC20, um composto exemplar usado
como um agente de imagiologia, de acordo com a invencéo.
Fig. 2. Radiocromatograma de HPLC de ’"™Tc-EC20. As

99%m

amostras de Tc-EC20 foram eluidas de forma isocrética

numa coluna Waters Nova-Pak Cl18 (3,9 x 150 mm) usando uma
fase mével aquosa contendo 20 % de metanol e 0,2 % de
dcido trifluorcacético numa taxa de fluxo de 1 ml/min. A
anadlise de HPLC foi monitorizada tanto com o detetor de
UV (280 nm) como com um radiodetetor Bioscan FC-3200.

Pico A, 7

Tc livre; Pico B, um quelato contendo folato de
estrutura desconhecida; Picos C e D, diasterebdmeros gue
possuem uma configuracdo syn ou anti da ligacdo de
oxigénio-tecnécio no anel de quelacdo Dap-Asp-Cys de
EC20.

Fig. 3. Estruturas de isémeros de Re-EC20 e °“™TIc-EC20
(posicdo syn ou anti de ligacdo de metal-oxo).

Fig. 4. Bloqueio de ligacdo de °“H-acido félico a células
KB com varios competidores contendo folato. As células KB
foram incubadas durante 15 min em gelo com 100 nM de °“H-
dcido fdélico na presenca e auséncia de concentracdes
crescentes de competidor. (e) Acido foélico; (=) EC20;
() EC20:isbébmero Re A; (¥) EC20:isbémero Re B; (=) DTPA-
Folato. Barras de erro representam 1 desvio padréo
(n = 3).

Fig. 5. Associacdo dependente do tempo de “"™Tc-EC20. As
células KB foram incubadas com 10 nM de °"Tc-EC20 por

periodos crescentes de tempo a 37 °C. Em seguida as
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lavagens multiplas, as células foram colhidas e contadas
para radioatividade associada. Barras de erro representam
1 desvio padrdo (n = 3).

99mTC_

Fig. 6. Associacdo dependente da concentracdo de
EC20. As células KB foram incubadas durante 2 h a 37 °C
na presenca de concentracdes crescentes de mPe-EC20. Em
seguida as lavagens multiplas, as células foram colhidas
e contadas para radioatividade associada. Barras de erro
representam 1 desvio padrdo (n = 3).

99mTC_

Fig. 7. Associacdo dependente da concentracdo de
EC20 "pico B". As células KB foram incubadas durante 2 h
a 37 °C na presenca de concentracdes crescentes de "Pico
B" que foi cromatograficamente isolado a partir da
formulacéo de PMT-EC20. Em seguida as lavagens
miltiplas, as células foram colhidas e contadas para
radiocatividade associada. Barras de erro representam 1
desvio padrdo (n = 3). (+), Pico B; (°), Pico B mais 1 mM
de &acido félico.

Fig. 8. Depuracdo sanguinea de °’™Tc-EC20 em ratinhos
Balb/c. Cada animal recebeu uma dose intravenosa de 50
ng/kg de EC20 (67 nmol/kg) em aproximadamente 0,1 ml
durante breve anestesia com dietil éter. Nos tempos
designados apdés a injecdo, cada animal foi submetido a
eutandsia por asfixia com CO,;, o sangue foi colhido e
contado para radioatividade associada. Barras de erro
representam 1 desvio padrdo (n = 3 animais).

Fig. 9. Imagens de radiacdo gama de corpo inteiro (vista
ventral). As 1imagens foram obtidas 4 h depois da
administracdo intravenosa de °’™Tc-EC20 a um ratinho
Balb/c que possul um recetor subcutdneo de tumor M109
folato-positivo. Somente os rins (K) e tumor (T) exibem
acumulacédo significativa deste radiorastreador.

Fig. 10. Estruturas de EC11, EC13, EC14, EC15, EC19,
EC20, EC31 e EC53.

Fig. 11. Distribuicdo de tecido de ™™

Tc-EC20 em ratinhos
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Balb/c que possuem tumores M109 FR-positivos e tumores

471 FR-negativos.

Fig. 12. Anadlise de HPLC de EC11.

Fig. 13. Andlise de espectroscopia de massa de EC11.

Fig. 14. Andlise de RMN de EC 11.

Fig. 15. Anadlise de HPLC de EC 13.

Fig. 16. Andlise de RMN de EC14.

Fig. 17. Andlise de espectroscopia de massa de EC 15.

Fig. 18. Anadlise de HPLC de EC19.

Fig. 19. Anédlise de espectroscopia de massa de EC 19.

Fig. 20. Andlise de HPLC de EC31.

Fig. 21. Andlise de HPLC de EC53.

Fig. 22. Andlise de espectroscopia de massa de ECS53.

Fig. 23. Andlise de espectroscopia de massa de EC53.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

De acordo com a divulgacdo, sdo proporcionados métodos
para direcionar agentes de imagiologia a base de
radionuclideo a ©populacdes de células que expressam
unicamente, sobre-expressam ou, preferivelmente, expressam
recetores de vitamina. Consequentemente, uma vitamina, ou
derivado de 1ligacdo a recetor ou um andlogo da mesma, &
usada como o ligando de direcionamento para o agente de
imagiologia. O conjugado de agente de imagiologia-vitamina
pode ser usado para direcionar os radionuclideos alvo a
células e para concentrar os radionuclideos numa populacédo
de células, tal como uma populacido de células tumorais,
para utilizacdo em imagiologia de diagndstico.
A invencdo refere-se a um método de imagiologia de

diagnéstico de uma populacdo de células tumorais num
animal, gue compreende a administracdo de uma quantidade

eficaz de um composto da fédrmula
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quelado a um catido de um radionuclideo.

O pedido divulga uma composicdo para a imagiologia de
diagnéstico que compreende um composto daa fédrmulas

VALl NHCH,CH-CO-NE-CH(RICO-NH-CH(COOH)CH, =SH
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para utilizacdo em tais métodos. No composto, V €& uma

ou derivado de ligacdo a recetor de vitamina ou
um analogo do mesmo,

vitamina,

L é& um ligante divalente, R é uma
cadeia lateral de uma aminodcido da fédrmula H2NCHRCOOH, M é

um catido de um radionuclideo e n é 1 ou 0. A vitamina, ou

o derivado de ligacdo a recetor de vitamina ou analogo do

mesmo ¢é um substrato para

0 transporte transmembranar

mediado por recetores in vivo.

O pedido também divulga compostos das fédrmulas

V-(L),,-NHCHQ(?H-CO-NP:I-CH(R)COA':IH-CH(COOH)CHQ ~SH
H2N e R : g
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V-(L),.-NH?H'CO‘NI;PCH(R)CO-I:!H'CH(COOH)CHQ::SH

[ ] -

em que V é uma vitamina, ou um derivado de ligacdo a
recetor de vitamina ou um anédlogo do mesmo, L é um ligante
divalente, R ¢é uma cadeia lateral de uma aminoacido da
foérmula H2NCHRCOOH, M € um catido de um radionuclideo, n é
1 ou 0 e k & 1 ou 0. A vitamina é um substrato para o
transpor transmembranar mediado por recetores in vivo.

Um exemplo destes compostos é um composto denominado
como EC20 representado na Fig. 1. Exemplos de outros
compostos para utilizacdo de acordo com esta divulgacdo séo
compostos denominados como EC11, EC13, EC14, EC15, EC19,
EC31 e EC53 (veja-se Fig. 10). A fracdo de vitamina (por
exemplo, a fracdo de 4&cido fdélico em EC20) proporciona
ligacdo de alta afinidade a FRs celulares. 0Os compostos
também contém um gquelante a base de péptido bifuncional,
que proporciona o local para a quelacdo do radionuclideo,

por exemplo, °°T

c (veja-se Fig. 1), e os compostos podem,
opcionalmente, conter um ligante através do qual a fracéo
de vitamina é covalentemente ligada a fracdo quelante.

De acordo com a invencdo, a fracdo de vitamina do
composto é uma vitamina que é um substrato para transporte
transmembranar mediado por recetores in vivo, ou derivado
de ligacdo a recetor de vitamina ou um andlogo do mesmo. A
vitamina nas divulgacbdes acima ¢ ligada, opcionalmente,
através de um ligante (L) a porcdo de quelante dos
compostos. Na invencdo, e como mostrado na Fig. 1, EC20
compreende um andlogo do &cido félico ligado a uma fracédo
do quelante, porque EC20 tem o 4cido glatémico na

configuracdo D. A porcdo de quelante compreende uma fracéo
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de é&acido o,B-diaminopropidénico ligada a um grupo cisteina
através de um terceiro residuo de aminoécido. A porcgdo de
quelante do composto é adaptada para se ligar a um catiéo
de radionuclideo (M) (onde k = 1).

De acordo com a invencgdo, o composto com radionuclideo
ligado é denominado como "conjugado de agente de
imagiologia-vitamina."

A estrutura do ligante, se estiver presente, nido ¢
critica para as divulgacdes acima. Assim, por exemplo, pode
ser qualgquer ligante divalente biocompativel. Tipicamente,
o ligante compreende cerca de 1 a cerca de 30 &tomos de
carbono, mais tipicamente cerca de 2 a cerca de 20 atomos
de carbono. Ligantes de peso molecular mais baixo (isto &,
aqueles gque tém um peso molecular aproximado de cerca de 30
a cerca de 300) s&do tipicamente utilizados. Além disso, a
fracdo de vitamina pode ser uma vitamina, ou um derivado ou
andlogo do mesmo. Por exemplo, o folato contém um é&cido
glutdmico na configuracdo L ligado a acido pteroico. EC11 e
EC 14 contém dois residuos de &cido glutémico e, assim,
estes compostos podem também, por exemplo, ser considerados
derivados de é4cido félico (Fig. 10).

Entre as vitaminas que se acredita desencadearem a
endocitose mediada por recetor e com aplicacdo de acordo
com o método presentemente divulgado estdo a niacina, &acido
pantoténico, &cido fdélico, riboflavina, tiamina, biotina,
vitamina Bi, e as vitaminas soltveis em lipidos A, D, E e
K. Estas vitaminas e o0s seus anadlogos e derivados
constituem vitaminas que podem ser acopladas com agentes de
imagiologia para formar conjugados vitamina-guelante para
utilizacdo de acordo com a invencdo. As fracdes de vitamina
preferidas incluem é&cido félico, Dbiotina, riboflavina,
tiamina, vitamina Bi, e anédlogos e derivados destas
moléculas de vitamina e outras moléculas de ligacdo a
recetor de vitamina relacionadas.

Acido félico, 4&cido folinico, &cido pteroico, &cido
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pteropoliglutémico e pteridinas de ligacdo a recetor de
folato, tais como tetraidropterinas, diidrofolatos,
tetraidrofolatos e o0s seus analogos de deaza e dideaza
podem ser usados de acordo com as divulgacdes acima. Os
termos anédlogos de "deaza" e "dideaza" referem-se aos
andlogos de folato reconhecidos na especialidade que tém um
dtomo de carbono substituido por um ou dois Atomos de azoto
na estrutura de é&cido félico de ocorréncia natural. Por
exemplo, os anadlogos de deaza incluem os analogos de 1-
deaza, 3-deaza, 5-deaza, 8-deaza e 1.0-deaza. 0Os anédlogos
de dideaza incluem, por exemplo, andlogos de 1,5 dideaza,
5,10-dideaza, 8,10-dideaza e 5,8-dideaza. Os anteriores sé&o
andlogos ou derivados de folato e podem ligar-se a
recetores de folato. Outros andlogos ou derivados de folato
Uteis, de acordo com as divulgacdes acima, s&do os anadlogos
de ligacdo a recetor de folato aminopterina, ametopterina
(metotrexato), Nm—metilfolato, 2-deamina-hidroxifolato,
andlogos de deaza, tais como l-deazametopterina ou 3-
deazametopterina e &cido 37,5’ -dicloro-4-amina-4-deoxi-N'"-
metilpteroilglutdmico (diclorometotrexato).

A vitamina, ou derivado ou anadlogo do mesmo, pode ser
capaz de se ligar seletivamente a populacdo de células a
ser visualizada devido a expressdo preferencial nas células
alvo de um recetor para a vitamina, ou derivado ou analogo,
em que o recetor é acessivel para ligacdo. O local de
ligagdo para a vitamina pode incluir vrecetores ©para
qualquer molécula de vitamina capaz de se ligar
especificamente a um recetor, em gque O recetor ou outra
proteina é unicamente expresso, sobre-expresso ou,
preferivelmente, expresso pela populacdo de células a ser
visualizada. Uma proteina apresentada na superficie
unicamente expressa, Sobre-expressa ou, preferivelmente,
expressa pelas células a serem visualizadas ¢é um recetor
que ndo estd presente ou que estd presente em quantidades

mais baixas noutras células que proporcionam um meio para a
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visualizacdo seletiva, réapida e sensivel das células alvo
para imagiologia de diagndstico usando os conjugados de
agente de imagiologia-vitamina da presente invencéo.

De acordo com a invencdo o conjugado de agente de
imagiologia-vitamina é capaz de se ligar com alta afinidade
a recetores em células de cancro ou outras células a serem
visualizadas. A ligacdo de alta afinidade pode ser inerente
a fracdo de vitamina ou a afinidade de 1ligacdo pode ser
aumentada pela wutilizacdo de wuma vitamina gquimicamente
modificada (isto ¢, um andlogo ou um derivado) ou pela
ligacdo quimica particular entre vitamina e a fracdo de
quelante que estd presente no conjugado.

De acordo com a divulgacdo, o quelante pode ser
conjugado com multiplas diferentes vitaminas, ou derivados
de ligacdo a recetor de vitamina ou anadlogos, para aumentar
a oportunidade de ligacdo aos respetivos recetores de
membrana celular. Alternativamente, as porcgdes
independentes da dose de um conjugado de agente de
imagiologia-vitamina podem constituir diferentes conjugados
de agente de imagiologia-vitamina para aumentar a
oportunidade de ligacdo aos respetivos recetores de
membrana celular.

Geralmente, gqualgquer maneira de formar um complexo
entre o quelante e a vitamina, ou derivado de 1ligacdo a
recetor de vitamina ou andlogo, pode ser utilizada de
acordo com as presentes divulgacdes. O gquelante pode formar
um complexo com a vitamina, ou derivado de ligacdo a
recetor de vitamina ou analogo, por conjugacdo direta do
quelante e da vitamina, usando um ligante divalente.
Alternativamente, a vitamina e o qguelante podem ser
conjugados sem gque se utilize um ligante. Se um ligante for
usado, o ligante pode diretamente conjugar a vitamina, ou
derivado de ligacdo a recetor de vitamina ou andlogo, € o0
quelante, através de uma ligacdo de hidrogénio, idénica ou

covalente. Também, de acordo com as divulgacgdes acima, o
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ligante divalente pode compreender um meio indireto para
associar o guelante com a vitamina, ou derivado de ligacéo
a recetor de vitamina ou anadlogo, tal como por meio da
ligacéao através de ligantes intermediéarios, bracos
espacadores ou moléculas ponte. Tanto o meio direto como o
indireto para a associacdo precisa, ndo previnem a ligacéo
da vitamina, ou derivado de ligacdo a recetor de vitamina
ou anadlogo, ao recetor de vitamina na membrana celular para
operacdo do método da presente invencéo.

A  ligacdo covalente da vitamina, ou anédlogo ou
derivado de 1ligacdo a recetor de vitamina, e o quelante
pode ocorrer, se for utilizado, ou ndo, um ligante, através
da formacdo de ligacdes de amida, éster ou imino entre
grupos de &cido, aldeido, hidroxi, amino ou hidrazo. Por
exemplo, um A&cido carboxilico na fracdo de vitamina ou no
quelante pode ser ativado wusando carbonildiimidazol ou
reagentes de acoplamento de carbodiimida padrdo, tais como
l-etil-3-(3-dimetilamino-propil)-carbodiimida (EDC) e
depois disso feito reagir com o outro componente do
conjugado, ou com um ligante, que tem pelo menos um grupo
nucleofilico, nomeadamente hidroxi, amino, hidrazo ou tiol,
para formar o conjugado de vitamina-quelante acoplado, com
ou sem um ligante, através de ligacdes de éster, amida ou
tioéster.

Os radionuclideos adequados para a imagiologia de
diagnéstico incluem radioisbétopos de gaélio, indio, cobre,
tecnécio e rénio, incluindo isdtopos i1, 99mTc, 64Cu, 67Cu,
®/Ga ou °°Ga. Estes radionuclideos s&o catiénicos e formam
complexos com o quelante através do grupo quelante do
conjugado para formar o conjugado de agente de imagiologia-
vitamina.

O conjugado de agente de imagiologia-vitamina, de
acordo com a invencéo, ¢ utilizado para visualizar
seletivamente, usando técnicas de imagiologia

cintilogréaficas, uma populacdo de células num animal, em
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que a populacdo de células unicamente expressa, Ssobre-
expressa ou, preferivelmente, expressa recetores para
vitamina, ou derivado de ligacdo a recetor de vitamina ou
um andlogo do mesmo. O conjugado de agente de imagiologia-
vitamina pode ser wusado para visualizar populacdes de
células patogénicas, contanto que as células unicamente ou
preferivelmente expressem ou Sobre-expressem recetores de
vitamina ou recetores que se ligam a derivados de vitamina
ou analogos.

A  invencdo ¢é aplicédvel a populacdes de células
patogénicas que causam uma variedade de patologias
incluindo cancro e doencas mediadas por qualgquer outro tipo
de células patogénicas gque sobre-expressam recetores de
vitamina ou recetores capazes de se ligarem a derivados de
vitamina ou ané&logos. Assim, a ©populacdo de <células
patogénicas ¢ tumorigénica, incluindo tumores benignos e
tumores malignos. A populacdo de células é uma populacdo de
células de cancro e as células de cancro pode surgir
espontaneamente ou por tais processos como mutacdes
presentes na linha germinal do animal hospedeiro ou
mutacdes somaticas, ou o cancro pode ser induzido
gquimicamente, viralmente ou por radiacdo. A invencdo pode
ser utilizada para a imagiologia de diagndstico de tais
cancros como carcinomas, sarcomas, linfomas, doenca de
Hodgkin, melanomas, mesoteliomas, linfoma de Burkitt,
carcinomas nasofaringeos e mielomas. A populacdo de células
de cancro pode incluir, mas ndo estd limitada a, cancro
oral, nasofaringeo, tiroide, enddcrino, de pele, géastrico,
esofagico, laringeo, de garganta, pancredtico, de cdlon, de
bexiga, ésseo, do ovéario, do colo do utero, uterino, de
mama, testicular, de prdstata, retal, de rim, figado,
pulmédo e cérebro. Em formas de realizacdo onde a populacéo
de células é uma populacdo de células de cancro, as células
tumorais, incluindo células do tumor primédrio ou células

que estdo em metdstase ou estdo no processo dissociacdo do
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tumor primdrio, podem ser visualizadas usando o conjugado
de agente de imagiologia-vitamina.

Os conjugados de agente de 1imagiologia-vitamina da
presente divulgacdo podem ser usados para diagnosticar um
estado da doenca ou para monitorizar a progressdo da
doenca. Por exemplo, o método de imagiologia de diagndstico
de acordo com a divulgacdo pode ser usado para monitorizar
a progressdo de cancro em combinacdo com tratamentos
profilaticos para prevenir o retorno de um tumor apds a sua
remocdo por qualgquer abordagem terapéutica incluindo
remocdo cirurgica do tumor, radioterapia, guimioterapia ou
terapia bioldgica.

0O método da presente invencdo pode ser usado tanto
para aplicacdes em medicina clinica humana como
veterinadria. Assim, o animal que alberga a populacido de
células que sé&o visualizadas pode ser humano ou, no caso de
aplicacdes veterindrias, pode ser um animal de laboratdrio,
pecuario, doméstico ou selvagem. A presente invencdo pode
ser aplicada a animais incluindo, mas ndo limitados a,
seres humanos, animais de laboratdrio, tais como roedores
(por exemplo, ratinhos, ratos, hamsters, etc.), coelhos,
macacos, chimpanzés, a animais domésticos, tais como cées,
gatos e coelhos, a animais pecudrios, tais como vacas,
cavalos, porcos, ovelha, cabras e a animais selvagens em
cativeiro, tais como ursos, pandas, ledes, tigres,
leopardos, elefantes, zebras, girafas, gorilas, golfinhos e
baleias.

As composicgdes  para imagiologia de diagndstico
compreendem uma gquantidade do conjugado de agente de
imagiologia-vitamina eficaz para visualizar as células alvo
para imagiologia de diagnéstico num animal quando
administrado numa ou mais doses. A composicdo de
imagiologia de diagndéstico contendo o conjugado de agente
de imagiologia-vitamina é preferencialmente administrada ao

animal por via parentérica, por exemplo, por via
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intradérmica, subcutdnea, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa ou intratecal. Alternativamente, a composicio
contendo o conjugado de agente de imagiologia-vitamina pode
ser administrado ao animal por outros processos medicamente
Uteis e qualquer dose eficaz e forma farmacéutica adequada
podem ser usadas, incluindo formas farmacéuticas orais e de
inalacé&o.

Exemplos de formas farmacéuticas parentéricas incluem
solucdes aquosas do conjugado de agente de imagiologia-
vitamina em solucdo salina isotdnica, glicose a 5 % ou
outros transportadores liquidos farmaceuticamente
aceitdveis bem conhecidos, tais como &lcoois, glicdis,
ésteres e amidas liquidas. A forma farmacéutica
parentérica, de acordo com esta invencdo, pode estar na
forma de um liofilizado reconstituivel que compreende a
dose do conjugado de agente de imagiologia-vitamina.

A dosagem do conjugado de agente de imagiologia-
vitamina na composicdo de imagiologia de diagndstico pode
variar significativamente, dependendo do tamanho do animal,
da populacdo de células alvo para imagiologia de
diagnéstico, do conjugado de agente de imagiologia-vitamina
especifico a ser wusado e da via de administracdo do
conjugado. A quantidade eficaz a ser administrada ao animal
baseia-se na &area de superficie corporal, peso e avaliacéo
da condicdo do animal pelo médico. Uma dose eficaz pode
variar de cerca de 1 ng/kg a cerca de 1 mg/kg, mais
preferencialmente de cerca de 100 ng/kg a cerca de 500
ng/kg, e mais preferencialmente de cerca de 100 ng/kg a
cerca de 25 pg/kg.

Qualquer regime eficaz para administrar a composicéo
de 1imagiologia de diagndéstico contendo a conjugado de
agente de imagiologia-vitamina pode ser usado. Por exemplo,
a composicdo de imagiologia de diagndéstico pode ser
administrada como uma dose Unica ou pode ser administrada

em doses multiplas, se for necessédrio, para alcancar a
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visualizacdo da populacdo de células alvo. Injecdes
adicionais da composicdo de imagiologia de diagndstico
contendo a conjugado de agente de imagiologia-vitamina
podem ser administradas ao animal num intervalo de dias ou
meses apds a(s) injecdo(bes) inicial(is), e as injecdes
adicionais podem ser Uteis para monitorizar o progresso do
estado da doenca. A composicdo de imagiologia de
diagndéstico contendo o conjugado de agente de imagiologia-
vitamina pode também ser administrada em combinacdo com
vitamina n&o marcada. "Em combinacdo com" significa que a
vitamina n&do marcada pode ser ou coadministrada com o
agente de imagiologia ou a vitamina n&do marcada pode ser
pré-injetada antes da administracéo do agente de
imagiologia para melhorar a qualidade da imagem. Por
exemplo, o0 agente de imagiologia pode ser administrado em
combinacdo com cerca de 0,5 ng/kg a cerca de 100 mg/kg, ou
cerca de 1 npg/kg a cerca de 100 mg/kg, ou cerca de 100
ng/kg a cerca de 100 mg/kg da vitamina ndo marcada.

A composicéo de imagiologia de diagndstico é
tipicamente formulada para administracdo parentérica e ¢
administrada ao animal numa quantidade eficaz para
possibilitar a imagiologia da populacdo de células alvo.
Tipicamente, a composicdo de imagiologia de diagndstico que
contém o agente de imagiologia direcionado a vitamina é
administrado ao animal e, apds um periodo de tempo para
permitir a administracdo e concentracdo do conjugado de
agente de imagiologia-vitamina na populacdo de células
alvo, o animal é submetido ao procedimento de imagiologia e
a imagiologia é possibilitada pelo conjugado de agente de
imagiologia-vitamina. Quando usado para monitorizar a
progressdo de doenca ou diagndstico, os procedimentos de
imagiologia s&o tipicamente levados a cabo cerca de 1 a
cerca de 6 horas apdés a administracdo da composicdo de
imagiologia de diagndstico que contém o conjugado de agente

de imagiologia-vitamina.
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Como mencionado acima, a 1invencdo proporciona um
método de imagiologia de uma populacdo de células tumorais
num animal, em que as células sdo caracterizadas por um
recetor de vitamina na superficie das células. O método
compreende as etapas de administracdo ao animal de uma
quantidade eficaz de uma composicdo que compreende um

composto da fédrmula
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O método pode ser usado para formar a imagem de uma
populacdo de células in vitro, por exemplo, em cultura de
células, ou in vivo, onde as células formam parte de, ou,
de outro modo, existem no tecido animal. Assim, as células
alvo podem incluir, por exemplo, as células que forram o
trato digestivo, tal como a mucosa oral e faringea, as
células gque formam as vilosidades do intestino delgado, ou
as células que forram o intestino grosso. Tais células do
trato digestivo podem ser um alvo, de acordo com esta
invencdo, por meio da administracdo oral de uma composicédo
de imagiologia de diagndstico que compreende o conjugado de
agente de imagiologia-vitamina. De maneira similar, as
células que forram o sistema <respiratdrio (passagens
nasais/pulmdes) de um animal podem ser um alvo pela
inalacdo dos presentes complexos, e células de Oérgéos
internos, incluindo células dos ovarios e o cérebro pode
ser um alvo, particularmente, por administracdo parentérica
da composicdo de imagiologia de diagndstico.

O pedido também divulga:

1. Um composto da fédrmula
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V-(L]H-HHCHQ?H‘CD “NH-C HIR)@O‘J:IH*CH{COOH}CHQFSH
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em que V & uma vitamina que ¢é um substrato para o
transporte transmembranar mediado por recetores in vivo, ou
um derivado de ligacdo a recetor de vitamina ou anadlogo do
mesmo;

L é um ligante divalente;

R ¢é uma cadeia lateral de um aminoacido da férmula
HoNCHRCOOH;

M & um catido de um radionuclideo;

nou l ou 0; e

k &1 ou 0.

2. O composto de 1, em que V & uma vitamina selecionada a
partir do grupo gque consiste em folato, ~riboflavina,
tiamina, vitamina Bji; e biotina, ou um derivado de ligacédo
a recetor de vitamina ou andlogo do mesmo.

3. 0 composto de 1, em que o radionuclideo é selecionado a
partir do grupo que consiste em isdtopos de galio, indio,
cobre, tecnécio e rénio.

4. O composto de 3, em que o radionuclideo é um isdtopo de
tecnécio.

5. 0 composto de 1, em que V é folato, ou um andlogo de
ligacdo a recetor de folato de derivado do mesmo.

6. Uma composigdo para 1imagiologia de diagndéstico que

compreende um composto da fédrmula
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em que V & uma vitamina que ¢é um substrato para o
transporte transmembranar mediado por recetores in vivo, ou
um derivado de ligacdo a recetor de vitamina ou anadlogo do
mesmo ;

L é um ligante divalente;

R ¢é uma cadeia lateral de um aminoacido da férmula
HoNCHRCOOH;

M & um catido de um radionuclideo;

nou l ou 0; e

um transportador farmaceuticamente aceitédvel para o0 mesmo;
7. A composicdo de 6, em que V, no composto, & uma vitamina
selecionada a partir do grupo que consiste em folato,
riboflavina, tiamina, wvitamina B;; e Dbiotina, ou um
derivado de 1ligacdo a recetor de vitamina ou anédlogo do
mesmo.

8. A composicdo de 6, em que o radionuclideo, no composto,
¢ selecionado a partir do grupo que consiste em isdtopos de
gadlio, indio, cobre, tecnécio e rénio.

9. A composicdo de 8, em gque o radionuclideo no composto é
um isdtopo de tecnécio.

10. A composicdo de 6 adaptada para administracéo
parentérica.

11. O composto de 6, em que V é folato ou um andlogo de
ligacdo a recetor de folato ou derivado do mesmo.

12. Um método de imagiologia de uma populacdo de células
num animal, em que as ditas células sdo caracterizadas por
um recetor de vitamina na superficie das ditas células,
compreendendo o método as etapas de

administrar ao animal uma quantidade eficaz de uma

composicdo que compreende um composto da fédrmula
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em que V é& a vitamina, ou um derivado de ligacdo a recetor
de wvitamina ou andlogo do mesmo, especifico para o dito
recetor de vitamina de superficie celular;

L é um ligante divalente;

R é uma cadeia lateral de um aminoédcido da férmula
H2NCBRCOOH;

M é& um catido de um radionuclideo;

noul ou 0; e

um transportador farmaceuticamente aceitavel para o mesmo;
e de monitorizar a biodistribuicdo do dito composto no
animal;

13. O método de 12, em que V, no composto, ¢ uma vitamina
selecionada a partir do grupo gque consiste em folato,
riboflavina, tiamina, wvitamina Bi;, e Dbiotina, ou um
derivado de 1ligacdo a recetor de vitamina ou andlogo do
mesmo.

14. O método de 12, em que o radionuclideo no composto é
selecionado a partir do grupo que consiste em isdétopos de
gadlio, indio, cobre, tecnécio e rénio.

15. O método de 14, em que o radionuclideo no composto & um
isdétopo de tecnécio.

16. O método de 12, em que a composicdo é administrada por
via parentérica ao paciente.

17. O composto de 12, em que V é folato, ou um anédlogo de
ligacdo a recetor de folato ou derivado do mesmo.

18. Um composto da férmula
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em que V & uma vitamina que ¢é um substrato para o

ou
um derivado de ligacdo a recetor de vitamina ou anadlogo do
mesmo;

transporte transmembranar mediado por recetores in vivo,

L é um ligante divalente;

R ¢ uma cadeia lateral de um aminoacido da
Ho,NCHRCOOH;

férmula

M é um catido de um radionuclideo;

noul ou 0; e

k é& 1 ou 0.

19. Uma composicdo para imagiologia de diagndstico que

compreende um composto da férmula

VALl NHOH CO-NE: CHRICO-NH: CHIOOOHICH, = 8H
H:C ‘ g

em que V & uma vitamina que ¢é um substrato para o

transporte transmembranar mediado por recetores in vivo, ou

um derivado de ligacdo a recetor de vitamina ou anédlogo do
mesmo;
L é um ligante divalente;

R ¢ uma cadeia lateral de um aminodacido da
H,NCHRCOOH;

férmula

M é um catido de um radionuclideo;
noulou 0; e

um transportador farmaceuticamente aceitavel para o0 mesmo.

20. Um método de imagiologia de uma populacdo de células
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num animal, em que as ditas células sdo caracterizadas por

um recetor de vitamina na superficie das ditas células,
compreendendo o método as etapas de

administrar ao animal uma quantidade eficaz de uma

composicdo gque compreende um composto da fédrmula

V{uwﬂﬂgH(x}Nﬁ{3ﬁRKx}ﬂH%ﬁﬂOOOHK*&;SH

+
. i
/ - '
L] t
LY \ 'J
\
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em que V €& a vitamina, ou um derivado de ligacdo a recetor
de vitamina ou andlogo do mesmo, especifico para o dito
recetor de vitamina de superficie celular,

L é um ligante divalente;

R é uma cadeia lateral de um aminodcido da
H,NCHRCOOH;

férmula

M é& um catido de um radionuclideo;

noul ou 0; e

um portador farmaceuticamente aceitdvel para © mesmo; €

monitorizar a biodistribuicdo do dito composto no animal.

Sdo ainda divulgados:

1A. Uma utilizacdo de um composto da férmula
V-(L)n-NHCH-‘)C')H'CO-Nl'j-CH(R)CO fl}l H-CH(COOH)CH, :-;SH
H2N ~. . v . ‘

L}
1
- . [}
-
~o - ' v
A
L}

'
-

~
i DR P .
et o

(M)
em que V é um folato, em que o folato & um substrato para o
transporte transmembranar mediado por recetores in vivo, ou
um derivado de ligacdo a recetor de folato ou anédlogo do
mesmo;
L é um ligante divalente;

R é uma cadeia lateral de um aminoédcido;
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M é um catido de um radionuclideo;

né1lou0; e

k &1 ou 0;

para a 1imagiologia de diagndstico de uma populacdo de
células num animal pré-injetado com folato n&do marcado.

2A. A utilizacdo de 1A, em que o radionuclideo, no
composto, ¢ selecionado a partir do grupo que consiste em
isbétopos de galio, indio, cobre, tecnécio e rénio.

3A. A utilizacdo de 1A ou 2A, em que o radionuclideo no
composto & um isdtopo de tecnécio.

4A. A utilizacdo de gualguer um de 1A a 3A, em gue O

composto tem a férmula

O COH  y HN ‘ ¢§
: N__~__NH
0o | ﬁ)\v/\“/ \/AWT : o

HN/I‘]iN\]/\N | At O O Ncom
s 2 H

5A. A utilizacdo de qgualgquer um de 1A a 4A, em que a
populacdo de células no animal é uma populacdo de células
tumorais.

6A. A utilizacdo de 5A, em gue as células tumorais sé&o
células tumorais de ovario.

7A. A utilizacdo de qualguer um de 1A a ©6A, em que O
composto esté numa forma farmacéutica parentérica
selecionada a partir do grupo gque consiste numa forma
farmacéutica intradérmica, subcuténea, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa e intratecal.

8A. A utilizacdo de 7A, em que a forma farmacéutica ¢é uma
forma farmacéutica intravenosa.

9A. Um conjugado da férmula
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(M)
e um transportador farmaceuticamente aceitdvel do mesmo;

em que V & um folato, em que o folato & um substrato para o
transporte transmembranar mediado por recetores in vivo, ou

um derivado de ligacdo a recetor de folato ou anadlogo do

mesmo;

L é& um ligante divalente;

R é uma cadeia lateral de um aminodcido;
M & um catido de um radionuclideo;

né 1l ou 0; e

k &1 ou 0;

em combinacdo com um folato ndo marcado.

10A. A combinacédo de 9A, em que o conjugado tem a férmula
X
S

O COH . NH y HN"COH
N

HN IN\]/\N © O Scopm
A A J o H

11A. A combinacdo de 9A ou 10A, em que um catido de um
radionuclideo é ligado ao conjugado, onde o radionuclideo é
selecionado a partir do grupo gque consiste em isdétopos de
gadlio, indio, cobre, tecnécio e rénio.

12A. A combinacdo de qualquer um de 9A a 11A, em que O
radionuclideo ¢ um isdtopo de tecnécio.

13A. A combinacdo de qualquer um de 9A a 12A, em que O
conjugado estd numa forma farmacéutica adaptada para

administracdo parentérica.
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14A. A combinacdo de 13A, em que a forma farmacéutica é
selecionada a partir do grupo gque consiste numa forma
farmacéutica intradérmica, subcuténea, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa e intratecal.
15A. A combinacdo de qualquer um de 9A a 14A, em que O
transportador farmaceuticamente aceitavel é um ligquido.
16A. A combinacdo de 15A, em gque o transportador liquido é
selecionado a partir do grupo gue consiste em soro
fisioldgico, glucose a %, éalcoois, glicdis, ésteres,
amidas e uma combinacdo dos mesmos.
EXEMPLO 1
Materiais

0 é4cido N'-trifluoroacetilpteréico foi comprado a
Eprova AG, Schaffhausen, Suica. 0Os reagentes de sintese de
péptidos foram adgquiridos de NovaBiochem e Bachem. O

’MPe foi fornecido por Syncor. O

pertecnetato de sbédio
[Re02 (en) 2] Cl foi preparado de acordo com Rouschias
(Rouschias, G., Chem. Rev., 74: 531 (1974)). As placas de
celulose e as placas de troca idbénica de DEAE foram
adquiridas a J. T. Baker.
EXEMPLO 2
Sintese, purificacdo e caracterizacdo analitica do EC20

O EC20 foi preparado por um método sequencial de
suporte polimérico utilizando a estratégia de Fmoc (veja-se
o) Esquema 1 em seguida, Fmoc = 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo, Boc = terc butiloxicarbonilo,
Dap = &acido diaminopropidbnico, DMF = dimetilformamida,
DIPEA = diisopropiletilamina). O EC20 foi sintetizado numa
resina Wang sensivel a &4cido carregada com Fmoc-L-Cys
(Trt)-0OH. Foi aplicado benzotriazol-1-il-oxi-tris-
pirrolidino-fosfoniohexafluorofosfato (PyBOP) como reagente
de ativacédo, para assegurar o acoplamento eficiente
utilizando equivalentes baixos de aminodcidos. 0s grupos
protetores Fmoc foram removidos depois de cada etapa de

acoplamento, sob condigdes padrdo (20 ¥ de piperidina em
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DMF). Depois da ultima etapa de montagem, o péptido foi
clivado do suporte polimérico por tratamento com &cido
trifluoroacético a 92,5 % contendo 2,5 % de etanoditiol,
2,5 % de triisopropilsilano e 2,5 % de &gua desionizada.
Esta reacdo também resultou na remocdo simultédnea dos
grupos protetores t-Bu, Boc e tritilo. Finalmente, a porgéo
de trifluoroacetilo foi removida em hidrdéxido de amébdnio
aquoso para dar o EC20.

O produto de EC20 em bruto foi purificado por HPLC
utilizando wuma coluna Xterra RP 18, 30 x 300 mm, 7 pm
(Waters), fase mével 32 mM de HC1l (A), MeOH (B), condicdes
de gradiente comecando com 99 % de A e 1 % de B e atingindo
89 % de A e 11 % de B em 37 min a uma taxa de fluxo de 20
ml/min. Sob estas condig¢des, o mondmero de EC20 eluiu
tipicamente aos 14,38 min, enguanto o dimero dissulfureto
de EC20 (contaminante menor) eluiu aos 16,83 min. Todos os
outros compostos apresentados na Fig. 10 podem ser
preparados utilizando um esquema de sintese semelhante,
exceto o EC15 que ¢é sintetizado tal como mostrado no
Esquema 2 em seguida.

Foram dissolvidos dois miligramas de EC20 purificado
por HPLC em 0,62 ml de Dy;0, e foi recolhido um espectro de
500 MHz 'H-RMN. O Quadro 1 (ver em seguida) lista os
desvios quimicos, as formas de sinal e os valores de J para
todos o0s protdes ndo permutidveis na molécula de EC20.

O EC20 foi também analisado por espectroscopia de
massa com eletropulverizacdo. Principais picos de ides
positivos (m/z, intensidade relativa): 746,1, 100, 747,1,
44, 556,8, 32, 570,8, 16.
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Esquema 1°
P, Co i, '[: Eﬂo - w’\fin’q éo
RaFm
R"l{ Rw.H
0 SR H 4 O
—’-RI-N O pwRe o
O  nHBow [ 2 SR
i[: R-Hmu
R=H vi l: R = F,C00, R* = B, R™= Bo¢, R Trt, Y = Resina Wang

vii[_ K =F,C00, R*= B, R™=H, R™=H, ¥ = OH
R=aH,R'=H, R"=H R"=H, Y=0H

® Reagentes e condigdes: i) 20 % Piperidina, DMF, ii) Fmoc-Asp(OtBu)-
OH, PyBop, DIPEA, DMF, iii) Boc-Dap(Fmoc)-OH, PyBop, DIPEA, DMF, iv)
Fmoc-D-Glu-OtBu, PyBop, DIPEA, DMF, v) N°-TFA-Pte-OH, DIPEA, DMSO, vi)
Fs0CO,H, HSCH,CH,SH, iPr;SiH, vii) H,NOH, pH = 10,3.

QUADRO 1. Dados de 'H-RMN para EC20. EC20 foi dissolvido em
D,0 e foi recolhido um espectro de 500 MHz. Os desvios

quimicos (0) s&o em ppm. O sinal para HOD a & = 4,80 ppm

foi usado como referéncia. pD = 4,78, s = singleto,
d = dupleto, m = multipleto.
Residuo Protdes Desvio Sinais Valores de J
observados quimico
(d)
H-7 8,76 s
2 x H-9 4,64 s
Ple H-12 a. H-16 | 7,68 d 3J 12,13 = %J15,16 = 8,8 Hz
H-13 a. EH-15 6,8 d
H-2 4,41 dd 32,3 = %9,1 Hz; °J2,3b = 4,
5
D-Glu H-3a 2,08 m Hz
H-3B 2,27 m 2J3a,3b = 14,2 Hz
2 x H-4 2,44 dd
3J3a,4 = *J4b,4 = 5,6 Hz
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Residuo

Protodes
observados

Desvio
quimico
(d)

Sinais

Valores de J

Dpr

H-3A
H-3B

dd; X do
sistema
ABX
dd; A do
sistema
ABX
dd; B do
sistema
ABX

332,32-6,6 Hz, 3J2,3B = 4,7
Hz 2J A,B = 14,7 Hz

Asp

dd; X do
sistema
ABX
dd; A do
sistema
ABX
dd; B do
sistema
ABX

3J2,3A = 9,5 Hz, *J2,3B = 4,
3
Hz ?JA,B = 16,1 Hz

Cys

dd; X do
sistema
ABX
dd; A do
sistema
ABX
dd; B do
sistema
ABX

392,3A = 55 Hz; 3J2,3B = 4,4
Hz 2JA,B = 14,1 Hz
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Esquema 2°
(o= ’%’ -,3»@1@
= Fimioe R= Frove
C ron _ C z=x

-/vfr%*@o BEVOVs pisaette

R'=F R®={Ba, R™=Trt, Y = Resina Wang

C i AE oy o
® Reagentes e condigdes: i) 20 % Piperidina, DMF, ii) Fmoc-Asp(OtBu)-
OH, PyBop, DIPEA, DMF, iii) Fmoc-Cys(Tri)-OH, PyBop, DIPEA, DMF, iv)
Fmoc-D-Glu-OtBu, PyBop, DIPEA, DMF, v) N'°-TFA-Pte-OH, DIPEA, DMSO, vi)

TFAA, HSCH,CH,SH, iPr,SiH, vii) H,NOH, pH = 10,3.

EXEMPLO 3
Preparacdo do frasco do reagente ndo radioativo e de
EC20

99mTC_

Foram utilizados kits de EC20 para a preparacido da
substancia de farmaco radioativo “™Tc-EC20. Cada kit
continha uma mistura estéril, ndo pirogénica liofilizada de
0,1 mg de EC20, 80 mg de a-p—glucoheptonato de sédio, 80 mg
de cloreto diidrato de estanho (II) e hidréxido de sddio ou
acido cloridrico suficiente para ajustar o pH a 6,8 * 0,2
antes da liofilizacdo. O pd liofilizado foi selado num
frasco de 5 ml sob uma atmosfera de &rgon. Os kits foram,
entdo, armazenados congelados a -20 °C até a sua utilizacdo
ou expiracido (vida de prateleira corrente é > 2 anos). Mais
importante, o componente de cloreto de estanho (II) ¢é
necessario para reduzir o ™Tc-pertecnetato adicionado,
enquanto o componente de o-p—glucoheptonato de sdédio é

99m

necesséario para estabilizar o Tc recém reduzido, antes da

sua quelacdo final para o composto EC20.
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0 "Ic-EC20 foi preparado como se segue (isto &,
quelacdo de °™Tc a EC20). Em primeiro lugar, foi preparado
um banho de &dgua em ebulicdo contendo um protetor de frasco
de chumbo parcialmente submerso. A parte superior de um
frasco de EC20 foi esfregado com etanol a 70 % para
desinfetar a superficie e o frasco foi colocado num
contentor de protecdo adequado. Utilizando uma seringa
protegida com uma agulha de calibre 27, foi injetado no
frasco protegido 1 ml de solucdo estéril de pertecnetato de

sbédio de %"

Tc de injecdo (15 a 20 mCi) em cloreto de sddio
a 0,9 %. Antes da remocdo da seringa do frasco, foi
retirado um volume de gas do frasco igual ao volume de
pertecnetato adicionado, a fim de normalizar a pressdo no
interior do frasco. O frasco foi agitado suavemente durante
30 segundos para assegurar a dissolucdo completa do pbd
liofilizado. O frasco foi entdo colocado no protetor de
chumbo que estava no banho de &dgua em ebulicdo. A solucéo
foi aquecida durante ~18 minutos e, em seguida, arrefecida
até a temperatura ambiente durante um minimo de 15 min.
Esta solucdo pode ser armazenada a temperatura ambiente
(15-25 °C) protegida da luz, mas deve ser usada no prazo de
6 horas apds a preparacédo.

A estabilidade radiogquimica da substédncia de férmaco
radicativo foi determinada por HPLC depois de armazenamento
a temperatura ambiente, protegida da luz durante 24 horas.
As amostras da solucdo de “™Tc-EC20 (20 nul) foram
analisadas utilizando um sistema de HPLC que consiste de um
sistema de entrega de multissolvente Waters 600E e um
detetor de 490 UV, um radiodetetor Bioscan EC-3200,
software de radiocromatograma Laura v1.5 e uma coluna
Waters Nova-Pak C18 (3,9 x 150 mm). As amostras injetadas
foram eluidas de forma isocréatica utilizando uma fase mével
aquosa contendo 20 % de metanol e 0,1 % de adcido
trifluoroacético a uma taxa de fluxo de 1 ml/min. A anélise

de HPLC foili monitorizada tanto com o detetor de UV (280 mm)
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como com ©O radiodetetor gama. Notavelmente, a pureza
radioquimica de ?™Tc-EC20 permaneceu superior a 90 %
durante, pelo menos, 24 horas em todos o0s casos.

EXEMPLO 4

Determinacdo da pureza radioquimica de °"Tc-EC20 por TLC

As principais impurezas radiogquimicas na preparagdo de

M _EC20 serio 1) e pertecnetato, 2) PP
glucoheptonato (precursor do ligando de permuta), 3)
ligacdo ndo especifica de *™Tc (°™Ic ligado a um local

diferente da esperada porcdo qguelante Dap-Asp-Cys da
molécula de EC20) e 4) ?™Tc hidrolisado. Uma vez que O
MTo-EC20 estava a ser testado para um possivel uso
clinico, foi desenvolvido um método baseado em trés TLC
para determinar as quantidades de cada impureza e para
estimar a pureza radioquimica geral de °"Tc-EC20.

No primeiro sistema foi desenvolvida uma placa de

celulose com &gua desionizada. O °™Tc-EC20, o O

99%m

c-

99mT

glucoheptonato, a ligacdo ndo especifica de Tc e o C

pertecnetato movem-se para a frente do solvente (R = 1,0),

99m

enquanto © Tc hidrolisado permanece na origem (Rf = 0,0).

A placa de celulose foi cortada em dois pedacos a Re¢ = 0,3

(1,5 cm da origem) e cada pedaco foi contado usando um

99m

calibrador de doses. A percentagem de Tc hidrolisado foi

Q,

calculada da seguinte forma: A = % hidrolisado, °°"T

c = (pCi
no pedaco inferior / pCi em ambos os pedacos) x 100.

No segundo sistema, a placa de celulose foi

Q.

desenvolvida com acetona e 0,9 % de NaCl (7:3, wv/v). O

99%m 99mT

Tc-pertecnetato move-se com Rrf = 0,9, enquanto o c-

EC20, o ’™Tc-glucoheptonato, a ligacdo ndo especifica de

2om ?’"Te hidrolisado permanecem na origem (Rf = 0,0).

Tc e o
A placa de celulose/acetona-salina foi cortada em dois
pedacos a Rf = 0,6 (3,0 cm da origem), e cada pedaco foi

contado com um calibrador de doses. A percentagem de °°"T

c—
pertecnetato foi calculada como se segue: B = % °"Tc-

pertecnetato = (uCi no pedaco superior / pCi em ambos o0S
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pedacos) x 100.
Finalmente, no terceiro sistema foil desenvolvida uma

placa de permuta iénica em DEAE com 0,3 M de NayS0.. O

"Te-glucoheptonato move-se para a frente do solvente

MPe move-se  com

(Re = 1,0), a ligacdo ndo especifica de
R = 0,6, e o ™Pc-EC20, o “™Ic¢ hidrolisado e o “™rc-
pertecnetato permanecem préximo da origem (*"Tc-EC20:
R: = 0,1, °™I¢c hidrolisado: Rf = 0,0, ’"Tc pertecnetato:
Re = 0,3). A placa de celulose/NaSO; foi cortada em dois
pedacos a 2,5 cm a partir da origem e cada pedaco foi
contado usando um calibrador de doses. A percentagem de

99%m 99m

Tc-glucoheptonato e da ligacdo ndo especifica de Tc foi

calculada como se segue: C =% (O

Tc-glucoheptonato +
ligacéo néo especifica de PMTey = (pci no pedaco
superior/uCi em ambos os pedacos) x 100. A pureza

radioquimica global de ™"

Tc-EC20 foi em seguida calculada
da seguinte forma: pureza radioquimica = 100 - (A+B+C).

Tal como se mostra na Fig. 2, a anédlise por HPLC da
formulacéo de M C-EC20 mostra quatro componentes
radioquimicos, designados como picos A até D. O pico A foi

99%m

confirmado ser Tc livre e este subproduto estd presente

de forma reprodutivel a < 2 %. 0 pico B, que era diferente
do de 99IrTc—glucoheptonato (dados né&o apresentados), eluiu
com um tempo de retencdo de 2,8 min. Este componente

Q

representou cerca de 3 % da mistura e foi pensado resultar

da quelacdo de "

Tc em algum outro local da molécula de
EC20 para além da esperada porcdo Dap-Asp-Cys. Os picos C e
D (tempos de retencdo de 4,8 minutos e 13,2 minutos,
respetivamente) representam a maior parte da atividade
radioquimica formulada.
EXEMPLO 5
Sintese de Re-EC20

Foram dissolvidas cinquenta e duas mg (0,010 mmol) de
EC20 e [ReOz;(en);]Cl (52 mg, 0,14 mmol) em 6 ml e 1 ml de

tampdo de fosfato purgado com &argon (0,05 M, pH 5,8),
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respetivamente. As duas soluc¢des foram combinadas e
aquecidas sob uma atmosfera de &rgon num banho de &adgua em
ebulicdo durante 2 horas. A mistura de reacdo foi congelada
e liofilizada durante a noite. O produto em bruto foi
purificado por HPLC (coluna Xterra RPI8, 19 x 150 mm, 10 mM
de NH;OAc / CHsCN, taxa de fluxo de 10 ml/mm, gradiente de
1 % a 8 %). As fracdes foram recolhidas, 1liofilizadas e
armazenadas a -20 °C até a sua utilizacdo.

Uma vez que ndo estavam disponiveis instalacdes de
espectrometria de massa ©para a andlise de materiais
radiocativos, foi analisado o andlogo de rénio né&o
radioativo, Re-EC20. Tanto o rénio como o tecnécio sédo
metais do grupo VIIA gque tém uma semelhanca significativa
nas propriedades fisicas e quimicas. Eles também formam
complexos semelhantes com ligandos organicos. Este
comportamento quimico andlogo tem sido usado frequentemente
na elucidacédo estrutural de novas classes de radiofédrmacos
de tecnécio com base em andlogos de rénio ndo radioativos.
Curiosamente, a andlise por HPLC de Re-EC20 também mostrou
dois picos principais que eluem a 5 e 14,2 minutos,
respetivamente, semelhante aos picos C e D para o PMT-EC20
(cromatograma ndo apresentado). A andlise do espectro de
massa confirmou que estes dois componentes eram isdmeros
correspondendo ao complexo Re-EC20 (m/z = 945). Na verdade,
estas espécies foram possivelmente diasteredmeros gue
possuiam quer uma configuracdo syn como anti da ligacdo de
tecnécio-oxigénio no anel quelante Dap-Asp-Cys, tal como
representado na Fig. 3. Uma vez que 1) os dois picos no
cromatograma de Re-EC20 representam complexos isoméricos e
ii) existem relatédrios de isomerismo semelhante em
complexos de tecnécio, é provavel que os componentes C e D
no radiocromatograma de 29m
EXEMPLO ©
Cultura de Células

Tc-EC20 sejam também isdmeros.

As células foram cultivadas continuamente como uma
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monocamada, utilizando meio RPMI isento de folato (FFRPMI)
contendo 10 % de soro fetal de vitelo inativado pelo calor
(HIFCS), a 37 °C numa atmosfera de 5 % de C0,/95 % de ar
humidificado, sem antibidéticos. O HIFCS continha o seu
complemento normal de folatos enddgenos, o que permitiu as
células sustentar 0 crescimento neste meio mais
fisiologicamente relevante. Todas as experiéncias usando
células foram realizadas usando FFRPMI contendo 10 % de
HIFCS (FFRPMI/HIFCS) como meio de crescimento, exceto onde
indicado.
EXEMPLO 7
Ensaio de afinidade relativa

A afinidade relativa de varios derivados de folato foi
determinada de acordo com o método descrito por Westerhoff
et al. (Mol. Pharm., 48: 459-471 (1995)), com ligeira
modificacdo. Resumidamente, as células KB FR-positivas
foram gentilmente tripsinizadas em 0,25 % de tripsina/PBS,
a temperatura ambiente durante 3 minutos e, em seguida,
diluidas em FFRPMI/HIFCS. Apds uma agitacdo de 5 minutos a
800 x g e de uma lavagem com PBS, o precipitado final de
células foi suspenso em FFRPMI 1640 (sem soro). As células
foram incubadas durante 15 min em gelo com 100 nM de &cido
félico-"H, na auséncia e presenca de concentracdes
crescentes de artigos em teste contendo folato. As amostras
foram centrifugadas a 10000 x g durante 5 min, o0s
precipitados de células foram suspensos em tampdo, foram
transferidos para frascos individuais contendo 5 ml de
mistura de cintilacédo, e foram, em seguida, contados para
radiocatividade. Os tubos de controlo negativos continham
apenas o é&cido félico-°H em FFRPMI (sem concorrente). Os
tubos de controlo positivo continham uma concentracdo final
de 1 mM de &acido fdlico e os CPMs medidos nestas amostras
(representando a ligacdo ndo especifica do rdétulo) foram
subtraidos de todas as amostras. Notavelmente, as

afinidades relativas foram definidas como © 1nverso da
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razdo molar de composto necessario para deslocar 50 % do
4cido félico-’H ligado a KB FR e a afinidade relativa do
dcido félico para FR foi definida como 1.

A capacidade de EC20 para competir diretamente com o
4dcido fdélico para a ligacdo com FRs da superficie celular
foi medida usando este ensaio. De forma importante, um
valor de afinidade relativa de 1,0 indica que o ligando do
artigo em teste tem uma afinidade para o FR igual ao &cido
fé6lico. Da mesma forma, valores menores do que a unidade
refletem uma afinidade mais fraca e valores superiores a
unidade refletem uma afinidade mais forte.

As células KB cultivadas foram incubadas com 100 nM de
4cido félico-"H na presenca de concentracdes crescentes de
4dcido félico nédo radioativo, EC20, rénio-EC20 (isdmero A,
pico C), rénio-EC20 (isdmero B, pico 0) ou um radioférmaco
relacionado com base em folato, DTPA-folato. Apds uma
incubacdo de 15 minutos a 4 °C, as células foram lavadas
livres do material nao ligado e contadas para
radicatividade residual associada a célula. A guantidade de
radiocatividade ligada foi representada graficamente contra
a concentracdo de ligando ndo marcado e foram estimados os
valores de 1ICsy (concentragdo de ligando necesséria para
bloquear 50 % da ligacdo de &cido félico-"H). Tal como
mostrado na Fig. 4 e no Quadro 2 (em seguida), o EC20 foi
determinado ter uma afinidade de 0,92 em relacdo a do &cido
félico para FRs humanos. Ambos os isbdmeros do rénio-EC20
exibiram wvalores de afinidade relativa que eram muito
semelhantes a, se ndo melhores do que, molécula original de
EC20 (1,42 e 1,37 para o isbdmero A e isdmero B de Re-EC20,
respetivamente). O DTPA-folato, um agente radiofdrmaco de

11n, exibiu uma afinidade relativa de 0,87

folato quelante-
para o recetor de folato. Assim, a modificacdo quimica do
folato com varios motivos de metais quelantes ndo perturbou

a afinidade intrinseca da vitamina para o FR.
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Quadro 2. Estimativas de afinidade relativa. As afinidades
relativas (RA) foram definidas como o inverso da razéo
molar do composto necessaria para deslocar 50 % de acido
félico-"H ligado a células KB FR-positivas. A afinidade
relativa do &4cido félico foi definida para 1. Cada

particula em teste foi avaliada em triplicado.

Artigo em teste ICs0 (nM) S.D. RA S.D.
Acido félico 118 + 19 1,00
EC20 128 + 25 0,92 + 0,23
EC20:Re isbémero 1 83 + 16 1,42 + 0,36
EC20:Re isdémero 2 86 + 3 1,37 + 0,23
DTPA-Folato 136 + 12 0,87 + 0,16
EXEMPLO 8

Absorcdo celular dependente do tempo

As células KB foram cultivadas em placas Falcon de 12
pocos e deixadas a formar monocamadas sub-confluentes
durante a noite. Apds uma lavagem com 1 ml de FFRPMI/HIFCS
fresco, cada pogo recebeu 1 ml de FFRPMI/HIFCS contendo 10
nM de 7™Ic-EC20. As células foram incubadas durante
periodos pré-determinados a 37 °C e, em seguida, lavadas
quatro vezes com 1 ml de PBS gelado, pH 7,4. As monocamadas
de células foram dissolvidas em 0,5 ml de PBS, pH 7,4,
contendo 1 % de dodecil sulfato de sdédio durante 15 min a
temperatura ambiente e, em segquida, contadas para
radicatividade wutilizando um contador gama Packard. A
proteina em cada amostra foi quantificada utilizando um kit
de ensaio de proteina da BioRad DC e os valores de proteina
celular foram convertidos em numero de células, utilizando
o fator de conversdo de 2,23 x 1077 mg de proteina por
célula. 0Os valores tabelados finais foram expressos em
termos de moléculas de EC20 por célula.

A cinética de absorcdo de “Tc-EC20 em células KB FR-
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positivas foi medida quantitativamente usando este
protocolo. Tal como mostrado na Fig. 5, a absorcdo em
estado estacionédrio foi alcancada no espaco de duas horas a
37 °C, em que cerca de 3,2 milhdes de moléculas de EC20
foram associados a células, ao passo gque a semi-madxima de
associacdo celular ocorreu 9 minutos apds a mistura de 10
nM deste radiofdrmaco com as células. Curiosamente, o ponto
de saturacdo de semi-médxima foi alcancado em apenas 37
segundos quando as células foram incubadas com uma
concentracdo 10 vezes mais elevada de MPe-EC20 (100 nM,
dados ndo apresentados).

EXEMPLO 9

Absorcdo celular dependente da concentracédo

As células KB foram cultivadas em placas Falcon de 12
pocos e deixadas a formar monocamadas sub-confluentes
durante a noite. Apbds uma lavagem com 1 ml de FERPMI/HIFCS
fresco, cada poco recebeu 1 ml de FFRPMI/HIFCS contendo
concentracdes crescentes de mPe-EC20. As células foram
incubadas durante 2 horas a 37 °C e, em seguida, lavadas
quatro vezes com 1 ml de PBS gelado, pH 7,4. As monocamadas
foram dissolvidas em 0,5 ml de PBS, pH 7,4, contendo 1 % de
dodecil sulfato de sdédio durante 15 min a temperatura
ambiente e, em seguida, contadas ©para radioatividade
utilizando um contador gama Packard. O contetdo de proteina
foi determinado tal como descrito anteriormente, e 0s
valores tabelados finais foram expressos em termos de
moléculas de EC20 por célula.

Tal como se mostra na Fig. 6, a absorcdo celular de
m"Te-EC20 foi encontrada ser dependente da concentracédo
extracelular. As células KB especificas utilizadas foram
determinadas ligarem-se a um méximo de quatro milhdes de
moléculas do radiofdrmaco de folato por célula. A anélise
de Scatchard dos dados estimou ser de 3,2 nM o Kp de
ligacdo, um valor comparavel com o Kp observado para a

ligacdo de vitamina folato a estas mesmas células.
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Embora n&o tenha sido estabelecida a identidade
completa do componente do pico B, a anédlise de absorcdo de
UV indicou que continha uma porcdo de folato (ou seja, o
espectro de absorcédo continha o pico de absorcdo secundario
caracteristico do folato a 363 nm). Este material
radiomarcado purificado por HPLC (material do pico B) foi
recolhido e, em seguida, adicionado as células KB em
cultura. Tal como mostrado na Fig. 7, a absorcdo celular do

Mo foi também encontrada

componente do pico B marcado com
ser dependente da concentracdo extracelular. A anédlise de
Scatchard dos dados estimou ser de 1,1 nM o Kp de ligacéo.
Curiosamente, a associacdo de células do pico B foi
completamente Dblogqueada na presenca de excesso de Aacido
f6lico, indicando que esta menor formulacdo de subproduto
também é capaz de se direcionar para células FR-positivas
para fins de radiodiagnéstico.
EXEMPLO 10
Depuracdo do sangue

Os animais utilizados para este estudo foram mantidos
numa dieta isenta de folato (Harlan #TD-90261) durante
cerca de trés semanas antes da administracdo da dose. A
aclimatacdo a esta dieta especial ¢é essencial porque as
dietas normais de roedores contém grandes quantidades de
dcido fdélico (6 mg/kg de racdo) e promovem elevados niveis
de folato sérico em ratinhos. Para além disso, estudos
anteriores demonstraram que os ratinhos submetidos a uma
dieta isenta de folato durante 3 semanas mantiveram um
nivel seguro de folato sérico de 25 £ 7 nM, o que &
ligeiramente maior do que a concentracdo de 9-14 nM
mensuravel no soro humano.

A solucdo de ™"

Tc-EC20 foi preparada no dia do uso e
continha inicialmente 100 npg de EC20 por mililitro. A
solucdo foi, ainda, mais diluida com solucdo salina estéril
para preparar as solucdes de trabalho. A pureza

Q.

radioquimica do produto foi estimada por TLC ser de ~94 %.
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Cada animal recebeu uma dose de 50 ng/kg de EC20 (67
nmol/kg) em aproximadamente 0,1 ml de volume i.v. através
da veia da cauda durante uma breve anestesia com éter
dietilico. Nos tempos designados (veja-se a Fig. 8) pdbs-
injecdo, cada animal foi sacrificado por asfixia com CO, e
o sangue foi imediatamente recolhido por puncdo cardiaca.
Tal como se mostra na Fig. 8, o PmMp--EC20 foi
rapidamente removido da circulacdo no ratinho Balb/c. A
meia-vida no plasma deste radiofdrmaco foi estimada como

99mT

sendo de ~4 minutos e menos do que 0,2 % da dose de c-

EC20 injetado permaneceu em circulacdo apds quatro horas
(assumindo que o sangue representa 5,5 % da massa corporal
total) . Estes dados indicam que os conjugados de folato séo
rapidamente removidos da circulacdo apds a administracéo
intravenosa, e que podem ser obtidos dados valiosos de
biodistribuicdo no tecido depois de apenas algumas horas
apds a 1injecdo, sem a preocupacdo com a absorgcdo nédo
especifica pelos tecidos devido a radioatividade por via
sanguinea.

EXEMPLO 11

Estudos de distribuicdo de tecidos

A capacidade de ™

Tc-EC20 para visar tumores in Vvivo
foi avaliada utilizando um modelo M109 FR-positivo. Estas
células de tumor sdo singeneicas para o ratinho Balb/c, e
formam de forma reprodutivel tumores sdélidos subcuténeos
dentro de duas semanas apbds a inoculacdo. Também foram
avaliados neste biocensaio o) MTo-EC14, que é

estruturalmente semelhante ao "

Tc-EC20 exceto que contém
um residuo adicional de p—-Glu (isto é, Pte-p-Glu-p—-Glu-BDpr-
Asp-Cys), o “"Tc-EC28 (um controlo que ndo contém pteroato
que consiste de Dbenzoil-p-Glu-,-Glu-RDpr-Asp-Cys), € ©

radiofdrmaco de folato-'*!

In-DTPA relatado previamente. De
forma importante, o agente de controlo de *"Tc-EC28 ndo se
ird ligar a FRs da superficie celular, porque lhe falta uma

porcdo essencial de anel de pteridina.
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Ratinhos de quatro a cinco semanas de idade (estirpe
Balb/c) foram adquiridos a Harlan Sprague Dawley, Inc.
(Indianapolis, IN) e foram mantidos numa dieta isenta de
folato por um total de trés semanas antes da experiéncia.
As células de tumor M109 FR-positivas, singeneicas, (1 x
10° por animal) foram inoculadas no tecido subcutédneo da
axila direita duas semanas antes da experiéncia. Todos o0s
ratinhos eram do sexo feminino e os pesos dos tumores eram
54,2 + 29,8 mg no dia da experiéncia. Uma solucdo stock de
PMPo-EC20 contendo 100 pg de agente por mililitro foi
preparada no dia da utilizacdo e a sua pureza radioguimica
foi > 96 %. 0s dois ’“™™Tc-agentes quelantes adicionais,
PmMP--EC14 e ""Tc-EC28, bem como o folato ''In-DTPA, também
foram preparados para > 90 % de pureza radioquimica. Todas
as solucdes foram diluidas ou com solucdo salina por si sé
ou com uma solucdo salina contendo 100 equivalentes de
4dcido félico (para competicédo), de tal modo gue a
concentracdo final de radiofarmaco foi de 10 pmol/ml.

Os animais receberam uma dose de cerca de 40 pmol/kg
i.v. de artigo em teste num volume de 100 ul, através de
uma vela lateral da cauda, durante uma breve anestesia com
éter etilico. Quatro horas apds a injecdo, os animais foram
sacrificados por asfixia com CO; e dissecados. Foram
removidos os tecidos selecionados, pesados e contados para

mpe . 0s valores de CPM foram

determinar a distribuicdo de
corrigidos por decadéncia e os resultados foram tabulados
como % de dose injetada por grama de peso de tecido
molhado.

Tal como se mostra no Quadro 3 (em seguida), o0s trés
radiofadrmacos contendo "folato", ‘™ Tc-EC14, °™Tc-EC20 e
folato '"'In-DTPA, acumularam-se predominantemente no tumor
FR-positivo e nos rins, no entanto, os rins concentraram
uma dose injetada percentualmente superior por grama de
tecido (% ID/g) do gque o tumor. Curiosamente, a acumulacdo

global tumoral de folato '''In-DTPA e de *™Tc-EC20 foi quase
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a mesma (19 e 17 % ID/g, respetivamente), ao passo que a

absorcdo tumoral de ™

Tc-EC14 foi ligeiramente inferior a
10 $ 1ID/g. De qualgquer forma, todos os trés agentes
exibiram elevadas razdes de tumor para sangue (> 30 para

1).
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Quadro 3. Biodistribuicdo de radiofarmacos de folato em ratinhos Balb/c transportadores

de tumores M109 subcutaneos.

% Dose injetada por grama de tecido (4 h apds injecdo intravenosa)*

Mooaeld | Mre-Ecld | Mre-pc20 | Pre-mc20 | MIn-Dree- L p-prpa- “I-R00g
t acido 6lico t acido folico| folato |folato + &cido folico

Sanque 0,30£0,24( 0,1910,07 |0,34+0,03( 0,00£0,02 {0,2110,10 0,0910,04 0,06 0,04
Coragdo 2,39+0,64| 0,08+0,00 11,57¢0,26( 0,08+0,01 [2,57+0,82 0,06£0,02 0,03£0,01
Pulmdo 2,08+0,40( 0,15£0,04 (2,22+0,63]| 0,31£0,26 |1,72 0,61 0,0910,2 0,051£0,01
Figado 340219 1,3740,98 (3,56+0,25| 1,15+0,22 | 5,21 + 2,63 0,81+0,03 0,50 0,26
Bago 2,812,49( 2,99+1,43 1095+0,15( 0,38£0,33 [3,3012,33 1,46 40,73 0,60 20,38
Intestino 1,70£0,55( 0,320,101 [2,56 0,61 2,93£1,49 |1,871£0,69 0,8210,14 0,47120,19
Rim 9,0£40,7| 5941052 |1,38+12,4] 5641213 |1,81179,2 3,14£1,% 0,62:0,14
Misculo 0,99£0,28( 0,090,110 |0,67£0,20( 0,06£0,02 [1,1910,48 0,0510,04 0,02 20,0
Estomago 147£0,58(0,10£0,03 (1,45£0,55| 3,35£5,19 | 1,62 10,65 0,25 10,20 0,2120,19
Tumor 9,83+ 2,77 0,43£0,52 [17,2£1,02] 0,45¢0,18 | 19,315,86 0,40 10,42 0,11 10,06
Tunor/Sanque | 34,14 7,41 2,00£2,00 [51,0£8,20 4,70 £1,30 | 1024 43,4 5,00 4,60 2,00 £ 0,50

* 0s valores apresentados representam a média 1 s.d. de dados de 3 animais.
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O direcionamento especifico de folato foi ainda
demonstrado através de dois métodos distintos. Em primeiro
lugar, a acumulacdo de ’™Tc-EC14, °"Tc-EC20 e de folato
“"'ITn-DTPA no tumor e nos rins FR-positivos foi eficazmente
blogqueada (> %94 %), quando estes agentes foram
coadministrados com um excesso de 100 vezes de acido
félico. Em segundo lugar, o agente de controlo de °““"Tc-EC28
falhou a sua acumulacdo apreciidvel nos rins e no tumor.
Ambas as observacdes demonstram que é necessiaria uma pPorgao
intacta "semelhante a folato" (ou pteroato) para
proporcionar a absorcdo e retencdo direcionadas destes
agentes radiofdrmacos em tecidos FR-positivos.

EXEMPLO 12
Cintilografia gama

As células de tumor M109 (1 x 10° por animal) foram
inoculadas no tecido subcuténeo da axila direita dos
ratinhos Balb/c duas semanas antes da experiéncia. Os
animais receberam uma dose de cerca de 50 pmol/kg i.v. de
artigo em teste num volume de 100 pl através de uma veia
lateral da cauda durante uma breve anestesia com éter
dietilico. Quatro horas apds a injecdo, os animais foram
sacrificados por asfixia com CO, e, em seguida, colocados
em cima de uma superficie de aqgquisicdo de imagem. A
aquisicdo de imagem de corpo inteiro foi realizada durante
1 minuto a uma taxa de contagem de 50-75000 contagens por
minuto, usando uma cémara de radioisdtopo gama Technicare
Omega 500 Sigma 410. Todos os dados foram analisados por
meio de um computador baseado no MS-DOS Medasys equipado
com o software Pinnacle Medasys.

A absorcédo de PMT-EC20 pelos tumores M1 09 FR-
positivos e rins foi demonstrada usando este protocolo de
cintilografia gama. Tal como mostrado na Fig. 9, uma imagem
ventral de um ratinho injetado com 99mTc—ECZO, tal como
descrito anteriormente, 1localiza a radiacdo gama para OS

dois rins (K) e a massa de tumor M109 (T, regido do ombro).
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Ndo foi observado radiomarcador aprecidvel noutros tecidos
do corpo. Foi relatado um perfil de imagem semelhante para
o radiofadrmaco de folato '''In-DTPA.
EXEMPLO 13
Excrecdo urindria e metabolismo

O perfil de HPLC da especiacdo urindria de °"™Tc-EC20
foi obtido utilizando ratinhos Balb/c. Os ratinhos (~20 g
cada) foram injetados com 1 mCi (6,7 nmol) de ’"Tc-EC20
através de uma veia lateral da cauda. Apds um periodo de
tempo de 1, 4 ou 6 horas, grupos de dois ratinhos foram
sacrificados por asfixia com CO,, e foi recolhida a urina.
Apds filtracdo através de um filtro GV13 Millex, a
especiacdo radioquimica foi avaliada utilizando um sistema
de HPLC eqguipado com uma coluna Nova-Pak C18 de 3,9 x 150
mm e um detetor radioquimico. O sistema foi eluido de forma
isocratica com 20 % de metanol contendo 0,1 % de TFA a uma
taxa de fluxo de 1 ml/minuto.

Foi determinado anteriormente que a via principal para
a eliminacdo de folato '''In-DTPA era através da urina.
Semelhante ao perfil de HPLC mostrado na Fig. 2, tanto o
PMTe-EC20 padrdo como as amostras de urina exibiram quatro
picos radiocativos. Tal como mostrado no Quadro 4 (em
seguida), a pureza radioquimica do padrdo (soma dos picos C
e D, presumivelmente correspondentes ao M C-EC20 syn e

Q.

anti) manteve-se constante a ~93 % ao longo das 6 horas de

99m

duracdo desta experiéncia. A gquantidade de Tc livre no

padrdo (pico A) foi de ~2 %. De forma importante, o pico B
dentro deste perfil radioquimico acredita-se ser quelado
por EC20 com °’"TIc numa posicdo ndo convencional, menos
estédvel, no entanto, a radioatividade medida nesta fracéo
ndo foi 4dincluida na estimativa da pureza radioquimica
global para ~"“Tc-EC20. Estes dados indicam coletivamente
que a formulacdo permaneceu estédvel em solucdo salina ao
longo deste estudo de 6 horas.

Depois de 1 e 4 horas apds a 1injecdo em ratinhos
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Balb/C, o perfil de especiacdo radioquimica de "™Tc-EC20 na
urina do ratinho nao se alterou. No entanto, a
radicatividade presente na urina as 6 horas apds a injecédo
era muito baixa para analisar com precisdo por HPLC. A
proporcdo do farmaco original entre as espécies radioativas
recuperadas na urina permaneceu relativamente constante a
cerca de 90 % ao longo das quatro horas, durante as quais
pode ser quantificada. Este valor é muito semelhante ao da
pureza de 93 % do padrdo, indicando que o ‘"Tc-EC20 é
excretado predominantemente na urina numa forma né&o
modificada.

Quadro 4. Excrecdo e metabolismo de ?*™Tc-EC20 do ratinho
Balb/c. Os ratinhos foram injetados com 1 mCi (6,7 nmol) de
MTC-EC20 através de uma veia lateral da cauda. Nos tempos
indicados, foram sacrificados grupos de dois ratinhos e foi
recolhida a urina. A especiacdo radioquimica foi entédo
determinada por HPLC. A soma da &rea percentual dos picos C

e D (isdémeros syn e anti) é usada para calcular a pureza

global do °™Tc-EC20 intacto.

. RT Area percentual
Pico :
(min)
9mpo-EC20 Padréo Amostras de urina (dois
ratinhos/ponto no tempo)

0 h 1 h 6 h 1 h 4 h
A 1,4 2 2,1 1,8 8,3 6,3 9,4 10,2
(pertecnetato)
B 3,4 4,5 4,5 4,8 2,5 2,6 5,4 0
(desconhecido)
C (isémero 1) 5,5 15,5 15,7 15,9 20,4 18,1 7,3 11,1
D (isémero 2) 18,5 78 77,7 77,5 68,8 73 77,9 78,7
Soma de C e D 93,5 93,4 93,4 89,2 91,1 85,2 89,8
EXEMPLO 14

Ligacdo de proteina no soro

Foram utilizados soro de rato fresco e soro humano do
sexo masculino comercial (dadores tipo AB, Sigma Chemical
Co.), para avaliar a 1ligacdo in vivo de °™Ic-EC20 as

proteinas séricas. Um minuto depois o ™Ic-EC20 foi
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misturado com 1 ml de soro, a temperatura ambiente, 0,3 ml
da solucgdo de soro foram transferidos para um dispositivo
de ultrafiltracdo limpo Amicon Centrifree® (30000 NMWL) em
triplicado. ©No espaco de um minuto apds carregar a
centrifuga com a solucdo de soro, o dispositivo foi
centrifugado a 1000 x g durante 20 minutos a 20 °C. Foram
transferidas para um tubo limpo amostras de 50 npl da
solucdo inicial e do filtrado de <cada dispositivo, e
contadas num contador gama automatico. Uma solucdo de

PMPe-EC2D misturada com 1 ml de solucdo salina

controlo de
normal foi ultrafiltrada de um modo idéntico. A percentagem
de "T¢ livre foi calculada para cada uma das trés
amostras.

PMTC-EC20 exibiu apenas um menor nivel

Enquanto que o
de ligacdo ndo especifica ao dispositivo de ultrafiltracéo
(~50), cerca de 70 % deste foil encontrado associar-se
predominantemente com a fracdo de proteina sérica de > 30

Q.

kDa, em solucdes de soro de rato ou humano (69 % e 72 %,

respetivamente). De forma importante, uma vez que O 29mp

c-
EC20 acumula-se efetivamente e ©preferencialmente nos
tecidos FR-positivos (veja-se o Quadro 2 e a Fig. 8), a sua
afinidade aparente para as proteinas do soro ndo parece
afetar a capacidade deste radiofdrmaco para direcionar FRs
in vivo.
EXEMPLO 15
Estudos de distribuicdo de tecidos

Os protocolos utilizados neste exemplo sdo semelhantes
aos descritos no Exemplo 11. A capacidade de *""Tc-EC20 para
visar tumores in vivo foi avaliada mais aprofundadamente
usando modelos de tumor M109 FR-positivo e 4T1 FR-negativo.
As fémeas de ratinhos Balb/c (n = 3/grupo de dose) de seis
semanas de idade foram adguiridas a Harlan Sprague Dawley,
Inc. (Indianapolis, IN) e foram mantidas numa dieta isenta
de folato (Harlan TEKLAD) durante um total de sete dias

antes da inoculacdo das células de tumor.
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As células de tumor M109 singeneicas, FR-positivas (2
x 10° P, por animal) ou as células 4T1 FR-negativas (5 x 10°
P, por animal) foram inoculadas subcutaneamente em 100 pl
de RPMI-1640 isento de folato, contendo 1 % de soro de
ratinho singeneico. Foi preparada no dia da utilizacdo uma

solucdo stock de ™™

Tc-EC20 contendo 100 pg de agente por
mililitro, tal como descrito anteriormente.

Dezasseis dias apds a inoculacdo das células de tumor,
os animais foram injetados por via intravenosa com 500 ou
1800 nmol/kg de EC20 para animais transportadores de
tumores MI109 e 500 nmol/kg de EC20 para animais
transportadores de tumores 4Tl (3 ratinhos por grupo de
dose). Todas as injeg¢des foram em volumes de 100 pl. Quatro
horas apds a injecdo, os animais foram sacrificados por
asfixia com CO;, e o sangue foi recolhido por puncéo
cardiaca, e o0s animais foram dissecados. O0s tecidos
selecionados (coracéo, pulmdbes, figado, baco, rim,
intestinos, estdémago, muasculo e tumor) foram removidos,
pesados e contados num contador gama automdtico para

9 9mT

determinar a distribuicéo de C. A absorcéo do

radiofédrmaco, em termos de percentagem de dose injetada de
peso de tecido molhado (% ID/g), foi calculada por
referéncia a padrdes preparados a partir de diluicgdes da
preparacdo injetada.

Tal como se mostra na Fig. 11, foi demonstrado o
direcionamento especifico do recetor de folato, porque o
PMPC-EC20 acumulou-se predominantemente nos tumores M109
FR-positivos e rins, e ndo nos tumores 4T1 FR-negativos. A
absorcdo nos tumores 4T1 FR-negativos foi de 7,6 vezes
menos do gue nos tumores M109 FR-positivos. A absorcédo de
PMP-_EC20 em tecidos normais, exceto no rim tal como
esperado, foi baixa. Estes resultados mostram que ©
direcionamento de “"Tc-EC20 é especifico de FR.

EXEMPLO 16

Estudos de distribuicdo de tecidos
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Os protocolos utilizados neste exemplo sdo semelhantes
aos descritos no Exemplo 11. A capacidade de °"™Tc-EC11
(péptido-A;), M C-EC13 (péptido-As), e de "Tc-EC14
(péptido-A;) para visar tumores in vivo foi avaliada
utilizando o modelo de tumor KB FR-positivo. Ratinhos nus
machos (n = 4/grupo) foram mantidos numa dieta isenta de
folato durante um total de dez dias antes da inoculacdo das
células de tumor.

As células de tumor KB FR-positivas (0,25 x 10° por
animal) foram inoculadas subcutaneamente na regido
intracapsular. Catorze dias apds a inoculacdo das células
de tumor, os animais (n = 4/grupo) foram injetados por via
intravenosa com “"Tc-EC11l, °"™Tc-EC13 ou °™Ic-EC14 nas doses
(cerca de 12 ug/kg) dos conjugados mostrados no Quadro 5
que se segue. As solucdes stock de *™Tc-EC11l, °"™Tc-EC13 e
de °’"Tc-ECl14 foram preparadas no dia de uso, tal como
descrito anteriormente. Foi coadministrado um excesso de
cerca de 20 vezes de folato livre (cerca de 200 npg/kg) aos
animais controlo (n = 4/grupo) . Quatro horas apds a
injecdo, os animais foram sacrificados por asfixia com COj,
e o sangue foi recolhido por puncdo cardiaca, e 0s animais
foram dissecados. Os tecidos selecionados foram removidos,
pesados e contados num contador gama automadtico para

9 9mT

determinar a distribuicédo de c. A absorcéao do

radiofdrmaco, em termos de percentagem de dose injetada de
peso de tecido molhado (% ID/g), foi calculada por
referéncia a padrdes preparados a partir de diluicdes da
preparacdo injetada.

Tal como se mostra no Quadro 5, foi demonstrado o
direcionamento especifico do recetor de folato, porque o
PmPe-EC11, o "Tc-EC13 e o "T¢c-ECl4 acumularam-se
predominantemente nos tumores KB FR-positivos e rins. A
acumulacdo foi blogqueada pela coadministracdo de folato
livre. Estes resultados mostram que o ~“Tc-EC11, °“*™Tc-EC13

e o "M"Tc-EC1l4 podem visar tumores in vivo numa forma
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especifica de FR.

Foram obtidos resultados semelhantes (veja-se o Quadro
6 em seguida) com o °™™Tc-EC53 (o D-enantiémero total de
EC20) através de protocolos semelhantes, exceto que a dose
de °™Ic-EC53 foi de cerca de 50 pg/kg, e foi usado um
excesso de cerca de 100 vezes de folato livre ou EC5H3 frio.
Tal como mostrado no Quadro 6, foi demonstrado o)
direcionamento especifico do recetor de folato, porque o

PMPc-EC53 acumulou-se predominantemente nos tumores KB FR-

positivos e rins. A acumulacdo foi Dblogqueada ©pela
coadministracdo de folato livre. Estes resultados mostram
que o M C-EC53 pode visar tumores in vivo numa forma

especifica de FR.

QUADRO 5
Percentagem de dose de 9mpe injetada por grama (Massa de tecido
molhado)

Péptido A;- Péptido A,- Péptido A;- HYNIC-folato

folato (EC 11) |[folato (EC1l4) folato (EC13)
Massa do 0,112 +|0,125 £|0,160 x|0,171 £|0,213 + (0,0773 0,179 +£]0,150 %
tumor (g): 0,027 0,032 0,037 0,044 0,067 + 0,041 |0,060 0,068
Massa do 28,9 « (27,1 + |27,6 £ |27,3 + [|30,0 £ 27,5 + |[27,5 £ |29,0 £
animal (g): 1,3 1,6 0,6 2,7 1,3 1,4 1,4 2,0
Quantidade de |4M 4M 4M 4M 4M 4M 4M 4M

animais e

sexo:

Dose de 11,9 + |13,04 t|12,6 + [12,87 £|11,7 £ |13,03 + |1,58 =+ |1,46 £

folato 0,5 1,12 0,4 1,53 0,9 1,05 0,03 0,08

conjugado

(1g/kg) :

Dose de dcido

félico

diidratot

(ug/kg) : 0 195,1 |0 192,6 £ |0 191,7 = |0 169,6 *
17,9 22,9 15,5 9,4

(pmol/kg) : 0 0,41 = |O 0,40 £ |0 0,40 £ |0 0,36 £

0,04 0,05 0,03 0,02
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Percentagem de dose de 9mpe injetada por grama (Massa de tecido

molhado)
Péptido A;- Péptido A,- Péptido A;- HYNIC-folato
folato (EC 11) |[folato (EC1l4) folato (EC13)
Sangue: 0,21 + |0,25 + 0,19 + 0,12 + |0,25 £+ |0,16 + 0,31 £ |0,25 +
0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,02 0,06 0,01
Coracio: 2,5+ 0,36+ [3,0+ 0,24 £ |1,6 % 0,20 £ (3,4 + [0,28 %
0,3 0,03 0,5 0,01 0,1 0,03 0,3 0,02
Pulmdes: 1,2 * 0,35 £ |1,6 % 0,24 =+ |1,1 £ 0,23 £ 1,2 =% 0,29 £
0,2 0,03 0,3 0,02 0,1 0,02 0,2 0,03
Figado e 5,4 £ 1,6 £ 4,5 £ 0,66 £ [3,5 £ 0,65 £ |3,9 £ 0,62 £
vesicula 1,4 0,1 1,0 0,07 0,7 0,04 0,9 0,02
biliar:
Bago: 0,38 + (0,23 =+ |0,41 £ [0,15 £ |0,39 % 0,15 0,39 + |0,17 %
0,03 0,01 0,06 0,01 0,06 0,02 0,12 0,02
Rim (um): 67,8 + |55,5 t |44,2 + |20,6 + |[54,5 £ |29,1 £ |[41,2 + (38,4 t
6,9 2,3 6,4 2,4 2,4 2,2 8,4 2,6
Estémago, 1,4 £ 1,1 £ 1,4 £ 0,50 £ |2,5 =% 3,7 * 1,5+ 1,2 £
intestinos e 0,1 0,3 0,1 0,10 0,2 0,7 0,2 1,0
contetdo:
Masculo: 1,8 £ 0,38 £ [2,4 & 0,26 £ 1,7 % 0,21 + 2,2 % 0,36
0,1 0,06 0,4 0,02 0,2 0,03 0,3 0,06
Tumor: 2,95 £ |1,47 = |[5,57 £ |2,0 & 5,46 £ (1,67 + |4,64 £ |2,31 %
0,57 0,24 0,76 0,5 0,45 0,24 0,67 0,27
Tumor/sangue: [13,7 + [5,9 29,3 £ |17,0 = 22,5 £ |10,2 £ |15,1 = |9,1 =%
2,1 0,9 5,2 4,5 1,4 1,5 2,1 1,0
Tumor/figado: [0,57 £ [0,94 £ |1,3 £ 3,0 1,6 £ 2,6 £ 1,3 = 3,7 %
0,14 0,09 0,3 0,6 0,2 0,3 0,3 0,5
Tumor/rim: 0,043 *|0,027 +|0,13 £ |0,10 £ [0,10 £ |0,058 + [0,11 + |0,069 %
0,005 0,005 0,03 0,01 0,01 0,010 0,01 0,003
Tumor/Misculo [1,6 3,9 £ 2,4 £ 7,7 £ 3,3 £ 8,2 * 2,1 % 6,5 *
0,3 0,08 0,6 1,7 0,3 2,0 0,4 1,3

Os valores apresentados representam a média + desvio padrdo. O sangue foi

assumido por contabilizar 5,5 %

da massa corporal total.

Razdes de tumor/tecido de fundo com base nos dados da % de dose injetada por

grama correspondente

T Dose de 4cido félico coinjetada com a dose de

n =3

mre-folato-conjugado.
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QUADRO 6
99mpe-EC53 *mTc-EC53 mais mPe-EC53 mais
Acido Félico EC53
Média STD Média STD Média STD

Dose de artigo em
teste (pg/kg) 50,0 50,0 50,0
(nmol/kg) 67,0 67,0 67,0
Concorrente
codoseado (nmol/kg) 6700, 0 6700, 0
Massa do tumor (g) 0,2 0,17 0,20 0,14 0,19 0,15
Animais 3F 3F 3F
sangue 0,38 0,03 0,244 0,028 0,24 0,06
coragdo 1,09 0,28 0,15 0,03 0,19 0,03
pulmio 0,89 0,30 0,23 0,04 0,26 0,07
figado 3,86 0,96 4,49 1,15 3,77 0,48
intestino 3,53 0,86 4,33 3,67 3,96 1,86
rim 77,99 | 6,19 10,12 6,91 7,97 1,52
musculo 0,76 0,31 0,11 0,04 0,12 0,06
bago 0,67 0,22 0,27 0,06 0,41 0,11
estémago 1,04 0,36 0,30 0,15 0,18 0,01
Tumor 11,77 4,26 0,53 0,11 1,88 1,56
Tumor/sangue 31,4 13,7 2,2 0,6 4,5 4,8
Tumor/figado 3,4 2,2 0,1 0,0 0,3
Tumor/musculo 17,1 7,0 5,2 1,4 8,5 8,0
Tumor/rim 0,2 0,07 0,07 0,05 0,14 0,16

DISCUSSAO

A  invencdo proporciona um método gque envolve um
conjugado de um folato e um quelante de radionuclideo para
o desenvolvimento clinico como um agente de imagiologia. O
exemplo de um dito agente de imagiologia € o quelante de
radionuclideo a base de folato, 99mTc—ECZO, de concecéo
nova, sintetizado e caracterizado radiogquimicamente.

0 °™Tc-EC20, um péptido de baixo peso molecular

derivado de folato que contém uma ligacgdo peptidica p-y-Glu
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(veja-se a Fig. 1), foi sintetizado utilizando um
procedimento de sintese de fase sdlida eficiente. Na sua
forma natural, o folato (ou pteroil-glutamato) tem um Unico
residuo de glutamilo presente numa configuracdo L. No
entanto, foi incorporado na molécula de EC20 um residuo de
enantidémero p—-Glu. De forma importante, semelhante a EC20,
a substituicdo do residuo 1-Glu no &cido fdélico com um
residuo p-Glu ndo altera a capacidade do &cido félico para
se ligar a FR de elevada afinidade.

Foi descoberto que o EC20 quelava eficientemente o
99m

Tc, quando na presenca de o-p-glucoheptonato e cloreto de

estanho (II). Quando analisada por HPLC radioquimica, mais
99m

Q.

do que 95 % da formulacido de Tc-EC20 resultante consistia
de uma mistura de estereoisdédmeros syn e anti, cada um capaz
de se ligar igualmente a FR com elevada afinidade (veja-se
a Fig. 3). Cerca de 3 % do “™Tc na formulacdo foi quelado a
EC20 em algum outro local da molécula de EC20 do que a
esperada porcdo Dap-Asp-Cys. Embora este componente nédo
tenha sido isolado em quantidade suficiente para a
caracterizacdo o6tima, foi demonstrado gque se liga a FR com
elevada afinidade (veja-se a Ffig. 6). Finalmente, os

Q.

restantes 2 % da radioatividade na formulacdo de °Tc-EC20

99m

foi atribuida ao Tc livre.

0 ’™I'c-EC20 demonstrou tanto uma associacdo dependente
do tempo como da concentracdo com células FR-positivas. O
MTc-EC20 foil rapidamente removido do sangue (ti;s ~4 min),
o qgque ¢é importante para os agentes de imagiologia de
diagnéstico, e o PMP--FEC20 foi acumulado preferencialmente
em grandes quantidades dentro de tumores FR-positivos.

O desempenho de PMTe-EC20 foi comparado diretamente
com o de um agente alvo de FR semelhante, folato '''In-DTPA,
utilizando dois métodos diferentes. Em primeiro lugar,
ambos os radiofdrmacos a base de folato foram encontrados a
competir igualmente com o &acido félico para a ligacdo a KB

FRs (veja-se a Fig. 3 e o Quadro 1). Em segundo lugar, a
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biodistribuicdo de cada agente em ratinhos transportadores
de tumores foi quase idéntica (veja-se o Quadro 2). Foram
medidas a elevada absorcdo de tumor e as razdes tumor para
sangue para o “Tc-EC20. Tomados em conjunto, estes
resultados sugerem que, tal como com o folato "'In-DTPA, o
PP C-EC20 ird localizar efetivamente em tumores FR-
positivos guando administrado clinicamente a pacientes.
Foram descritos anteriormente varios conjugados de

"Tc 4 base de folato. Estdo disponiveis dados limitados de

Mo —12-amino-

biodistribuicdo num conjugado de folato de
3,3,9,9-tetrametil-5-oxa-4, 8 diaza-2,10- dioxima
dodecanodinoa (0OXA), no entanto foram relatados niveis
moderados (~7 % ID/g) de absorcdo do marcador num tumor KB.
Foram também relatados estudos que envolvem a

biodistribuicdo de um conjugado de folato de T

c—
etilenodicisteina em ratos transportadores de tumores
mamadrios. Os ratos nesse estudo foram alimentados com uma
dieta rica em folato. Assim, foram obtidas uma baixa
absorcdo de tumor e baixas razdes de tumor para sangue. Por
ultimo, um derivado de folato de PP -6
hidrazinonicotinamido-hidrazido (HYNIC), (HYNIC-folato),
mostrou acumular-se em grandes quantidades dentro de
tumores 24JK-FBP. Curiosamente, o MPe-EC20 acumulou-se
dentro de tumores M109 em niveis quase idénticos aos do

HYNTC-folato em tumores 241K-FBP (~17 % ID/g) (Quadro 2).

X

Estes dois agentes também exibiram razdes de tumor para
sangue de cerca de 50:1 as 4 horas apdbdés a injecéo
intravenosa.

Em resumo, foi criado um novo péptido derivado de

pe . Este novo

folato para quelar eficientemente o
composto, °~“Tc-EC2D, liga-se avidamente as células de tumor
FR-positivas in vitro e 1in vivo. O EC20 foi encontrado
ligar-se a células em cultura de tumor (FR)-positivas de
recetor de folato tanto de um modo dependente do tempo,

como da concentracdo, com uma afinidade muito elevada (Kp ~



60

3 nM). Utilizando um ensaio de afinidade relativa in vitro,
o EC20 foi também encontrado competir eficazmente com o
4cido félico-"H para a ligacdo celular, quando apresentado
quer por si sd ou como um quelato de metal formulado. Apds
a injecdo intravenosa em ratinhos Balb/c, o "Tc-EC20 foi
rapidamente removido da circulacédo (plasma ti;2 ~ 4 min), e
excretado na urina numa forma ndo metabolizada. Os dados de
cintilografia gama e de estudos de Dbiodistribuicédo
quantitativa realizados em ratinhos Balb/c transportadores
de tumor M109, confirmaram gque © PMP--EC20 acumula-se
predominantemente em tecidos de tumor e rim FR-positivos.

Estes resultados mostram que o 29m

Tc-EC20 é um agente eficaz
de imagiologia de radiodiagndéstico ndo invasivo, para a
detecdo de tumores FR-positivos. Foram também mostrados
serem eficazes outros agentes de imagiologia relacionados
com o EC20, incluindo o EC11l, o EC 13, o EC1l4 e o EC53.
Todos 0s anos sdo diagnosticadas com cancro de ovario
~26000 mulheres nos Estados Unidos e menos de 50 % dessas
mulheres sobrevivem mais de cinco anos. Uma das razdes para
a baixa taxa de sobrevivéncia ¢é a dificuldade em
diagnosticar este tipo de cancro. Por causa do medo da
rutura de uma massa abdominal ndo identificada e do
potencial de disseminacdo do cancro por toda a cavidade
abdominal, ndo é muitas vezes realizada a Dbidpsia por
agulha fina. Em vez disso, o diagndéstico e identificacdo do
estadio de massas de ovario suspeitas ¢é feito geralmente
por meio de laparotomia cirurgica, que € um procedimento

invasivo e caro. Uma vez que o "

Tc-EC20 se liga firmemente
ao FR presente em grandes gquantidades em cancros de ovario
(entre outros), este radiofdrmaco proporciona um método
barato, né&o invasivo, mas de confianca, para o diagndstico
precoce de cancro de ovario maligno. De forma importante, o
MTec-EC20 pode também ajudar a orientar o processo de
decisdo clinica, tornando possivel um diagndéstico mais

definitivo e precoce de doenca recorrente ou residual.
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REIVINDICACOES

1. Um método de imagiologia de uma populacdo de células
tumorais num animal que compreende a administracdo de uma

quantidade eficaz de um composto da férmula

CO,H
0
WCOH
O COH H\oj:NH HNj.
N
NJ\/\;( NH, Hs
N H 0
HN | N N
PN G
HN" N N
quelado a um catido de um radionuclideo.
2. 0O método de acordo com a reivindicacdo 1, em que as

células tumorais s&do células tumorais ©positivas para

recetores de folato.

3. O método de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em que
as células tumorais sdo selecionadas a partir do grupo que
consiste em células de carcinoma, células de carcinoma
nasofaringeo, <células de sarcoma, células de linfoma,
células de linfoma de Burkitt, células de doenca de
Hodgkin, c¢élulas de melanoma, células de mesotelioma e

células de mieloma.

4. 0 método de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em que
as células tumorais s&o selecionadas a partir do grupo gue
consiste em células de cancro oral, células de cancro
nasofaringeo, células de cancro da tiroide, células de
cancro enddcrino, células de cancro da pele, células de
cancro gastrico, células de cancro esofagico, células de
cancro laringeo, células de cancro da garganta, células de

cancro pancreadtico, células de cancro de cdlon, células de



cancro da bexiga, células de cancro 6sseo, células de
cancro do ovario, células de cancro do colo do utero,
células de cancro uterino, células de cancro da mama,
células de cancro testicular, células de cancro da
prbéstata, células de cancro do reto, células de cancro do
rim, células de cancro do figado, células de cancro do

pulmdo e células de cancro do cérebro.

5. O método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
anteriores, em que o radionuclideo é um radioisdtopo de

gadlio, indio, cobre, tecnécio ou rénio.

6. 0O método de acordo com a reivindicacdo 5, em que o©
. , P . . 64

radionuclideo é selecionado a partir de 9%Tc, “1In, Cu,

67Cu, Ga e °Ga.

7. 0O método de acordo com a reivindicacdo 6, em gue O

radionuclideo & °“™rc.
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