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diagnéstico de isquemia do miocardio.



1/35

"METODO DE PREPARAGCAO DE UM CONJUGADO DE
TIAZOLIDINA-ACUCAR, COMPOSICAO DE CONJUGADO DE ETI-
LENODICISTEINA-ACUCAR E SEU USO".

[001] O presente pedido reivindica o beneficio de prioridade do
Pedido de Patente Provisério US N° 61/615,684, depositado em 26 de
Marco de 2012, que é incorporado por referéncia neste documento,
em sua totalidade.

ANTECEDENTES DAS INVENCOES

1. Campo da Invencao

[002] A presente invencédo refere-se geralmente aos campos de
sintese quimica, imagemento, radioterapia, rotulagem, quimioterapia,
terapia médica, tratamento de doencas cardiovasculares e tratamento
de cancer. Mais particularmente, a invencdo concerne a novos méto-
dos de sintese de conjugados para imageamento e terapia molecular..
2. Descricado do Estado da Técnica Relacionado

[003] Sobre preparacfes sintéticas de agentes moleculares para
a rotulagem de metal, quando esses agentes sao preparados em con-
dicbes aquosas (Umida), a purificacdo dos agentes, as vezes, pode
apresentar um problema. Purificacdo em condi¢cbes aquosas pode ser
conseguida usando, por exemplo, cromatografia de exclusdo de tama-
nho ou dialise com membranas de cortes de peso molecular especifi-
co; por exemplo, dialise normalmente é mais eficaz ao separar espé-
cies de pesos moleculares de 1000 g/mol ou superiores. No entanto,
este método de purificacdo frequentemente isola ndo s6 o agente de-
sejado, mas também qualquer outra espécie que pode passar através
da membrana. Introducédo de impurezas em agentes de imagem pode
ser problemética em futuras aplicacdes dos agentes de imagem, espe-
cialmente a respeito de usos de imageamento e/ou terapéuticos. Por
exemplo, se um agente da imagem incorporando um radionuclideo (o

agente de imagem "verdadeiro") € concebido para ser puro, mas na
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verdade contém impurezas que também incorporam um radionuclideo,
a adequada medicao ou deteccao do agente de imagem "verdadeiro"
pode ser obscurecida ou falsa devido a presenca da impureza.

[004] Métodos de sintese de compostos organicos em solventes
organicos e o uso de grupos protetores, normalmente oferecem melho-
rias na purificacdo de compostos sobre purificacbes aquosas. A insta-
lacdo de grupos protetores permite que varios grupos funcionais de
intermediarios sejam protegidos durante a sintese e facilita a purifica-
cdo desses intermediarios. Varios meios de purificacao utilizando sol-
ventes organicos permitem a separacdo e isolamento de compostos
desejados, como agentes de imagem, com pouquissimas impurezas.
Além disso, espécie de pesos molecular abaixo dos 1000 g/mol muitas
vezes facilmente pode ser purificada usando métodos de purificacéo
de quimica organica. Tendo em conta os beneficios oferecidos por sin-
tese organica e purificacdo sobre purificacdo aquosa, métodos de sin-
tetizacdo organica e purificacao de agentes de imagens provavelmente
renderiam em agentes de pureza maior que aqueles obtidos atraves
de purificacdo aquosa. No entanto, a adicdo e remogéo de grupos pro-
tetores podem incorrer em custos adicionais e reduzir a eficiéncia e
purificacdo dos produtos finais.

[005] Assim, existe uma necessidade para a preparagao destes e
de outros agentes usando técnicas sintéticas para permitir agentes de
purezas superiores obtidos de forma mais eficiente.

SUMARIO DA INVENCAO

[006] Aspectos da invencao fornecem novos métodos para a pre-

paracdo de um conjugado de acucar de tiazolidina e um conjugado de
acucar de etilenodicisteina. Para a preparacdo de um conjugado de
acucar de tiazolidina, o método pode compreender a mistura um acu-
car amino com um acido carboxilico de tiazolidina, deste modo, produ-

zindo o conjugado de acucar de tiazolidina. Para preparar um conju-
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gado de acucar de etilenodicisteina, o0 método pode adicionalmente
compreender reduzir o conjugado de acucar de tiazolidina com um
agente redutor que compreende um metal alcalino e uma fonte de elé-
tron.

[007] Por exemplo, o agicar amino é uma amino hexose ou uma
amino pentose. Exemplos néo limitantes da amino hexose incluem um
amino derivado da glicose, galactose, manose, idose, talose, altrose,
alose, gulose ou frutose. Um exemplo especifico da amino hexose é
glucosamina. Exemplos nédo limitantes de amino pentose incluem um
amino derivado da ribose, xilose, arabinose ou lixose. O agucar amino
€ um acucar tendo um grupo amino, localizado na posicéo 2', 3', 4' ou
5' do acucar. Em um aspecto particular, 0 agicar amino tem um grupo
amino posicionado na posicao 2' no anel de acucar.

[008] O método de admistura pode ser realizado em um solvente
organico, tais como a dimetilformamida, dimetilsulféxido, dioxano, me-
tanol, etanol, hexano, cloreto de metileno, acetonitrilo, tetrahidrofurano
ou uma mistura dos mesmos. Em outros aspectos, o método de ad-
mistura pode ser realizado em um solvente aquoso.

[009] Um, dois, trés, quatro, cinco ou todos os grupos hidroxil do
acucar amino podem ser protegidos, por exemplo, por um grupo acetil
ou benzoila, ou desprotegido. Um exemplo especifico, 0 acicar amino
€ glucosamina protegida por grupos do acetil, tais como 1,3,4,6-tetra-
O-acetil-2-amino-a-D- cloridrato de glucopiranose. Grupos protetores
geralmente sdo usados na sintese organica e ndo em sintese nao
aquosa.

[0010] Métodos da presente invencdo podem adicionalmente
compreender pelo menos uma etapa de purificagdo. Qualquer com-
posto da presente invencgao pode ser purificado através de um método
conhecido para agueles versado na técnica. Pessoas versadas na téc-

nica sao familiarizadas com esses métodos, e quando esses métodos
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podem ser empregados. Por exemplo, em uma sintese de varias eta-
pas que é visada na chegada em um determinado composto, uma eta-
pa de purificacdo pode ser executada apds cada etapa sintética, apos
todas as etapas, em varios pontos durante a sintese e/ou no final da
sintese. Em alguns métodos, uma ou mais etapas de purificacdo com-
preendem a técnica selecionada do grupo constituido por cromatogra-
fia em coluna de silica-gel, HPLC (cromatografia liquida de alta efici-
éncia) e LC (cromatografia liqguida). Em determinadas modalidades,
métodos de purificacdo excluem especificamente a cromatografia de
exclusdo de tamanho e/ou dialise. Métodos de purificacdo sdo descri-
tos mais detalhadamente abaixo. Em um aspecto particular, o método
pode compreender purificar o conjugado de acucar de tiazolidina antes
da reducao.

[0011] Para preparar um conjugado de acucar de etilenodicisteina,
o conjugado de acuUcar de tiazolidina pode ser reduzido por um metal
alcalino e uma fonte de elétron. Os metais alcalinos podem ser de litio,
soédio ou potassio. A fonte de elétrons pode ser amoénia liquida, meti-
lamina, etilamina ou etilenodiamina. Em um aspecto particular, a redu-
cao pode ser uma reducao Birch.

[0012] Para gerar um conjugado de acgUcar de etilenodicisteina
(EC) rotulado por ion metalico, o método pode adicionalmente com-
preender quelar um ion metalico para o conjugado de acucar de etile-
nodicisteina. Por exemplo, o ion metélico € selecionado a partir do
grupo de ions metalicos, consistindo em um ion de tecnécio, um ion
estanoso, um ion cobre, um ion de indio, um ion de talio, um ion de
galio, um ion de arsénico, um ion de rénio, um ion de hdlmio, um ion
de itrio, um ion de samario, um ion de selénio, um ion estroncio, um
ion gadolinio, um ion de bismuto, um ion de ferro, um ion manganés,
um ion de lutécio, um ion de cobalto, um ion de platina, um ion de cal-

cio e um ion de rodio. Em alguns aspectos, o ion metalico € um radio-
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nuclideo e qualquer radionuclideo conhecido pelos versados na técni-
ca. Exemplos n&o limitantes de radionuclideos incluem M T¢, 1/mSn,
177y, 188Re, 186Re, 153Sm, 166Hg, 90y, 89Sy, 67Ga, 68Ga, 11lIn, 183G,
Fe, 22°Ac, %12Bi, 211At, 4°Ti, %9Cu, %1Cu, %’Cu, ®*Cu and ®?Cu. Em outros
aspectos, o ion metalico € um metal n&o radioativo como 8’Re.

[0013] Outras modalidades da invencéo dizem respeito aos meto-
dos de imageamento de um local, diagnosticar uma doenga ou trata-
mento de uma doenca dentro de um sujeito que a compreende. O me-
todo pode incluir a obtencdo de um conjugado de acucar de etilenocis-
teina (EC) marcado por ion metalico preparado conforme descrito nes-
te documento e administrando ao sujeito uma quantidade farmaceuti-
camente eficaz ou um conjugado de acucar de etilenodicisteina (EC)
rotulado por ion de metal, em que o local € imageado, a doenca € di-
agnosticada, ou a doenca é tratada.

[0014] O local a ser imageado pode ser um tumor. O método pode
ser ainda definido como um método de tratamento de um sujeito com
cancer. Em aspectos particulares, o cancer € cancer de mama, cancer
de pulméo, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer cerebral, can-
cer de figado, cancer de colo uterino, cancer de célon, cancer renal,
cancer de pele, cancer de cabeca e pescoco, cancer 0sseo, um cancer
de es6fago, cancer de bexiga, cancer uterino, cancer linfatico, cancer
de estbmago, cancer pancreatico, cancer testicular, linfoma ou leuce-
mia.

[0015] Em aspectos adicionais, o0 método pode ser adicionalmente
definido como um método de imageamento de um local dentro de um
sujeito que inclui a deteccdo de um sinal do conjugado de acucar de
etilenodicisteina (EC) rotulado por ion de metal que esté localizado no
local. O sinal pode ser detectado usando uma técnica selecionada a
partir do grupo consistindo em PET, PET/CT, CT, SPECT, SPECT/CT,
MRI, PET/MRI,SPECT/MRI, imageamento optico e do ultrassom.
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[0016] O local a ser imageado pode ser um coracdo. O método
pode ser ainda definido como um método de imageamento, diagnosti-
car ou tratar um sujeito com uma doenca cardiovascular. A doenca
cardiovascular pode ser um infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca
congestiva, cardiomiopatia, doenca valvular cardiaca, arritmia, doenca
cardiaca congénita, angina pectoris, antiagregantes congestéo circula-
toria, sistolica insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia cardiaca com funcéo
sistolica normal ou insuficiéncia cardiaca direita.

[0017] Em uma posterior modalidade uma composi¢céo conjugada
ou kit é fornecido compreendendo um conjugado de acucar de etileno-
dicisteina de acordo com as modalidades e neomicina. Em alguns as-
pectos, a composi¢cdo compreende cerca de 0,1 mg a cerca de 1,0 mg
de neomicina por 1 mg de conjugado de acucar de etilenodicisteina
(por exemplo,, cerca de 0.2-0.8, 0.3-0.7, 0.4-0.6 ou 0,5 mg / 1 mg de
conjugado acucar de etilenodicisteina). Em aspectos adicionais a
composicdo mais pode incluir antioxidantes, agentes estabilizantes,
conservantes ou sais. Por exemplo, uma composicdo adicionalmente
pode compreender acido ascorbico, cisteina, e/ou cloreto de estanho
(I). Em alguns aspectos especificos uma composicdo compreende (a)
cerca de 0,5 a 2,0 mg de &cido ascorbico por 1 mg de acuUcar de etile-
nodicisteina ; (b) cerca de 0.1 a 1.0 mg de cisteina por 1 mg de conju-
gado de acucar de etilenodicisteina; e/ou (c) cerca de 0,05 a 0,5 mg de
cloreto de estanho (ll) por 1 mg de conjugado de acucar de etilenodi-
cisteina. Em alguns aspectos, a composi¢cao é uma solucdo aquosa ou
uma solucao que foi congelada e/ou liofilizada.

[0018] Em uma modalidade relacionada é fornecido um método de
fazer uma composicéo conjugada composto por (a) dissolvendo-se um
conjugado dacucar de etilenodicisteina e neomicina em solugdo aquo-
sa (por exemplo,, uma solucdo de cloreto de estanho(ll)); e (b) sub-

mentendo a solugéo a liofilizacdo ou congelamento para fornecer uma
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composicdo de conjugado de acUcar de etilenodicisteina. Da mesma
forma, é fornecido um método de fazer um quelato metal de um conju-
gado de acucar de etilenodicisteina constituido por uma solucdo que
inclui o conjugado ethylenedicysteine-acicar e neomicina com um ion
metalico (por exemplo, um ion metalico radioativo) em condi¢cdes ade-
guadas para formar um quelato.

[0019] Ainda em uma modalidade adicional é fornecido um método
de imagem de um local, diagnosticar uma doenca ou tratamento de
uma doenca dentro de um sujeito compreendendo administrar um con-
jugado de acucar de etileno (EC) marcado com ion metalico a um pa-
ciente em conjunto com neomicina. Por exemplo, o método pode inclu-
ir (a) a obtencao de uma composicao compreendendo conjugado de
acucar de etilenodicisteina rorulado com ion metalico e neomicina; e
(b) administrar ao sujeito uma quantidade eficaz farmaceuticamente ou
para o diagnostico da composicédo, em que o local € imageado, a do-
enca € diagnosticada, ou a doenca é tratada.

[0020] Em ainda uma modalidade adicional uma composicdo €é
fornecida compreendendo um conjugado de acucar de etilenodicistei-
na rotulado com ion de metal e neomicina (por exemplo, cerca de 0,1
mg de cerca de 1,0 mg de neomicina por 1 mg de conjugado ethylene-
dicysteine-acucar). Por exemplo, em alguns aspectos, a composi¢ao &
para uso em imageamento de um local, diagnosticar uma doencga ou
tratamento de uma doenca dentro de um sujeito.

[0021] Modalidades discutidas no contexto de um método e/ou
composicédo da invencdo podem ser empregadas em relacdo a qual-
guer outro método ou composic¢ao aqui descritos. Assim, uma modali-
dade pertencente a um método ou composicdo pode ser aplicada a
outros métodos e composi¢cdes da invengcao também.

[0022] Como usado aqui, a especificacao, "um" ou "uma" significa

um ou mais. Como usado neste documento, nas reivindica¢des, quan-
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do usado em conjunto com a palavra "composto”, as palavras "uma”
ou "uma" podem significar um ou mais de um.

[0023] O uso do termo "ou" na reivindicacdo € usado para signifi-
car "e/ou" a menos que explicitamente indicado, de outro modo, para
se referir a apenas alternativas ou as alternativas sdo mutuamente ex-
clusivas, embora a divulgacdo suporte uma definicdo que se refere a
apenas alternativas e "e/ou". Neste documento "outro(a)" pode signifi-
car pelo menos um segundo ou mais.

[0024] Em todo este pedido, o termo "cerca de" é usado para indi-
car que um valor inclui a variag&o inerente de erro para o dispositivo, o
método sendo empregado para determinar o valor ou a variagdo que
existe entre os sujeitos do estudo.

[0025] Outros objetivos, caracteristicas e vantagens da invencao
atual serdo evidentes a partir da seguinte descricdo detalhada. Deve-
se compreender, entretanto, que a descricdo detalhada e os exemplos
especificos, ao indicar as modalidades preferidas da invencéo atual,
estdo apresentados por a ilustracdo somente, desde que as varias
mudancas e modificagdes dentro do principio e do escopo da invencéo
atual se tornardo aparentes aquelas pessoas versadas na técnica des-
ta descricédo detalhada.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0026] As figuras a seguir fazem parte da especificacao presente e
estdo incluidas para demonstrar adicionalmente certos aspectos da
presente invencéo. A invengao pode ser mais bem entendida por refe-
réncia a uma ou mais dessas figuras em combinacdo com a descri¢ao
detalhada de modalidades especificas aqui apresentadas.

[0027] A figura 1. Sintese Eficiente de ECG.

[0028] A figura 2. Andlise TLC de %8Ga-ECG utilizando soro fisiol6-
gico como um eluente. Andlise de Radio-TLC da pureza de ®®Ga-ECG
foi > 96%.
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[0029] A figura 3. Andlise HPLC de ®¥%°Ga-ECG e ECG (Fase mo-
vel: H2O/acetonitrila, 9:1 V/V, taxa de fluxo: 0,5 ml/min, a coluna: C18 —
estende (Agilent), UV ABS 210nm). Andlise HPLC da pureza de %Ga-
ECG foi > 96%.

[0030] A figura 4. ITLC (topo a, em soro fisiolégico) e HPLC (fundo
b, detector Nal) andlise **™ Tc-ECG (fase moével: H,O/acetonitrila, 9:1
VIV, taxa de fluxo: 0,5 ml/min, Coluna: C18 — estende (Agilent), UV
ABS 210nm). (210nm). Analise de Radio-TLC e HPLC de analise da
pureza *M Tc-ECG foram > 96%.

[0031] A figura 5. 8F-FDG e ®®imagem de Ga-ECG PET em ratos
de portando mesotelioma (400 pCi /rato, iv, 45 minutos adquiridos) .
Regibes de interesse (ROI) delineadas por computador (contagens por
pixel) para o tumor e musculo no intervalo de tempo correspondente
foram usados para gerar um grafico dinAmico. Representacédo grafica
dindmica foi de 0 a 45 minutos.

[0032] A figura 6. 88Ga-ECG PET imagens em rato portando meso-
telioma (400 uCi /rato, iv, parte inferior do corpo), antes e apos o tra-
tamento em 45 minutos. Topo: linha de base no tumor de tamanho 1,5
cm, fundo: tratados com paclitaxel (dose unica de 20 mg/kg, iv, no dia
7). T: tumor.

[0033] A figura 7. Cintilografia planar ®°*™ Tc-EC (esquerda) e %™
Tc-ECG os (300 uCi /rato, iv, contagem de 500.000 adquirida) (meio e
direita) em ratos portando mesotelioma. Os numeros séo relagdes de
densidade de contagem tumor-musculo em 1 hr (painel superior) e 2
hrs (painel inferior). T: tumor.

[0034] A figura 8. *H RMN de G-Ac-T

[0035] A figura 9 13C RMN de T-G(Ac)4

[0036] A figura 10. MS de T - G-(Ac) 4

[0037] A figura 11. *H RMN de EC-G

[0038] A figura 12. 3C RMN de EC-G
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[0039] A figura 13. Espectro de massa deEC-G

[0040] A figura 14. HPLC de EC-G

[0041] A figura 15. ®"TcEC-G (ITLC, usando salina como eluante)
[0042] A figura 16. Anadlise cromatografica de Camada Instante-
Estanho °°™ Tc-EC-G utilizando soro fisiol6gico como uma fase moével.
Papel: Waterman No. 1; Gato No.: 3030614. Painel da esquerda é o
produto feito usando o kit divulgado neste documento; painel a direita
é um padrdo *°™ Tc-EC-G.

[0043] A figura 17 Andlise HPLC ™ Tc¢c-EC-G feita usando o kit
divulgado neste documento usando H20/MeCN (9:1) como um eluente
com a taxa de 0,50 mL/min. Coluna: Estende C18; SN: USFK004129,
Agilent).

[0044] A figura 18). Andlise HPLC do padrdo *M Tc-EC-G feita
usando H>O/MeCN (9:1) como um eluente com a taxa de 0,50 mL/min.
Coluna: Estende C18; SN: USFK004129, Agilent).

[0045] A figura 19. Absorcéao de kit feito e padrédo 99mTc-EC-G em
13762 células de tumor mamario de rato. Colunas a esquerda séo
produto do kit e colunas da direita séo o padréo do produto.
DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERENCIAIS

[0046] A presente invencdo se refere a novos métodos sintéticos

para a preparacdo de um conjugado de acgUcar de tiazolidina como
precursores para preparar um conjugado de acgucar de etilenodicistei-
na. A presente invencdo adicionalmente fornece métodos sintéticos de
um conjugado de acucar de etilenodicisteina. Em alguns aspectos des-
tes métodos sintéticos podem tonar ébvia a necessidade de adicdo de
grupos protetores de etilenodicisteina (EC) e aumentar a eficiéncia do
processo e purificar dos produtos finais em comparagcdo com outros
meétodos, como descrito na Publ. Patente US N°. 20100055035 (incor-
porado neste documento por referéncia).

[0047] Em certos aspectos, pelo menos uma parte dos métodos da
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presente invencdo realiza-se em um solvente organico. Escolhas de
solventes para os métodos da presente invencdo serdo conhecidas
por um versado na técnica. Escolhas de solventes podem depender,
por exemplo, qual (s) ira facilitar a solubilizacdo de todos os reagentes,
ou, por exemplo, qual(s) melhor facilitara a reacdo desejada (particu-
larmente se o mecanismo da reacédo € conhecido). Solventes podem
incluir, por exemplo, solventes polares e/ou solventes n&do polares. Um
solvente pode ser um solvente polar aproético, tal como dimetilsulfoxi-
do. Escolhas de solventes incluem, mas nao estéo limitadas a, dimetil-
formamida, dimetilsulfédxido, dioxano, metanol, etanol, hexano, cloreto
de metileno, tetrahidrofurano, ou acetonitrilo. Em algumas modalida-
des, o solvente inclui etanol, dimetilformamida e/ou dioxano. Mais de
um solvente pode ser escolhido para qualquer reagcao particular ou
procedimento de purificacdo. Agua também pode ser misturada em
gualquer escolha de solvente; isso pode ser feito para melhorar a so-
lubilidade de um ou mais reagentes, por exemplo. Métodos baseados
na quimica umida (aquosa) também séo fornecidos.

[0048] Conforme descrito neste documento, alguns aspectos da
invencdo envolvem o uso de grupos de protecao para proteger o acu-
car amino em sua reacéo com tiazolidina ou seus derivados. No entan-
to, aspectos da invencdo podem obviar a necessidade de adicdo de
grupos de protecdo para etilenodicisteina (EC) como na Publ. Patente
US. N°. 20100055035.

[0049] Quando uma reacdo quimica deve ser realizada seletiva-
mente em um local reativo em um composto multifuncional, outros de-
vem ser temporariamente bloqueados. Um "grupo protetor”, ou "grupo
protegido-nucleofilico” como usado aqui, € definido como um grupo
usado para efeitos deste bloqueio temporario. Durante a sintese de
macromoléculas da presente invencdo, varios grupos funcionais de-

vem ser protegidos usando grupos pprotetores(ou agentes de prote-
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cdo) em varias fases da sintese. Ha varios métodos conhecidos para
agueles versados na técnica realizarem um tal etapa. Para agentes
protetores, sua reatividade, instalacéo e utilizacéo, ver, , por exemplo,,
Greene e Wuts (1999), aqui incorporados por referéncia em sua totali-
dade. A funcéo de um grupo protetor € proteger uma ou mais funciona-
lidades (por exemplo,, -NH2, -SH, —~COOH) durante reacbes subse-
guentes que ndo procederia, também porque o livre (em outras pala-
vras, desprotegido) grupo funcional iria reagir e ser acrescido de uma
maneira que seja inconsistente com a sua necessidade de ser livre
para reacdes subsequentes, ou grupo funcional livre iria interferir na
reagdo. O mesmo grupo protetor pode ser usado para proteger um ou
mais dos grupo(s) funcional(is), o mesmo ou diferente. Além disso, di-
ferentes grupos protetores podem ser usados para proteger 0 mesmo
tipo de grupo funcional dentro de uma macromolécula da presente in-
vencao em varias etapas.

[0050] Em aspectos particulares, os grupos hidroxil do acucar
amino como matéria-prima podem ser protegidos. Grupos protetores
hidréxi (ou alcool) sdo bem conhecidos para aqueles versados na téc-
nica. Ver, por exemplo, Greene e Wuts (1999), Capitulo 2. Estes gru-
pos de protecdo podem ser instalados via agentes protetores conheci-
dos aos versados na técnica. Remocéo desses grupos também é bem
conhecida por aqueles versados na técnica.

[0051] Um grupo protetor hidroxi apropriado pode ser selecionado
do grupo constituido por ésteres e éteres. Esteres como grupos aceta-
to, benzoila, tert-butilcarbonil e trifluoroacetil s&o removiveis por condi-
cOes acidas ou basicas. Eteres como metoxi, etoxi e tri-benzilmetil sdo
removiveis por fortes condi¢cdes acidas ou basicas. Um grupo de pro-
tecao preferencial € um éster de acetato.

[0052] A presente invencdo contempla métodos para admisturar

um agucar amino com um acido carboxilico de tiazolidina. A condicao
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para mistura pode incluir quaisquer condi¢cbes adequadas para formar
uma ligacao peptidica entre o agucar amino e o acido carboxilico tiazo-
lidina, tais como um ou mais agentes de acoplamento ou catalisado-
res. Agentes de ligacdo, como usados aqui, sdo os reagentes utiliza-
dos para facilitar o acoplamento de um grupo amino e um grupo car-
boxilico para formar uma ligacdo peptidica. Esses agentes sdo conhe-
cidos por aqueles versados na técnica e podem ser empregados em
determinadas modalidades de métodos da presente invencdo. Exem-
plos de agentes de ligacao incluem, mas nao séo limitados a, sulfo-N-
Hidroxissuccinimida (sulfo-NHS), dimetilaminopiridina (DMAP), diaza-
biciclo [5.4.0] undec-7-eno (DBU), 1-etil - 3-(3-dimetilaminopropil) car-
bodiimida (EDAC) e diciclohexilcarbodiimida (DCC). Outras carbodii-
midas sdo também visadas como agentes de acoplamento. Agentes
de acoplamento sao discutidos, por exemplo, Bodansky, 1993 e Grant,
1992. Estes agentes de acoplamento podem ser usados isoladamente
ou em combinagdo com outro ou outros agentes para facilitar a conju-
gacao. O produto conjugado entdao pode ser purificado por, por exem-
plo, cromatografia em coluna de silica-gel ou HPLC.

[0053] Em alguns aspectos da invencédo, ndo ha nenhuma neces-
sidade para uma reacao de desprotecao separada. A reacao de redu-
céo pode remover grupos de protecdo durante a conversdo o conjuga-
do de acucar de etilenodicisteina para um conjugado de acucar de eti-
lenodicisteina. A reacdo de reducdo compreende o0 uso de um agente
redutor compreendendo um metal alcalino e uma fonte de elétrons, ,
por exemplo, uma base de Lewis. Os metais alcalinos podem ser de
litio, s6dio ou potassio. A fonte de elétrons pode ser uma base de Le-
wis como amonia liquida, metilamina, etilamina ou etilenodiamina. Em
um aspecto particular, a reducdo pode ser uma reducéo Birch. Por
exemplo, o agente redutor para a reducdo de Birch € composto de me-

tal de litio ou de sédio e amodnia liqguida. Em modalidades alternativas,
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0 agente redutor € composto por metal de litio, sédio metalico, metal
potassio, ou o metal calcio e metilamina ou etilamina. A mistura de re-
acao de reducao de Birch pode incluir uma mistura de solvente. Esta
mistura solvente pode compreender alcool t-butilico, alcool isopropilico
(IPA), tetrahidrofurano (THF), amoénia ou suas combinacdes. Depen-
dendo os reagentes usados, a reducdo de Birch pode ocorrer a uma
temperatura de cerca de —80 ° C a cerca de 55 ° C. Quando o amoni-
aco liquido é usado como um reagente, a reducao pode ter lugar em
cerca de —80 ° C. a cerca de —-35 ° C. Quando metilamina ou etilamina
€ usada como um reagente, a reducédo pode ocorrer em uma tempera-
tura de cerca de — 10 °C a cerca de 10° C. A mistura de reacao de re-
ducéo de Birch é mantida nas temperaturas acima por cerca de 10 mi-
nutos por cerca de 4 horas.

[0054] Como mencionado acima, pessoas versadas na técnica na
técnica estardo familiarizadas com os métodos de purificacdo de com-
postos da presente invengcdo. Como usado aqui, "purificacéo” refere-se
a gualquer aumento mensuravel na pureza em relacdo a pureza do
material antes da purificacdo. Purificacdo de cada composto da pre-
sente invencdo € geralmente possivel, incluindo a purificacdo de in-
termediarios, bem como a purificacdo dos produtos finais. A etapa de
purificacdo ndo é sempre incluida nas metodologias gerais explicadas
abaixo, mas uma versado na técnica vai entender que compostos ge-
ralmente podem ser purificados em qualquer etapa. Exemplos de mé-
todos de purificacdo incluem a filtragdo em gel, cromatografia de ex-
clusdo de tamanho (também chamada cromatografia de filtragdo em
gel, cromatografia de permeacédo de gel ou de exclusdo molecular),
didlise, destilacao, recristalizacao, por sublimacéo, derivatizacado, elec-
troforese, cromatografia em coluna de silica-gel e cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC ), incluindo a HPLC de fase normal e de

HPLC de fase reversa. Em determinadas modalidades, cromatografia
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de exclusdo e/ou dialise € especificamente excluido como formas de
purificagdo de compostos da presente invenc¢ao. Purificagdo de com-
postos através de cromatografia em coluna de silica-gel ou HPLC, por
exemplo, oferece o beneficio de rendimento compostos desejados em
pureza muito alta, muitas vezes maior do que quando oS compostos
sao purificados através de outros métodos. A pureza radioquimica de
compostos da presente invencdo também pode ser determinada. Mé-
todos para determinar a pureza radioquimica sao conhecidos na técni-
ca e incluem métodos cromatograficos em conjunto com métodos de
deteccédo de radioatividade (por exemplo,, analises de autoradiografia).
Exemplos de comparacfes da pureza de compostos feitos através de
metodologias organicas e molhadas e purificada por métodos diferen-
tes sao fornecidos abaixo.

[0055] Métodos para determinar a pureza de compostos sdo co-
nhecidos para aqueles versados na técnica e incluem, em exemplos
de néo limitantes de autoradiografia, espectroscopia de massa, deter-
minacdo de ponto de fusdo, analise ultravioleta, andlise calorimétrica,
(HPLC), cromatografia de camada fina e andlise de ressonancia mag-
nética nuclear (RMN) (incluindo, mas n&o limitado a,* H e** C RMN).
Em algumas modalidades, um método calorimétrico poderia ser usado
para dosar a pureza dos produtos finais ou intermediarios. Em uma
modalidade, a pureza de um composto desconhecido pode ser deter-
minada ao se comparar com um composto de pureza conhecido: esta
comparacao pode ser sob a forma de uma relacdo cuja medicao des-
creve a pureza do desconhecido. Software disponivel em variados ins-
trumentos (por exemplo,, espectrofotometros, HPLCs, NMRs) pode
ajudar um versado na técnica a fazer essas determinacfes, bem como
outros meios conhecidos por aqueles de habilidade na arte.

[0056] A presente invencdo ainda contempla métodos para a que-

lacdo (também chamado de coordenac&o) de um ou mais metal ions
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para o conjugado de acucar de etilenodicisteina para gerar um conju-
gado de acucar de etilenodicisteina (EC) rotulado por ion metalico.
Tais etapas de quelacédo podem ocorrer em um solvente organico. Em
outras modalidades, quelagdo ocorre em meio aquoso. Em determina-
das modalidades, o quelante EC e o acucar podem, cada um, contribu-
ir para a quelacédo do ion metalico. Em modalidades preferenciais, o
ion metélico é quelado apenas para o quelante EC. O ion metalico
guelao pode ser delimitado, por exemplo, através de uma ligacéo i6ni-
ca, uma ligacéo covalente ou uma ligagao covalente coordenada (tam-
bém chamada de uma ligacdo dativa). Tais métodos de coordenacéao
sdo bem conhecidos por aqueles versados na técnica. Em uma moda-
lidade, coordenacédo pode ocorrer por mistura de um ion metalico em
uma solucdo contendo o conjugado de aguUcar de etilenodicisteina. Em
outra modalidade, coordenacdo pode ocorrer por admisturar um ion
metalico em uma solucdo contendo um conjugado de acucar EC.
[0057] Em alguns exemplos nao limitantes, o ion de metal pode
ser tecnécio, indio, rénio, galio, cobre, holmio, platina, gadolinio, luté-
cio, itrio, cobalto, calcio, arsénico ou qualquer isOtopo respectivo.
Qualquer ion metalico aqui descrito pode ser quelado para a um com-
posto da presente invengao.

[0058] Certos aspectos da presente invencdo pertencem as com-
posicfes em que uma porcao terapéutica é conjugada com um conju-
gado quelante da presente inveng¢do, como um conjugado de acucar
de etilenodicisteina. A composicao da presente invencao pode, em de-
terminadas modalidades, ser util na terapia e em imageamento duplo.
Em determinadas modalidades particulares, a por¢cdo terapéutica é
uma porcdo que € um agente conhecido ou suspeito de ser benéfico
no tratamento ou prevencdo de doenca de hiperproliferatividade em
um sujeito. O sujeito pode ser um animal, como um mamifero. Em mo-

dalidades especificas, o sujeito € um ser humano.
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[0059] Em outras modalidades da presente invencéo, a porgao te-
rapéutica € um ion metélico terapéutico (por exemplo,, Re-188, Re-
187, Re-186, Ho-166, Y-90, Sr- 89 e Sm-153), e 0 conjugado acgucar
de etilenodicisteina quelado por metal € um agente que é um agente
terapéutico (ao invés de um agente de imagem) que pode ser aplicado
no tratamento ou prevencdo de doencas hiperproliferativas.

[0060] Uma doenca hiperproliferativa € definida aqui como qual-
guer doenca associada com o crescimento de células anormais ou re-
novacao celular anormal. Por exemplo, a doenca hiperproliferativa po-
de ser cancer. O termo "cancer", como usado aqui, € definido como
um crescimento progressivo e descontrolado de células em um tecido.
Um versado na técnica esta ciente de que existem outros termos sin6-
nimos, como neoplasia ou malignidade ou tumor. Qualquer tipo de
cancer é contemplado para tratamento pelos métodos da presente in-
vencao. Por exemplo, o cancer pode ser cancer de mama, cancer de
pulmao, cancer de proéstata, cancer de ovario, cancer cerebral, cancer
de figado, cancer de colo uterino, cancer de colon, cancer renal, can-
cer de pele, cancer de cabeca e pescoco, cancer 6sseo, um cancer de
esbfago, cancer de bexiga, cancer uterino, cancer linfatico, cancer de
estbmago, cancer pancreatico, cancer testicular, linfoma ou leucemia.
Em outras modalidades da presente invencdo, o cancer € o cancer
metastatico.

[0061] Em determinadas modalidades da presente invencao, as
composicdes da presente invencédo sao adequadas para quimioterapia
dupla e radioterapia (radiochemotherapy). Por exemplo, o conjugado
acucar EV de quelante como estabelecido aqui pode ser quelado para
um ion metalico que € um ion metélico terapéutico, bem como uma
porcado terapéutica (como uma porcdo anticancer). Como outro exem-
plo, um ion metalico terapéutico pode ser quelado para o EC e a por-

cao de agucar no conjugado de acucar EC.
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[0062] Por exemplo, o ion de metal pode ser um emissor beta.
Conforme definido neste documento, um emissor beta é qualquer
agente que emite energia beta de qualquer escala. Re-188, Re-187,
Re-186, Ho-166, Y-90 e Sn-153 sdo exemplos de emissores de beta.
Um versado na técnica seria familiarizado com estes agentes para uso
no tratamento da doenca hiperproliferativa, como o cancer.

[0063] Um versado na técnica estaria familiarizado com o projeto
de protocolos quimioterapicos e protocolos de terapia radiacdo que
podem aplicados na administracdo dos compostos da presente inven-
cao. Tal como descritos abaixo, estes agentes podem ser usados em
combinacdo com outras modalidades terapéuticas dirigidas no trata-
mento de uma doenca hiperproliferativa, como o cancer. Além disso,
um versado na técnica seria familiarizado com a selecédo de uma dose
adequada para a administracdo ao sujeito. O protocolo pode envolver
uma dose unica ou multiplas doses. O paciente poderia ser monitorado
para toxicidade e resposta ao tratamento usando protocolos familiares
ao versado na técnica.

[0064] Composicdes farmacéuticas da presente invencdo compre-
endem uma quantidade eficaz terapeuticamente ou para o diagndéstico
de uma composicdo da presente invencao. As frases "farmacéutica ou
farmacologicamente aceitavel” ou "eficax terapeuticamente" ou "de
diagnostico efetivo” referem-se a entidades moleculares e composi-
¢cbes que ndo produzem uma reacao adversa, alérgica ou outra reacao
adversa quando administradax a um animal, tais como, por exemplo,
um ser humano, conforme o caso. A preparacdo de composicdes tera-
peuticamente eficazes ou eficazes para o diagndstico sera conhecida
aos versados na técnica a luz da divulgacéo presente, como exemplifi-
cado por Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing
Company, 1990, incorporado neste documento por referéncia. Além

disso, para administracdo animal (por exemplo, humano), sera enten-
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dido que os preparativos devem atender esterilidade, pirogenicidade,
seguranca geral e pureza exigidos pelo Escritério da FDA de Padrdes
Biologicos (FDA Office of Biological Standards).

[0065] Tal como aqui usado, "uma composicao compreendendo
uma quantidade terapeuticamente eficaz" ou "uma composicdo com-
preendendo uma quantidade diagnosticamente efetiva" inclui todos e
guaisquer solventes, meios de disperséao, revestimentos, agentes ten-
sioativos, antioxidantes, conservantes (por exemplo, agentes antibac-
terianos , agentes anti-fingicos), agentes isotdnicos, agentes de retar-
damento da absorcéo, sais, conservantes, estabilizantes, drogas far-
macéuticas, géis, ligantes, excipientes, agentes de desintegracao, lu-
brificantes, agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, corantes,
tais como os materiais e combinagdes dos mesmos, como seria co-
nhecido a um versado na técnica. Exceto no caso em que qualquer
portador convencional ser incompativel com o ingrediente ativo, seu
uUsSo na composicao presente € contemplado.

[0066] As composicOes da presente invencao podem incluir dife-
rentes tipos de transportadores, dependendo se é para ser administra-
do na forma de sélido, liquido ou aerossol, e se ele precisa ser esterili-
zado para essas vias de administracdo como injecao. As composicoes
da presente invencdo podem ser administradas por via intravenosa,
intradérmica, intra-arterial, intraperitoneal, intralesionalmente, intracra-
niana, intra-articular, intraprostaticamente, intrapleural, intratraqueal,
intranasal, via intravitrea, intravaginal, intraretal, topica, intratumoral,
intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, subconjuntival, intravesicu-
lar, através das mucosas, intrapericardica, intraumbilical, intraocular,
oralmente, topicamente, localmente, injecéo, infusdo, infusdo continua,
perfusdo de banho localizada células alvo diretamente, por meio de
um cateter, por meio de uma lavagem, em composi¢des de lipidos (por

exemplo, lipossomas), ou por outro metodo, ou qualquer combinagao
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dos anteriores, tal como seria conhecido de um versado na técnica.
[0067] A quantidade efetiva requerida de uma composicao da pre-
sente invencao administrada a um paciente pode ser determinada por
fatores fisicos e fisiol6gicos tais como o peso corporal, a gravidade da
condicdo, o tecido a ser visualizado, o tipo de doenca a ser tratada,
imageamento anterior ou concomitante ou intervencdes terapéuticas,
idiopatia do paciente,e a via de administracdo. O médico responsavel
pela administracdo determinard, em qualquer caso, a concentracao de
ingrediente ativo(s) em uma composicao e dose(s) apropriada para o
sujeito individual.

[0068] Em determinadas modalidades, composi¢cdes farmacéuticas
podem incluir, por exemplo, pelo menos cerca de 0,1% do quelato de
ion de metal quelante. Em outras modalidades, a um composto ativo
pode incluir entre cerca de 2% a cerca de 75% em peso da unidade,
ou cerca de 25% a cerca de 60%, por exemplo, e qualquer intervalo
derivavel nele. Em outros exemplos nado limitantes, uma dose pode
também compreender de aproximadamente de cerca de 0,1
mg/kg/peso a cerca de 1000 mg/kg corporal/de peso corporal ou qual-
guer quantidade dentro desse intervalo, ou qualquer valor superior a
1000 mg/kg/peso do corpo por administracao .

[0069] Em qualquer caso, a composi¢cao pode incluir varios antio-
xidantes para retardar a oxidacdo de um ou mais componentes. Além
disso, a prevencédo da acado de microorganismos pode ser provocada
por conservantes tais como varios agentes antibacterianos e antifungi-
cos, incluindo, mas néo se limitando a parabenos (por exemplo,, metil-
parabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, acido sérbico, time-
rosal ou suas combinacoes.

[0070] As composicOes da presente invencdo podem ser formula-
das em forma de base livre, neutra ou sal. Sais farmaceuticamente

aceitaveis incluem os sais formados com os grupos carboxil livre deri-
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vado de bases inorganicas, como por exemplo, sodio, potassio, amo-
nio, calcio ou hidroxidos férricos; ou tais bases organicas como isopro-
pilamina, trimetilamina, histidina ou procaina.

[0071] Em modalidades onde a composi¢cdo € uma forma liquida,
um transportador pode ser um solvente ou meio de dispersao que in-
clui, mas néo se limitando a, agua, etanol, poliol (por exemplo,, glice-
rol, propilenoglicol, polietilenoglicol liquido, etc), lipidios (por exem-
plo,de, triglicerideos, Oleos vegetais, lipossomas) e suas combinacoes.
A fluidez adequada pode ser mantida, por exemplo, pelo uso de um
revestimento, como lecitina; pela manutencéo da necessaria do tama-
nho de particula por dispersdo em operadoras como, por exemplo li-
quido poliol ou lipidios; pelo uso de surfactantes como, por exemplo,
hidroxipropilcelulose; ou combinacfes respectivas de tais métodos.
Em muitos casos, sera preferivel incluir agentes isotdnicos, por exem-
plo, acucares, cloreto de sédio ou suas combinacdes.

[0072] Solucdes injetaveis estéreis podem ser preparadas usando
técnicas tais como a esterilizacdo filtrada. Geralmente, as dispersdes
sdo preparadas, incorporando os varios ingredientes ativos esteriliza-
dos em um excipiente estéril que contém um meio de dispersao basico
e/ou outros ingredientes. No caso de pés estéreis para a preparagao
de solucdes injetaveis estéreis, suspensdes ou emulsées, os métodos
de preparacdo preferenciais sdo técnicas de secagem a vacuo e de
liofilizacdo que produz um po6 de um ingrediente ativo mais qualquer
ingrediente adicional desejado a partir de um meio liquido filtrado esté-
ril do mesmo. O meio liquido deve ser convenientemente tamponado,
se necessario, e o liquido diluente processada primeiro isotbnico antes
da injecdo com solucéo salina suficiente ou glicose. A preparagcao das
composicdes altamente concentradas para injecdo direta tambéem é
contemplada, onde o uso de DMSO (dimetilsulféxido) como solvente é

visionado para resultar na penetragcdo extremamente rapida, oferecen-
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do altas concentracfes dos agentes ativos para uma peguena area.
[0073] A composicdo deve ser estavel sob as condi¢cdes de fabri-
cacao e armazenamento e pode ser preservada contra a agcdo conta-
minante de micro-organismos tais como bactérias e fungos. Sera
apreciado essa que tal contaminacdo de endotoxinas deve ser mantida
minimamente em nivel seguro, por exemplo, menos que 0,5 ng/mg de
proteina.

[0074] Em modalidades particulares, absorcdo prolongada de uma
composicao injetavel pode ser provocada pelo uso nas composicdes
de agentes, atrasando a absorc¢ao, tais como, por exemplo, monoeste-
arato de aluminio, gelatina ou suas combinacdes.

[0075] As composicdes da presente invencédo podem ser utilizadas
em uma variedade de técnicas de medicina nuclear para geracédo de
imagens conhecidas por aqueles versados na técnica. Por exemplo,
imagem de camera gama é contemplada como um método de imagem
gue pode ser utilizado para medir um sinal derivado do ion do metal
guelatado para o conjugado de acucar EC. Um versado na técnica es-
taria familiarizado com técnicas para a aplicacdo de imageamento de
camera gama (ver, por exemplo,Kundra et al., 2002, especificamente
aqui incorporados por referéncia).

[0076] Modalidades de imageamento de radionuclideos (tomogra-
fia por emissdo de positrons, (PET), tomografia computadorizada de
emissao de féton unico (SPECT)) sdo técnicas de imagem transver-
sais de diagndsticos que mapeiam a localizacdo e a concentragdo dos
radiomarcadores rotulados por radionuclideo. Embora CT e MRI forne-
cem informacfes anatdbmicas consideraveis sobre a localizacdo e a
extensao dos tumores, estas modalidades de imagem adequadamente
nao podem diferenciar lesdes invasivas de edema, necrose de radia-
cao, graduacao ou gliose. PET e SPECT podem ser usados para loca-

lizar e caracterizar tumores medindo a atividade metabdlica.
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[0077] PET e SPECT fornecem informacdes referentes a informa-
¢cOes a nivel celular, como a viabilidade celular. Em PET, um paciente
ingere ou € injetado com uma substancia ligeiramente radioativa que
emite pésitrons, que podem ser monitorados na media em que a subs-
tancia se move pelo corpo. Em uma aplicacdo comum, por exemplo,
0s pacientes recebem glicose com emissores de poésitrons anexados,
e 0s cérebros deles sdo monitorados na medida em que eles execu-
tam varias tarefas. Ja que o cérebro usa glicose na medida em que
funciona, uma imagem PET mostra onde a atividade cerebral é alta.
[0078] Intimamente relacionado com PET esta a tomografia com-
putadorizada por emissao de foton unico, ou SPECT. A principal dife-
renca entre os dois € que, em vez de uma substancia de emissores de
positrons, SPECT usa um marcador radioativo que emite fétons de
baixa energia. SPECT ¢€ valiosa para o diagndéstico de doenca arterial
coronariana, e ja cerca de 2,5 milhdes estudos cardiacos SPECT séo
feitos nos Estados Unidos a cada ano.

[0079] Radiofarmacos PET para imageamento sdo comumente
rotulados com emissores de positron como C, N, °0, 8F, &Rp,
52Cu e %8Ga. Os medicamentos radiofarmacéuticos SPECT sdo comu-
mente rotulados com emissores de positrons como M Tc, 201 T| e
6’Ga. Em relacdo a imageamento do cérebro, radiofarmacos PET e
SPECT sao classificados de acordo com a permeabilidade da barreira
hemato-encefalica (BBB), a perfuséo cerebral e a ligacdo do receptor
de metabolismo e ligacdo antigeno-anticorpo (Saha,et al.1994). Agen-
tes SPECT de barreira hemato-encefalica, como °°"TcO4-DTPA,?%! TI
e [¢’Ga]citrato sdo excluidos por células cerebrais normais, mas en-
tram em células tumorais por causa do BBB alterado. Agentes de per-
fusdo SPECT como [*?%eu] IMP, [*®®*™ Tc] HMPAO, [*™ Tc] ECD séo
agentes lipofilicos e, portanto, se espalham no cérebro normal. Impor-

tantes radiofarmaceuticos SPECT de ligagdo ao receptor incluem [123]
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QNE [*23]] IBZM, e [*?%l] iomazenil. Estes marcadores se ligam a recep-
tores especificos e sdo de importancia na avaliacdo de doencas rela-
cionadas com o receptor.

[0080] Tomografia computadorizada (CT) é contemplada como
uma modalidade de imageamento no contexto da presente invencgao.
Ao tomar uma série de raios-x, as vezes mais do que mil, de varios
angulos e entdo combina-las com um computador, CT tornou possivel
construir uma imagem tridimensional de qualquer parte do corpo. Um
computador é programado para exibir as fatias bidimensionais de
qualquer angulo e em qualquer profundidade.

[0081] Em CT, injecéo intravenosa de um agente de contraste ra-
diopaco pode auxiliar na identificacdo e delimitacdo das massas de
tecidos moles quando CT inicial ndo € de diagndéstico. Da mesma for-
ma, agentes de contraste ajudam a avaliar a vascularizagcdo de uma
lesdo de tecido macio ou 0sso. Por exemplo, 0 uso de agentes de con-
traste pode ajudar a delineacdo da relacdo de um tumor e estruturas
vasculares adjacentes.

[0082] Agentes de contraste CT incluem, por exemplo, meios de
contraste iodado. Lotalamate, iohexol, diatrizoate, iopamidol, etiodol e
iopanoate sdo exemplos desses agentes. Agentes de gadolinio tam-
bém foram relatados para ser Uteis como um agente de contraste da
CT (ver, por exemplo, Henson et al., 2004). Por exemplo, agentes ga-
dopentate tém sido usados como um agente de contraste da CT (dis-
cutido em Strunk e Schild, 2004).

[0083] Imageamento de ressonancia magnética (RMI) é uma mo-
dalidade de imageamento mais recente que o CT que usa um sinal de
ima e radio-freqiiéncia de alta resisténcia para produzir imagens. A
espécie molecular mais abundante em tecidos biolégicos é a agua. E
guantica mecanica "spin" dos nucleos prétons agua que, finalmente,

da origem ao sinal em experimentos por imagens. Na ressonancia
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magneética, a amostra a ser fotografada € colocada em um forte campo
magnético estatico (Tesla 1-12) e as rotacdes sdo excitadas com um
pulso de radiacdo de radiofrequéncia (RF) para produzir uma magneti-
zacdo liquida na amostra. Varios gradientes de campo magnético e
outros pulsos RF entdo atuam sobre as rotacdes de informacéo espa-
cial de codigo para os sinais gravados. Coletando e analisando esses
sinais, € possivel calcular uma imagem tridimensional que, como uma
imagem de CT, normalmente € exibida em fatias bidimensionais.
[0084] Os agentes de contraste utilizados em imageamento de MR
latente diferem das utilizadas em outras técnicas de imagem. Sua fina-
lidade é auxiliar na distincdo entre componentes de tecido com carac-
teristicas de sinal idéntico e encurtam os tempos de relaxamento (que
produzira um sinal mais forte nas imagens de senhor spin-eco ponde-
radas em T1 e um sinal de menos intenso em imagens ponderadas em
T2). Exemplos de agentes de contraste de MRI incluem quelato de ga-
dolinio, manganés quelato, cromo quelato e particulas de ferro.

[0085] Tanto CT e MRI fornecem informacdes anatbmicas que
ajuda na distingdo entre limites de tecido e estrutura vascular. Compa-
rado ao CT, as desvantagens da MRI incluem baixa tolerancia do pa-
ciente, contraindicacbes em marcapassos e certos outros dispositivos
metalicos implantados e artefatos relacionados a varias causas, nao o
pelo menos dos quais é movimento (Alberico et al., 2004). CT, por ou-
tro lado, € rapida, bem tolerada e prontamente disponivel, mas tem
resolucao de contraste menor do que o MRI e necessita de contraste
iodado e radiagdo ionizante (Alberico et al., 2004). Uma desvantagem
de CT e MRI é que nenhuma modalidade de imageamento fornece in-
formacdes funcionais a nivel celular. Por exemplo, nenhuma modali-
dade fornece informacgdes sobre a viabilidade celular.

[0086] imageamento 6ptico € outra modalidade de imageamento

gue ganhou aceitacéo generalizada em areas especificas da medicina.
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Exemplos incluem rotulagem o6ptica dos componentes celulares e an-
giografia como angiografia fluoresceina e angiografia verde de indoci-
anina. Exemplos de agentes de imagem oOptico incluem, por exemplo,
fluoresceina, um derivado da fluoresceina, indocianina verde, verde
Oregon, um derivado do derivado de Oregon verde, verde rodamina,
um derivado de rodamina verde, uma eosina, um eritrosina, Vermelho
Texas, um derivado do Texas vermelho, verde malaquita, s sulfosucci-
nimidil éster de nano ouro, azul cascata, um derivado de cumarina, um
naftaleno, um derivado de piridiloxazol, corante amarelo cascata ou
tintura de dapoxil.

[0087] Outra modalidade de imageamento biomédico que ganhou
aceitacdo generalizada é o ultrassom. Ultrassonografia tem sido usada
de forma né&o invasiva para fornecer imagens transversais em tempo
real e mesmo tridimensionais de estruturas de tecidos moles e a in-
formacédo do fluxo de sangue no corpo. Ondas sonoras de alta fre-
guéncia e um computador para criar imagens de vasos sanguineos,
tecidos e 6rgéos.

[0088] Ecografia do fluxo de sangue pode ser limitada por uma sé-
rie de fatores tais como tamanho e profundidade do vaso sanguineo.
Agentes de contraste ultrassdnico, um desenvolvimento relativamente
recente, incluem perfluorina e analogos de perfluorina, que séo proje-
tados para superar essas limitacdes, ajudando a aumentar a escala de
cinza imagens e sinais Doppler.

[0089] Determinadas modalidades da presente invencéo referem-
se aos métodos de imageamento de um local dentro de um sujeito
usando duas modalidades de imagem que envolvem um primeiro sinal
e um segundo sinal de imagem de complexo ion de metal de porcéo
guelante—. O primeiro sinal é derivado do ion de metal e o segundo
sinal € derivado da porcdo de imageamento. Conforme definido acima,

qualquer modalidade de imageamento conhecida pelos versados na
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técnica pode ser aplicada nessas modalidades dos métodos de ima-
gem presentes.

[0090] As modalidades de imagem séo realizadas a qualquer mo-
mento durante ou apos a administracdo da composi¢cdo que inclui a
guantidade eficaz para o diagnostico da composi¢cdo da presente in-
vencao. Por exemplo, os estudos de imagem podem ser realizados
durante a administracdo da composicao de imagem dupla da presente
invencdo, ou em qualquer momento posterior. Em algumas modalida-
des, a primeira modalidade de imagem ¢€ feita comecando simultane-
amente com a administracédo do agente de imagem dupla, ou cerca de
1 seq, 1 hora, 1 dia, ou qualquer periodo de tempo apés a administra-
cao do agente de imagem duplo, ou a qualquer momento entre qual-
guer um destes tempos citados.

[0091] A segunda modalidade de imagem pode ser realizada si-
multaneamente com a primeira modalidade de imageamento, ou em
gualquer tempo apés a primeira modalidade de imagem. Por exemplo,
a segunda modalidade de imageamento pode ser realizada cerca de 1
segundo, cerca de 1 hora, cerca de 1 dia ou mais periodo de tempo
seguinte conclusdo da primeira modalidade de imagem, ou a qualquer
momento entre qualquer um destes tempos declarados. Em determi-
nadas modalidades da presente invencéo, a primeira e segunda moda-
lidades de imagem s&o executadas simultaneamente, tais que come-
cam ao mesmo tempo apos administracdo do agente. Uma pessoa
versada na técnica estaria familiarizada com o desempenho das varias
modalidades de imageamento previstas pela presente invengéao.

[0092] Em algumas modalidades dos métodos presentes de ima-
geamento duplo, o0 mesmo dispositivo de imageamento é usado para
realizar uma primeira modalidade de imagem e uma segunda modali-
dade de imagem. Em outras modalidades, um dispositivo de imagea-

mento diferente € usado para executar a segunda modalidade de ima-
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gem. Um versado na técnica estaria familiarizado com os dispositivos
de imagem disponiveis para o desempenho de uma modalidade de
imagem primeira e uma segunda modalidade de imagem, e o artesao
versado na técnica estaria familiarizado com o uso desses dispositivos
para gerar imagens. Mais detalhes dos métodos diagndsticos e tera-
péuticos podem ser encontrados em US 2008/0107198 (incorporados
neste documento por referéncia).

[0093] Os exemplos a seguir sdo incluidos para demonstrar moda-
lidades preferenciais da invencdo. Deve ser apreciado, por aqueles
versados na técnica, que as técnicas divulgadas nos exemplos que se
seguem representam técnicas que os inventores descobriram funcio-
nar bem na pratica da invencéo e, assim, podem ser consideradas pa-
ra constituir os exemplos dos modos preferenciais para sua pratica. No
entanto, aqueles versados na técnica devem, a luz da presente divul-
gacao, apreciar que muitas mudancas podem ser feitas nas modalida-
des especificas as quais sédo divulgadas e ainda obter um resultado

parecido ou semelhante, sem se desviar do espirito e do escopo da

invencao.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1 - SINTESE DE N, N-ETILENODICISTEINA-
GLUCOSAMINA (EC-G). VER FIG. 1.

GERAL

[0094] Todos os produtos quimicos e solventes foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Ressonancia magnética nuclear (RMN)
foi realizada no espectrometro Bruker 300MHz Spectrometer e espec-
tros de massa foram realizados no espectrometro de massa Waters Q-
TOF Ultima Mass Spectrometer (Milford, MA) na instalacdo de nucleo
da Universidade do Texas, MD, Anderson Cancer Center (UTMDACC,;
Houston, TX). Mudangas quimicas foram relatadas em & (ppm) e J va-

lores em Hertz. FDG foi obtido do Departamento de Medicina Nuclear
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em UTMDACC.

SINTESE DE ECG

Etapa 1: Sintese de T-G-(Ac)4

[0095] Para uma solucéo de &cido tiazolidina-4-carboxilico (T) (2,6
g, 0,02 mol) em DMF (20 ml) e 5,0 ml trimetilamina, hidrato de 1-

hidroxibenzotriazol 2,7 g (0,02 mol) foi adicionado. Depois de 30 min,
cloridrato de 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-amino-a-D-glucopiranose (G-
(Ac)s) (7,7 g, 0,02 mol),N,N"-diciclohexilcarbodiimida (DCC; 4,2 g, 0,02
mol) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP; 1,2 g, 0,01 mol) foram adiciona-
dos a mistura e agitados durante a noite na temperatura ambiente. A
solucéo foi evaporada para secagem em alto vacuo. Diclorometano
(CH2CI,) (50 ml) foi adicionado ao residual e mantido a 4°C durante a
noite, em seguida, filtrado. O produto foi purificado com silica-gel por
eluicdo com CH2Cl2/MeOH(95/5, V/IV) para render o produto branco T-
G-(Ac)s 4,08 g (44,2%). RMN e espectrometria de massa foram usa-
dos para confirmar a estrutura de T-G-(Ac)a.

Etapa 2: Reacao de Reducéao

[0096] Sadio foi adicionado parte a parte para uma solucéo de T -
G-(Ac) 4 (4,08 g, 8,8 mmol) em amonia liquida (170 g). A cor da solu-
cdo lentamente foi mudada para azul escuro. Apos 30 minutos, foi adi-
cionado uma pequena quantidade de cloreto de amdnio. A aménia li-
quida foi removida por pressao reduzida. O sdlido residual foi triturado
com metanol (100 ml). O sélido foi entéo filtrado e lavado com metanol
adicional (50 ml) para produzir o produto bruto 4,16 g. Para obter ECG
pura analitica, o produto bruto (0,1 g) foi dissolvido em 1,0 ml de HCI
(0,1 N) e purificado com coluna de Sephadex por eluicdo com H20. As
fracdes aquosas foram combinadas e liofilizadas para rendimento EC-
G g 0,029 (46,7%). RMN e espectrometria de massa e HPLC foram
usados para confirmar a estrutura de ECG.

RESULTADOS
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[0097] O esquema sintético € mostrado em FIG. 1. ECG foi sinteti-
zado por duas etapas de rea¢cdes. Na primeira etapa, acido tiazolidina-
4-carboxilico (T) foi reagido com cloridrato de 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-
amino-a-D-glucopiranose (G-(Ac)s) na presenca de hidrato de hidroxi-
benzotriazol-1, DCC e DMAP. Apds a purificacdo, o rendimento do
produto T-G-(Ac). foi de 44,2%. *H RMN (D20, §):1,97-2,14 (m, 12 H)
3,88 (t, 1 H), 3,93 (s, 2H,), 4,05-4,10 (m, 6H) 4,22-4,30 (m, 2 H,), 5,09
(t, 1H), 5,34 (t, 1H), 5,80 (d, 1H), 6,93 (d, 1H,). ¥C RMN(D20, §):
171,19, 171,00, 170,65, 169,35, 166,35, 141,76, 92,05, 82,45, 72,79,
72,02, 68,02, 61,73, 60,39, 53,21, 42,32, 20,84, 20,68, 20,58, 20,55.
FAB MS m/z: 462,5.

[0098] Na segunda etapa, T-G-(Ac)s foi reduzida por sodio em
amonia liquida (reducao de Birch). O produto bruto foi purificado com
uma coluna de Sephadex ao rendimento ECG (46,7%). HPLC mostra
que a pureza é superior a 82%. *H RMN (D20, §): 3,15-3,20 (m, 4H)
3,78-4,05 (m, H 6), 4,08-4,15 (m, 8H), 4,2-4,3(d, 2H), 4,68-4,73 (d, 2h),
5,19-5,21(d, 2H). 3C RMN (D20, §): 174,81 174,56, 94,95, 90,87,
90,84, 75,96, 73,91,73,85, 71,59, 70,71, 70,66, 70,10, 69,88, 60,72,
60,62, 56,72, 54,11, 23,33, 22,23, 21,96. FAB MS m/z: 591

EXEMPLO 2 - SINTESE DE GA-ECG FRIO

[0099] %9GaCls (20 mg, 0,22mmol) em 0,2 ml H20 foi adicionado a
uma solucédo de ECG (60 mg, 0,2mmol) em 0,5 ml H20O. O valor de pH

foi ajustado para 4-5 com 0,1 N NaOH (50 u I). A solucao foi aquecida
por 30 min a 60 °C. O produto bruto foi purificado por uma eluicdo de
coluna de Sephadex com H:O to yield Ga-ECG. Apos a liofilizacéo,
Ga-ECG foi obtido como sélido branco (52mg, 78,1%). RMN e espec-
trometria de massa e HPLC foram usados para confirmar a estrutura
de °Ga-ECG.

[00100] RMN de frio ®°Ga-ECG foi 'H RMN (D20, §): 2,94-3,38 (m,
H 8) 3,43-3,65 (m, 4H), 3,50-3,80 (m, 10H), 3,92-4,02 (t, H 2), 4,23-
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4,34(d, 2H), 5,15-5,34(d, 2H), 3C RMN(D20, §): 175,51 175,16, 95,55,
90,85, 90,67, 75,76, 74,90,73,55, 71,59, 70,71, 70,66, 70,10, 69,88,
60,72, 60,62, 56,72, 54,11, 23,53, 22,83, 22,16. Analise de Radio-TLC
e HPLC de pureza de ®Ga-ECG e *"Tc¢c-ECG foram gt;96% (FIGS. 2-
4). HPLC de frio %°Ga-ECG foram usados para confirmar a estrutura de
68Ga-ECG (FIG. 3).

EXEMPLO 3 - RADIOSITESE DE 8GA-ECG E “MTC-DE ECG

[00101] ©%8GaClsfoi obtido de um gerador %8Ge /°® Ga (Eckert Ziegler,
Valencia, CA) eluido com 0,1 de NHCI. %8GaCl 3 (120 p | de , 300 pCi)

foi adicionado a solucdo de ECG (1,2 mg) em 0,1 ml H2O e o valor de

pH foi ajustado para 4-5 com NaHCOsz (40 p I, 0,1 N). A solucéo foi
aquecida a 60°C durante 15 min. de sodio é (Na®*™TcO,) foi obtido do
gerador **Mo / ®*mTc pela Covidien (Houston, TX). Radiosynthesis %M
que TC-ECG foi conseguido através da adicdo de **"Tc-pertechnetato
(40-50 mCi) no residuo liofilizado de ECG (5 mg) e cloreto de estanho
(1) (SnCly, 100 g de n). A complexacédo de ECG com %™ Tc foi realiza-
da em pH 6,5. Determinou-se a pureza radioquimica do TLC (Water-
man N° 1, Aldrich-Sigma, St Louis, MO) eluido com solu¢cédo salina.
Cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), equipada com um
detector Nal e detector UV (210 nm), foi realizada em uma coluna de
fase reversa C-18 (C18-estende, Agilent, Santa Clara, CA) eluida com
acetonitril/agua (1:9, V/V) em uma taxa de fluxo de 0,5 ml/min. HPLC
de frio ®°Ga-ECG foi usado para confirmar a estrutura de ®®Ga-ECG.
EXEMPLO 4 - BIODISTRIBUICAO DE RADIOMARCADORES EM
RATOS PORTANDO MESOTELIOMA

[00102] 344 ratos Fisher Fémea (150+25 g) (Harlan Sprague-

Dawley, Indianapolis, IN) (n = 3 ratos/ponto de tempo) foram inocula-

dos com células mesotelioma pleural maligno derivadas de linhagem
celular IL- 45. Células tumorais (10 ° células/rato) foram injetadas (i.m.)

nas pernas traseiras. Estudos foram realizados 14 a 17 dias apos a
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inoculacdo, quando os tumores eram de aproximadamente 1 cm de
diametro. Em estudos de distribuicdo de tecido, cada animal foi injeta-
do (i.v., 10 pCi/rato, n10 g/rato) com ™ T“ECG, %8Ga-ECG e'® F-FDG.
Os ratos foram sacrificados em 0,5-4 hrs. Os tecidos selecionados fo-
ram extirpados, pesados e contados pela radioatividade usando um
contador gama (Packard Instruments, Downers Grove, IL). A biodistri-
buicdo do marcador em cada amostra foi calculada como porcentagem
da dose injetada por grama de peso umido de tecido (%ID/g).

[00103] Absorcéo tumor e tecido (%ID/g) de ®¥Ga-ECG, ™ Tc-ECG
e 18F-FDG sdo mostrados nas Tabelas 1-3. A maior absorcéo de tumor
99m Tc-ECG é 0,47 em 30 min pés injecao e declinou a 0,08 em 240
min poés injecdo. Captacdo de tumor (%ID/g), tumor/pulméo, tu-
mor/sangue e tumor/musculo em contagem de propor¢cdes de densi-
dade para %"™Tc-ECG (30-240 min) foram 0,47+0,06 a
0,08+0,01;0,71+0,07 a 0,85+0,04; 0,47+0,03 a 0,51+0,01, e 3,49+0,24
a 5,06+0,25; por %8Ga-ECG (15-60 min) foram 0,70+0,06 a 0,92+0,08;
0,64+0,05 a 1,15+0,08; 0,42+0,03 a 0,67+0,07, a 3,84+0,52 a
7,00+1,42; por FDG (30-180 min) foram 1,86+0,22 a 1,38+0,35;
3,1840,44 a 2,92+0,34, 4,19+0,44 a 19,41+2,05 e 5,75+2,55 a
3,33+0,65, respectivamente. Maior absorcéo renal foi observada tanto
para ®Ga-ECG e ™ grupos Tc-ECG, presumivel porque conjugados
EC e EC podem interagir com tdbulos renais no rim (Yang et al.,
2003).

EXEMPLO 5 - ESTUDOS DE IMAGEAMENTO CINTILOGRAFICO
[00104] 344 ratos Fischer FEmea (15025 g) portando mesotelioma

pleural maligno (nas pernas traseiras) derivado de linhagem celular IL-
45 foram utilizados para estudos de imageamento. Estudos foram rea-
lizados 14 a 17 dias apods a inoculacdo, quando os tumores eram de
aproximadamente 1 cm de didametro. Imagens cintilograficas foram ob-

tidas de um micro-PET (Inveon) incorporadas na aquisicdo de dados
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PET/CT de coordenadas porticas , ou de uma camara de M-gama (Si-
emens Medical Systems, Inc., Hoffman Estates, IL) equipado com co-
limador de orificio paralelo de baixa energia. Cada animal recebeu
administracdo com *MTc¢c-ECG (300 pCi/rato, iv), %®Ga-ECG e 18F-
FDG (400 pCilrato, iv), e as imagens foram obtidas em 0,5-4 hrs. Para
demonstrar ®8Ga-ECG pode ser usado para terapia guiada por ima-
gem, 0S mesmos ratos portando mesotelioma (n = 3) com o volume do
tumor 1,5 cm foram tratados com paclitaxel (injecdo Unica de 20
mg/kg, iv,). Antes do tratamento e tratamento pés-paclitaxel no dia 7,
os ratos portando tumor foram imageados com %Ga-ECG. Regibes de
interesse (ROI) delineadas por computador (contagens por pixel) fo-
ram usadas para determinar as proporc¢des de densidade de contagem
de tumor-fundo para *™ Tc-ECG. Regides de interesse (ROI) delinea-
das por computador (contagens por pixel) para o tumor e masculo no
intervalo de tempo correspondente foram usados para gerar um grafi-
co dindmico. Representacdo gréafica dinamica foi de 0 a 45 minutos.
Paclitaxel foi selecionado porque produziu efeitos antiproliferativos
através da inibicdo dos transportadores de glicose (Glut-1) em estudos
de linha celular (Rodrigues, et al. 2007). Além disso, foi relatado que
mesotelioma responde ao tratamento de paclitaxel no modelo animal (
Schulz, et al. 2011).

[00105] Imagens cintilograficas de ratos que receberam administra-
cao %8Ga-ECG, ®"Tc-ECG ed *¥F-FDG mostraram que tumores podem
ser claramente visualizadas em 0,5-4 hrs (FIGS. 5-7). Representacao
grafica dinamica de absorcdo de tumor com %Ga-ECG e 8F- FDG
mostrou padrdo de transporte similar (FIG. 5). ®Ga-ECG foi capaz de
monitorar a resposta de tratamento paclitaxel nos mesmos ratos por-
tando mesotelioma (FIG. 6). Dois ratos recebendo ™ Tc-ECG (meio e
direita) foram selecionados aleatoriamente para comparar ao rato re-

cebendo °°™ Tc-EC (esquerda) sob o mesmo painel de imagem. Tumor
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em %Mgrupo de Tc-ECG mostrou muito maior absorcdo do que
®Mgrupo Tc-EC (de controle) em 1 e 2 hrs (FIG. 7).

[00106] Em resumo, uma sintese eficiente de ECG foi alcancada
com alto rendimento. %8Ga-ECG e ™ Tc-ECG foram preparados com
alta pureza radioquimica. Biodistribuicdo e estudos de imageamento
planares demonstraram a distribuicdo farmacocinética e viabilidade do
uso de %8Ga-ECG e %™ T¢c-ECG para imagear mesotelioma. ®Ga-ECG
e 9™ Tc-ECG mostrou um aumento da absorcdo no mesotelioma no
modelo testado, indicando que eles sdo possiveis para avaliar o volu-
me do tumor. 8Ga-ECG e *°™ Tc-ECG pode ser (til para triagem, di-
agnostico, estadiamento e avaliar a eficicia do tratamento em respeito
a todos os tipos de cancer.

EXEMPLO 6 — FABRICACAO DE KIT EC-G

[00107] Um unico kit EC-G foi fabricado pela dissolucédo de 1,0 mg

de EC-G em 0,1 mL de agua. Para isso, 1 mg de acido L-ascorbico em
0,1 mL de agua, 0,5 mg de neomicina em 0,1 mL, 0,5 mg L-cisteina e,
0,1mL de 1 g/mL de solucao de cloreto de estanho (Il) foram adiciona-
dos. O produto foi liofilizado para um dnico kit frio. *™ Tc-EC-G feito
usando o kit foi analisado por cromatografia de camada fina instanta-
nea utilizando soro fisiolégico como uma fase movel. Os resultados
indicaram a mesma retencgédo para o produto do kit, bem como um pro-
duto padrdo °*"Tc-EC-G (FIG. 16). O produto de kit e produto padrdo
também foram analisados por HPLC usando H>.O/MeCN (9:1) como
um eluente com uma taxa de fluxo de 0,50 mL/min (FIGS. 17 and 18).
A absorcéo do produto de kit e produto padrdao foram analisadas para
absorcdo em 13762 células de tumor mamaéario de rato. O produto kit
foi encontrado para ter absorcdo maior que 5 vezes do que o produto
padrao (FIG. 19)
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REIVINDICACOES

1. Método de preparacdo de um conjugado de tiazolidina-
acucar, caracterizado pelo fato de que compreende um acucar de
amino com um &cido tiazolidina carboxilico, produzindo assim o conju-
gado de tiazolidina-acucar.

2. Método de acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado
pelo fato de que ainda compreende a reducao do conjugado de tiazoli-
dina-acucar com um agente redutor compreendendo um metal alcalino
e uma fonte de elétrons para desse modo fornecer um conjugado de
etilenodicisteina-acucar.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o aclUcar de amino € glucosamina ou cloridrato de
1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-amino-a-D-glicopiranose.

4. Método de acordo com a reivindicacéo 2, caracterizado
pelo fato de que ainda compreende a quelacédo de um ion metalico ao
conjugado de etilenodicisteina-agucar para gerar um conjugado de eti-
lenodicisteina(EC)-acucar rotulado com ion metalico.

5. Método de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado
pelo fato de que o ion metalico € selecionado do grupo de ions de me-
tal que consiste em um ion de tecnécio, um ion de estanho, um ion de
cobre, um ion de indio, um ion de talio, um ion de galio, um ion de ar-
sénico, um ion de rénio, um ion de hélmio, um ion de itrio, um ion de
samario, um ion de selénio, um ion de estréncio, um ion de gadolinio,
um ion de bismuto, um ion de ferro, um ion de manganés, um ion de
lutécio, um ion de cobalto, um ion de platina, um ion de calcio e um
ion de rodio.

6. Método de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
pelo fato de que o ion metalico é um radionuclideo; preferivelmente em
que o radionuclideo é selecionado do grupo consistindo em %°™Tc,

117mSn’ 177LU, 188Re, 186Re, 153Sm’ 166H0’ QOY’ 895[’, 67Ga, 68Ga, 1ll|n’
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183Gd, °%Fe, 2%°Ac, ?21Bi, 2!At, *°Ti, %°Cu, %1Cu, ®’Cu, ®*Cu e %2Cu ou um
metal ndo radiativo selecionado de '®'Re.

7. Método de acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado
pelo fato de que acido tiazolidina carboxilico € um acido tiazolidina
carboxilico desprotegido.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de que o acido tiazolidina carboxilico é

H

N OH
rﬁ
S o)

9. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda um agente de ligacao.

10. Composicao caracterizada pelo fato de que compreen-
de um conjugado de etilenodicisteina-aclicar ou conjugado de etileno-
dicisteina-acgucar rotulado com ion metéalico e neomicina.

11. Composicao de acordo com a reivindicacao 10, caracte-
rizada pelo fato de que compreende cerca de 0,1 mg a cerca de 1,0
mg de neomicina por 1 mg de conjugado de etilenodicisteina-acucar.
12. Composicao de acordo com a reivindicacéo 10, caracterizada pelo
fato de que ainda compreende um antioxidante.

13. Composigao de acordo com a reivindicagdo 10, caracte-
rizada pelo fato de que ainda compreende acido ascorbico, cisteina ou
cloreto de estanho(ll).

14. Composicao de acordo com a reivindicacao 10, caracte-
rizada pelo fato de que compreende:

(a) cerca de 0,5 a 2,0 mg de acido ascérbico per 1 mg de
conjugado de etilenodicisteina-acucar;

(b) cerca de 0,1 a 1,0 mg de cisteina per 1 mg de conjuga-
do de etilenodicisteina-agucar;

(c) cerca de 0,05 a 0,5 mg de cloreto de estanho(ll) per 1

mg de conjugado de etilenodicisteina-agucar.
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15. Composicao de acordo com a reivindicacao 10, caracte-
rizada pelo fato de que a composicéao é liofilizada.

16. Uso de conjugado de etilenodicisteina-acucar e/ou e
neomicina, caracterizado pelo fato de que € para preparacdo de uma
composicao para formac&o de imagens dentro de um sitio, de diagnoés-
tico de uma doenca, ou tratamento de uma doenca.

17. Método de formacdo de imagem de um sitio em um in-
dividuo caracterizado pelo fato de que o conjugado de etilenodicistei-
na-agucar rotulado com ion metélico e neomicina foi administrado no
referido individuo, em que o método compreende formacdo de ima-

gens do sitio.
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