DESCRICAO
DA
PATENTE DE INVENCAO

No 85 166

REQUERENTE: HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT, alemd,com
sede em D-6230 Frankfurt am Main 80,
Alemanha

i  “PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE UM MEIO
EPIGRAFE:  pr p1aGNeSTICO PARA A REPRESENTAGAO CIN-
TILOGRAFICA DE TUMORES MALIGNOS'

Erich Obernhausen, Ludwig Kuhlmann,

INVENTORES: Gerhard Seibert,Axel Steinstrasser,
Hans -~Joachim Schroth e Karl-Heinz
Bremer

/////////.

Reivindicagio do direito de prioridade ao abrigo do artigo 4° da Convengdo de Paris
de 20 de Marco de 1883.

Alemanha,em 27 de Junho de 1986, sob o No.DE 3621570

INPI. MOD. 113 RF 16732



R

It AT

Memdria descritiva referente i pam=
tente de invengdo de HO£CHST AKTIEN
GESELLSCHAFT, alemi, (inventorest
Prof. Dr. Dr. Erich Oberhausen,Dr.
Ludwig Kuhlmann, Prof. Dr. Gerhard
Seibert, Dr. Dr. Axel Steinstrasser,
Dr. HanseJoachim Schroth e Dr. Karle
~-Heinz Bremer, residentes na Repiblie
ca Federal Alemf), industrial e cow
mercial, com sede em D=6230 Frankfuit/
/Main 80, Repidblica Federal Alemd,pd=
ra "PROCESSO PARA A PREPARAQKO DE UM
MEIO DE DIAGNOSTICO PARA A REPRESENe
TACAO CINTILOGRAFICA D& TUMORES MAw
LIGNOS"

Memdria descritiva

A presente invengio refere-se a um meio
de diagndéstico para a representago cintilogréfiéa de tumores
malignos, a um processo para a representacgio cintilogrdfica de
tumores malignos com este meio de diagnéstico, e a um processo

para a preparagfio do meio de diagndsticoe

Existe desde hd muito tempo o desejo de
se ter & disposicfo um meio de diagndstico que permita recow
nhecer desde os primeiros instantes o tamanho e a localizagéo
de tumores malignos. Realizaram-se imensos ensaios com este
ob jectivo, recorrendo a métodos da medicina nuclear, para se
conseguir tornar sensf{vel e puder representar grdficamente o
perfil de distribuigHo de substincias do corpo humano acipladas
a nuclidos que emitem radiagio gama. O &xito deste método de=
pende do facto de se conseguir dispdr de substincias que se lipm

guem aos tumores malignos de forma especifica ou n¥o especificpo
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Para a cintilografia de tumores jd se
disp8e de um nimero considerdvel de substincias associadas a
tumores que, todavia, nfo sfo especf{ficas do tumo e cuja afiw
nidade ao tumor & frequentemente desconhecida. Entre estas enw

contram~-se substratos inorganicos como citrato de gdlio=67; clo

reto de fndio-111 e cloreto de bismuto=-206. Mas tambdm j{ foraT

utilizados na localizagdo cintilogrdfica de tomores metabolito
provenientes do metabolismo do tumor com glutamato de azoto=-l3
e metionina de selénio-7% (ver E. Henze, "Szintigraphische Lo
kalisationsdiagnostik von Tumoren", Miinch.med. Wschr. 127,182
~184 (1985)). Finalmente foram também jd utilizados meios ciw
tostd{ticos marcados radioactivamente, como bleomicina de cobale
to~57, ou proteinas associadas a tumores, como antifibrina de
jodo-13l. A todas estas substincias & comum o facto de freguens
temente sé alcangarem o tumor em concentrag8es muito fracas,
de modo que nfo & possfvel uma determinag8o nitida da localizas
¢¥o do tumor, especialmente tal nfo se torna possfvel quando s?

trata de aglomerados de pequenos tunores.

Contudo, a cintilografia de tumores deu
tambdm, nestes dltimos anos, um passo em frente essencial atra«
vds da disponibilidade de anticorpos monoclonais ou dos seus
fragmentos imunoactivos marcados radioactivamente e especificos
dos tumores (ver A.M, Keenan, J.C. Harbert e S.M. Larson, "Mond
clonal Antibodies in Nuclear Medicina", The Journal of Nuclear
Medicine, vol. 26, 531=537 (1985)). Uma cinética in vivo melhos
rada destes anticorpos j€ produziu resultados muito encorajado=
res. A tdcnica da medicina nuclear de que se dispBe actualmente
permite uma representagdo quantitativa e tomogrdfica. Ainda n#d
h4, contudo, uma grande experiéncia clfnica no que se refere a
sensibilidade, especificidade ou acg8es colaterais devido & hes
terogeneidade dos anticorpos usados até ao presente. Resulta
dagul que os anticorpos monoclonais s podem alcangar os tumow
res que transportam sobre a superficie das cdlulas o antigene
exactamente correspondente. A alta especificidade dos anticore

pos monoclonais n¥o permite, por conseguinte, uma comprovagéo

generalizada de quaisquer tumores.
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Tornou~se recentemente conhecido atravds
do Pedido de Patente Europeia 142 641 um meio para a diagnose
e terapia de tumores, o qual contém um imunomodulador marcado
com um agente emissor de radiag8es radioactivas, um corante ou
um meio citostdtico. Este meio & administrado de preferéncia

conjuntamente com um "cocktail" constitufdo por um aldefdo e

um £1cool. Entre os imunomoduladores preferidos contam-se derid
vados de dipeptfdeos de fcido muramflico, peptidoglicanos ou
extractos isentos de peptfdoglicanos de diversas espécies de
bactérias. Em pacientes que tinham tomado o "cocktail" referie
do 30 minutos antes da administra¢fo do meio de diagndstico foi

possivel fazer-se a localizag&o do tumor.

_ Descobriu~se agora gque se pode prescindix
da administrag¥o de um "cocktail™ constitufdo por um aldefdo e
um {lcool se, na representagio cintilogr{fica de tumores malie
gnos, fér utilisado um meio de diagnéstico que contém uma subs+
t&ncia obtida pelo tratamento enzimdtico de mureina & qual eSe

td ligado um radionuclido por meio de um aglutinante complexoo.

Quanto & distfncia obtida pelo tratamenta
enzimf{tico da mureina, trata-se de uma mistura de componentes
como & descrita por exemplo por B. Glauner e U. Schwarz, em "The
Analyses of Murein With HPLC", em The Target of Penicillin, pdgs.

29~34, Berlim 1983,

fntre estes conta-~se um componente de muw
ropept{deos cfclicos, por exemplo muropeptideos em C) como sfo
descritos por W. Weidel e H. Pelzer, Adv. in Enzymol 26, 193«
-232 (l96h), e um componente de fragmentos de mubteina de peso
molecular elevado com um peso molecular de cerca de 10 000. Lse
ta substincia & obtida pondo em suspensfio mureina de células d
Escherichia coli (10 mg/ml), preparada por um processo conhecils
do da literatura, em acetato de aménio 0,05M e incubando com
10‘Pg/hl de albumina de ovo de galinhawlisozima durante 18 ho=
ras a 3700. Depois da sedimentagdo dos constituintes insoltveis

a 50 000 x g extrai-se com cloroférmio e a fase aquosa é secao
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0 acetato de amdnio & eliminado a 50°C em vdcuo ao longo de

65 horas.

Aos grupos amino livres desta substéncia
liga-se um complexante, tal como Zcido etilenodiaminotetracdtis=
co, &cido dietilenotriaminopentacético ou decido nitrilotriacée
tico, 0 gual transporta um radionuclido. Utilizam-se de prefe=

r8ncia para este efeito tecndcio=99 ou fndioe«lll.

E particularmente vantajoso que o meio de
diagnéstico de acordo com a invengfo possa aser preparado pelo
tratamento de paredes celulares de quaisquer bactérias. B por
conseguinte obtido de preferéncia a partir de Escherichia coli,
visto que este microorganismo pode ser obtido comercialmente nal
forma de uma massa celular congelada. A substincia obtida pelo
tratamento enzimftico da mureina & convenientemente levada a
reagir & temperatura ambiente com o complexante. Depois da sew
paracfo do excesso de complexante a solugdo &€ liofilizada e
misturada com a actividade desejada do radionuclido. Seguidaw
mente realiza-se uma filtragfo estdril e o ajustamento & cone

centragfo de actividade pretendida com solugdo de soro fisiolde

glco isoténica.

0 meio de diagndstico assim obtido &, sun
preendentemente, apropriado para tornar visfveis tumores malie
gnos das mais diversas naturezas. Podem ser facilmente reconhew

cidos tanto tumores das partes moles como tambdm tumores dos

08808,

A preparagdio e a utilizagdo do meio de

diagndstico sfo elucidadas com base nos seguintes exemplost

Exemplo 1
Acoplamento do fecido dietilenotriaminopentacético (DTPA)

10 mg de mumeina obtida de E. coli e tratada enzimaticamente por
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um processo genericamente conhecido sf3o dissolvidos em 0,5 ml

de tampfo de bicarbonato 0,05 M pH 8,2, misturados i temperatus
ra ambiente com 10 mg de anidrido de DIPA bicfclico e deixados
em repouso 10 minutos & temperatura ambiente. O excesso de DTPA
é separado cromatograficamente (material de suporte: sflica=gel
RP~18; eluente: solugfo 0,1 M de fosfato pH 4,69 e metanolsdgua
70130), A solugHo do preparado assim obtida & dividida em pew
quenas porg8es e liofilizada.

Exemplo 2
ReaccHo com fndio-111

0 liofilizado & dissolvido em tampZo de
citrato de aménio 0, M pH=6,5 e misturado a4 temperatura ambiend
te com a actividade desejada, por exemplo 100 MBq, de citrato
de fndio=11l. O citrato de fndio=l1l1l & preparado a partir do
cloreto de fndio~l1ll que pode ser adquirido comercialmente,
por diluig8o a 1l:l com citrato de aménio 0,1 M pH=6.5. Depois
de 10 min. de repouso 3 temperatura ambiente a solugZo d filtrge
da estdril atravds de um filtro e dajustada & concentragfo de
actividade pretendida com solugfo isoténica de soro fisioldgie

COo.

A pureza radioquimica pode ser comprovaw

da por cromatografia 1fquida de alta pressfo.

Material de suportessilica-gel RP~18
Eluentet 20 min 0,1 m H,PO, pH= 4,69+15% CH,,0H
120 min O 100% O,1m HBPOh pH=k,69+15% CH,OH

0 preparado depois de filtrado pelo £ile
tro estdril estd apto a ser injectados O processo de marcagfo

pode ser realizado tanto pelo preparador como tambdm pelo utie

lizador.

Exemplo 3

Ensaio com animais




No misculo da pata dianteira direita de
uma ratazana (Sprague-Dawley) foi implantado um carcinoma de
Walker 256 (tumor das partes moles). Depois de se verificar
gque o tumor se desenvolvia normalmente administrou-se ao anie
mal, por injecgfo intrawvenosa, 0,5 ml do preparado (0,3 MBgq
de fndio-111). O cintilograma obtido ao fim de 2 h estd repre-
sentado na fig. 1.0 tumor & demarcdvel nitidamente na pata diw

reita. O cociente tumor/misculo & de 4.

Exemplo A4
Ensaio com animais

A uma ratazana (SpragueeDawley) & qual
tinha sido implantada na pata traseira direita um oesteossare
coma (tumor osseo) aplicaramwse i.ve. 0,5 ml (0,3 MBq de f{ndiow
-111) do preparado. No cintilograma obtido passadas 2 h (rigo
2) localiza-se nitidamente o tumor. A relagfo medida tumor/mus

culo era igualmente de 4.

REIVINDICACOES

“w 12 w

Processo para a preparagido de um meio de
diagndstico para a representagdo cintilogrdfica de tumores ma=
lignos, caracterizado pelo facto de se ligar um rddionuclido,
com auxflio de um complexante, a uma substfincia obtida pelo

tratamento enzimftico de mureina.
- 28 o

Processo de acordo com a reivindicacHo 1
caracterizado pelo facto de se liofilizar a substincia obtida
por tratamento da murelina depois da ligag@o ao complexante e

de se pd8r de novo em solug8o sé para a marcagfo.
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Processo de acordo com a reivindicagdo 1
ou 2, caracterizado pelo facto de se utilizar como radionuclie

do tecnécio~99 ou fndio=1l11l.
w 4% .
Processo de acordo com a reivindicacgfo
1 ou 2, caracterizado pelo facto de o produto de decomposigfo
da mureina ser obtido a partir da mureina de Escherichia coli.
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Processo de acordo com as reivindicagdes

1 ou 2, caracterizado pelo facto de se utilizar como complexan

te dcido dietilenotriaminopentacdtico.

A requerente declara que o primeiro pe=
dido desta patente foi apresentado na Repiiblica Federal Alemd

em 27 de Junho de 1986, sob o n?, P 36 21 570.8.

Lisboa, 25 de Junho de 1987




RESUMO

"PROCESSO_ PARA A PREPARACAO DE UM MEIO DB DIAGNGSTICO PARA A
REPRES ENTAGAO CINTILOGRAFICA DE TUMORES MALIGNOS "

A inveng¥o refere~se a um processo para
a preparag8o de um meio de diagnédstico para a representagHo cin
tilogréfica de tumores malignos, que'compreende ligar-se um ra-
diomuclido, com auxflio de wm complexante, a uma substidncia ob+

tida pelo tratamento enzimdtico de mureina.
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FIG.2
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