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(67) Resumo: AGENTE DE FORMACAO DE IMAGEM,
PRECURSOR PARA A PREPARAGCAO DO MESMO, COMPOSICAQ
FARMACEUTICA, KIT PARA A PREPARAGAO DA MESMA,
METODO PARA DIAGNOSE OU FORMAQAO DE IMAGEM IN VIVO
EM UM INDIVIDUO DE UMA CONDICAO, USO DE AGENTE DE
FORMAGAO DE IMAGEM, E, METODO DE MONITORACAO DO
EFEITO DE TRATAMENTO DE UM CORPO DE ANIMAL OU DE
HUMANO COM UMA DROGA. A presente invengdo proporciona um
novo agente de formacgdo de imagem adequado para a visualizagao
néo invasiva de fibrose. Um precursor para a preparagao do agente de
formagédo de imagem também é proporcionado pela invencédo, bem
como uma composicdo farmacéutica compreendendo o agente de
formacédo de imagem e um kit para a preparagdo da composicéo
farmacéutica. Em um outro aspecto, uso do agente de formacéo de
imagem para formar imagem in vivo e na preparagdo de um
medicamento para diagnose que compreende fibrose é proporcionado.
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“AGENTE DE FORMACAO DE IMAGEM, PRECURSOR PARA A
PREPARACAO DO MESMO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, KIT
PARA A PREPARACAO DA MESMA, METODO PARA DIAGNOSE OU
FORMACAO DE IMAGEM /N VIVO EM UM INDIVIDUO DE UMA
CONDICAO, USO DE AGENTE DE FORMACAO DE IMAGEM, E,
METODO DE MONITORACAO DO EFEITO DE TRATAMENTO DE UM
CORPO DE ANIMAL OU DE HUMANO COM UMA DROGA”

Campo técnico da invencio

A presente invencdo refere-se a formagdo de imagem
diagnostica e em particular a formagdo de imagem diagndstica de fibrose. Séo
descritos agentes de formacdo de imagem diagndstica que sdo adequados para
este proposito, particularmente para a formagdo de imagem diagnéstica de
fibrose no figado, coragdo, rins e pulmdes.

Descricdo da arte relacionada

Em termos simples, fibrose é tecido de cicatriz e forma parte
de todos os processos de "reparo" em tecido. Contudo, por causa de
inflamagdo continua, infecgdo e lesdo repetida, tecido de cicatriz de fibrose se
acumula e ndo substitui as células "funcionais", acarretando assim fungdo de
orgdo anormal e eventualmente insuficiéncia do 6rgdo. Fibrose é um dos
maiores processos patologicos classicos em medicina. E um componente
chave de doengas multiplas que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo e
inclui doengas tais como:

a) Doengas pulmonares tais como fibrose pulmonar idiopatica
(fibrose pulmonar de origem desconhecida), asma e doenga pulmonar
obstrutiva crénica.

b) Escleroderma: uma doenga ameagadora da vida e
heterogénea caracterizada por deposicdo de matriz extracelular excessiva
dentro de tecido conjuntivo do corpo (i.e. pele e 6rgdos viscerais).

c¢) Cicatriz pOs-cirurgica apos transplantagao.
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d) Retinopatia diabética e degenera¢do macular relacionada
com a idade (AMD) (doengas fibréticas do olho e causa lider de cegueira).

e) Doenc¢a cardiovascular incluindo aterosclerose e placa
vulneravel.

f) Fibrose renal ligada a diabetes, nefropatia diabética e
glomerulosclerose.

g) Nefropatia por IgA (causa de insuficiéncia renal e necessita
de dialise e retransplantagio).

h) Cirrose e atresia biliar (causa lider de fibrose e insuficiéncia
hepatica).

i) Infecgdo de hepatite C.

j) Artrite reumatdide.

k) Doengas autoimunes tal como dermatomiosite.

1) Insuficiéncia cardiaca congestiva.

As manifestagdes clinicas de fibrose variam amplamente.
Tomando como exemplo cirrose, as manifesta¢des clinicas variam de
auséncia de sintomas, a insuficiéncia hepatica, e sd@o determinadas por ambas
a natureza e a severidade da doenga hepatica subjacente bem como a extensdo
de fibrose hepatica. Até 40% dos pacientes com cirrose sdo assintomaticos e
podem permanecer assim por mais de uma década, mas deterioragido
progressiva € inevitavel uma vez complica¢des se desenvolvam incluindo
ascite, hemorragia varicosa ou encefalopatia. Fibrose e cirrose portanto
representam as conseqiiéncias de uma resposta de cicatrizagdo de ferimento
prolongada a lesdo hepatica crénica de uma variedade de causas incluindo
doengas virais, autoimunes, induzidas por droga, colestaticas e metabdlicas.
As causas comuns de cirrose e fibrose hepatica incluem dano imune-mediado,
anormalidades genéticas, e estato-hepatite nédo-alcodlica (NASH), que esta
particularmente associada com diabetes e sindrome metabdlica (MS). H4 uma

incidéncia alta de MS na popula¢do ocidental. Esta sindrome tipicamente
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ocorre em individuos que sdo obesos, possuem hiperlipidemia e hipertensio, e
muitas vezes acarreta o desenvolvimento de diabetes de tipo II. A
manifestacdo hepatica de sindrome metabodlica é doenga hepatica gordurosa
ndo-alcodlica (NAFLD), com uma prevaléncia estimada nos E.U.A. de 24%
da populagdo. Um figado gorduroso representa o final menos severo de um
espectro de NAFLD que pode progredir para NASH e finalmente para cirrose
do figado. O desenvolvimento de fibrose demonstra um risco de tal progresso,
e € presentemente avaliado por meio de uma biopsia de figado. Contudo,
biopsia de figado causa desconforto significativo, ndo é sem risco e € cara.
Ademais, testes de sangue disponiveis para fibrose hepatica ndo sdo
confidveis em NAFLD.

Fibrose € caracterizada pela secregdo excessiva de
componentes de matriz extracelular. Esta é causada pela sintese aumentada e
degradagdo diminuida de proteinas de matriz, mais notavelmente de colageno
de tipos I e III. Colageno de tipos I e III sdo os componentes maiores de
matriz extracelular e sdo instrumentais no desenvolvimento de fibrose. Niveis
altos de colageno IIl sdo observados nos estagios iniciais do processo de
fibrose, com colageno I subseqiientemente se tornando predominante.
Numerosos grupos tém descoberto compostos de peptideo que se ligam em
colageno. Chiang e Kang [J. Clin. Invest. 1997 100(8) 207984] e Chiang
[Amer. J. Med. Sci. 2000 320(6) 362-67 e 2002 J. Biol. Chem. 277-34896-
901] relatam peptideos sintéticos derivados de seqiiéncias de receptores de
colageno dos tipos I e III, que sdo encontrados sobre plaquetas e inibem
agregacio de plaquetas mediada por coldgeno e a liberagdo de ATP. Thomas
et al. [2005 J. Biol. Chem. 280(24) 22596605] descrevem Endo180, um
receptor que se liga na regido C-terminal de coldgeno de tipo 1. Depraetera et
al. [1998 Blood 92(11) 4207] relatam dois opctapeptideos ciclicos que
inibiram a ligagdo do fator de Willebrand (vWF) em colageno de tipo I de
humano e de pele de bezerro. Tye er al. [2005 J. Biol. Chem. 280(14) 13487-
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492] relatam a ligag@o de peptideo sintético derivado de sialoproteina Ossea
recombinante (rBSP) em colageno de tipo I. WO 2006/054904 refere-se aos
agentes de contraste compreendendo vetores selecionadores que se ligam em
areas de formacgdo de colageno. Estes agentes de contraste sdo sugeridos como
sendo Uteis para diagnose e monitoragdo de tratamento de doengas
relacionadas com formagdo excessiva de colageno, incluindo, inter alia,
fibrose.

Existe uma necessidade de outros agentes de formacdo de
imagem para a detecgdo de fibrose.

Sumario da invencdo

A presente invengdo proporciona um novo agente de formagéo

de imagem adequado para a visualiza¢do nfo invasiva de fibrose. Um
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(vii) XaaVWTLPDQXaa,

(viil) TGELYKXaalLYTLAWKTTARLKELNLVYTT

(ix) Peptideo recombinante de saratina derivado da salive de
sanguessuga medicinal Hirudo medicinalis

(x) Residuos 176-201 de decorina

(x1) Analogos de peptideo de qualquer dos peptideos (i)-(x)
ou citado CBP ¢ uma versdo estabilizada, truncada e/ou ciclica de qualquer
um destes peptideos, ou ¢ um homo- ou heterodimero de dois destes peptideos
ou versdes truncadas dos mesmos, e onde Xaa pode ser qualquer um de
cisteina, 4cido 2-amino-butirico (Abu), metionina ou alanina.

Cada um dos peptideos (i)-(xi) acima € um ou € derivado de
um fragmento de um peptideo fisioldgico possuindo atividade de ligacdo em
colageno. Preferivelmente, o CBP é um peptideo de 8-30 meros, e mais
preferivelmente um peptideo de 8- a 20-meros.

O agente de formagdo de imagem da inven¢do adequadamente
se liga em coldgeno com uma afinidade menor do que 1uM, preferivelmente
com uma afinidade menor do que 100 nM e mais preferivelmente com uma
afinidade menor do que 10 nM.

O termo "analogo de peptideo" no contexto de peptideo (xi) da
presente invengfo significa peptideos naturais ou sintéticos compreendendo
todos ou parte dos peptideos (i)-(X) nos quais um ou mais residuos de
aminoacido tém sido substituidos por residuos de aminoacido alternativos, e
que retém a afinidade por coldgeno. Analogos de peptideo preferidos sido
peptideos sintéticos. Com o objetivo de minimizar a alteragdo de peptideo, é
pratica comum substituir apenas uns poucos residuos de aminoacido e fazer
apenas algumas substituigdes conservativas. A seguinte tabela mostra

substitui¢des que sdo consideradas conservativas:




Residuo de aminoacido original Substituicées exemplares
Ala Ser

1 g
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conhecidos por aqueles pessoas experientes na arte e sdo adequadamente
escolhidos de: grupos N-acilados -NH[C=O]RG onde o grupo acila -
[C=O]RG possui RG escolhido de: grupos C,;¢ alquila, C;.y arila ou
compreende um bloco construtor de polietileno glicol (PEG). Grupos de
terminagdo-N preferidos sdo acetila, benzil-6xi-carbonila ou trifluoroacetila,
mais preferivelmente acetila.

Grupos Z* adequados para a terminag¢do-C de CBP incluem:
carboxamida, terc-butil-éster, benzil-éster, ciclo-hexil-éster, amino alcool ou
um grupo construtor de polietileno glicol (PEG). Tais grupos preferidos sdo
carboxamida ou PE G, tais grupos mais preferidos sio carboxamida.

Exemplos adicionais para estabilizagdo de CBP incluem: N-
alquilagdo de residuos de aminoacido, preferivelmente N-metilag3o;
acetilagdo de residuos de aminoacido; incorporagdo de aminoacidos nio-
naturais ou de isosteres de ligagdo amida de outros grupos; adi¢do de outros
grupos ndo facilmente reconhecidos por enzimas de plasma, por exemplo
extensdo C-terminal com grupos polietileno glicol ou diglicoila; e, conversdo
da estrutura de peptideo em sua seqiiéncia retro-inversa, i.e. reversio da
seqiiéncia de aminoécidos e substituigdo de todos os L-aminodcidos por D-
aminoacidos.

Uma versdo "truncada" do CBP da presente inven¢do é um
peptideo de qualquer uma das seqiiéncias (i)-(xi) no qual entre 1 e 5
aminoacidos estdo ausentes da terminagéo carboxila e/ou amino, desde que a
citada versdo truncada contenha pelo menos 5 residuos de aminoacido.

Uma versdo "ciclica" do CBP da presente invengédo é um CBP
que tem sido ciclizado por ponte usando residuos de cisteina quer presentes
quer adicionados na seqiiéncia de peptideo. Ciclizagdo também pode ser
realizada por ciclizagdo de cabega-em-cauda; i.e. formando uma ligacdo
amida entre o grupo amino N-terminal e o grupo carboxila C-terminal. Onde

residuos de cisteina sdo adicionados na seqiiéncia de peptideo, sio
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preferivelmente adicionados nas extremidades terminais com o objetivo de
realizar a ciclizagdo de cabega-em-cauda. Um outro método para formar um
peptideo ciclico ¢ formar uma ligagdo entre os dois aminoacidos através de
suas cadeias laterais, por exemplo uma lisina e um acido glutdmico.

Peptideos CPB podem ser obtidos por sintese em fase solida
convencional. Albericio proporciona uma revisdo recente das metodologias
para sintese de peptideo em fase solida [Curr. Opinion Cell Biol. 2004 8 211-
21].

Descri¢des de peptideos CPB particulares da invengdo podem
ser encontrados nas seguintes referéncias (usando o mesmo esquema de
numeragdo para peptideos (i)-(x) acima):

(1) Chiang e Kang 1997 J. Clin. Invest. 100(8) 2079-84

(i1) Chiang et al. 2000 Am. J. Med. Sci. 320(6) 362-7

(iii) Chiang 2002 J. Biol. Chem. 277 34896-901

(iv) Chiang 2002 J. Biol. Chem. 277 34896-901

(v) Depraetere et al.1998 Blood 92(11) 4207-11

(vi) Depraetere et al1.1998 Blood 92(11) 4207-11

(vii) Pareti et al. 1987 J. Biol. Chem. 262(28) 13841

(viii) Zhu et al 2007 Thromb. Res. 119(1) 111-119

(ix) Cruz et al. 2001 J. Vascular Surgery 34(4) 724-29

(x) Hunter et al. 2001 J. Biomed. Mat. Res. 55(4) 496-502

O termo "agente de formag¢do de imagem" significa um
composto planejado para selecionar uma fisiologia ou patofisiologia particular
em um mamifero, e que pode ser detectada apds sua administragdo ao corpo
do mamifero in vivo.

No agente de formagdo de imagem da invengdo, o grupo de
formacdo de imagem pode estar presente como uma parte integral do CBP,
e.g. um dos atomos do CBP poderia ser ''C em vez de '*C. Alternativamente,

o grupo de formagdo de imagem pode estar conjugado no CBP via um grupo
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quimico adequado, e.g. um quelato de metal que pode complexar um grupo de
formagdo de imagem que é um ion de metal. Um ligante também pode estar
presente ligando o CBP quer no grupo quimico apropriado quer diretamente
no proprio grupo de formagio de imagem. Ligantes da presente inveng¢do sio
de Formula -(L),- na qual:

cada L € independentemente -CO-, -CR',-, -CR'=CR'-, -C=C-,
-CR',CO,-, -CO,CR'5-,-NR'-, -NR'CO-, -CONR'-, -NR' (C=O)NR'-, -
NR'(C=S)NR'-, -SO,NR'-, -NR'SO,-,-CR',OCR'5-, -CR'>SCR',-, -
CR':)NR'CR',-, um grupo C,; ciclo-heteroalquileno, um grupo C,g ciclo-
alquileno, um grupo Cs.;, arileno, um grupo Cs;., heteroarileno, um
aminoacido, um grupo poli(alquileno-glicol), poli(acido latico) ou poli(acido
glicdlico);

n é um numero inteiro de valor de 0 a 15;

cada grupo R' € independentemente H ou Ci.¢ alquila, Cs_ig
alquil-arila, C,.1¢ alcéxi-alquila, C;.j¢ hidroxi-alquila, Cy.; fluoroalquila, ou 2
ou mais grupos R', juntos com os 4&tomos nos quais estdo ligados formam um
anel carbociclico, heterociclico, saturado ou insaturado,
desde que o citado ligante ndo seja mais longo do que uma cadeia de 30
carbonos.

E considerado que os grupos ligantes ramificados também sdo
possivelis, 1.e. um grupo ligante -(L),-substituido com um outro grupo ligante -
(L)a-, que termina com um grupo R', como definido acima. Tais ligantes
ramificados sfdo particularmente uUteis no contexto de manipulagio da
biodistribuigéo e/ou excregdo do agente de formagdo de imagem da invengio.

O termo "aminoacido" significa um L- ou D-aminoécido,
analogo de aminoacido (e.g. naftil-alanina) ou mimético de aminoacido que
pode ser naturalmente ocorrente ou ser de origem puramente sintética, e pode
ser opticamente puro, i.e. um enancidmero unico e como conseqiiéncia quiral,

ou uma mistura de enancidémeros. Preferivelmente os aminoacidos da presente




invengdo sdo opticamente puros.

Tais ligantes também possuem aplicagdo em relagdo a outros
aspectos da invengdo como descrito abaixo. Para o propoésito de ligagdo do
CBP quer em um grupo quimico adequado quer diretamente em um grupo de
formagdo de imagem, grupos L preferidos sdo -CO-, -CH,-, -NH-, -NHCO-, -
CONH-, -CH,OCH,-, e aminoacidos.

Em uma modalidade preferida, o CBP da invengdo ¢€
selecionado de peptideos (i)-(vii), listados acima, ou de suas versdes
estabilizadas, truncadas ou ciclicas, ou homo- ou heterodimeros de dois destes
peptideos ou versdes truncadas dos mesmos, onde Xaa é como previamente
definido.

Em uma modalidade mais preferida, o CPB da invengédo ¢
selecionado de:

(a) peptideo (i) modificado em um ou mais dos seguintes

modos:
e truncado para remover as 2 argininas N-terminais
e Xaa = acido 2-amino-butirico ou cisteina

. residuosééig _glaning metilada

20 » substituigdo de tirosina é com lisina
» adigdo de cadeia de polietileno glicol e/ou diglicolila na
terminagéo-C;
(b) peptideo (i) modificado como em (a), e convertido em sua
seqiiéncia retroinversa;
25 (c) peptideo (ii) no qual Xaa = cisteina;
(d) peptideo (iii) ndo modificado ou ciclizado por meio de 2

residuos de cisteina. cada um adicionado nas terminacoes-N e -C:
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e valina$ e leucina6 revertidas

e ciclizado por meio de 2 residuos de cisteina, cada um
adicionado nas terminag¢des-N e -C;

(1) peptideos (v)-(vii) no qual Xaa = cisteina;

e no qual em cada caso a terminagdo-N ¢é opcionalmente
protegida com uma acetila e a terminagdo-C € opcionalmente protegida com
uma amida.

Exemplos de CPBs da invengdo mais preferidos sdo como
segue (todos os aminoacidos sdo L-aminoacidos a ndo ser que seja indicado
de outro modo):

a) ANAALKAGELYKCILY-NH,

b) ANAALKAGELYK-[Abu]-ILY-NH,

c) Ac-ANAALKAGELFK-[Abu]-ILY-NH,

d) Ac-ANAALKAGELYK-[Abu]-ILF-NH,

e) Ac-:ANAALKAGELY-[NMeLys]-[Abu]-ILF-NH,

f) Ac-AN-[NMeAla]-ALKAGELYK-[Abu]-ILF-NH,

g) Ac-AN-[NMeAla]-ALKAGELY-[NMeLys]-[Abu]-ILF-

h) ANAALKAGELYK-[Abu}-ILY-[PEG(41]-[diglicolil]-NH,

i) ANAALKAGELY-[NMeLys]-[Abu]-ILY-[PEG(41]-
[diglicolil]-NH,

i) ANAALKAGELYK-[Abu]-ILY-[PEG(4)]-[diglicolil]-
COOH k) D-YLI-[Abu]-KYLEGAKLAANA-NH,

I) GELYKCILY-NH,

m) DARKSEVQK-NH,

n) CDARKSEVQKC-NH, ciclizado via dois residuos de
cisteina terminais adicionados

0) KELNVLYT-NH,

p) KELNLVYT-NH,



10

15

20

25

12

q) Ac-KELNLVYT-NH,

r) Ac-CKELNLVYTC-NH, ciclizado por ligacdo em ponte de
dois residuos de cisteina terminais adicionados

s) CVWLWEQC-NH,; ciclizado por ligagdo em ponte de
residuos de cisteina

t) CVWLWENC-NH, ciclizado por ligacdo em ponte de
residuos de cisteina

u) CVWTLPDQC-NH, ciclizado por ligagdo em ponte de
residuos de cisteina

Na lista acima, "Ac" € um grupo acetila, "Abu" é acido 2-
amino-butirico, "NMeLys" ¢é lisina N-metilada, "NMeAla" é alanina N-
metilada, e "PEG(X)" € uma cadeia de polietileno glicol de X unidades.

Em uma modalidade mais preferida, o CBP da inveng¢do é um
peptideo selecionado de (i)-(iv) listado acima, ou suas versdes estabilizadas,
truncadas ou ciclicas, ou homo- ou heterodimeros de dois destes peptideos ou
versdes truncadas dos mesmos, onde Xaa € como previamente definido.

O "grupo de formagdo de imagem" pode ser detectado quer
externamente no corpo humano quer via o uso de detectores planejados para
utilizagdo in vivo, tal como radiagdo intravascular ou detectores Oticos tais
como endoscdpios, ou detectores de radiagdo para uso intra-operativo.

O grupo de formacgédo de imagem € preferivelmente escolhido
de:

(i) um ion de metal radioativo;

(ii) um ion de metal paramagnético;

(iii) um nio-metal radioativo emissor de raios gama,;

(iv) um ndo-metal radioativo emissor de pésitron;

(v) um nucleo RMN-ativo hiperpolarizado; e,

(vi) um reporter adequado para formagdo de imagem oOtica in

VIVo.
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Quando o grupo de formagdo de imagem € um ion de metal
radioativo, i.e. um radiometal, radiometais adequados podem ser quer
emissores de pdsitron tais como $4Cu, 6y, 2Fe, *Co, **™Tc ou 68Ga; quer
emissores de raios y tais como *™Tc, In, '*™In, ou *’Ga. Radiometais
preferidos sio »™Tc, *Cu, ®Ga e '"In. Radiometais mais preferidos
emissores de raios vy, especialmente **™Tc.

Quando o grupo de formagdo de imagem é um ion de metal
paramagnético, tais ions de metal adequados incluem: Gd(III), Mn(II), Cu(Il),
Cr(III), Fe(IlI), Co(Il), Er(I), Ni(Il), Eu(Ill) ou Dy(II). fons de metal
paramagnéticos preferidos sdo Gd(III), Mn(II) e Fe(IIl), com Gd(III) sendo
especialmente preferido.

Quando o grupo de formag¢do de imagem € um ndo-metal
radioativo emissor de raios gama, o radio-halogénio é adequadamente
escolhido de 21, *'I ou "Br. *°I ¢ especificamente excluido porque nao ¢é
adequado para uso como um grupo de formag¢do de imagem para formar
imagem diagnostica in vivo. Um halogénio radioativo emissor de raios gama
preferido é 1.

Quando o grupo de formag¢do de imagem é um ndo-metal
radioativo emissor de poésitron, tais emissores de podsitron incluem: 11C, 13 N,
0, U"F, *F, "Br, Br ou **1. Ndo-metais radioativos emissores de pOsitron
preferidos sdo ''C, N, ¥F e ', especialmente "C e '!F, mais especialmente
18

Quando o grupo de formagdo de imagem é um ntcleo RMN-
ativo hiperpolarizado, tais nicleos RMN-ativos possuem um spiz nuclear ndo-
zero, e incluem "*C, N, F, Si e 3'P. Destes, °C ¢ preferido. O termo
"hiperpolarizado" significa aumento do grau de polarizagdo do nicleo RMN-
ativo sobre sua polarizagio de equilibrio. A abundincia natural de C
(relativo a '’C) é cerca de 1%, e compostos marcados com C adequados

estdo apropriadamente enriquecidos para uma abundéncia de pelo menos 5%,
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preferivelmente pelo menos 50%, mais preferivelmente pelo menos 90%
antes de serem hiperpolarizados. Pelo menos um atomo de carbono do agente
de formagdo de imagem da invencdo estd adequadamente enriquecido com
BC, que é subseqiientemente hiperpolarizado.

Quando o grupo de formagdo de imagem € um reporter
adequado para formagédo de imagem Otica in vivo, o repérter € qualquer grupo
capaz de detecgdo, quer direta quer indiretamente em um procedimento de
formacdo de imagem otica. O repérter pode ser um espalhador de luz (e.g.
uma particula colorida ou ndo colorida), um absorvedor de luz ou um emissor
de luz. Mais preferivelmente o repdrter é um corante tal como um composto
cromoforo ou fluorescente. O corante pode ser qualquer corante que interage
com luz no espectro eletromagnético com comprimentos de onda de luz
ultravioleta ao infravermelho proximo. Mais preferivelmente o reporter possui
propriedades fluorescentes.

Reporteres cromoféricos e fluoroforicos preferidos incluem
grupos possuindo um sistema de elétrons deslocalizados extensivo, e.g.
cianinas, merocianinas, indocianinas, ftalocianinas, naftalocianinas, trifenil-
metinas, porfirinas, corantes de pirilio, corante de tiapirilios, corantes de
esquarilio, corantes de croconio, corantes de azulénio, indoanilinas, corantes
de benzofenoxazinio, corantes de benzotiafenotiazinio, antraquinonas,
naftoquinonas, indatrenos, ftaloilacridonas, trisfenoquinonaes, corantes azo,
corantes de transferéncia de carga intramolecular e intermolecular e
complexos de corante, troponas, tetrazinas, complexos de bis(ditioleno),
complexos de bis(benzeno-ditiolato), corantes de iodo-anilina, complexos de
bis(S,0-ditioleno). Proteinas fluorescentes, tal como proteina fluorescente
verde (GFP) e modificagdes de GFP que possuem diferentes propriedades de
absorgdo / emissdo também sdo uteis. Complexos de certos metais de terra
rara (e.g., eurdpio, samario, térbio ou disprosio) sdo usados em certos

contextos, como o sdo os nanocristais fluorescentes (pontos de quantum).
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Exemplos particulares de croméforos que podem ser usados
incluem: fluoresceina, sulforodamina 101 (Vermelho Texas), rodamina B,
rodamina 6 G, rodamina 19, verde de indocianina, Cyt, Cy3, Cy 3B, Cy3.5,
CyS, Cy5.5, Cy7, Cy7.5, Azul Marinho, Azul Pacifico, Verde Oregon 88,
Verde Oregon 514, tetrametil-rodamina, e Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 430,
Alexa Fluor 532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555, Alexa Fluor 568, Alexa
Fluor 594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor
680; Alexa Fluor 700, e Alexa Fluor 750.

Particularmente preferidos s@o os corantes que possuem
maximo de absor¢do na regido do visivel ou do infravermelho proximo (NIR),
entre 400 nm e 3 pum, particularmente entre 600 e 1.300 nm. Modalidades de
formagdo de imagem otica e técnicas de medi¢do incluem, mas ndo sio
limitadas a: formagdo de imagem luminescente; endoscopia; endoscopia
fluorescente; tomografia de coeréncia Otica; formacdo de imagem de
transmitincia; formac¢do de imagem de transmitincia resolvida de tempo;
formagdo de imagem confocal; microscopia ndo-linear; formac¢do de imagem
fotoacustica; formagdo de imagem acustica-Otica; espectroscopia;
espectroscopia de refletancia; interferometria; interferometria de coeréncia;
tomografia ética difusa e tomografia otica difusa mediada por fluorescéncia
(sistemas de dominio de freqiiéncia e dominio de tempo, de onda continua), e
medic¢do de espalhamento de luz, absor¢do, polarizagdo, luminescéncia, tempo
de vida de fluorescéncia, rendimento quantico, e extingdo.

Grupos de formacdo de imagem preferidos sdo aqueles que
podem ser detectados externamente em uma maneira ndo invasiva apos
administragdo in vivo, tal como por meio de SPECT, PET e MR. Grupos de
formagdo de imagem mais preferidos sdo radioativos, especialmente ions de
metal radioativos, halogénios radioativos emissores de raios gama e nio-
metais radioativos emissores de positron, particularmente aqueles adequados

para formar imagem usando SPECT ou PET. Para algumas aplicagdes,
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contudo, outros grupos de formagdo de imagem sdo preferidos, e.g. para
formar imagem AMD grupos de formagdo de imagem O6tica sdo preferidos.
Agentes de formagdo de imagem da invencdo preferidos nio
sofrem metabolismo facil in vivo, e como conseqiiéncia mais preferivelmente
exibem uma meia-vida in vivo de 60 a 240 minutos em humanos. O agente de
formacdo de imagem ¢é preferivelmente excretado via os rins (i.e. exibe
excregdo urinaria). O agente de formagdo de imagem preferivelmente exibe

uma razdo de sinal-para-fundo em focos de doenga de pelo menos 1,5, mais

_preferivelmente de pelo menos 5, com pelo menos 10 sendo especialmente

preferido. Onde o agente de formagdo de imagem compreende um
radioisotopo, a depuragdo de uma metade do nivel de pico do agente de
formacgao de imagem que quer esta ndo-especificamente ligado quer esta livre
in vivo, preferivelmente ocorre durante um periodo menor do que ou igual a
meia-vida de decaimento radioativo do radiois6topo do grupo de formagio de
imagem.

Ademais, o peso molecular do agente de formagdo de imagem
¢ adequadamente de até 5.000 Daltons. Preferivelmente, o peso molecular
esta dentro da faixa de 150 a 3.000 Daltons, mais preferivelmente 200 a 1.500
Daltons, com 300 a 800 Daltons sendo especialmente preferido.

Adequadamente, o grupo de formagdo de imagem € conjugado
no CBP via quer sua terminagdo-N ou -C, quer via qualquer uma das cadeias
laterais de aminoacido. Preferivelmente, o grupo de formagdo de imagem é
conjugado no CBP via a terminagdo-N ou -C do CBP, opcionalmente via um
ligante de Férmula -(L),- como descrita acima e preferivelmente um ligante
PEG.

Exemplos de agentes de formagdo de imagem da invengido

preferidos sdo ilustrados abaixo:

# Agente de formacio de imagem

PmTc-Quelato III~-ANAALKAGELYKCILY-NH,

*mTc-Quelato I1]-[PEG(12)]-ANAALKAGELYKCILY-NH,

[
[
[’ Tc-Quelato 1II]-DARKSEVQK-NH,
[*"™Tc-Quelato IT]-GELYKCILY

BRTOTR—
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[™Tc-Quelato II]- [PEG(12)]-GELYKCILY
[”™Tc-Quelato IT]-RRANAALKAGELYK-[Abu}-ILV
[’ Tc-Quelato II-CDARKSEVQKC [ciclizado via residuos Cys terminais]
[**™Tc-Quelato II]-KELNLVYT
9 ["™Tc-Quelato IT-CVWLWENC [ciclizado via residuos Cys terminais]
[
[
[

“Tc-Quelato Il-CVWLWEQC-NH, [ciclizado via residuos Cys terminais]
" Tc-Quelato IT-CVWTLPDQC [ciclizado via residuos Cys terminais]

12 ""Tc-Quelato II- NGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQ

13 [°™Tc-Quelato [IF-ANAALKAGELYKCILY-NH,

14 [ ™Tc-Quelato I]-[PEG(12)]-ANAALKAGELYKCI LY-NH,

15 [ ™Tc-Quelato I]-DARKSEVQK-NH,

16 ["*"Tc-Quelato I-GELYKCILY

17 [ Tc-Quelato I]-[PEG(12)]-GELYKCILY

18 [”™Tc-Quelato [[-RRANAALKAGELYK-[Abu]-ILY

19 [”™Tc-Quelato I]-CDARKSEVQKC [ciclizado via residuos Cys terminais}
20 [’ Tc-Quelato I]-KELNLVYT

21 [""™Tc-Quelato []-CVWLWENC [ciclizado via residuos Cys terminais]
22 ["™Tc-Quelato I-CVWLWEQC [ciclizado via residuos Cys terminais]
03 ["™Tc-Quelato I-CVWTLPDQC [ciclizado via residuos Cys terminais]

D4 [ Tc-Quelato Il- NGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQ

D5 RANAALKAGFLYKCILY '“I-marcado

D6 ALKAGELYK '*I-marcado

R7 GELYKCILY '®I-marcado

08 ANAALKAG ELYKCILY-NH, "“I-marcado

P9 Ac-KELNLVYT-NH, '“I-marcado

30 RRANAALKAGELYKCILY "*F-marcado

31 ALKAGELYK '®F-marcado

32 GELYKCILY "F-marcado

33 ANAALKAGELYKCILY-NH, "*F-marcado

34 KELNLVYT-NH, “F-marcado

35 KELNVLYT-NH, '~ I-marcado

36 Ac-CKELNVLYTC-NH, “I-marcado [ciclizado via residuos Cys terminais]
37 Ac-Y-[PEG(4)]-DARKSEVQK "I -marcado

38 ""Te(CO)s-[a-His]-[Ac}-ANAALKAGELYK[Abu]ILY

39 " Tc-HYNIC-ANAALKAGELYK[Abu]ILY

40 "™ Tc-Quelato I- ANAALKAGELYK[Abu]ILY

41 " Tc-Quelato II- MIVVELTNPLK SSGIENGAFQGMKK

42 "Tc-Quelato I- ANAALKAGELYK[Abu]ILY-[PEG(4)]-[diglicoloil}-NH,
43 ™Tc-Quelato -ANAALKAGELY-[NMeLys]-[Abu]-ILY-[PEG(4)]-[diglicoloil]-NH,

nos quais Ac, Abu, NMeLys e PEG(X) sdo como previamente definidos, € a-
His € a-histidina.

Usando um ensaio in vitro (descrito em Exemplo 18), foi
demonstrado que afinidade por colageno para numerosos destes agentes de
formagdo de imagem esta na faixa nanomolar, em alguns casos menor do que

50 nM.

Quelato I e Quelato II sdo descritos com mais detalhe abaixo

em relagdo ao segundo aspecto da invengdo. Para Agentes de formacdo de
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imagem 1-12 acima, o ponto de ligagdo em Quelato II estd em um grupo
cabeg¢a de ponte (veja Formula Ib abaixo). Para Agentes de formagido de
imagem 13-24 acima, o ponto de ligacdo em Quelato I estd no grupo cabega
de ponte (veja Formula Ila abaixo).

Para Agentes de formagdo de imagem 25 e 28 acima, 121 est4
ligado na cadeia lateral de fenol do residuo de tirosina mais préximo da
terminagdo-N. Agentes de formagdo de imagem 25a e 28a também podem ser
considerados por meio dos quais o '>’I est4 ligado na cadeia lateral de fenol
do residuo de tirosina alternativo. Para compostos 26, 27 e 29, '*°I est4 ligado
na cadeia lateral de fenol do residuo de tirosina.

Para Agentes de formagdo de imagem 30-34 acima, BF esta

ligado na terminagdo-N do CBP via copulagdo de tiol, i.e.:

O

IBF'/\/S\/U\N /CBP

no qual CBP representa o peptideo particular em questdo. Para mais detalhe
sobre este tipo de agente de formagdo de imagem ®F_marcado, veja descri¢do
abaixo em relagdo as Formulas III, I1la e I1Ib.

Sintese dos agentes de formagdo de imagem via compostos
precursores € descrita com mais detalhe em relagdo ao segundo ‘aspecto da
invengao.

Andlise de Agentes de formagdo de imagem 1, 29, 35, e 36
tem demonstrado que estdo ligados com afinidade alta em colageno in vitro.
Tem sido demonstrado que Agente de formagdo de imagem 1 possui
caracteristicas de biodistribui¢do favoraveis como um agente de formacgdo de
imagem de fibrose hepdtica (veja Exemplo 19). Em um modelo em rato de
fibrose hepatica (ligagdo de duto biliar; BDL-descrita em Exemplo 20), foi
visto que a atividade administrada como Agente de formagdo de imagem 1 €
rapidamente removida da poga de sangue e acumulo significativo foi

observado no figado de animais BDL comparados com animais falsosem 1 e
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2 horas ap6s a injegao.

Em um segundo aspecto, a presente invengdo proporciona um
precursor para a preparagdo do agente de forma¢do de imagem da invengdo
compreendendo um CBP como descrito acima e um grupo quimico capaz de
reagir com uma fonte de um grupo de formagdo de imagem, no qual o citado
grupo quimico compreende:

(i) um ligante sintético capaz de complexar um grupo de
formacéo de imagem metalico;

(ii) um derivado organometdalico tal como trialquil-estanano
ou um trialquil-silano;

(iii)um derivado contendo um haleto de alquila, tosilato de
alquila ou mesilato de alquila para substituigdo nucleofilica;

(iv) um derivado que alquila compostos contendo tiol para dar
um produto contendo tio-éter,

e no qual o citado grupo quimico quer é uma parte integral de
citado CBP quer esta conjugado em citado CBP.

Um "precursor" compreende um derivado de CBP da
inven¢do, planejado de tal modo que a reagdo quimica com uma forma
quimica conveniente do grupo de formag¢do de imagem ocorra sitio-
especificamente; pode ser conduzida em um numero minimo de etapas
(idealmente uma unica etapa); e sem a necessidade de purificagcdo
significativa (idealmente sem purificagcdo adicional), para dar o agente de
forma¢do de imagem desejado. Tais precursores sdo sintéticos e podem ser
convenientemente obtidos em pureza quimica boa. O "precursor" pode
opcionalmente compreender um ou mais grupos protetores para certos grupos
funcionais do CBP.

O termo "grupo protetor" significa um grupo que inibe ou
suprime rea¢des quimicas indesejaveis, mas que € planejado para ser

suficientemente reativo isto ¢ ele pode ser clivado do grupo funcional em
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questdo sob condig¢des suficientes brancas que ndo modificam o resto da
molécula. Apds desprotegdo o produto desejado € obtido. Grupos protetores
sdo bem conhecidos por aqueles pessoas experientes na arte e sdo
adequadamente escolhidos de, para grupos amina: Boc (onde Boc € terc-butil-
oxi-carbonila), Fmoc (onde Fmoc ¢é fluorenil-metoxi-carbonila),
trifluoroacetila, alil-6xi-carbonila, Dde [i.e. 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxo-ciclo-
hexilideno)-etila) ou Npys (i.e. 3-nitro-2-piridina-sulfenila); e para grupos
carboxila: metil-éster, terc-butil-éster ou benzil-éster. Para grupos hidroxila,
grupos protetores adequados sdo: metila, etila ou terc-butila; alcoxi-metila ou
alcoxi-etila; benzila; acetila; benzoila; tritila (Trt) ou trialquil-silila tal como
tetrabutil-dimetil-silil. Para grupos tiol, grupos protetores adequados sdo:
tritila e 4-metoxi-benzila. O uso de outros grupos protetores € descrito em
'"Protective Groups in Organic Synthesis', Theorodora W. Greene e Peter G.
M. Wauts, (terceira edi¢do, John Wiley & Sons, 1999).

Preferivelmente, o citado grupo quimico capaz de reagir com
uma fonte de um grupo de formagdo de imagem compreende:

(i) um ligante sintético capaz de complexar um grupo de
formagdo de imagem metalico; ou,

(i) um derivado organometdlico tal como trialquil-estanano
ou um trialquil-silano.

Quando o radiois6topo é um ion de metal radioativo, o
radiofarmaco preferivelmente compreende um complexo de metal do metal
radioativo com um ligante sintético. O termo "complexo de metal" significa
um complexo de coordena¢do do ion de metal como um ou mais ligantes. E
fortemente preferido que o complexo de metal seja 'resistente a
transquelagdo"”, i.e ndo sofra prontamente troca de ligante com outros ligantes
potencialmente competidores para os sitios de coordenagdo de metal. Ligantes
potencialmente competidores incluem outros excipientes na preparacio in

vitro (e.g. radioprotetores ou conservantes antimicrobianos usados na
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preparagdo), ou compostos enddgenos in vivo (e.g. glutationa, transferrina ou
proteinas de plasma). O termo "sintético" possui seu significado
convencional, i.e. feito pelo homem em oposi¢do a ser isolado de fontes
naturais e.g. do corpo de mamifero. Tais compostos possuem a vantagem de
que seu perfil de manufatura e impureza possa ser totalmente controlado.

Ligantes adequados para uso na presente invengdo que formam
complexos de metal resistentes a transquelag@o incluem: agentes quelantes,
onde 2-6, preferivelmente 2-4, dtomos doadores de metal estdo arranjados de
tal modo que anéis de quelato de 5 ou 6 membros resultam (por ter uma
estrutura principal ndo-coordenadora quer de atomos de carbono quer de
heteroatomos nédo-coordenadores ligando os atomos doadores de metal); ou
ligantes monodentados que compreendem atomos doadores que se ligam
fortemente no ion de metal, tais como isonitrilas, fosfinas ou diazenidas.
Exemplos de tipos de 4tomo doador que se ligam bem em metais como parte
de agentes quelantes s3o: amina, tidis, amidas, oximas, e fosfinas. Fosfinas
formam complexos de metal fortes que até mesmo fosfinas monodentadas ou
bidentadas formam complexos de metal adequados. A geometria linear de
isonitrilas e diazenidas € tal que n3o tendem elas mesmas prontamente a
incorporagdo em agentes quelantes, e s3o conseqiientemente tipicamente
usadas como ligantes monodentados. Exemplos de isonitrilas adequadas
incluem alquil-isonitrilas simples tal como terc-butil-isonitrila, e isonitrilas
substituidas com éter tal como MIBI (i.e. 1-isociano-2-metoxi-2-metil-
propano). Exemplos de fosfinas adequadas incluem Tetrofosmin, e fosfinas
monodentadas tal como tris(3-metoxi-propil)-fosfina. Exemplos de diazenidas
adequadas incluem a série HYNIC de ligantes i.e. nicotinamidas ou piridinas
substituidas com hidrazina.

Exemplos de agentes quelantes apropriados para tecnécio que
formam complexos de metal resistentes a transquelacéo incluem, mas nio sdo

limitados a:
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(1) diaminadioximas;

(ii) ligantes N3S possuindo um conjunto doador de tiol-
triamida tal como MAG; (mercapto-acetil-triglicina) e ligantes relacionados;
ou possuindo um conjunto doador de diamida-piperidina-tiol tal como Pica;

(ii1) ligantes N,S, possuindo um conjunto doador de diamina-
ditiol tal como BAT ou ECD (i.e. dimero de etil-cisteinato), ou um conjunto
doador de amida-amina-ditiol tal como MAMA;

(iv) ligantes N; que sdo ligantes de cadeia aberta ou
macrociclicos possuindo um conjunto doador de tetramina, amida-triamina ou
diamida-diamina, tal como ciclam, monoxo-ciclam-dioxo-ciclam;

(v) ligantes N,O, possuindo um conjunto doador de diamina-
difenol;

(vi) a-histidina+Tc(CO);

Agentes quelantes preferidos da invengdo para tecnécio sdo
diamina-dioximas e tetraminas, e a-histidina +Tc(CO);. Em uma modalidade
preferida alternativa, um ligante HYNIC € usado na formagdo de um
complexo de tecnécio. Versdes preferidas sdo agora descritas com mais
detalhe.

Diamina-dioximas preferidas sdo de Férmula (I):

YN
2 NH NH E*
1 I
i T
OH OH u)

onde E'-E° sdo cada um independentemente um grupo R*;

cada R* é H ou C,, alquila, C;.¢ alquil-arila, C,.;¢ alcéxi-
alquila, C;_o hidréxi-alquila, C;.;¢ fluoroalquila, C,. 1y carboxi-alquila ou C;_y9
amino-alquila, ou dois ou mais grupos R* juntos com os atomos nos quais
estdo ligados formam um anel carbociclico, heterociclico, saturado ou

insaturado, e no qual um ou mais dos grupos R* estdo conjugados no CBP;



10

15

20

23

e Q' € um grupo de ligagdo em ponte de férmula -(J').-;

onde e € 3, 4 ou 5 e cada J' é independentemente -O-, -NR*-
ou -C(R*),- desde que -(J').- contenha um maximo de um grupo J' que é -O-
ou -NR*-.

Grupos Q' preferidos sdo os seguintes:

Q' = -(CHL,)(CHR*)(CH,)- i.e. derivados de propileno-amina-
oxima ou PnAOQO;

Q' = -(CH,)>(CHR*)(CH,),- i.e. derivados de pentileno-amina-
oxima ou PentAQO;

Q' = -(CH,),NR*(CH,);,-.

E' a E® sdo preferivelmente escolhidos de: C;_; alquila, alquil-
arila, alcéxi-alquila, hidréxi-alquila, fluoroalquila, carbdxi-alquila ou amino-
alquila. Mais preferivelmente, cada grupo E' a E® é CH;.

Conjugagdo de um CBP em Férmula I forma um composto
precursor. O CBP ¢ preferivelmente conjugado quer no grupo R* de E' ou E®,
quer em um grupo R* do grupo Q'. Mais preferivelmente, € conjugado em um
grupo R* do grupo Q'. Quando esta conjugado em um grupo R* do grupo Q',
o grupo R* estd preferivelmente na posi¢do de cabega de ponte. Neste caso,
Q' & preferivelmente -(CH,)(CHR*)(CH,)-, -(CH,),(CHR*)(CH,),- ou -
(CH;),NR*(CH,),-, mais preferivelmente -(CH,),(CHR*)(CH,),-. Um
composto precursor de diamina-dioxima especialmente preferido possui a

Férmula (Ia):

£ L3 . E14E15
E11>,>.\I)<,<é1s
17
2 5 _NH ’ HN - g
E& . jfElg
g7 N NZ E”
g o (la)

onde:
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E*' a E*® sdo grupos R* como previamente definidos.
Um composto precursor mais preferido formado com um

quelante de tetraamina € de Formula Ila:

Yn

E o j
NH,  H,N

na qual Y" € como definido acima.

(lla)

Um composto precursor especialmente preferido formado com
um quelante de tetramina de Férmula Ila na qual Y" é -CO-CBP (Quelato II-
CBP), no qual CBP ¢ como previamente definido.

Em outra modalidade preferida, o CPB da invengdo pode estar
marcado com *°™Tc¢ pela preparagdo de um precursor que é um conjugado do

CPB e 6-hidraxino-nicotinamida (HYNIC) de Férmula III:

/NWO '
W N ()
na qual Y" é -(L),-CPB, no qual -(L),- € um grupo ligante como previamente
definido e CPB € como previamente definido.

Visto que HYNIC pode ocorrer apenas em dois sitios de
coordenagdo, um coligante é requerido com o objetivo de completar a esfera
de coordenagdo de *™Tc. Coligantes adequados incluem tricina, ou tricina
mais um segundo coligante de fosfina ou piridina. Exemplos de coligantes de
fosfina incluem trifenil-fosfina-3,3',3"-trissulfonato (TPPTS) de trissodio,
trifenil-fosfina-3,3'-dissulfonato (TPPDS) de dissédio e trifenil-fosfina-3-
monossulfonato (TPPMS) de sédio. Exemplos de coligantes de piridina

incluem 4acido nicotinico (NIC), 4cido isonicotinico (ISONIC), 2-(4-piridil)-
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etil-sulfonico (PES) e acido piridina-3-sulfonico. Preferivelmente, marcagdo

de precursores de Férmula III com *™Tc é realizada onde o coligante é
tricina, ou € uma combinacgio de tricina mais TPPTS.

Uma revisdo completa de técnicas de radiomarcagédo

5  envolvendo HYNIC é dada por Liu [Top Curr. Chem. 2005 252 pp117-153].

Em ainda uma outra modalidade preferida, o CPB da invengéo

pode ser adicionalmente marcado com *™Tc por meio de um precursor no

qual um residuo de histidina é adicionado na terminagdo-N do CPB,

preferivelmente via um ligante acetila. HA maneiras alternativas pelas quais a

10  histidina pode ser ligada no CPB para formar um precursor adequado para

o 99
marcagdo com Tc:

COOH
5 __ NH,
N
/”\/N\//
cap (IvVa)
_ 0
/“\/H COOH
CBP ~"
/
NH
N=/ (IVb)
cepP
\\N\(\NWO
H '\$N NH, OH
0 (ve)
0
cBpP 2N
NH, N/ vl

nas quais CPB é um CPB da inveng¢&o como previamente definido.
Dependendo de como esta conjugada, histidina proporciona

quer dois quer trés sitios de coordenagdo que podem reagir com [**™Tc(OH,);-
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(CO);]" em uma geometria facial para formar um agente de formagdo de
imagem da invengdo. Conjugados preferido proporcionam trés sitios de
coordenacdo, i.e. Formulas IVa-c acima.

Métodos para preparar tais compostos precursores e agente de
formagdo de imagem sdo detalhados por Banerjee er al. [Nuc. Med. Biol.
2005 32 pp1-20] e por Pak ef al. [Chem. Eur. J. 2003 9 pp 2053-2061].

Os ligantes descritos acima sdo particularmente adequados
para complexag¢do de tecnécio e.g. #mTe ou P™Tc, e sdo descritos mais
completamente por Jurisson et al. [Chem.Rev., 99, 2205-2218 (1999)]. Os
ligantes também sdo Uteis para outros metais, tais como cobre (**Cu ou ¥Cu),
vanadio (e.g. **V), ferro (eg. >*Fe), ou cobalto (e.g. >>Co).

Outros ligantes adequados sfo descritos em Sandoz WO
91/01144, que inclui ligantes que sdo particularmente apropriados para indio,
itrio e gadolinio, especialmente ligantes de acido amino-fosfénico e de amino-
carboxilato macrociclico. Ligantes que formam complexos de metal ndo-
i6bnico (i.e. neutro) de gadolinio sdo conhecidos e sdo descritos em US
4885363. Particularmente preferidos para gadolinio sdo quelantes incluindo
DTPA, 4cido etileno-diamino-tetraacético (EDTA), &cido trietileno-
tetraamino-hexaacético (TTNA), acido 1,4,7, 10-tetraaza-ciclo-dodecano-
1,4,7,10-tetraacético (DOTA), acido 10-(2-hidréxi-propil)-1,4,7,10-tetraaza-
ciclo-dodecano-1,4,7-triacético (DO3A) e derivados destes.

E considerado que o papel do grupo ligante -(L),- é para
distanciar o complexo de tecnécio relativamente volumoso, que resulta em
coordenagdo de metal, do sitio ativo do CBP de modo que e.g. a ligagdo em
substrato ndo seja prejudicada. Isto pode ser realizado por uma combinagao de
flexibilidade (e.g. cadeias alquila simples), de maneira que o grupo volumoso
tenha a liberdade para se posicionar longe do sitio ativo e/ou rigidez de tal
modo como um espagador ciclo-alquila ou arila que orienta o complexo de

metal para longe do sitio ativo. A natureza do grupo ligante também pode ser
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usada para modificar a biodistribuigdo do complexo de tecnécio resultante do
conjugado. Assim, e.g. a introdu¢do de grupos éter no ligante ajudard a
minimizar a ligagdo de proteina de plasma, ou o uso de grupos ligantes
poliméricos tal como poli(alquileno-glicol), especialmente polietileno glicol
(PEG) pode auxiliar a prolongar o tempo de vida do agente no sangue in vivo.

Grupos ligantes -(L),- preferidos no contexto destes quelantes
possuem uma cadeia de estrutura principal (i.e. os atomos ligados que
compdem o grupo -(L),-) que contém 2 a 10 4tomos, mais preferivelmente 2 a
10 atomos, mais preferivelmente 2 a 5 atomos, com 2 ou 3 atomos sendo
especialmente preferidos. Uma cadeia de estrutura principal de grupo ligante
minima de 2 atomos confere a vantagem de que o quelante esta bem separado
do grupo selecionador biolégico de modo que qualquer interagdo ¢&
minimizada. Ademais, o CBP provavelmente ndo competira efetivamente
com a coordenagdo do quelante no ion de metal. Nesta maneira, ambas as
caracteristicas de sele¢do bioldgica do CBP, e a capacidade de complexagdo
de metal do quelante sdo mantidas. E fortemente preferido que o CBP seja
ligado no quelante em uma tal maneira que a ligagdo ndo sofra metabolismo
facil no sangue. Isto é porque tal metabolismo resultaria na clivagdo do
complexo de metal de formagéo de imagem antes de o CBP marcado alcangar
o sitio alvo in vivo desejado. O CBP ¢é portanto preferivelmente
covalentemente ligado nos complexos de metal da presente invengdo via
grupos ligantes -(L),- que ndo sdo prontamente metabolizados. Tais liga¢des
adequadas sdo liga¢des de carbono-carbono, ligagdes amida, ligagdes uréia ou
tio-uréia, ou ligagdes éter.

Grupos ligantes de ndo-peptideo tais como grupos alquileno ou
grupos arileno possuem a vantagem de que ndo hé interagdes de ligacdo de
hidrogénio significativas com o CBP conjugado de modo que o ligante ndo
embrulha o CBP. Grupos espagadores alquileno preferidos sdo -(CH,),- onde

q é um namero inteiro de valor de 2 a 5. Preferivelmente q € 2 ou 3.



29

Espagadores arileno preferidos sdo de Férmula:

-(cml,——@—(a—«zlb—

onde: a e b sdo cada um independentemente 0,1 ou 2.

Um grupo Y' ou Y" preferido € portanto -CH,CH,-(L),-CBP,-
onde p € um numero inteiro de valor 0 a 3. Mais preferivelmente, -(L),- ¢ -
CO- ou -NR-. Para Férmula I, quando G é N e -(L),- é -NH-, este
agrupamento possui a vantagem adicional de que ele provém do intermediario
simétrico N(CH,CH,NH,);, que esta comercialmente disponivel.

Quando o metal de forma¢do de imagem € tecnécio, o material
inicial de tecnécio normal € pertecnetato, i.e. TcO4 que € tecnécio no estado
de oxidagdo Tc(VII). O proprio pertecnetato ndo forma complexos de metal,
por isso a preparagdo de complexos de tecnécio normalmente requer a adigdo
de um agente redutor adequado tal como ion estanoso para facilitar a
complexagdo por redugdo do estado de oxidagdo do tecnécio para os estados
de oxidac¢do inferiores, normalmente Tc(I) a Tc(V). O solvente pode ser
organico ou aquoso, ou suas misturas. Quando o solvente compreende um
solvente organico, o solvente organico € preferivelmente um solvente
biocompativel, tal como etanol ou DMSO. Preferivelmente o solvente €&
aquoso, e é mais preferivelmente solugio salina isotonica.

Onde o grupo de formagéo de imagem ¢é radioiodo, precursores
preferidos sdo aqueles que compreendem um derivado que quer sofre iodagdo
eletrofilica ou nucleofilica quer sofre condensagdo com um aldeido ou uma
cetona marcado(a). Exemplos da primeira categoria sdo:

(a) derivados organometalicos tais como trialquil-estanano (eg.
trimetil-estanila ou tributil-estanila), ou um trialquil-silano (eg. trimetil-silila)
ou um composto de organoboro (e.g. ésteres de boronato ou
organotrifluoroboratos);

(b) um brometo de alquila n3o-radioativo para troca de
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halogénio ou tosilato, mesilato ou triflato de alquila para iodag@o nucleofilica;

(c) anéis aromaticos ativados para iodagdo nucleofilica (e.g.
sal de aril-iodonio, sais de aril-diazonio, aril-trialquil-aménio ou derivados de
nitro-arila.

O precursor preferivelmente compreende: um atomo de
halogénio n#o-radioativo tal como um iodeto ou brometo de arila (para
permitir troca de radioiodo); um composto precursor organometalico (e.g.
composto de trialquil- estanho, trialquil-silila ou de organoboro); ou um
precursor organico tal como triazenos ou um bom grupo de saida para
substitui¢do nucleofilica tal como um sal de iodénio. Preferivelmente para
radioiodagdo, o precursor compreende um composto precursor
organometalico, mais preferivelmente trialquil-estanho.

Precursores e métodos de introdugdo de radioiodo em
moléculas organicas sdo descritos por Bolton [J. Lab.Comp. Radiopharm., 45,
485-528 (2002)]. Compostos de organoboro de éster de boronato adequados e
sua preparag¢do sdo descritos por Kabalka et al. [Nucl.Med.Biol., 29, 841-843
(2002) e 30, 369-373(2003)]. Organotrifluoroboratos adequados e sua
preparagdo sdo descritos por Kabalka er al. [Nucl. Med.Biol., 31, 935-938
(2004)].

Exemplos de grupos arila nos quais iodo radioativo ser ligados

sdo descritos abaixo:

/©/ o /©/ )

Ambos contém substituintes que permitem facil substitui¢do
de radioiodo no anel aromatico. Onde houver residuos de tirosina ja presentes
na seqiiéncia de peptideo CBP, radioiodagdo pode ser realizada usando o
grupo fenol inerente. Em uma estratégia alternativa, um residuo de tirosina
pode ser adicionado na seqiiéncia de peptideo para radioiodagdo, desde que as

caracteristicas de ligagdo em colageno ndo sejam prejudicadas.
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Substituintes alternativos contendo iodo radioativo podem ser

sintetizados por iodagdo direta via troca de radio-halogénio, e.g.
127 . 123

i 1.
123,- » IO 127,-

O 4atomo de radioiodo € preferivelmente ligado via uma
ligagdo covalente direta em um anel aromatico tal como um anel benzeno, ou
um grupo vinila porque é sabido que atomos de iodo ligados em sistemas
alifaticos saturados sdo propensos ao metabolismo in vivo e por isso perdem o
radioiodo.

Radiofluoragdo pode ser realizada via marcagéo direta usando
a reagio de flior "*F com um grupo quimico adequado no precursor
possuindo um grupo de saida adequado, tal como um brometo de alquila,
mesilato de alquila ou tosilato de alquila. '*F também pode ser introduzido
por alquilagdo de grupos N-halo-acetila com um reagente *F(CH,);OH, para
dar derivados de -NH(CO)CHzO(CH2)318F. Para sistemas de arila,
deslocamento nucleofilico de fluoreto '®)F de um sal de aril-diazénio,
composto de aril-nitro ou um sal de aril-aménio quaternario sdo rotas
adequadas para derivados de aril-"*F.

Um composto marcado com '*F da invengio pode ser obtido
pela formacio de '*F fluoro-dialquil-aminas e formagdo de amida subseqiiente
quando a '*F-fluoro-dialquil-amina é reagida com um precursor contendo, e.g.
cloro, P(O)Ph; ou um éster ativado.

Uma outra abordagem para radiofluoragdo, que ¢é
particularmente adequada para radiofluoragéo de peptideos, € descrita em WO
03/080544 e usa copulagéo de tiol. Um composto precursor de CBP de uma

das seguintes formulas:

N
halogénio /\ﬂ/H “cep
Q
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com um composto de Férmula V:
®F-X"-SH V)

na qual

Y' é um ligante de Férmula -(L),- na qual L é como
previamente definido, o € 1-10 e opcionalmente inclui 1-6 heteroatomos;

X" ¢ um ligante de Férmula -(L),- na qual L é como
previamente definido, p é 1-30 e opcionalmente inclui 1 a 10 heteroiatomos; e,

CBP ¢ um peptideo ligante de colageno como previamente
definido;

para dar agentes de formag¢do de imagem radiofluorados de

Foérmula (Va) ou (Vb) respectivamente:

1"|¢—>€’~——s/\n/H | M

)

N—CBP {Vb)
H ‘

B ]
nas quais X" e Y" sfio como definidos acima, e CBP é um peptideo ligante de
colageno como previamente definido.

Uma abordagem adicional particularmente adequada para
radiofluoragcdo de peptideos € descrita em WO 04/080492 e faz uso de
copulagdo de amino-oxila. Radiofluora¢do € realizada pela reagdo de um
composto precursor de CBP de Formula (VI) com um composto de Férmula

(VIa):

RY— cgp

Vi)

18F—(L)m-R2 ' (Vi)

ou,



10

15

20

33

pela reagdo de um composto precursor de CBP de Férmula (VII) com um

composto de Férmula (VIla)

RE=——CBp

vil)

18F-(LIm—R4 (Vila)
na qual;

R! é um grupo aldeido, um grupo cetona, um aldeido protegido
tal como um acetal, uma cetona protegida, tal como um cetal, ou uma
funcionalidade, tal como um diol ou residuo de serina N-terminal, que pode
ser rapida e eficientemente oxidado usando um agente oxidante;

R? é um grupo funcional que, sob condigdes brandas tal como
tampdo aquoso, reaja sitio-especificamente com R' dando um conjugado
estavel. R* pode ser derivados de aménia tais como amina primdria, amina
secundaria, hidroxil-amina, hidrazina, hidrazida, amino-oxila, fenil-hidrazina,
semicarbazida, ou tiossemicarbazida, e é preferivelmente um grupo hidrazina,
hidrazida ou amino-oxila;

R? é um grupo funcional que reage sitio-especificamente com
R*. R® pode ser derivados de aménia; tais como amina primaria, amina
secundaria, hidroxil-amina, hidrazina, hidrazida, amino-oxila, fenil-hidrazina,
semicarbazida, ou tiossemicarbazida, e é preferivelmente um grupo hidrazina,
hidrazida ou amino-oxila;

R* é um grupo aldeido, um grupo cetona, um aldeido protegido
tal como um acetal, uma cetona protegida, tal como um cetal, ou uma
funcionalidade, tal como um diol ou residuo de serina N-terminal, que pode
ser rapida e eficientemente oxidado usando um agente oxidante;

para dar um conjugado de Formula (VIII) ou (IX), respectivamente:
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v §

cep_|—x—N=y— (U, —F (1X)

Y
nas quais X ¢ -CO-NH-, -NH-, -O-, -NHCONH-, ou -NHCSNH-, e é
preferivelmente -CO-, NH-, -NH- ou -O-; Y é H, substituintes alquila ou arila,

e nos quais L é como previamente definido e m € 0-10.

Outros detalhes das rotas de sintese para derivados marcados
com '®F sdo descritos por Bolton, J.Lab.Comp.Radiopharm., 45, 485-528
(2002).

Precursores s@o sintetizados primeiro por montagem do CPB
relevante. Peptideos podem ser montados em uma escala de 0,1 em resina de
amida MBHA-Rink (0,58 mmol/g), usando um sintetizador AB1433A.
Derivados de Fmoc aminoacido sd@o ativados in sifu em um excesso molar de
10 vezes usando HBTU-HOBt-DIEA em NMP e Fmoc é desprotegido em
solugdo de piperidina 20% / NMP. Ap6s a montagem a resina é transferida
para uma aparelhagem borbulhadora de N, para copulagdo de um grupo
quimico capaz de reagir com um grupo de formagdo de imagem, como
definido acima. Testes de Kaiser sdo realizados para garantir conversdo de
100% para o composto precursor. Clivagem do suporte sélido e remogdo de
quaisquer grupos protetores de cadeia lateral sdo efetuadas simultaneamente.
TFA excessivo é depois removido em vacuo e compostos precursores sdo
precipitados pela adi¢gdo de dietil-éter. Compostos precursores brutos sio
liberados como um sdlido branco seguido de trituragdo com dietil-éter. O
residuo € dissolvido em TFA 0,1% / MeCN: H,O (1:1), liofilizado, purificado
por HPLC e analisado por LC-MS.

Os seguintes sdo exemplos de compostos precursores

preferidos da presente invengdo (retendo numeracdo de agentes de formagao
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de imagem correspondentes):

3

Precursor
[Quelato ITl-ANAALKAGELYKCILY-NH,

[Quelato H]-PEG12-ANAALKAGELYKCILY-NH,

[Quelato II-DARKSEVQK-NH,

[Quelato IT-GELYKCILY

[Quelato IT]-[PEG(12)]-GELYKCILY

[Quelato II]-RRANAALKAGELYK-[Abu]-ILY

[Quelato HI-CDARKSEVQKC J[ciclizado via residuos Cys terminais]
[Quelato II]-KELNLVYT

[Quelato IT]-CVWLWENC [ciclizado via residuos Cys terminais)

10 [Quelato ITl-CVWLWEQC-NH, [ciclizado via residuos Cys terminais]
11 [Quelato U]-CVWTLPDQC [ciclizado via residuos Cys terminais]

12 [Quelato IT]l- NGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQ

13 [Quelato -FANAALKAGELYKCILY-NH,

14 [Quelato IJ-[PEG(121]-ANAALKAGELYKCILY-NH, ,

15 [Quelato Il-DARKSEVQK-NH,

16 [Quelato I-GELYKCILY

17 [Quelato I]-[PEG(121]-GELYKCILY

18 [Quelato IJ-RRANAALKAGELYK-[Abu]-ILY

19 [Quelato I[l-CDARKSEVQKC [ciclizado via residuos Cys terminais]
20 [Quelato I]-KELNLVYT

21 [Quelato 1}-CVWLWENC [ciclizado via residuos Cys terminais]

22 [Quelato [l-CVWLWEQC [ciclizado via residuos Cys terminais]

23 [Quelato Il-CVWTLPDQC [ciclizado via residuos Cys terminais]

24 [Quelato I- NGVFKYRPRYFLYKHAYFYPPLKRFPVQ

38 o-His-[Ac]-ANAALKAGELYK-[Abu]-ILY

39 HYNIC-ANAALKAGELYK-[Abu]-ILY

40 Quelato L ANAALKAGELYK-[Abu]-ILY

41 Quelato II-MIVVELTNPLKSSGIENGAFQGMKK

42 Quelato LANAALKAGELYK-[Abu]-ILY-[PEG(4)1-[diglicoloil]-NH,
43 Quelato ILANAALKAGELY-[NMe-Lys]-[Abu]-ILY-[PEG(41)]-[diglicoloil]-NH,

O[N] ][R[WLN]—

Em um terceiro aspecto, a presente invengdo proporciona uma
composi¢do farmacéutica compreendendo o agente de formag¢do de imagem
como descrito acima, junto com um veiculo biocompativel, em uma forma
adequada para administragdo a mamifero. Em uma modalidade preferida, a
composi¢do farmacéutica é uma composic¢édo radiofarmacéutica.

O "veiculo biocompativel" é um fluido, especialmente um
liquido, no qual o agente de formagdo de imagem esta suspenso ou dissolvido,
de tal modo que a composicdo seja fisiologicamente toleravel, i.e. possa ser
administrada ao corpo de mamifero sem toxicidade ou desconforto indevido.
O meio veiculo biocompativel ¢ adequadamente um liquido veiculo injetavel

tal como 4gua estéril para injecdo livre de pirogénio; uma solu¢do aquosa tal
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como solug¢do salina (que pode ser vantajosamente equilibrada de modo que o
produto final para injecdo seja quer isoténico quer ndo hipotonico); uma
solugdo aquosa de uma ou mais substancias ajustadoras de tonicidade (e.g.
sais de cations de plasma com contra-ions biocompativeis), agtcares (e.g.
glicose ou sacarose), alcoois de agucar (e.g. sorbitol ou manitol), glicdis (e.g.
glicerol), ou outros materiais de poliol ndo-idnicos (e.g. poli(etileno-glicdis),
poli(propileno-glicéis) e semelhantes). O meio veiculo biocompativel também
pode compreender solventes orginicos biocompativeis tal como etanol. Tais
solventes orgéanicos sdo uteis para solubilizar formulagdes ou compostos mais
lipofilicos. Preferivelmente o meio veiculo biocompativel é dgua para injecdo
livre de pirogénio, solu¢do salina isot6nica ou uma solugdo aquosa de etanol.
O pH do meio veiculo biocompativel para inje¢do intravenosa esta
adequadamente dentro da faixa de 4,0 a 10,5.

Tais composi¢cdes farmacéuticas sdo adequadamente
fornecidas em qualquer recipiente que € proporcionado com uma vedagéo que
é adequada para perfuragdo tnica ou multipla com uma agulha hipodérmica
(e.g. um fecho de vedagdo de septo crimpado) enquanto mantém a integridade
estéril. Tais recipientes podem conter uma dose ou multiplas doses para
paciente. Recipientes de multiplas doses preferidos compreendem um unico
frasco volumoso (e.g. de volume de 10 a 30 cm’) que contém maultiplas doses
para paciente, deste modo doses individuais para paciente podem ser portanto
removidas para dentro de seringas de grau clinico em vérios intervalos de
tempo durante o tempo de vida viavel da preparagdo para adequar a situagdo
clinica. Seringas pré-enchidas sio projetadas para conterem uma dose unica
para humano, ou "dose unitaria", e sdo portanto preferivelmente uma seringa
descartavel ou outra seringa adequada para uso clinico. Onde, a composi¢do
farmacéutica é uma composi¢do radiofarmacéutica, a seringa pré-cheia pode
ser opcionalmente proporcionada com uma blindagem de seringa para

proteger o operador da dose radioativa. Tais blindagens de seringa
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radiofarmacéutica adequadas s3o conhecidas na arte e preferivelmente
compreendem quer chumbo quer tungsténio.

Os farmacos da presente invengdo podem ser preparados a
partir de kits, como € descrito no quarto aspecto abaixo. Alternativamente,
podem ser preparados sob condi¢gdes de manufatura asséptica para dar o
produto estéril desejado. Os farmacos também podem ser preparados sob
condi¢bes ndo-estéreis, seguido por esterilizagdo terminal usando e.g.
irradiagdo gama, autoclave, calor seco ou tratamento quimico (e.g. com 6xido
de etileno). Preferivelmente, os fArmacos da presente invengéo sdo preparados
a parti de kits.

Como descrito acima em relagdo a primeira modalidade, para
as composi¢des radiofarmacéuticas, os grupos de formagdo de imagem
radioativos mais preferidos da invengéo sdo **™Tc '**I, !'C e '®F.

Em um quarto aspecto, a presente invengdo proporciona kits
para a preparagdo dae composi¢Oes farmacéuticas da terceira modalidade.
Tais kits compreendem um precursor adequado da segunda modalidade,
preferivelmente na forma estéril ndo-pirogénica, de modo que a reagdo com
uma fonte estéril de um grupo de formagdo de imagem dé o farmaco desejado
com um numero minimo de manipulagdes. Tais considera¢des sdo
particularmente importantes no caso de radiofairmacos, em particular de
radiofarmacos onde o radioisétopo possui uma meia-vida relativamente curta,
para facilitar o manuseio e como conseqiiéncia dose de radiac¢édo reduzida para
o radiofarmaco. Por isso, o meio de reagdo para reconstituicdo de tais kits é
preferivelmente um "veiculo biocompativel” como definido acima, e é mais
preferivelmente aquoso.

Recipientes de kit adequados compreendem um recipiente
vedado que permite manutengdo de integridade estéril e/ou seguranca
radioativa, mais opcionalmente um gas inerte de espaco confinante (e.g.

nitrogénio ou argdnio), enquanto que permite adicdo e remogdo de solugdes
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por seringa. Um tal recipiente preferido € um frasco vedado por septo, no qual
o fecho impermeavel a gas € crimpado com uma sobrevedagdo (tipicamente
de aluminio). Tais recipientes possuem a vantagem adicional de que o fecho
pode suportar vacuo se desejado e.g. para mudar o gas de espago confinante
ou desgaseificar solugdes.

Aspectos preferidos do precursor quando empregado no kit sédo
como descritos para a segunda modalidade acima. Os precursores para uso no
kit podem ser empregados sob condi¢cdes de manufatora asséptica para dar o
material estéril, ndo-pirogénico desejado. Os precursores também podem ser
empregados sob condi¢des ndo-estéreis, seguido por esterilizagdo terminal
usando e.g. irradiagdo gama, autoclave, calor seco ou tratamento quimico (e.g.
oxido de etileno). Preferivelmente, os precursores sdo empregados em forma
estéril, ndo-pirogénica. Mais preferivelmente os precursores estéreis, ndo-
pirogénicos sdo empregados no recipiente vedado como descrito acima.

O precursor do kit é preferivelmente fornecido covalentemente
ligado em uma matriz de suporte sélido como descrito acima em relagdo a
segunda modalidade.

Para *™Tc, o kit é preferivelmente liofilizado e é projetado
para ser reconstituido com *™Tc-pertecnetato (TcOy) estéril de um gerador
de radioisétopo *™Tc para dar uma solugdo adequada para administragdo a
humano sem manipulagdo adicional. Kits adequados compreendem um
recipiente (e.g. frasco vedado com septo) contendo o agente quelante ndo-
complexado, junto com um agente redutor farmaceuticamente aceitavel tal
como ditionito de sdédio, bissulfito de sdédio, acido ascorbico, acido
formamidina-sulfinico, ion estanoso, Fe(Il) ou Cu(l); junto com pelo menos
um sal de um 4cido orgénico fraco com um céation biocompativel. O termo
"cation biocompativel" significa um contra-ion positivamente carregado que
forma um sal com um grupo ionizado, negativamente carregado, onde o

citado contra-ion positivamente carregado também € ndo-toxico € como
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conseqiliéncia adequado para administragdo ao corpo de mamifero,
especialmente ao corpo de humano. Exemplos de cations biocompativeis
adequados incluem: os metais alcalinos sédio ou potassio; os metais alcalino-
terrosos calcio e magnésio; e o ion aménio. Os cations biocompativeis
preferidos sdo sdédio e potassio, mais preferivelmente sodio.

Os kits para preparagdo de agentes de formagédo de imagem de
complexo de metal radiometalico podem opcionalmente adicionalmente
compreender um segundo acido orginico fraco ou seu sal com um cétion
biocompativel, que funciona como um transquelante. O transquelante é um
composto que reage rapidamente para formar um complexo fraco com o
radiometal, entdo é deslocado pelo quelante do kit. Para tecnécio, isto
minimiza o risco de formagdo de tecnécio hidrolisado reduzido (RHT) devido
a redugdo rapida de pertecnetato competindo com complexac¢do de tecnécio.
Tais transquelantes adequados sdo os acidos orgédnicos fracos e seus sais
descritos acima, preferivelmente tartaratos, gliconatos, glico-heptanatos,
benzoatos, ou fosfonatos, preferivelmente fosfonatos, mais especialmente
difosfonatos. Um tal transquelante preferido é MDP, i.e. 4cido metileno-
difosfénico, ou um seu sal com um cation biocompativel.

Também em relagdo aos kits para a preparagdo de complexos
de radiometal, uma alternativa ao uso do quelante na forma livre, o kit pode
opcionalmente conter um completo de metal ndo-radioativo do quelante que,
sob adigdo do radiometal, sofre transmetalagdo (i.e. troca de ligante) dando o
produto desejado. Tais complexos desejados para transmetalagdo sdo
complexos de cobre ou de zinco.

O agente redutor farmaceuticamente aceitavel no kit de agente
de formagdo de imagem de **™Tc é preferivelmente um sal estanoso tal como
cloreto estanoso, fluoreto estanoso ou tartarato estanoso, € pode estar na
forma quer anidra quer hidratada. O sal estanoso ¢ preferivelmente cloreto

estanoso ou fluoreto estanoso.
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Os kits podem opcionalmente compreender componentes
adicionais tais como um radioprotetor, conservante antimicrobiano, agente
ajustador de pH ou carga.

O termo "radioprotetor" significa um composto que inibe
reacdes de degradacdo, tais como processos redox, pelo aprisionamento de
radicais livres elevadamente reativos, tais como radicais livres contendo
oxigénio decorrentes da radidlise de agua. Os radioprotetores da presente
invengdo sdo adequadamente escolhidos de: acido ascorbico, acido para-
amino-benzoico (i.e. acido 4-amino-benzdico), acido gentisico (i.e. acido 2,5-
di-hidroxi-benzbico) e seus sais com um cation biocompativel. O "cation
biocompativel" e suas modalidades preferidas sdo como descrito acima.

O termo "conservante antimicrobiano" significa um agente que
inibe o crescimento de microorganismos potencialmente nocivos tais como
bactérias, leveduras ou bolores. O conservante antimicrobiano também pode
exibir algumas propriedades bactericidas, dependendo da dose. O papel
principal do(s) conservante(s) antimicrobiano(s) da presente invengdo ¢ inibir
o crescimento de qualquer tal microorganismo na composi¢do
radiofarmacéutica apds reconstitui¢do, i.e. no proprio produto diagndstico
radioativo. O conservante antimicrobiano pode, contudo, também ser
opcionalmente usado para inibir o crescimento de microorganismos
potencialmente nocivos em um ou mais componentes do kit ndo-radioativo da
presente inven¢do antes da reconstituicdo. Conservante(s) antimicrobiano(s)
adequado(s) inclui (incluem): os parabenos, i.e. metil-, etil-, propil- ou butil-
parabeno ou suas misturas; benzil-alcool; fenol; cresol; cetrimida e tiomersal.
O(s) conservante(s) antimicrobiano(s) preferido(s) € (sdo) parabenos.

O termo "agente ajustador de pH" significa um composto ou

uma mistura de compostos Uteis para garantir que o pH do kit reconstituido
esteja dentro de limites aceitdveis (aproximadamente de pH 4,0 a 10,5) para

administracdo a mamifero ou humano. Tais agentes ajustadores de pH
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adequados incluem tampdes farmaceuticamente aceitaveis, tais como tricina,
fosfato ou TRIS [J[i.e. tris(thidréxi-metil)-amino-metano], e bases
farmaceuticamente aceitaveis tais como carbonato de sodio, bicarbonato de
sodio ou suas misturas. Quando o precursor ¢ empregado em forma de sal
acido, o agente ajustador de pH pode ser opcionalmente proporcionado em
um frasco ou recipiente separado, de modo que o usudério do kit pode ajustar o
pH como parte de um procedimento de multietapas.

O termo ‘"carga" significa uma agente encorpante
farmaceuticamente aceitavel que pode facilitar o manuseio do material
durante a producdo e a liofilizacdo. Cargas adequadas incluem sais
inorganicos tal como cloreto de sédio, e agucares ou alcoois de agucar
soluveis em agua tais como sacarose, maltose, manitol ou trealose.

Os agentes de formac¢do de imagem da invengéo sdo Uteis para
formar imagem in vivo. Conseqlientemente, em um quinto aspecto, a presente
invengdo proporciona um agente de formag¢do de imagem da invengdo para
uso em um método de formacdo de imagem ou diagndstico in vivo, e.g.
SPECT ou PET. Preferivelmente o citado método refere-se a formagdo de
imagem in vivo de uma condi¢do na qual formacédo de coldgeno esta supra-
regulada e portanto possui utilidade na diagnose de condi¢des associadas com
fibrose, tais como fibrose pulmonar idiopatica, asma, doenga pulmonar
obstrutiva crOnica, escleroderma, retinopatia diabética, AMD, aterosclerose,
placa vulneravel, nefropatia diabética, glomerulosclerose, nefropatia por IgA,
fibrose hepatica, artrite reumatoéide e insuficiéncia cardiaca congestiva. Mais
preferivelmente, o citado método de formagdo de imagem ou diagndstico in
vivo é um método util na diagnose de doenga pulmonar obstrutiva crénica,
retinopatia diabética, AMD, aterosclerose, placa vulneravel, nefropatia
diabética, glomerulosclerose, fibrose hepatica e insuficiéncia cardiaca
congestiva, especialmente preferivelmente de fibrose hepatica.

Este aspecto da inven¢do também proporciona um método
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para a formagdo de imagem ou diagnose in vivo em um individuo de uma
condi¢do na qual formagdo de colageno estd supra-regulada, compreendendo
administragdo prévia da composi¢do farmacéutica do terceiro aspecto da
invengdo. O citado individuo é preferivelmente um mamifero e mais
preferivelmente um humano. Em uma modalidade alternativa, este aspecto da
invencdo adicionalmente proporciona o uso do agente de formagdo de
imagem da invengdo para formar imagem in vivo de uma condig¢do na qual
formac¢do de colageno estd supra-regulada na qual o citado individuo ¢é
previamente administrado com a composi¢do farmacéutica do terceiro da
invengao.

"Previamente administrado"” significa que a etapa de envolver
o clinico, na qual o farmaco é dado ao paciente e.g., inje¢do intravenosa, ja
tem sido realizada. Este aspecto da invengdo também inclui o uso de agente
de formag¢io de imagem de primeira modalidade para manufatura de fairmaco
para a formagdo de imagem diagndstica in vivo de uma condigdo na qual
formacgdo de colageno estd supra-regulada.

Em um sexto aspecto a invengdo proporciona um método de
monitora¢do do efeito de tratamento de um corpo de animal ou de humano
com uma droga para combater uma condi¢do na qual a formagdo de colageno
estd supra-regulada, o citado método compreendendo administrar ao citado
corpo um agente de formagdo de imagem da invengdo e detectar a captagédo de
citado agente de formagio de imagem, citadas administragdo e detec¢do
opcionalmente mas preferivelmente sendo efetuadas repetidamente, e.g. antes,
durante e apds tratamento com a citada droga.

Descricdo breve dos exemplos

Exemplo 1 descreve a sintese de Quelato I.
Exemplo 2 descreve a sintese de derivado de glutarilamida de
Quelato 1.

Exemplo 3 descreve a sintese de Quelato II.
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Exemplos 4 a 17 descrevem a sintese de Agentes de formacio
de imagem 1, 3, 8, 10, 29, e 35 a 43.

Exemplo 18 descreve um método para avaliar a afinidade de
ligagdo em colageno in vitro dos agentes de formagdo de imagem da
invengao.

Exemplo 19 descreve a biodistribui¢do in vivo de Agente de
formagdo de imagem 1 da inven¢do em um modelo animal de fibrose
hepatica.

Exemplo 20 descreve um modelo in vivo adequado para
avaliagdo do potencial de compostos para formagdo de imagem de fibrose

hepatica (modelo de ligagdo de duto biliar).

Exemplos

Lista de abreviacdes usadas em Exemplos

Acm acetamidometila

ACN acetonitrila

AcOH 4cido acético

BDL ligagdo de duto biliar

Boc t-butdxi-carbonila

DCM diclorometano

DIEA diisopropil-etil-amina

DMI- dimetil-formamida

ESI-MS espectrometria de massa com ionizagdo por pulverizagdo de elétrons
HBTU hexafluoro-fosfato de O-benzotriazol-N,N,N',N'-tetrametil-uronio
HOBt N-hidréxi-benzotriazol

HPLC cromatografia liquida de desempenho alto

IR infravermelho

LC-MS cromatografia liquida-espectrometria de massa

MS espectrometria de massa

N MM N-metil-morfolina

NMP N-metil-pirrolidona

RMN ressonincia magnética nuclear

OtBu t-butil-éster

PyAOP hexafluoro-fosfato de (7-aza-benzotriazol-1-il-6xi)-tripirrolidino-fosfénio
RF fragdo de retengdo

s.c subcutineo

TFA acido trifluoroacético

THF tetraidrofurano

TLC cromatografia em camada fina

Trt trifenil-metila

Exemplo 1: Sintese de Quelato I [bis[N-(1,1-dimetil-2-N-hidroxi-imina-
propil)-2-amino-etil-(2-amino-etil)-metano]

(Etapa a): Preparacio de tris(metil-6xi-carbonil-metil)-metano
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Dimetil-éster de acido 3-(metoxi-carbonil-metileno)-glutarico
(89 g, 267 mmol) em metanol (200 ml) foi agitado com (paladio 10% sobre
carbono: agua 50%) (9 g) sob uma atmosfera de gas hidrogénio (350 kPa) por
(30 h). A solugéo foi filtrada através de terra diatomdacea e concentrado em
vacuo para dar dimetil-éster de acido 3-(metdxi-carbonil-metileno)-glutérico,
rendimento (84,9 g, 94%).
RMN 'H(CDCL), & 2,48 (6H, d, J=8Hz, 3xCHz), 2,78 (1H, hexteto, J=8Hz
CH, ) 3,7 (9H, s, 3xCH3;).
RMN *C(CDCl,), 8 28,6, CH; 37,50, 3xCHs; 51,6, 3xCH,; 172,28,3xCOO.

(Etapa b): Amidacdo de trimetil-éster com p-metoxi-benzil-amina

Tris(metil-6xi-carbonil-metil)-metano [2 g, 8,4 mmol] foi
dissolvido em p-metdxibenzil-amina (25 g, 178,6 mmol). A aparelhagem foi
configurada para destilagdo e aquecida para 120°C por 24 horas sob fluxo de
nitrogénio. O progresso da reagdo foi monitorado pela quantidade de metanol
coletada. A mistura reacional foi esfriada para a temperatura ambiente e 30 ml
de acetato de etila foram adicionados, entdo do produto de triamida foi
agitado por 30 min. A triamida foi isolada por filtragdo e o bolo do filtro foi
lavado varias vezes com quantidades suficientes de acetato de etila para
remover excesso de p-metoxi-benzil-amina. Apds secagem 4,6 g, 100%, de
um poé branco foram obtidos. O produto elevadamente insoluvel foi usado
diretamente na etapa seguinte sem purificagdo ou caracterizagdo adicional.
(Etapa ¢): Preparacio de 1,1,1-tris[2-(p-metéxi-benzil-amino)-etil]-metano.

Em um frasco de fundo redondo de 3 bocas de 1.000 ml

esfriado em um banho de gelo-dgua a triamida da etapa 2(a) (10 g, 17,89
mmol) é cuidadosamente adicionada em 250 ml de solugdo de borano 1 M
(3,5 g, 244,3 mmol). Ap6s adigcdo completa o banho de gelo-agua € removido
e a mistura reacional é lentamente aquecida para 60°C. A mistura reacional ¢
agitada a 60°C por 20 horas. Uma amostra da mistura reacional (1 ml) foi

retirada, € misturada com 0,5 ml de HCl 5 N e deixada em repouso por 30
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min. Na amostra 0,5 ml de NaOH 50 foi adicionado, seguido por 2 ml de agua
e a solugdo foi agitada até que todo o precipitado branco dissolvesse. A
solucdo foi extraida com éter (5 ml) e evaporada. O residuo foi dissolvido em
acetonitrila em uma concentragdo de 1 mg/ ml e analisado por MS. Se mono-
e diamida (M+H/z = 520 e 534) sdo vistas no espectro de MS, a rea¢do nio
estd completa. Para completar a reagdo, mais 100 ml de solugdo 1 M de
borano em THF sfo adicionados e a mistura reacional € agitada por mais 6
horas a 60°C e uma amostra nova ¢ retirada seguindo o procedimento de
amostragem prévio. Adi¢cdo extra de borano 1 M em solugdo de THF ¢
continuada até a conversdo completa para a triamina.

A mistura reacional € esfriada para a temperatura ambiente e
HCI 5 N € lentamente adicionado, [CUIDADQO: ocorre formagdo vigorosa de
espumal!]. HCI foi adicionado até ndo ser mais observada evolugdo de gas. A
mistura foi agitada por 30 min e entdo evaporada. O bolo foi suspenso em
solugdo aquosa de NaOH (20-40%, 1:2 p/v) e agitada por 30 minutos. A
mistura foi entdo diluida com agua [3 volumes]. A mistura foi entdo extraida
com dietil-éter [2 x 150 ml] [CUIDADO: nio use solventes halogenados]. As
fases orgénicas combinadas foram entdo lavadas com agua (1x 200 ml),
salmoura (150 ml) e secas sobre sulfato de magnésio. Rendimento apos
evaporacgdo: 7,6 g, 85% como 6leo.
RMN 'H(CDCL), &: 1,45, (6H, m, 3xCHy; 1,54, (1H, septeto, CH); 2,60 (6H,
t, 3xCH,N); 3,68 (6H, s, ArCH,); 3,78 (9H, s, 3xCH;0); 6,94(6H, d, 6xAr),
7,20(6H, d, 6xAr).
RMN C(CDCly), &: 32,17,CH; 34,44, CH,; 47,00, CHy; 53,56, ArCHy;
55,25, CH;30; 113,78, Ar; 129,29, Ar; 132,61; Ar; 158,60, Ar.

(Etapa d): Preparacdo de 1,1.1-tris(2-amino-etil)-metano.

1,1,1-tris[2-(p-metdxi-benzil-amino)-etil]-metano (20,0
gramas, 0,036 mol) foi dissolvido em metanol (100 ml) e Pd(OH)* (5,0

gramas) foi adicionado. A mistura foi hidrogenada (300 kPa, 100°C, em um
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autoclave) e agitada por 5 horas. PdA(OH) foi adicionado em mais duas
porgdes (2 x 5 g) apos 10 e 15 horas respectivamente.

A mistura reacional foi filtrada e o filtrado foi lavado com
metanol. A fase orgénica combinada foi evaporada e o residuo foi destilado
sob véacuo (1 x 107% 110°C) para dar 2,60 gramas (50%) de 1,1,1-tris(2-
amino-etil)-metano.

RMN 'H(CDCl,), 6 2,72 (6H, t, 3xCH,N), 1,41 (H, septeto, CH), 1,39 (6H, q,
3xCH,).
RMN "*C(CDCl,), § 39,8 (CH,NH,), 38,2 (CH,), 31,0 (CH).

(Etapa e): Preparacdo de Quelato I

Em uma solugdo de tris(2-amino-etil)-metano (4,047 g, 27,9
mmol) em etanol seco (30 ml) foi adicionado carbonato de potassio anidro
(7,7 g, 55,8 m mol, 2 eq) na temperatura ambiente com agitagdo vigorosa sob
uma atmosfera de nitrogénio. Uma solu¢do de 3-cloro-3-metil-2 nitroso-
butano (7,56 g, 55,8 mol, 2 eq) foi dissolvido em etanol seco (100 ml) e 75 ml
desta solugdo foram gotejados lentamente para dentro da mistura reacional. A
reacdo foi seguida por TLC sobre silica [placas corridas em diclorometano,
metanol, amodnia concentrada (0,88 s); 100/30/5 e a placa de TLC foi revelada
por pulverizagdo de ninidrina e aquecimento]. Os produtos mono-, di- e tri-
alquilados foram vistos com RF's aumentando naquela ordem. HPLC analitica
foi corrida usando coluna de fase reversa RPR em um gradiente de
acetonitrila de 7,5-75% em amoénia aquosa de 3%. A reacgdo foi concentrada
em vacuo para remover o etanol e ressuspensa em agua (110 ml). A lama
aquosa foi extraida com éter (100 ml) para remover um pouco do composto
trialquilado e impurezas lipofilicas deixando o produto mono- e dialquilado
desejado na camada aquosa. A solugdo aquosa foi tamponada com acetato de
amoénio (2 eq, 4,3 g, 55,8 mmol) para garantir cromatografia boa. A solugio
aquosa foi armazenada a 4°C durante a noite antes da purificagdo por HPLC

preparativa automatizada.



10

15

20

25

47

Rendimento (2,2 g, 6,4m mol, 23%).

Espectro de massa; Voltagem de cone de 10 V de ion positivo. Verificado:
344; calculado M+H= 344.

RMN 1H(CDCl,), 6 1,24(6H, s, 2xCH3), 1,3(6H, s, 2xCH3), 1,25-1,75(7H, m,
3xCH,,CH), (3H, s, 2xCH,), 2,58 (4H, m, CH,N), 2,88(2H, t CH;,N,), 5,0
(6H, s, NH,, 2xNH, 2xOH).

RMN "H((CDs),SO) & 1,1 4xCH; 1,29, 3xCHy; 2,1 (4H, t, 2xCH,);

RMN "C((CD»),S0), & 9,0 (4xCHj3), 25,8 (2xCHj3), 31,0 2xCH,, 34,6 CH,,
56,8 2xCH,N; 160,3, C=N.

Condig¢bes de HPLC: vazdo 8 ml/min usando uma coluna PRP de 25 mm

A=solug¢do de amonia 3% (peso especifico = 0,88) /dgua; B = Acetonitrila

Tempo %B
0 7,5
15 75,0
20 75,0
22 7,5
30 7,5

Carregar 3 ml de solugdo aquosa por corrida, e coletar em uma
janela de tempo de 12,5-13,5 min.
Exemplo 2: Sintese do derivado de glutarilamida de Quelato I [bis[(1,1-
dimetil-2N-hidroxi-imina-propil)-2-amino-etil]-(2-(glutarilamida)-etil)-
metanol

Quelato I (0,5 g, 1,45 mmol) em acetonitrila seca (50 ml) e
trietil-amina (150 m g, 1,45 mmol) sob uma atmosfera de nitrogénio foi
esfriado em um banho de gelo para 0°C. Anidrido glutarico (165 m g, 1,45
mmol) foi adicionado na reagdo agitada e permitido aquecer para a
temperatura ambiente e deixado agitar durante a noite. O precipitado que
formou durante a noite foi coletado por filtragdo e seco em vacuo para dar
uma amostra impura do composto do titulo (267 m g, 0,583m mol, 40%). O
filtrado foi concentrado em vacuo para dar um vidro incolor que junto com o
precipitado que havia sido coletado foi redissolvido em 0,880 grama de

amoOnia 5%, agua (50 ml) e purificado por HPLC preparativa automatica.
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Condig¢des de HPLC: vazdo 8 ml/min, usando uma coluna PRP
de 150 mm x 25 mm. Amostra carregada em 2 ml de solugéo por corrida.
A = solug¢io de amoénia 3% (sp.gr = 0,88) /agua.

B = Acetonitrila

Tempo %B
0 7,5

15 75,0

20 75,0
22 7.5
31 7,5

O produto requerido eluiu a 15,25-16,5 min. A solugdo de
produto foi evaporada em vacuo para dar (304 m g, 0,68m mol, 47%) de uma
espuma vitrea incolor de p.f. de 54,8°C. O produto foi analisado como uma
mancha sobre ambas TLC e HPLC analitica.

RMN "H(DMSO), 0,7(12H, s, 4xCHj3), 0,85(4H, m, 2xCH,), 1,0(1H, m, CH),
1,3(6H, s, 2xCH3), 1,3(4H, m, 2xCH,), 1,6(2H, m, CH,), 1,75 (6, m, 3xCH,),
2,6(2, m, 2xOH) 3,2 (2H, t, NH) 7,3(1H, t, NH).

RMN "C(CD;SO) 8,97, 20,51, 20,91, 25,09, 25,60, 31,06, 33,41, 33,86,
56,89, 66,99 160,07, 1712,34, 174,35 174,56

M/S C,,H43NsO5s M+H = 457 Verificado 457,6

Exemplo 3: Sintese de terc-butil-éster de acido (8-amino-2-{[terc-butdxi-
carbonil-(2-terc-carbonil-amino-etil)-amino]-metil}-octil)-(2-terc-butil-
o6xi-carbonil-amino-etil)-carbamico (Quelato II protegido com Boc).

Etapa (a): 2-(6-Cloro-hexil-6xi)-tetraidropirano.

6-Cloro-hexanol (6,85 g, 10 mmol) e &cido p-tolueno-
sulfonico (500 mg), foram dissolvidos em éter seco (75 ml) e esfriados para 0-
5°C em banho de gelo. Diidropirano (4,3 g, 10 mmol) em éter seco (25 ml)
foi adicionado em gotas com agitacdo constante por um periodo de 30
minutos. Apés diluigdo completa, o banho de esfriamento foi removido e
agitacdo foi continuada por 16 horas. A solugdo foi extraida com agua (50 ml
x 2), seca (mgSQ,), filtrada e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida

para deixar um Oleo amarelo palido. Este o6leo foi mostrado por
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espectrometria BC RMN como estando suficientemente puro para ser usado
sem purifica¢do nas reagdes subseqiientes. Rendimento de 10,1g (91%).

BC RMN (CDCly): 8 19,7 (CH,), 25,5 (CHy,), 25,6 (CH,), 26,7 (CH,), 29,6
(CH,), 30,8 (CH,), 32,6 (CH,), 45,0 (CH,CI), 62,3 (OCH,), 67,4 (OCH,),
98,8 (OCHO).

'"H RMN (CDCl5): & 1,30-1,71 (14H, m, CH, x 7), 3,24-3,32 (1H 3,41- 3,48
(3H, m CH e CH,), 3,60-3,67 (1H, m, CH), 3,72-3,82 (1H, bm, CH), 4,44-
4,49 (1H, bm, OCHO).

Etapa (b): Dietil-éster de dcido 2-[6-(tetraidropiran-2-il-6xi)-hexil]-maldnico.

Sédio (1,13 g, 49 mmol) em quantidades pequenas foi

dissolvido em etanol seco (100 ml) com agitagdo constante sob uma
atmosfera de nitrogénio seco. Malonato de dietila (8,0 g, 50 mmol) foi
adicionado em uma porgdo e a solugdo foi aquecida a 60°C por 1 hora. 2-(6-
Cloro-hexil-6xi)-tetraidropirano (9,3 g, 42,2 mmol) foi adicionado em uma
porgdo e a temperatura foi aumentada para 75-80 °C e mantida neste nivel por
24 horas. Apds esfriamento, o sélido inorgénico foi removido por filtragdo e o
solvente foi evaporado do filtrado. O residuo foi dissolvido em CH,Cl, (50
ml), extraido com 4gua (30 ml x 2), seco (mgSO,) filtrado e os volateis foram
removidos para deixar um Oleo amarelo palido. Este 6leo foi submetido a
cromatografia sobre gel de silica usando éter de petroleo 40:60 / éter (200:40)
como o eluente. O produto requerido eluiu com um rf = 0,15 e foi isolado
como um O6leo incolor. Rendimento de 8,7 g, (60%).
3C RMN (CDCL): 8 14,0 (CH; x 2), 19,6 (CHy), 25,5 (CHy), 27,2 (CHy),
28,6 (CH»), 29,0 (CH,), 29,6 ((CH,), 30,0 (CH>), 30,8 (CH,), 52,0 (CH), 61,2
(OCH; x 2), 62,2 (OCH,), 67,4 (OCH,), 98,8 (OCHO), 169,4 (C=0 x 2).
'"H RMN (CDCl;): & 1,10 -1,25 (14H, m, CH; x 2, CH; x 4), 1,36 -1,50 (6H,
bm, CH, x 3), 1,70-1,81 (2H, bm, CH,), 3,17-3,28 (2H, m, CHy), 3,56-3,66
(1H, m, CH), 3,70-3,80 (1H, m, OCH), 4,04-4,16 (4H, m, OCH; x 2), 4,03-
4,08 (1H, m, OCHO).
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Etapa (c): N.N'-Bis-(2-amino-etil)-2-[6-(tetraidropiran-2-il-6xi)-hexil ]-

malonamida.

Dietil-éster de acido 2-[6-(Tetraidropiran-2-il-6xi)-hexil]-
malénico (5,1 g, 14,8 mmol) foi dissolvido em 1,2-diamino-etano (10 g, 167
mmol) e agitado na temperatura ambiente por 16 horas. Volateis foram
removidos em vacuo (40 — 50°C a 1,33 Pa) para deixar um residuo viscoso
verde palido que foi submetido a cromatografia em coluna eluindo com
CH,Cl,/MeOH/NH4OH (50:50:5). O composto do titulo eluido com um r¢ 0,2
e foi colhido como um 6leo viscoso verde palido que se solidifica em repouso.
(Rendimento de 3,9 g, 71%).
BC RMN (CDCl): 6 19,8 (CH,), 25,5 (CH,), 26,0 (Ci-12), 27,5 (CH,), 29,2
(CH), 29,7 (CH,), 30,8 (CH,), 31,9 (CH,), 41,0 (NCH, x 2), 41,9 (NCH; x
2), 54,6 (CH), 62,5 (OCH,), 67,5 (OCH,), 98,9 (OCHO), 171,6 (C=0 x 2).
"H RMN (CDCl,): & 1,15-1,28 (6H, bs, CH, x 3), 1,39 -1,44 (6H, bm, CH, x
3), 1,69 -1,74 (4H, bm, CH, x 2), 2,64 (4H, bs, NH,x 2), 2,73 4H, t, J = 6 Hz,
CH; x 2), 3,08-3,29 (6H, m, CH, x 3), 3,35-3,41 (1H, m CH), 3,55-3,63 (1H,
m, CH), 3,70-3,78 (1H, m, CH), 4,43 (1H, bt, J = 4 Hz, OCHO), 7,78 (2H,bt,
J=5Hz, OCNH x 2)
IR (filme fino) cm™:- 3417, 3082, 2936, 2862, 1663, 1558, 1439,1354, 1323,
1261, 1200, 1189, 1076, 1026, 956, 907, 867, 810.
Etapa (d): N.N'-Bis(2-amino-etil)-2-(6-hidréxi-hexil)-malonamida.

N,N'-Bis(2-amino-etil)-2-[6-(tetraidropiran-2-il-6xi)-hexil]-

malonamida (3,9 g, 10,6 mmol), acido p-tolueno-sulfénico mono-hidratado
(8,5 g, 3 mmol) e etanol (50 ml) foram aquecidos sob refluxo a 70-75°C for
16 horas. Apds esfriamento (0,880) foi adicionado em gotas até ser alcangado
um pH 9 permanente. O sélido branco precipitado foi removido por filtragdo
através de Celite e o bolo do filtro foi lavado com etanol (30 ml). O etanol foi
removido sob pressio reduzida (2 kPa, 40°C) para deixar uma cera semi-

solida. Este residuo foi submetido a cromatografia sobre gel de silica eluindo
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com CH,Cl,/MeOH/NH,4OH (100:50:10) e foi verificado que o composto do
titulo possui um r= 0,2. Este produto foi colhido e co-evaporado com etanol
(100 ml x 3) para remover qualquer agua residual. Foi obtido um residuo
viscoso verde palido que se solidifica em repouso. (Rendimento de 2,1 g,
69%).

3C RMN (CD;OD): § 25,4 (CH,), 27,3 (CH,), 28,9 (CH,), 30,4 (CH,), 32,2
(CH,), 40,6 (NCH; x 2), 41,7 (NCH, x 2), 54,1 (CH), 61,6 (CH,OH), 171,7
(C=0x 2).

1H RMN (CD;0D): 8 1,28 -1,38 (6H, bs, CH; x 3), 1,46 -1,55 (2H, bm, CH)),
1,79 -1,87 (2H, bm, CH,), 2,73 (4H,t, J = 6 Hz, H,NCH, x 2), 3,13 (1H t,J=7
Hz, CH), 3,27 (4H, dt, ] = 6 e 2 Hz, HNCH, x 2), 3,53 (2H t, J = 7 Hz OCH)).
IR (filme fino) cm™:- 3364, 2932, 2862, 2527, 1663, 1558, 1462, 1327, 1223,
1192, 1034. Espectro de Massa (Fabs) m/e:- Calculado para C;3H;sN4O;
(M+H) 289 Verificado 289.

Etapa (e): terc-Butil-éster de 4acido (2-terc-butoxi-carbonil-amino-etil-2-

{[terc-butéxi-carbonil-(2-terc-  butdxi-carbonil-amino-etil)-amino]metil } -8-

hidréxi-octil)-carbdnico

Sob uma atmosfera de nitrogénio seco, o aduto de borano-
dimetil-sulfeto puro (15 ml, 150 mmol) foi adicionado em gotas via uma
seringa em uma mistura agitada de N,N'-bis-(2-amino-etil)-2-(6-hidréxi-
hexil)-malonamida (2,1 g, 7,3 mmol) em dioxano (50 ml). Apds adigdo
completa, a mistura foi aquecida cuidadosamente sob refluxo a 110°C por 5
dias. Durante este periodo um pouco de soélido branco restou. Apods
esfriamento os volateis foram removidos sob pressdo reduzida para deixar um
s6lido branco no qual metanol (50 ml) foi adicionado em gotas dando uma
solu¢do incolor. Esta solugdo foi aquecida sob refluxo por 3 horas, esfriada,
HCI concentrado (5 ml) foi adicionado e aquecimento continuou sob refluxo a
70-75°C for 48 horas. O solvente foi removido para deixar um residuo

viscoso verde que foi co-evaporado com metanol (100 ml x 3) para deixar um
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sélido verde palido. Este soélido foi redissolvido em metanol seco e carbonato
de potassio anidro (4,0 g, 30 mmol) foi adicionado seguido por dicarbonato de
di-terc-butila (7,0 g, 32 mmol). A mistura foi agitada na temperatura ambiente
por 48 horas. O solido inorgénico foi removido por filtragdo através de Celite
e o solvente foi evaporado do filtrado para deixar um residuo viscoso. Este
residuo foi misturado com agua (50 ml) e extraido com CH,Cl, (50 ml x 3).
As fragdes orgénicas foram combinadas, secas (mgSQ,), filtradas e o solvente
foi evaporado para deixar um residuo amarelo palido.

Nota: Neste ponto € conveniente monitorar a reagdo por BC RMN.

O residuo foi submetido a cromatografia sobre gel de silica
CH,Cl,/MeOH (95: 5) como eluente. O composto do titulo eluido com um
r~=0,41 e foi isolado como um 6leo viscoso incolor (Rendimento de 2,5 g,
52%).

BC RMN (CDCl): 8 25,6 (CH,), 26,4 (CH,), 28,4 (CH; x 12), 29,8 (CH, x
2), 32,6 (CH,), 36,5 (muito largo, CH), 39,2 (NCH, x 2, adjacente CH), 46,9
(singleto largo, HNCH,; x 2), 50,0 (singleto largo, NCH; x 2), 62,4 (HOCH,),
79,0 (OC x 2), 79,9 (OC x 2), 156,4 (singleto largo C=0 x 4)

'"H RMN (CDCls): 6 1,05 -1,18 (8H, bs, CH, x 4), 1,27 (18h, s, CH; x 6, t-
butila), 1,31 (18H, s, CH; x 6, t-butila), 1,41 (2H, m, CH,), 1,81 (1H bs, CH),
2,63 (1H, bs, OH), 2,98 (4H, bs, NCH, x 2), 3,11 (8H, bs, NCH, x 4), 3,44
(2H.,t, J = 8 Hz, CH,0), 5,2 (2H, bs, NH x 2)

IR (filme fino) cm™:- 3350, 2976, 2931, 2859, 1674, 1516, 1455, 1418, 1393,
1260, 1250, 1165, 1069, 965, 871, 775.

Espectro de Massa (Fabs) m/e:- Calculado para C;3HgsN4sOy9 (M+H) 661
Verificado 661.

Etapa (f): 8-[terc-Butdxi-carbonil-(2-terc-butdxi-carbonil-amino-etil-amino]-

7-{[terc-butdxi-carbonil-(2-terc-butdxi-carbonil-amino-etil)-amino)-metil } -

octil-éster de acido tolueno-4-sulfénico

terc-Butil-éster de acido (2-terc-butdxi-carbonil-amino-etil-2-
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{[terc-butdxi-carbonil-(2-terc-butoxi-carbonil-amino-etil)amino]-metil }-8-
hidréxi-octil-carbénico (2,52 g, 3,82 mmol), cloreto de p-tolueno-sulfonila
(1,0 g, 5,2 mmol), trietil-amina (1,3 g, 12,8 mmol) e CH,Cl, (30 ml) foram
agitados na temperatura ambiente com a evaporag¢do lenta do solvente. A
reac¢do foi monitorada por RMN de carbono e apds 3 dias pouco material
inicial restou. O volume de reagdo foi completado para 30 ml com CH,Cl,,
extraido com agua (50 ml x 3), seco (mgSQO,), filtrado e o solvente foi
evaporado para deixar um residuo marrom. Este residuo foi submetido a
cromatografia sobre gel de silica usando CH,Cl,/MeOH (100:5) como
eluente. O primeiro composto a eluir foi cloreto de tosila ndo reagido com um
re = 0,95. O composto do titulo eluido com um rs = 0,2 e foi isolado como um
Oleo viscoso amarelo palido. Rendimento (1,20 g, 39%).

3C RMN (CDCl): & 21,7 (CHj tosila), 25,3 (CH,), 26,3 (CH,), 28,5 (CH; x
12), 28,8 (CH»), 29,5 (CH,), 29,9 (CH,), 36,5 (CH muito largo), 39,4 (NCH,
x 2), 47,0 (largo NCH, x 2), 50,5 (largo, NCH, x 2), 70,6 (TsOCH,), 79,1
(OC x 2), 80,0 (OC x 2), 127,9 (CH x 2), 129,9 (CH x 2), 133,2 (C), 144,7
(C-S Ts), 156,1 (largo, C=0 x 4).

'"H RMN (CDCl;): & 1,16 (8H, bs, CH, x 4), 1,35 (18H, s, CH; x 6), 1,39
(18H, s, CH; x 6), 1,88 (1H, bs, CH), 2,38 (3H,s, CHj; Tosil), 3,10-312 (4H,
bs, NCH, x 2), 3,19 (8H, bs, NCH, x 4), 3,93 (2H,t, J = 7 Hz, CH,OTs), 5,0
(1H, bs, NH), 5,08 (1H, bs, NH), 7,29 (2H, d, J = 8 Hz, CH x 2, Ar), 7,72
(2H, d,J=8 HzCH x 2, Ar)

IR (filme fino) cm™:-3360, 2974, 2932, 2862, 1693, 1516, 1479, 1418, 1391,
1366, 1250, 1177, 1069, 959, 816, 775.

Espectro de Massa (Fabs) m/e:-Calculado para CsH7;N4O;;S (M+H) 815
Verificado 815.

Etapa (g): terc-Butil-éster de acido (8-azido-2-{[terc-butdéxi-carbonil-(2-terc-

carbonil-amino-etil)-amino]-metil } -octil 1 )-(2-terc-butil-6xi-carbanil-amino-

etil)-carbamico
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8-[terc-Butéxi-carbonil-(2-terc-butdxi-carbonil-amino-
etilamino]-7-{[terc-butoéxi-carbonil-(2-terc-butdéxi-carbonil-amino-etil)-
amino]-metil }-octil-éster de acido tolueno-4-sulfénico (1,105 g, 1,36 mmol),
azida de sédio (350 m g, 5,4 mmol) e metanol (10 ml) foram aquecidos sob
refluxo a 70-75 °C por 16 horas. Apos esfriamento, metanol foi removido na
temperatura ambiente sob pressio reduzida até restar cerca de 1- 2 ml. Este
residuo foi diluido com agua (25 ml) e extraido com CH,Cl; (25 ml x 4). Os
extratos organicos foram combinados, secos (mgSQ,), filtrados e os volateis
foram evaporados na temperatura ambiente (Nota: azidas sdo potencialmente
explosivas e esta etapa deve ser realizada atras de um escudo de seguranca)
para deixar um residuo viscoso amarelo palido que foi o composto desejado
em um estado puro. (Rendimento de 820 m g, 88%).
BC RMN (CDCl;): § 26,3 (CH,), 26,5 (CH,), 28,3 (CH; x 12), 28,7 (CHy),
29,6 (CH,), 29,8 (CHy), 36,8 (largo, CH), 39,3 (NCH; x 2), 46,9 (largo, NCH,
x 2), 50,0 (largo, NCH, x 2), 51,3 (CH,Nj3;), 79,0 (OC x 2), 79,8 (0C x 2),
156,0 (C=0 x 4).
'H RMN (CDCl;): & 1,16 (8H, bs, CH, x 4), 1,29 (18H, s CH; x 6), 1,33
(18H, s, CH; x 6), 1,47 (2H, bt, J = 6,5 Hz CH, adjacente CH), 1,86 (1H, bs,
CH), 2,95-3,05 (4H, bs, NCH, x 2), 3,05 -3,20 (10H, bs, NCH, x 4 e CH,;N3),
5,09 (2H, bs, NH x 2)
IR (filme fino) cm™:- 3350, 2974,2932, 2860, 2097 (Banda forte N3), 1694,
1520, 1470, 1418, 1391, 1366, 1250, 1167, 1069, 870, 777.

Etapa (h): terc-Butil-éster de acido (8-amino-2-{[terc-butéxi-carbonil-(2-terc-

carbonil-amino-etil)-amino]-metil } -octil)-(2-terc-butil-6xi-carbonil-amino-

etil)-carbamico (Quelato II).

terc-Butil-éster de acido (8-azido-2-{[terc-butoxi-carbonil-(2-
terc-carbonil-amino-etil)-amino]-metil } -octil)-(2-terc-butil-6xi-carbonil-
amino-etil)-carbamico (820 m g, 1,20 mmol), paladio 10% sobre carvio (100

mg) e metanol (10 ml) foram tratados com gas hidrogénio sob uma pressio de
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3.039 kPa na temperatura ambiente por 16 horas.

Os sélidos foram removidos por filtragdo através de Celite e o
bolo do filtro foi lavado com metanol (50 ml). Volateis foram removidos do
filtrado para deixar um 6leo viscoso que foi o material desejado em um estado
puro. (Rendimento de 700 m g, 89%).
3C RMN (CDCl3): § 26,4 (CH,), 26,6 (CH,), 28,4 (CH; x 12), 32,9 (CH, x
2), 36,8 (largo, CH). 39,2 (NCH, x 2), 41,8 (H,NCH,), 46,9 (largo, NCH, x
2), 49,8 (largo, NCH; x 2), 78,9 (OC x 2), 79,7 (OC x 2), 156,0 (C=0 x 4).

'H RMN (CDCl;): & 1,08 (8H, bs, CH: x 4), 1,23 (18H, s, CH; x 6), 1,27
(20H, bs, CH;3 x 6 e CH,), 1,77 (1H, bs, CH), 2,40 (2H, bs, NH,), 2,50 (2H, t,
J=7 Hz, CH,NH,), 2,97 (4H, bm, NCH, x 2), 3,00-3,16 (8H, bm, NCH, x 4),
5,21 (1H, bs, NH), 5,30 (1H, bs, NH).

IR (filme fino) cm™:- 3360, 1693, 1520, 1459, 1418, 1392, 1367, 1250, 1170,
1068, 964, 922, 871, 775, 733.

Espectro de Massa (Fabs) m/e:- Calculado para Cs;3;HegNsOg (M+H) 660
Verificado 660.

Exemplo 4: Sintese de Agente de formacao de imagem 1

(a) Sintese de Precursor 1

Z

H,

HN H
Hz,./vn\lﬁukgnﬁ-ukrnﬂ’ilﬂ Sty ud— 2 q? iy @n}uﬁin}m

o] (o] (o]

-\(NH \ \ o~ \QOH

NH, NH,

O peptideo foi montado em um sintetizador automatico ABI
433 A pelo uso de resina Nova Biochem Rink MBHA (0,58 mmol/g ou 0,72
mmol/g). O peptideo foi sintetizado em uma escala de 0,1 mmol ou uma
escala de 0,25 mmol. Foi usado protocolo padrao.

Reagente copulante HBTU/HOBt, Base: DIEA, Solvente:

NMP.
Fases moéveis de HPLC A) TFA 0,1%/H,O B) TFA
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0,1%/MeCN.

Colunas de HPLC: Analytical: Phenomenex, Gemini, 250 mm
X 4,6 mm, 5 um

Prep: Phenomenex, Gemini, 250 mm x 21 mm, 10 pm.

Subseqiiente a montagem automatica a resina de peptideo (130
m g, 0,05 mmol) foi intumescida por 10 min em DMF. TetraBoc-Quelato 11
NHS éster (148 m g, 0,2 mmol; Quelato II protegido com Boc descrito em
Exemplo 3) foi misturado com PyAOP (104 m g, 0,2 mmol) e N MM (40 pL,
0,4 mmol) em DMF (5 ml) por 3 min. N MM (20 ml, 0,2- mmol) foi
adicionada na resina e depois a solugdo de Quelato II/PyAOP/N MM foi
adicionada. A solugdo de resina foi deixada borbulhar overnight e um teste de
Kaiser negativo demonstrou conversio de 100% para o peptideo conjugado.
Subseqiiente a clivagem e a liofilizagdo o peptideo bruto foi analisado por
LC-MS (20-40%B em 20 min). A analise demonstrou que o MW correto
estava presente, mas também uma propor¢do grande de um peptideo de
dele¢do (provavelmente -Leu) foi observada. RT: 13,7 min.

A mistura de peptideo bruto foi purificada usando um
gradiente de 20-35% B em 40 min. Varias fra¢des foram colhidas, analisadas
e liofilizadas. Rendimento: 5,8 mg de sdlido branco fofo. Pureza por HPLC:
98%. ESI-MS: MW Tedrico: 1940,40. Obtido (M+H)*>* /2: 971,2

(b) Radiomarcacdo de Precursor 1

O agente de formagdo de imagem foi formado pela adi¢do de
20pg do precursor em 20 pL de MeOH em um frasco que havia sido

permitido aquecer para a temperatura ambiente com os seguintes reagentes:

Reagente Quantidade (mg)
SnC12.2H20 0,01 6
MDP(Hs) 0,025
NaHCO; 4,5
N32CO3 0,6
NaOAc.3H;O 0
NaPABA 0,200

1 ml de eluato de DrytecTM *"Tc¢ (0,74,6 GBq) foi
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adicionado no frasco, a solu¢do foi permitida repousar na temperatura
ambiente por 20 min e entio analisada por HPLC e ITLC.

Analise por HPLC foi realizada usando uma coluna
Phenomenex Gemini (C;g 150 mm x 4,6 mm, Sum) Solvente A = aménia

0,06% e solvente B = MeCN. UV Dual foram medidos em 225 e 254 nm.

Gradiente de HPLC
[Fluxo 1,00 ml / minuto
0 min 20%B
20 min 40%B
22 min 95%B
26 min 95%B
27 min 20%B
30 min 20%B

ITLC (tiras SG — fase méovel = solugéo salina ou 2-butanona (MEK)
Exemplo 5: Sintese de Agente de formac¢ao de imagem 3

(a) Sintese de Precursor 3

N N

N o | o

SR NI AN I 4
N’\’N‘J\)\N x—N 2 N X N\;—N’%——N\;—%—N\;——N XN
TR,

O peptideo foi montado como descrito para Agente de

formagdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

Subseqliente a montagem automatica a resina de peptideo (110
m g, 0,05 mmol) foi intumescida por 10 min em DMF. TetraBoc-Quelato 11
NHS éster (148 m g, 0,2 mmol; Quelato II protegido com Boc descrito em
Exemplo 3) foi misturado com PyAOP (104 m g, 0,2 mmol) e N MM (40 pl,
0,4 mmol) em DMF (5 ml) for 3 min. N MM (20 pL, 0,2 mmol) foi
adicionada na resina e depois solugdo de Quelato II/PYyAOP/N MM foi
adicionada. A solugdo de resina foi deixada borbulhar durante a noite e um
teste de Kaiser negativo demonstrou conversdo de 100% para o peptideo
conjugado. Subseqiiente a clivagem e a liofilizagdo o peptideo bruto foi
analisado por LC-MS (2-12%B em 20 min). A analise demonstrou que o MW

correto estava presente como um pico maior. RT: 12 min.
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A mistura de peptideo bruto foi purificada usando um
gradiente de 2-10% B em 40 min. Trés fra¢cdes foram colhidas, analisadas e
liofilizadas para dar 3 mg de peptideo puro. Analise por HPLC inicial quando
dissolvendo o peptideo em H,O pura demonstrou dois picos separados de
linha base devido as espécies diferentemente carregadas presentes. O peptideo
foi entdo dissolvido em TFA 0,1%/H,0O e foi obtido um pico com a massa
correta. Pureza por HPLC: 98%.

MW Teérico:1259,49. Obtido (M+H)**/2: 630,6.

(b) Radiomarcacio de Precursor 3

Radiomarcagio foi realizada de acordo com o método descrito
acima para Agente de formacgdo de imagem 1, mas usando 50ug de precursor,

e HPLC como segue:

Gradiente de HPLC
Fluxo 1,00 ml / minuto
Omin 5%B
10 min 40%B
15 min 40%B
17 min 10%B
20 min 5%B

Exemplo 6: Sintese de Agente de formac¢io de imagem 8

(a) Sintese de Precursor 8
N .
[N J::: °
N _
N’\/NJ\)(')*N N\)Lo—*uj;tn\ﬁ——mq‘:—u\_ﬁ—mg\u\)o—w
(o] 1 o -\;r N o] /.\ o /g.‘o
o0~o o

O peptideo foi montado como descrito para Agente de

formagdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

Subseqiiente 4 montagem automatica a resina de peptideo (133
m g, 0,05 mmol) foi intumescida em DMF por 10 min. TetraBoc-Quelato 11-
NHS éster (148 m g, 0,2 mmol), PyAOP (104 m g, 0,2 mmol) foi dissolvido
em DMF, misturado e N MM (40 pl, 0,4 mmol) foi adicionada na solugdo e
deixada repousar por 2 min. N MM (20 pL, 0,2 mmol) foi adicionada na
resina e depois solugdo de Quelato II/PyAOP/N MM foi adicionada. A
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mistura de resina foi deixada com borbulhamento de N, por 24 h, e entdo um
teste de Kaiser demonstrou que a reagdo havia alcangado a completitude.
Subseqiiente as lavagens com DMF/DCM a resina foi clivada em
TFA/TIS/H,O (10:0,25:0,25) por 2 h, entdo filtrada, triturada em dietil-éter,
evaporada em rotavapor e liofilizada. O peptideo bruto foi analisado por LC-
MS (10-30%B em 20 min). A analise demonstrou a presenga de um pico
principal. A mistura de peptideo bruto foi purificada usando HPLC
preparativa (10-30%B em 40 min). Duas fra¢gdes foram colhidas, analisadas e
liofilizadas. Rendimento: 8,7 mg de sélido branco fofo. Pureza por HPLC:
99%. ESI-MS: MW Tedrico: 1178,45. Obtido (M+H)**/2: 590,0.

(b) Radiomarcacio de Precursor 8

Radiomarcagéo foi realizada de acordo com o método descrito

em Exemplo 4 para Agente de formac¢do de imagem 1, com HPLC como

segue:

Gradiente de HPLC
0 min 10%B
20 min 30%B
21 min 95%B
26 min 95%B
27 min 10%B
30 min 10%B

Exemplo 7: Sintese de Agente de formacao de imagem 10

(a) Sintese de Precursor 10

N,O

; 4
A
O peptideo foi montado como descrito para Agente de
formagdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.
A peptidil-resina  H-Cys(Acm)-Val-Trp(Boc)-Leu-Trp(Boc)-
Glu(OtBu)-GIn(Trt)-Cys(Acm)-R foi tratada com uma solugdo de 2,5% agua
e 2,5% TIS em TFA (10 ml) por 2 horas. A resina foi removida por filtragédo e
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o filtrado evaporado em véacuo. Dietil-éter foi adicionado no residuo. O
precipitado resultante foi lavado com dietil-éter e seco com ar dando 84 mg
de H-Cys(Acm)-Val-Trp-Leu-Trp-Glu-Gln-Cys(Acm)-NH, bruto.

H-Cys(Acm)-Val-Trp-Leu-Trp-Glu-GIn-Cys(Acm)-NH, bruto
(8,4 mg) foi dissolvido em AcOH aquoso 75% (80 ml) sob uma atmosfera de
argonio. HC1 1 M (8 ml), anisol (0,4 ml) e I, 0,025 M em AcOH (26,6 ml)
foram adicionados naquela ordem. Apds meia hora, acido ascérbico 1 M foi
adicionado com o objetivo de interromper a reagdo. A maior parte do solvente
foi evaporada em vacuo. O residuo foi diluido com agua/TFA 0,1% e o
produto foi purificado duas vezes por HPLC preparativa dando 17 mg de Cys
1-8; H-Cys-Val-Trp-Leu-Trp-Glu-GInCys-NH, puro.

Cys 1-8; H-Cys-Val-Trp-Leu-Trp-Glu-GIn-Cys-NH, (17 mg),
tetra-Boc-Quelato II NHS éster (17 mg), 1-hidréxi-7-aza-benzotriazol (HOAL)
(3 mg) e N-metil-morfolina (17 pl) foram dissolvidos em DMF (1 ml) e a
mistura reacional foi agitada na temperatura ambiente durante a noite. A
mistura foi entdo diluida com ACN 60%/agua/TFA 0,1% (7 ml) e o produto
foi purificado por HPLC preparativa dando 16 mg de Cys 1-8; tetra-Boc-
Quelato I 1-Cys-Val-Trp-Leu-Trp-Glu-GIn-Cys-NH, puro.

Cys 1-8; tetra-Boc-Quelato II-Cys-Val-Trp-Leu-Trp-Glu-GIn-
Cys-NH, foi tratado com uma solugdo de 2,5% de agua e 2,5% de TIS em
TFA (10 ml) por 2 horas. TFA foi evaporado em vacuo e o residuo foi
dissolvido em DMF (0,5 ml) e diluido com ACN 20%/4agua/TFA 0,1% (5 ml)
e o produto foi purificado por HPLC preparativa (gradiente: 20-40% B
durante 40 minutos onde A = H,O/TFA 0,1% e B = ACN/TFA 0,1%, vazio:
10 ml/minuto, coluna: Phenomenex Luna™ 5Spm Cjg (2) 250 mm x 21,20
mm, detec¢do: UV 214 nm, tempo de retengdo do produto: 24,7 minutos)
dando 8,7 mg Cys 1-8 puro; Quelato I1I-Cys-Val-Trp-Leu-Trp-Glu-Gln-Cys-
NH,). O produto foi caracterizado usando Espectrometria de massa (MH+

calculado: 1263,6, MH+ verificado: 1263,8).
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(b) Radiomarcacdo de precursor 10

Radiomarcagdo foi realizada de acordo com o método descrito
em Exemplo 4 para Agente de formag¢édo de imagem 1, mas usando 50 g de
precursor.

Exemplo 8: Sintese de Agente de formacao de imagem 29

(a) Sintese de Precursor 29
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O peptideo foi montado como descrito para Agente de
formagdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

Subseqiiente 2 montagem automatica a resina de peptideo (65
m g, 0,025 mmol) foi intumescida em DMF por 10 min. A resina foi depois
acetilada usando; Ac,0 (450 pL)/DIEA (250 puL)/HOBt em DMP (10 ml) por
2 h. Um teste de Kaiser negativo demonstrou acetilagdo completa. Devido ao
contaminante esterificagdo do (31)Y-OH, a resina foi tratada com piperidina
20% em DMF por 2x20 min. A resina foi entdo intensamente lavada com
DMF/DCM e seca na RT. A resina foi clivada em TFA/TIS/H,O
(10:0,25:0,25) por 2 h, entdo filtrada, triturada em dietil-éter, evaporada em
rotavapor e liofilizada. O peptideo bruto foi analisado por LC-MS (20—40%B
em 20 min). A andlise demonstrou a presenca de dois picos principais. A
mistura de peptideo bruto foi purificada por HPLC preparativa (20-35% B em
40 min). Duas fra¢gdes foram colhidas, analisadas e liofilizadas. Rendimento:
0,5 mg de sélido branco. Pureza por HPLC: 99%. ESI-MS: MW Teérico:
1146,1. Obtido (M+H)**/2: 573,6.
(b) Radiomarcagéo de Precursor 29

10 pL. de Na'*I (1 mm, 10® mol) em NaOH 0,05 M foram

inicialmente adicionados em 200 pLL de tamp3o acetato de amoénio 0,2 M em

pH 4. A solugdo foi entdo adicionada em ~25 pl de solugdo de Na'?I em
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NaOH 0,05 M (450 MBq) (GE Healthcare Cygne) no frasco de Na'®I. O
conteido foi transferido para um frasco silanizado e 10 pL de 4acido
peracético (5 mm, 5 x 10® mol) foram adicionados. O precursor (100 pg em
70 uL de MeOH, 8,1 x 10"® mol) foi entfio adicionado e o contetido do frasco
foi misturado por pipeta. Apds aproximadamente 5 min, a mistura reacional
foi analisada por HPLC.

Andlise por HPLC foi realizada usando uma coluna
Phenomenex Luna™ (Cig 150 mm x 4,6 mm, 5 um). Solvente A = TFA

0,1%/H,0 e solvente B = TFA 0,1%/H>0O. UV dual foi medido em 225 e 254

nm.
Gradiente de HPLC
Fluxo 1 ml / minuto
0 min 10%B
20 min 50%B
22,5 min 100%B
27 min 100%B
27,5 min 20%B
31 min 20%B

ITLC (tiras SG — fase movel = solugéo salina
Exemplo 9: Sintese de Agente de formacio de imagem 35

(a) Sintese de Precursor 35
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O peptideo foi montado como descrito para Agente de
formagdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

Subseqiiente a montagem automatica a resina de peptideo (150
mg) foi clivada em TFA/TIS/H,O (10:0,25:0,25) por 2 h, entdo filtrada,
triturada em dietil-éter, evaporada em rotavapor e liofilizada. O peptideo
bruto foi analisado por LC-MS (10-30%B em 20 min). A analise demonstrou

a presenga de dois picos principais. A mistura de peptideo bruto fot purificada
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usando um gradiente de 10-30%B em 40 min. Duas fra¢des foram colhidas,
analisadas e liofilizadas. Rendimento: 1,5 mg de sélido branco fofo. Pureza

por HPLC: 99%. ESI-MS: MW Teoérico: 1104,06. Obtido (M+H)**/2: 552,8.

(b) Radiomarcacido de precursor 35

Radiomarcagédo foi realizada de acordo com o método descrito
em Exemplo 8 para Agente de formagdo de imagem 29.
Exemplo 10: Sintese de agente de formacg¢io de imagem 36

(a) Sintese de Precursor 36

O peptideo foi montado como descrito para Agente de
formacgdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

Subseqiiente 2 montagem automatica a resina de peptideo (130
m g, 0,05 mmol) foi intumescida em DMF por 10 min. A resina foi depois
acetilada usando Ac,0 (450 pL)/DIEA (250 uL)/HOBt em DMF (10 ml) por
2 h. Um teste de Kaiser negativo demonstrou acetilagdo completa. Devido ao
contaminante esterificagdo de (31)Y-OH, a resina foi tratada com piperidina
20% em DMF por 2x20 min. A resina foi entdo intensamente lavada com
DMF/DCM e seca na RT. A resina foi clivada em TFA/TIS/H,O
(10:0,25:0,25) por 2 h, entdo filtrada, triturada em dietil-éter, evaporada em
rotavapor e liofilizada. O peptideo bruto foi analisado por LC-MS (20-40%B
em 20 min). A analise demonstrou a presenca de dois picos principais. O
peptideo bruto (17 mg) foi oxidado na seguinte solu¢do H,O (24 ml) MeCN
(16 ml) e DMSO (160 pL). pH foi ajustado para aproximadamente 9 por NH;
25%. A solugio foi deixada agitando na RT durante a noite. Andlise por LC-
MS demonstrou que a oxidagdo havia alcangado a completitude e o pH foi

ajustado para 4 por AcOH. O peptideo foi liofilizado e depois purificado por
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HPLC preparativa (20-35% B em 40 min).

Duas fragdes foram colhidas e analisadas. Rendimento: 2,5 mg
de solido branco fofo. Pureza por HPLC: 99%. ESI-MS: MW Teoérico:
1350,37. Obtido (M+H)*" /2: 675,6

(b) Radiomarcacio de precursor 36

Radiomarcagédo foi realizada de acordo com o método descrito
em Exemplo 8 para Agente de formagdo de imagem 29, mas com HPLC
como segue:

Fluxo 1 / minuto
0 min 20%B
20 min 35%B
22,5 min 100%B
27 min 100%B
27,5 min 20%B
31 min 20%B

Exemplo 11: Sintese de Agente de formacao de imagem 37

(a) Sintese de Precursor 37
i
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O peptideo foi montado como descrito para Agente de
formagdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

Subseqiiente a montagem automatica a resina de peptideo (65
m g, 0,025 mmol) foi intumescida em DMF por 10 min. Fmoc-PEG4-COOH
(100 m g, 0,2 mmol) foi dissolvido em DMF e adicionado em uma solugéo de
PyAOP (100 m g, 0,2 mmol)/DMF. N MM (40 uL, 0,4 mmol) foi adicionada
e a solugdo foi deixada em repouso por 2 min. N MM (20 pL, 0,2 mmol) foi
adicionada na resina e depois solugdo de copulagdo foi adicionada. A mistura
de resina foi deixada borbulhando durante a noite. Um teste de Kaiser
demonstrou que a reagfo ndo estava completa e o procedimento de copulagédo

foi repetido duas vezes para dar um teste de Kaiser negativo. Desprotegdo de
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Fmoc foi realizada usando piperidina 20% em DMF (2x7 ml) por 1x10 e 1x5
min. Fmoc-(31)Y-COOH (0,5 mmol) foi copulado usando PyAOP (211 m g,
0,4 mmol)/N MM (80 pL, 0,8 mmol) em DMF por 3 h. Um teste de Kaiser
demonstrou que a reagdo havia alcangado a completitude.

Subseqiiente a lavagem com DMF, a resina foi acetilada
usando; Ac,O (450 pL)/DIEA (250 pl)yHOBt em DMP (10 ml) por 2 h. Um
teste de Kaiser negativo demonstrou acetilagio completa. Devido ao
contaminante esterificacdo de (31)Y-OH, a resina foi tratada com piperidina
20% em DMF por 2x20 min. A resina foi entdo intensamente lavada com
DMF/DCM e seca na RT. A resina foi clivada em TFA/TIS/H,O
(10:0,25:0,25) por 2 h, entdo filtrada, triturada em dietil-éter, evaporada em
rotavapor e liofilizada. O peptideo bruto foi analisado por LC-MS (2,0-40%B
em 2,0 min) e demonstrou um unico pico principal em pureza de
aproximadamente 90%. Visto que o peptideo era apenas para ser usado como
um padrio frio o peptideo bruto ndo foi adicionalmente purificado. ESI-MS:
MW Teérico: 1681,6 Obtido (M+H)**/2: 840,3.

(b) Radiomarcacido de Precursor 37

Radiomarcacédo foi realizada de acordo com o método descrito
em Exemplo 8 para Agente de formagdo de imagem 29, mas com Gradiente

de HPLC como segue:

0 min 5%B
20 min 25%B
22,5 min 100%B
27 min 100%B
27,5 min 25%B
31 min 5%B

Exemplo 12: Sintese de Agente de formacio de imagem 38

(a) Sintese de Precursor 38
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O peptideo foi montado como descrito para Agente de
formagdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

Subseqiiente a montagem automatica a resina de peptideo (80
m g, 0,03 mmol) foi intumescida por 10 min em DMF. Acido bromo-acético
(250 m g,) e DCC (200 m g, ) misturado e DCM (10 ml) foi adicionado. A
lama foi deixada agitando por 1 h na RT e depois foi filtrada. A solugédo de
DCM foi evaporada em rotavapor € DMF (10 ml) foi adicionada no residuo.
Depois DIEA (50 pl, 0,5 mmol) foi adicionada e a solugdo de DMF/DIEA foi
adicionada na resina. A mistura de resina foi deixada borbulhando for 90 min
e um teste de Kaiser negativo demonstrou que a reagdo havia alcancado a
completitude. Apds lavagem com DMF His(trc)OtBu (100 m g, 0,3 mmol) em
DMEF e DIEA (50uL, 0,5 mmol) foi adicionado na resina. A mistura de resina
foi deixada borbulhando durante a noite. A resina foi lavada intensamente
com DMF/DCM e deixada na RT durante a noite. A resina foi clivada em
TFA/TIS/H,O (10:0,25:0,25) por 2 h, entdo filtrada, triturada em dietil-éter,
evaporada em rotavapor e liofilizada. O peptideo bruto foi analisado por LC-
MS (20-40%B em 20 min). A analise demonstrou a presenga de dois picos
principais. A mistura de peptideo bruto foi purificada por HPLC preparativa
(20-35% B em 40 min). Uma fracdo foi colhida, analisada e liofilizada.
Rendimento: 2 mg de sélido branco. Pureza por HPLC: 98%. ESI-MS: MW
Teérico: 1917,3. Obtido (M+H)**/2: 958,8.

(b) Radiomarcacido de Precursor 38

1 ml de *™TcO, eluido de um gerador foi adicionado em um
kit de Tc-carbonila (IsolinkTM, Mallinckrodt, Petten, Paises-Baixos), 5 ml de
espago confinante foram removidos e o frasco foi aquecido a 100°C por 20
min. O frasco foi esfriado para temperatura ambiente, 1 ml de PBS 0,1M (pH
7,4) foi adicionado, o pH da solug@o foi medido e entdo ela foi analisada por
TLC (Gel de Silica da Merck — fase moével = 99% de MeOH/1% de HCI).

200 pL de solugdo de *™Tc(CO);(H,0); foram adicionados
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em um frasco novo silanizado, juntos com 50uL/50pg de precursor em
MeOH e 200 pL de tampéo acido 2-(N-morfolino)-etano-sulfonico 1M de pH
6,5. A solugdo foi aquecida a 60°C por 60 min e entdo foi analisada por
HPLC e ITLC (tiras SG - fase movel = solugio salina).

5 Analises por HPLC inicial foram realizadas usando uma
coluna Phenomenex Gemini (C;8 150 mm x 4,6 mm, S5um), solvente A =
TFA 0,1%/H;0, solvente B =TFA 0,1%/MeCN. UV medido a 254 nm.
Gradiente de HPLC:

Fluxo 1 ml / minuto

N min 0% :
. . Wmig___ A0 ,
fA— =L i
P ‘i - e C—
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Subseqiiente a8 montagem automaética a resina de peptideo (13
m g, 0,01 mmol) foi transferida para um frasco de microondas e Boc-HYNIC-
NHS éster (5 m g, 0,015 mmol)/HOBt (2 m g, 0,015 mmol)/DIEA (8 pL,
0,0,6 mmol) em DMF (3 ml) foi adicionado. A mistura de resina foi deixada
em repouso por 15 min na RT e depois foi deixada dentro de forno de
microondas por 2 h a 60°C. A resina foi clivada em TFA/TIS/H,O
(10:0,25:0,25) por 2 h, entdo filtrada, triturada em dietil-éter, evaporada em
rotavapor e liofilizada. O peptideo bruto foi analisado por LC-MS (20-40%B
em 20 min). A analise demonstrou a presenca de dois picos principais. A
mistura de peptideo bruto foi purificada por HPLC preparativa (20-35% B em
40 min). Uma fragdo foi colhida, analisada e liofilizada. Rendimento: 1 mg de
sélido branco. Pureza por HPLC: 98%. ESI-MS: MW Teoérico: 1857,2.
Obtido (M+H)**/2: 929,5.

(b) Radiomarcacio de Precursor 39

50ul/50pg de precursor (em MeOH) foram adicionados em
um frasco silanizado. 0,3 ml de tricina (30 mg em tampdo acetato de aménio
0,1% pH 5) foi entdo adicionado no frasco seguido por 1 ml de tampdo
acetato de aménio 0,1% (pH 5). 0,5 ml de *™TcO, (atividade 0,7-4,4 GBq)
foi entdo adicionado no frasco seguido por 0,1 ml de solug¢do salina de SnCl,
purgada com N, (0,44 mm dm™). Esta foi deixada reagir na temperatura
ambiente por 30 min.

Analise por HPLC foi realizada usando uma coluna
Phenomenex Gemini (C'® 150 mm x 4,6 mm, 5pum) Solvente A = tampio
fosfato 10 mm de pH 6 e solvente B = MeCN. UV foi medido a 254 nm.
Gradiente de HPLC:

Fluxo 1 ml / minuto

0 min 20%B
20 min 40%B
21 min 95%B
26 min 95%B
27 min 20%B

32 min 20%B
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ITLC tiras SG - fase mével = solugdo salina
Exemplo 14: Sintese de Agente de formacio de imagem 40

(a) Sintese de Precursor 40

Y \f\ﬂ\@n

O peptideo foi montado como descrito para Agente de
formagdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

Subseqiiente a montagem automitica a resina de peptideo
(protegdo de ivDde em Lisina) (182 m g, 0,1 mmol) foi clivada em
TFA/TIS/H,O (10:0,25:0,25) por 2 h, entdo filtrada, triturada em dietil-éter,
evaporada em rotavapor e liofilizada. Quelato I-acido glutarico (23 mg),
PyAOP (25 mg), N MM (6 uL) foi dissolvido em DMF (3 ml) e adicionado
no residuo de peptideo. A solugio foi deixada agitando na RT durante a noite.
O peptideo bruto foi analisado por LC-MS (25-70%B em 20 min). A analise
demonstrou a presenga de dois picos principais. A mistura de peptideo bruto
(Lisina protegida) foi purificada por HPLC preparativa (30-60% B em 40
min). Trés fragées foram colhidas, analisadas e liofilizadas. Rendimento: 4,3
mg de solido branco. Pureza por HPLC: 98%. Os grupos protetores ivDde
foram removidos por dissolugdo do peptideo (4 mg) em DMF (8 ml) e adigdo
de hidrato de hidrazina (160 pL). A desproteg¢do foi monitorada por HPLC, e
ap6s 20 min a reagdo alcangou a completitude. A amostra foi diluida com
MeCN 10% /H,O e o pH foi ajustado para 4. Depois o peptideo foi purificado
por HPLC (20-40% B em 40 min) e liofilizado para rendimento de 2,5 mg de
so6lido branco fofo. Pureza por HPLC: 98%. ESI-MS: MW Tedrico: 2161,7.
Obtido (M+H)**/2: 1082,2.

(b) Radiomarcacio de Precursor 40

Radiomarcagdo foi realizada como descrito em Exemplo 4

para Agente de formagdo de imagem 1, por 20 minutos na temperatura
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ambiente, com o seguinte gradiente de HPLC:

Fluxo 1,00 ml / minuto

0 min 25%B
20 min 60%B
21 min 95%B
27 min 25%B
32 min 25%B

Exemplo 15: Sintese de Agente de formacio de imagem 41

(a) Sintese de Precursor 41
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O peptideo foi montado como descrito para Agente de
formagdo de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

Subseqiiente a montagem automatica a resina de peptideo (70
m g, 0,03 mmol) foi intumescida por 10 min em DMF. TetraBoc-Quelato II
NHS éster (70 m g, 0,1 mmol; Quelato II protegido com Boc descrito em
Exemplo 3) foi misturado com PyAOP (50 m g, 0,1 mmol) e N MM (30 pL,
0,3 mmol) em DMF (5 ml) por 3 min. N MM (20 uL, 0,2 mmol) foi
adicionada na resina e depois solugdo de Quelato II/PyAOP/N MM foi
adicionada. A solugdo de resina foi deixada borbulhar durante a noite e um
teste de Kaiser negativo demonstrou conversdo de 100% para o peptideo
conjugado. O peptideo foi clivado em TFA/TIS/H,O (10:0,25:0,25) por 2 h,
entdo filtrado, triturado em dietil-éter, evaporado em rotavapor e liofilizado.
LC-MS (20-40% B em 20 min) demonstrou um unico pico principal e o
peptideo bruto foi purificado por HPLC preparativa (20-30% B em 40 min).
Uma fragdo foi colhida e deu 1 mg de sdlido branco ap6s liofilizagédo. Pureza
por HPLC: 98%. ESI-MS: MW Tedrico: 2948,6. Obtido (M+H)**/3: 983 4.

(b) Radiomarcacio de precursor 41

Radiomarca¢do foi realizada como descrito em Exemplo 4

para Agente de formagdo de imagem 1, com 50pg de precursor, por 20
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tratado com hidrazina mono-hidratada 2% /NMP (1 ml) por 30 minutos. ACN
10%/agua/TFA 0,1% (4 ml) foi adicionado na mistura reacional e o produto
foi purificado por HPLC preparativa (gradiente: 10-40% B durante 40
minutos onde A = H,O/TFA 0,1% e¢ B = ACN/TFA 0,1%, vazio: 10
ml/minuto, coluna: Phenomenex Luna™ 5um C;g (2) 250 mm x 21,20 mm,
detecgdo: UV 214 nm, tempo de retengdo do produto: 35,0 min) dando 2,3 mg
de produto puro. O produto bruto foi analisado por HPLC analitica
(gradiente:10-40% B durante 5 minutos onde A = H,O/TFA 0,1% e B =
ACN/TFA 0,1%, vazido: 0,3 ml/minuto, coluna: Phenomenex Luna™ 3 pm
Cig (2) 20 mm x 2 mm, detecgdo: UV 214 nm, tempo de retengédo do produto:
4,02 min). Caracterizagdo adicional de produto foi realizada usando
espectrometria de massa (MHZ2+ calculado: 1226,3, MH,*" verificado:
1226,3).

(b) Radiomarcacio de precursor 42

Radiomarcagio foi realizada como descrito em Exemplo 4
para Agente de formagdo de imagem 1, por 20 minutos na temperatura
ambiente, com o seguinte gradiente de HPLC:

Fluxo 1,00 ml / minuto

0 min 25%B
20 min 60%B
21 min 95%B
27 min 25%B
32 min 25%B

Exemplo 17: Sintese de Agente de formacao de imagem 43

(a) Sintese de Precursor 43

%Mﬁ‘“%“d—u “{; "\r"\j-u‘(:“\)-ng }u’%—“&nﬁj"v{u’\” e D

MW = 2466.0
EM =2464.5
MF = C116H197N27031

O peptideo foi montado como descrito para Agente de
formag¢do de imagem 1 em Exemplo 4 acima.

A peptidil-resina (0,05 mmol) foi tratada com uma solugéo de
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2,5% de agua e 2,5% de TIS em TFA (5 ml) por 2 horas. A resina foi
removida por filtragdo e o filtrado foi evaporado em vacuo. Dietil-éter foi
adicionado no residuo. O precipitado resultante foi lavado com éter e seco
com ar dando 77 mg de H-Ala-Asn-Ala-Ala-Leu-Lys(ivDde)-AlaGly-Glu-
Leu-Tyr-N-Me-Lys(ivDdel.-Abu-Ile-Leu-Tyr-PEG(4)-diglicoloil-NH, bruto.

H-Ala-Asn-Ala-Ala-Leu-Lys(ivDde)-Ala-Gly-Glu-Leu-Tyr-
N-Me-Lys(ivDde)-Abu-lle-LeuTyr-PEG(4)-diglicoloil-NH, (24 mg), Quelato
I Glut éster ativo (62 mg), 1-hidroxi-7aza-benzotriazol (HOAt) (7 mg) e sim.-
colidina (66 pL) foram dissolvidos em NMP (1 ml) e a mistura reacional foi
agitada a 37 °C durante a noite. A mistura reacional foi diluida com NMP (0,5
ml), agua/TFA 0,1% (1 ml) e ACN/TFA 0,1% (1 ml) e o produto foi
purificado usando HPLC preparativa dando 6,5 mg de Quelato I-Glut-Ala-
Asn-Ala-Ala- Leu-Lys(ivDde)-Ala-Gly-Glu-Leu-Tyr-N-Me-Lys(ivDde)-
Abu-Ile-Leu-Tyr-PEG(4)diglicoloil-NH, puro.

Quelato I-Ala-Asn-Ala-Ala-Leu-Lys(ivDde)-Ala-Gly-Glu-
Leu-Tyr-N-Me-Lys(ivDde)-Abu-Ile-Leu-Tyr-PEG(4)-diglicoloil-NH, (6,5
mg) foi tratado com mono-hidrato de hidrazina 2% /NMP (1 ml) por 35
minutos. ACN10% /agua/TFA 0,1% (8 ml) foi adicionado na mistura
reacional e o produto foi purificado por HPLC preparativa (gradiente: 10-40%
B durante 40 minutos onde A = H,O/TFA 0,1% ¢ B = ACN/TFA 0,1%,
vazdo: 10 ml/minuto, coluna: Phenomenex Luna™ 5 um C5 (2) 250 mm x
21,20 mm, detecgdo: UV 214 nm, tempo de retengdo do produto: 31,0 min)
dando 5,3 mg de produto puro. O produto bruto foi analisado por HPLC
analitica (gradiente: 10-40% B durante 5 minutos onde A = H,O/TFA 0,1% e
B = ACN/TFA 0,1%, vazido: 0,3 ml/minuto, coluna: Phenomenex Luna™ 3
um Cig (2) 20 mm x 2 mm, detecgdo: UV 214 nm, tempo de retengdo do
produto: 3,52 min). Caracterizagdo adicional de produto foi realizada usando
espectrometria de massa (N[Hz2+ calculado: 1233,3, MH,*" verificado: 1233,3).

(b) Radiomarcacio de Precursor 43
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Radiomarcagdo foi realizada como descrito em Exemplo 4
para Agente de formacdo de imagem 1, por 20 minutos na temperatura
ambiente, com o seguinte gradiente de HPLC:

Fluxo 1,00 ml / minuto

0 min 20%B
20 min 55%B
21 min 95%B
27 min 20%B
32 min 20%B

Exemplo 18:Ligacao in vitro de Agente de formac¢io de imagem 1 em
colageno de tipo I

Uma placa Maxisorp foi incubada durante a noite a 4°C com
50pL ou 10 pL 0,1 mg/ ml de colageno de tipo I. Todas as solugdes foram
removidas das cavidades usando uma pipeta. As cavidades foram lavadas
duas vezes com 200 pL de PBS, e entdo incubadas com 150ul. de PBS
contendo 0,1% de BSA por 30 minutos na temperatura ambiente. Cavidades
foram lavadas cinco vezes com 200 pL. de PBS, e entdo 90 uL de PBS foram
adicionados em cada cavidade. 10 pL. de Agente de formagdo de imagem I
puro (e duas vezes serialmente diluido em PBS) foram adicionados nas
cavidades em quadruplicata. A placa foi vedada e incubada por 1 hora a 37°C.

As cavidades foram lavadas sete vezes com PBS gelado (200
uL); e entdo as cavidades foram transferidas para um frasco de vidro e

#mT¢ usando um contador Wallac para

contadas (medidas) para atividade de
uma contagem de 60 s para cada amostra.

Figura 1 abaixo ilustra a ligagdo de Agente de formacgdo de
imagem 1 em cavidades revestidas com colageno de tipo I de um
experimento. A curva (trago preto) foi ajustada usando uma hipérbole de
ligagdo de um sitio de regressdo nédo-linear modelada com GraphPad PRISM
e derivada B,,,=1068 atomoles e K;=194,2 nM usando os dados ajustados (S
= 0,9992).

Ligacio de Agente de formac¢ido de imagem I em placa revestida com
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colageno de tipo I

Ligaciio do agente de
formacio de imagem 1
(atomoles)

g"vv-""' Ty v ey

0 50 100 150 . 200
Concentragio do agente
de formacio de imagem 1 (Nm)

Exemplo 19: Biodistribuicao in vivo de Agente de formacao de imagem 1

18 Ratos machos Sprague Dawley (180-200 g) foram
operados. Cada abdémen de animal foi raspado e esfregado com solugdo de
betadina seguido por 5 mg/kg de carprofeno s.c. e 5 mg/kg de bupronorfina
s.c. Sob anestesia de isoflurano uma laparotomia na linha média foi realizada
e o duto biliar comum foi localizado. O duto biliar foi duplamente ligado (n =
9). A primeira ligacdo feita entre a jungdo dos dutos hepaticos e a segunda
acima da entrada dos dutos pancreaticos. Antes do fechamento ~2-3 ml de
solugdo salina foram administrados no peritdnio. Fascia e pele foram fechadas
e animais foram administrados com 2 mg/kg de metaclopromida s.c, 5 mg/kg
de Baytril s.c., ~2 ml de solug@o salina s.c. Carprofeno foi dado (5 mg/kg)
conforme requerido durante os dois dias seguintes. Animais de controle
sofreram cirurgia simulada onde o duto biliar foi manipulado € uma sutura foi
passada sob o duto biliar (n = 9). Animais foram rigorosamente monitorados
por 15 dias. No dia 16 ap6s a cirurgia sob anestesia de isoflurano os animais
foram injetados com 0,1 ml de Agente de formacédo de imagem 1 i.v. via veia
da cauda (~1MBq). Orgdos foram dissecados a 5, 60 & 120 min apés injegdo
(animais BDL). Orgdos foram dissecados a 5, 60 & 120 min (Animais
simulados).

A tabela abaixo mostra a dose injetada percentual em varios

instantes de tempo estudados.
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2 minutos S minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos
BDL |[Simulado| BDL |Simulado{ BDL |Simulado| BDL [Simulado| BDL | Simulado

IOsso 3,9 2,9 3,0 3,0 0,8 0,3 0,3 0,1 0,3 0,1
Musculo 18,5 16,1 19,0 16,6 3,9 1,6 1,6 0,5 1,1 0,2
Sangue 21,4 14,5 15,5 11,3 3,2 1,1 1,2 0,4 0,7 0,1
Rins 13,0 14,4 21,8 13,1 14,1 12,2 11,5 10,1 11,1 11,2
B & U 0,1 0,1 1,2 0,1 21,9 14,2 25,9 15,7 55,5 17,7
[Pulméo 2,3 1,3 1,4 1,3 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,1
Figado 15,9 18,5 11,6 18,2 27,7 4,3 19,8 2,8 5,7 2,3
Bago 0,6 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1
[Estdmago 0,9 0,6 0,7 1,9 0,6 0,9 0,5 0,3 0,4 0,2
SI&LI 6,9 7,3 4,5 10,9 19,0 60,2 35,6 67,2 22,7 67,1
Coragio 0,5 0,3 0,3 0,3 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tiroide 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pele 13,0 13,3 16,4 15,2 6,9 3,8 2,6 1,3 2,0 0,6
iCarcaca 2,8 10,4 4,2 7,8 1,4 1,0 0,5 1,2 0,2 0,2
Sitio ‘del 9,1 5,5 2,6 2,0 1,8 3,0 0,5 2,2 0,4 0,3
Injecdo

Exemplo 20: Modelo de ligacio de duto biliar de fibrose hepatica

Este modelo de ligagdo de duto biliar foi adaptado daqueles
previamente descritos na literatura (e.g. Biecker et al. 2005 J. Pharm. Exp.
Ther. 313(3) 952-961; Martinez-Prieto et al. 2000 Clinical Science 98(5) 611-
617; Ubeda et al. 1994 Hepatology 19(6) 1431-1436).

1. Um abdoémen de rato macho Sprague Dawley (180-200g)
foi raspado e esfregado com solugdo de betadina seguida por 5 mg/kg de
carprofeno s.c e 5 mg/kg de bupronorfina subcutaneamente (sc.).

2. Sob anestesia de isoflurano uma laparotomia de linha média
foi realizada e o duto biliar comum foi localizado.

3. Duto biliar foi duplamente ligado. A primeira ligagdo foi
feita entre a juncdo dos dutos hepaticos e a segunda cima da entrada dos dutos
pancreaticos.

4. Antes do fechamento ~2-3 ml de solugdo salina foram
administrados no peritonio.

5. Fascia, e pele foram fechadas e os animais foram
administrados com 2 mg/kg de metaclopromida s.c, 5 mg/kg de Baytril s.c., e
~2 ml de solucgdo salina s.c.

6. Carprofeno foi dado (5 mg/kg) conforme requerido durante

os dois dias seguintes.
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7. Animais de controle sofreram cirurgia simulada onde o duto
biliar foi manipulado e uma sutura passada sob o duto biliar.

8. Animais foram rigorosamente monitorados no periodo
requerido.

9. No dia de biodistribui¢do sob anestesia de isoflurano os
animais foram injetados intravenosamente (i.v.) via veia da cauda com 0,3 ml
de composto radiomarcado (~2MBq)

10. Orggdos foram dissecados a 5, 60 & 120 min ap6s injegdo
(animais BDL).

11. Orgdos foram dissecados a 5, 60 & 120 min (Animais
simulados)
12. Radioatividade por grama de tecido em cada o6rgdo foi

determinada usando um contador Wallac.
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REIVINDICACOES

1. Agente de formag¢do de imagem compreendendo um

peptideo ligante de colageno (CBP) e um grupo de formagdo de imagem,

caracterizado pelo fato de que o citado CBP € selecionado dos seguintes

peptideos:

(1) RRANAALKAGELYKXaalLY

(i) GELYKXaalLY

(i11)) DARKSEVQK

(iv) KELNVLYT

ou citado CBP € uma versio estabilizada, truncada e/ou ciclica
de qualquer um destes peptideos, ou € um homo- ou heterodimero de dois
destes peptideos ou versdes truncadas dos mesmos;

nos quais Xaa pode ser qualquer um de cisteina, acido 2-
amino-butirico, metionina ou alanina;

e no qual o citado grupo de formagdo de imagem quer é uma
parte integral de CBP quer esta conjugado no CBP via um grupo quimico
adequado.

2. Agente de formag¢do de imagem de acordo com a

reivindicagdo 1 caracterizado pelo fato de que o citado CBP é selecionado de:

(a) peptideo (i) modificado em um ou mais dos seguintes
modos:

» truncado para remover as 2 argininas N-terminais

e Xaa = acido 2-amino-butirico ou cisteina

* residuos de alanina metiladas

» residuos de lisina metilada

» substitui¢do de tirosina € com lisina

» adigdo de polietileno glicol e/ou diglicolila na terminagéo-C;

(b) peptideo (1) modificado como em (a), e convertido em sua

seqiiéncia retroinversa;



2
(c) peptideo (ii) no qual Xaa = cisteina;
(d) peptideo (iii) ndo-modificado ou ciclizado por meio de 2
| residuos de cisteina, cada um adicionado nas terminag¢des-N e -C;
(e) peptideo (iv) ndo-modificado, ou modificado por qualquer
5 uma das ou ambas as seguintes maneiras:
» valina$5 e leucina6 revertidas
* ciclizado por meio de 2 residuos de cisteina, cada um
adicionado nas terminag¢des-N e —C.
3. Agente de formagdo de imagem de acordo com a
10  reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que citado CBP € selecionado de:
a) ANAALKAGELYKCILY-NH,;
b) ANAALKAGELYK-[Abu]-ILY,-NH,;
c) Ac-ANAALKAGELFK-[Abu]-ILY-NH,;
d) Ac-ANAALKAGELYK-TAbul-ILF-NH,:

e ij.virﬁu, =R =
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r) Ac-CKELNLVYTC-NH, ciclizado por ligagdo em ponte de
dois residuos de cisteina terminais adicionados;
nas quais "Ac" € um grupo acetila, "Abu" ¢ &cido 2-amino-butirico,
"NMeLys" € lisina N-metilada, "NMeAla" ¢ alanina N-metilada, e "PEG(X)"
¢ uma cadeia de polietileno glicol de X unidades.

4. Agente de formagdo de imagem, caracterizado pelo fato de

que o citado grupo de formagdo de imagem € selecionado de:

(1) um ion de metal radioativo;

(i1) um ion de metal paramagnético;

(iii) um halogénio radioativo emissor de raios gama;

(iv) um nfo-metal radioativo emissor de pOsitron;

(v) um nacleo RMN-ativo hiperpolarizado; e

(vi) um repdrter adequado para formagdo de imagem odtica in
vivo.

5. Precursor para a preparagdo de agente de formacio de

imagem como definido nas reivindicagdes 1-4, caracterizado pelo fato de

compreender o CBP como definido nas reivindicagdes 1-4 e um grupo
quimico capaz de reagir com uma fonte de um grupo de formagio de imagem,
no qual o citado grupo quimico compreende:

(1) um quelante capaz de complexar um grupo metélico de
formagdo de imagem:;

(i1) um derivado organometalico tal como trialquil-estanano
ou um trialquil-silano;

(iii)um derivado contendo um haleto de alquila, tosilato de
alquila ou mesilato de alquila para substitui¢do nucleofilica; ou,

(iv) um derivado que alquila compostos contendo tiol para dar
um produto contendo tio-éter,
e no qual o citado grupo quimico é quer uma parte integral de citado CBP ou

esta conjugado no citado CBP.
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6. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender o agente de formagdo de imagem como definido em qualquer
uma das reivindica¢gdes 1-4 junto com um veiculo biocompativel, em uma
forma adequada para administra¢gdo a humano.

7. Kit para a prepara¢do da composi¢do farmacéutica como

definida na reivindicagdo 6, caracterizado pelo fato de compreender o

precursor como definido na reivindicagéo 5.
8. Agente de formacdo de imagem de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 1-4, caracterizado pelo fato de ser para uso em um

método diagndstico ou de formagdo de imagem in vivo.

9. Método para diagnose ou formagdo de imagem in vivo em

um individuo de uma condi¢do na qual coldgeno é formado, caracterizado
pelo fato de compreender a administragdo da composi¢do farmacéutica como
definida na reivindicagao 6.

10. Uso de agente de formagdo de imagem como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1-4, caracterizado pelo fato de ser para

formar imagem in vivo em um individuo de uma condi¢do na qual coldgeno &
formado no qual o citado individuo é previamente administrado com a
composicdo farmacéutica como definida na reivindicacio 6.

11. Uso de agente de formagdo de imagem de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 1-4, caracterizado pelo fato de ser para a
manufatura de uma composigdo farmacéutica para formar imagem in vivo de

uma condi¢ao na qual colageno é formado.
12. Método de monitoragdo do efeito de tratamento de um

corpo de animal ou de humano com uma droga para combater uma condi¢do

na qual colageno ¢ formado, caracterizado pelo fato de compreender a
administragdo ao citado corpo de agente de formag¢do de imagem como
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1-4 e detec¢do da captagdo de

citado agente de formacdo de imagem.
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RESUMO

“AGENTE DE FORMACAO DE IMAGEM, PRECURSOR PARA A
PREPARACAO DO MESMO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, KIT
PARA A PREPARACAO DA MESMA, METODO PARA DIAGNOSE OU
FORMACAO DE IMAGEM IN VIVO EM UM INDIVIDUO DE UMA
CONDICAO, USO DE AGENTE DE FORMACAO DE IMAGEM, E,
METODO DE MONITORACAO DO EFEITO DE TRATAMENTO DE UM
CORPO DE ANIMAL OU DE HUMANO COM UMA DROGA”

A presente invengdo proporciona um novo agente de formacdo
de imagem adequado para a visualizagdo nfo invasiva de fibrose. Um
precursor para a preparagdo do agente de formagdo de imagem também é
proporcionado pela invengdo, bem como uma composi¢do farmacéutica
compreendendo o agente de formacdo de imagem e um kit para a preparagdo
da composicdo farmacéutica. Em um outro aspecto, uso do agente de
formagdo de imagem para formar imagem in vivo e na preparagdo de um

medicamento para diagnose que compreende fibrose € proporcionado.
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