Y

Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2117)

@ o Coméroin Extarior
h Py

Intitutes b

en PI0710026-4 A2

(22) Data de Depésito: 30/03/2007
(43) Data da Publicacao: 02/08/2011

* BRPIOZ? 1002¢6A2%*

(51) Int.CI.:
A61K 31/16 2006.01
A61K 31/185 2006.01
A61P 35/00 2006.01
A61P 43/00 2006.01

(54) Titulo: ESTRUTURA PRECURSORA,
COMPOSICOES E METODOS PARA DETECTAR E
TRATAR AREAS ACIDAS EM UM INDIVIDUO

(30) Prioridade Unionista: 30/03/2006 US 11/395,487,
07/06/2006 US 11/449,495, 07/06/2006 US 11/49,508

(73) Titular(es): James E. Summerton
(72) Inventor(es): James E. Summerton

(74) Procurador(es): Vieira de Mello Advogados

(86) Pedido Internacional: PCT US2007008215 de 30/03/2007

(87) Publicacéo Internacional: wo wo2007/117398de
18/10/2007

(57) Resumo: ESTRUTURA PRECURSORA, COMPOSIGOES E
METODOS PARA DETECTAR E TRATAR AREAS ACIDAS EM UM
INDIVIDUO Uma das muitas caracteristicas universais do tumor
maligno é sua acidez. Os instrumentos oncolégicos sdo pequenas
moléculas sintéticas de nédo peptidios designados para explorar a
acidez na deteccdo precoce e destruigao de um tumor. Cada
instrumento oncolégico tem uma estrutura que é anidnica e hidrofilica
em pH 7,4 e desse modo repele superficies provenientes de carga
negativa de células em tecidos normais. Quando um instrumento
oncolégico associa-se a um ambiente acido, tal como um tumor, uma
fragdo das moléculas dos instrumentos oncolégicos muda para sua
forma lipofilica nao idnica que é designada para associar-se a células,
tal como células em areas acidas de um tumor. Previamente ao uso de
um instrumento oncolégico, uma selegéo de isétopo radioativo é ligado
ao instrumento oncolégico. Se o isétopo radioativo emitir radiagéo que
pode ser detectada externamente ao corpo, entdo o instrumento
oncolégico pode servir para detectar tumores. Se o is6topo radioativo
emitir radiagdo eficaz para destruir células, entdo o instrumento
oncoldgico pode sevir para tratar tumores.



10

15

20

1/105 q)l‘ O}/b 00 96’41

ESTRUTURA PRECURSORA, COMPOSICOES E METODOS PARA DETECTAR E

TRATAR AREAS ACIDAS EM UM INDIVIDUO

PEDIDOS DE PATENTES RELACIONADOS & INCORPORACAO POR

REFERENCIA

, Este pedido ¢é um pedido de PCT depositado
conforme 35 USC 363 e reivindica prioridade baseada em U.S.

Ufility Patent Application n.° 11/395.487, depositada em 30

‘de margo de 2006, e U.S. Utility Patent Application n.°

11/449.495 e 11/449.508, ambas depositadas em 7 de junho de
2006.

Estes pedidos de patente de utilidade
relacionados sdo incorporados neste contexto por referéncia
e fazem parte deste pedido. Se qualquer conflito surgir
entre a divulgacdo da invencdo neste pedido de PCT e
aquelas nos pedidos de patente de utilidade relacionados, a
divulgagdo neste pedido de PCT deverd reger. Além do mais,
toda e qualquer patentes dos E.U., pedidos de patente dos
E.U., e outros documentos, cdépia impressa ou eletrdnica,
citado ou referido nesta aplicacdo sdo incorporados neste
contexto por referéncia e se fazem parte deste pedido.

CAMPO TECNICO

Esta invengdo relaciona as composicdes eficazes
para serem seletivamente isoladas em A&reas 4&cidas de
tumores dentro -de um individuo com a finalidade de detectar
e tratar tumores.

FUNDAMENTO DA INVENCAO

Acidez: uma caracteristica explordvel quase-universal dos

tumores:
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Em 1930, o famoso fisiologista Otto Warburg
relatou que uma das caracteristicas mais universais de
tumores malignos é sua acidez. Pesquisa subseqliente sugere
que tal acidez surge porque para que um tumor crescer mais
que aproximadamente 1 milimetro de diédmetro, ele deve
induzir novos vasos sanguineos. Porque vasos sanguineos
indutores dé tumor sdo mal espacados e anormais, &reas de
tumores maiores que alguns dez microns longe de tais
capilares tornam-se geralmente hipdxicas (deficiéncia de
oxigénio). Células em tais A&reas hipdxicas dos tumores
morrem ou mudam o metabolismo glicolitico - tendo por
resultado excrecdo de &acido l&ctico. Por causa da precaria
circulacdo em um tumor, esse acido lactico excretado
acumula-se no espaco intersticial entre células nas &reas
hipéxicas do tumor. Isto pode resultar em um pH tdo baixo
quanto 6,0 nas A&reas mais distantes dos capilares, até
aproximadamente pH 7,0 préximo de capilares. Para
comparag¢do, o pH no espaco intersticial em tecidos normais
€ regulado firmemente entre aproximadamente pH 7,3 e pH
7,5.

Células inativas em A&reas Aacidas dos tumores: o grande

desafio inadequado na terapia do cancer:

Como notado acima, a acidez caracteristica dos
tumores aumenta- geralmente com a crescente distancia
proveniente de capilares do tumor. Enquanto as células do
tumor em pH quase normal na grande proximidade aos
capilares tiverem taxas metabdlicas elevadas e répida
divisdo de células, aquelas células de tumor em &areas mais

dcidas a uma distédncia maior dos capilares tém taxas
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metabdlicas mais baixas e dividem-se lentamente ou de modo
nenhum. Comparadas as células do tumor de divisdo réapida,
estas células de divisd3o lenta e sem divisdo do tumor,
referidas como inativas, sdo substancialmente mais
resistentes aos agentes prejudiciais a célula, tais como
radiagdo e produtos quimicos téxicos.

Desde que as terapias convencionais do cancer
(radiagdo e quimioterapia) foram selecionadas em grande
parte pela sua habilidade para destruir células que se
dividem rapidamente enquanto poupava células de divisao
lenta e sem divisdo tipicas da maioria dos tecidos normais,
tais terapias convencionais do cancer sdo razoavelmente
eficazes em destruir as células de tumor que se dividem
rapidamente no pH quase normal perto dos capilares. Porém
ndo de modo surpreendente, aquelas mesmas terapias sao
pouco ineficazes contra &s células inativas de diviséo
lenta e sem divisdo nas &reas mais Aacidas de um tumor.
Consequentemente, os tratamentos convencionais contra o
céncer destroem predominantemente as células de tumor bem
oxigenadas e que se dividem rapidamente enquanto poupam as
células inativas nas 4reas hipdéxicas/ 4&cidas desse tumor.
Esta destruigdo inicial das células de divisdo rapida faz
com que o tumor entre em remissdo enquanto aquelas células
destruidas 's&o descartadas pelos processos normais de
limpeza de corpo. Entretanto, durante o andamento deste
processo de limpeza, bastante freqlentemente as células
inativas resistentes sobreviventes ao tratamento nas areas
dcidas do tumor recuperam lentamente o0 acesso ao oxigénio

adequado, a nutrientes e a eliminagdo de residuos -
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eventualmente permitindo a elas reverter ©para taxa
metabdlica elevada e rapida divisdo celular. Este
rejuvenescimento das células anteriormente inativas do
tumor conduz geralmente & temida recaida que é responsavel
pela maioria das mértes por cancer.

Esforcos prévios para explorar areas hipdéxicas/ acidas dos

tumores para terapia:

As propriedades hipdéxicas/ a&cidas dos tumores sdo
conhecidas por mais de 75 anos e tem sido especulado por
muito tempo que tais propriedades poderiam ser explordveis
para terapia. Entretanto, até recentemente os esforcos mais
bem sucedidos para explorar estas propriedades se focaram
na hipéxia. Especificamente, substéncias tém sido
desenvolvidas para que exibam citotoxidade minima em
células em normdxia, enquanto exibiam citotoxidade
consideravel em células hipdxicas. Um tal agente obteve
progresso no estdgio de ensaios clinicos.

Comparado a exploragcdo da hipdéxia em tumores,
estes tém tido muito menos esforcos focados na exploracgdo
da acidez de tumores.t Uma aproximagdo mal sucedida foi
baseada na observagdo que o pH acido em tecidos atua para
sensibilizar esses tecidos ao prejuizo térmico. Entretanto,
esforgcos para explorar esta sensibilidade térmica das
células mediada por acido deram resultados decepcionantes.

Uma outra aproximacdo em relacdo a acidez nos
tumores é baseada no fato de que pH baixo em tumores ioniza
agentes citotdxicos de base fraca e, desse modo, confere a
eles membrana impermedvel, que por sua vez resulta em

reducdo preferencial da entrada de um numero de tais
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agentes de base fraca em Areas acidas de tumores relativas
a entrada de tais agentes dentro de células em areas de um

pH mais normal. Nesta consideracdo, antes dessa tentativa

-de -explorar o pH baixo em um tumor, esforcos foram focados

preferivelmente em elevar o pH nos tumores como um meio de
deionizar parcialmente e desse modo intensificar a entrada
de tais agentes citotdéxicos de base fraca em células de
tumor. Tais esforgos encontraram algum sucesso.

Ainda uma outra aproximagdo que se relaciona mais
préxima a presente invenc¢do, confiou no fato de que o baixo
PH no espago intersticial dos tumores causarad a deionizacdo
parcial do agente citotdéxico de 4&cido fraco, clorambucil
(mostrado na Figura 1). Como consequéncia do menor grau de
ionizacdo desta conhecida droga citotdéxica de acido fraco
em areas acidas dos tumores, se esperaria que ela pudesse
mostrar aumento da entrada e, portanto maior citotoxicidade
em células em &reas acidas de tumores. Esta expectativa foi
testada por Kozin et al., em que eles usaram métodos
estabelecidos para fazer tumores mais &cidos em camundongos
portadores de tumor (Cancer Research Vol. 61, pages 4740 -
4743 (2001)). Eles relataram gque, como previsto, uma
reducdo de aproximadamente 0,3 unidade de pH nos tumores
coincidiu com uma melhoria modesta de 1,7 vezes no atraso
do crescimento do tumor proporcinado pelo &cido fraco (pKa
5,8) ~clorambucil. Na conclusdo de seu trabalho, eles
escreveram: "Para nosso conhecimento, CHL (clorambucil) é a
unica terapéutica clinica que €é um acido fraco com O
apropriado pKa £ 6,5. Este estudo fornece assim uma analise

racional para o projeto de novas e potentes drogas que
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exibem propriedades similares ao acido fraco e para a qual
difuséo contribui para absorc¢ao intracelular. Como
igualmente mostrado aqui, o uso combinado de tais compostos
com radiacdo e/ ou os moduladores do gradiente de pH
fornecem oportunidades adicionais para maximizar a reposta
terapéutica”.

No trabalho acima mencionado, os autores notaram
que seus resultados mostraram modesta intensificacao 'na
eficdcia da droga «citotdxica imediatamente disponivel
clorambucil, fornecendo uma andlise racional para projetar
novas drogas anticancerosas citotdéxicas de &cido fraco as
quais podem mostrar eficadcia elevada - porém nenhuma
orientag¢do foi dada para as estruturas moleculares
esperadas para tais drogas, nem qualquer orientacdo foi
dada em como continuar a integrar tanto a fungdo A&cida
fraca e a funcdo citotdxica em uma estrutura apropriada da
droga, nem qualquer orientacdo foi dada sobre que
propriedades especificas sdo desejaveis, nem qualquer
orientagdo foi dada em como continuar a projetar, preparar
ou testar tais drogas citotdéxicas de 4&acido fraco, nem
qualquer orientagdo foi dada a respeito das aplicagdes ou
métodos de uso de tais drogas citotéxicas. A limitacdo mais
séria na proposta dos autores em que novas drogas
citotdxicas de acido fraco de poténcia melhorada poderiam
ser projetadas baseadas no modelo do clorambucil é de
células inativas em A&reas acidas de tumores, em que tais
drogas sdo projetadas para inserir preferencialmente, sao
particularmente resistentes as drogas citotdxicas

convencionais em virtude daquelas células serem inativas.
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Assim, um caso marcante pode ser feito que as drogas
citotédxicas convencionais, tal como clorambucil, sao
inadequadas para destruir as células inativas em A&reas
acidas de tumores para os quais eles foram propostos para
serem utilizados.

Ao invés de Summerton (inventor dos instrumentos
oncolégicos) afirmar que o que é exigido efetivamente para
destruir células inativas em &reas acidas de tumores sdo as
drogas especialmente projetadas que tém um impacto
particularmente devastador na viabilidade da célula
suficiente para destruir decisivamente aquelas células de
tumor inativas resistentes ao tratamento. Acoplada a esta
exigéncia para um impacto devastador na viabilidade da
célula é a co-exigéncia que tais drogas sejam efetivamente
distribuidas dentro das células do tumor enquanto sé&o
amplamente excluidas das células em tecidos normais.

FUNDAMENTO DA TECNICA

Em contraste com a proposta de Kozin et al., para
utilizar drogas citotdéxicas de &cido fraco convencionais
para explorar a acidez de tumores, varios anos atrds Dr.
James Summerton, inventor dos instrumentos oncoldégicos,
comegou o desenvolvimento de novas composicdes de peptideos
projetadas explicitamente para explorar o diferencial de pH
entre tecidos normais e regides é&cidas de tumores, com O
objetivo de fornecer tratamentos mais seqguros e eficazes
para uma larga escala de tumores. Aquelas grandes
composigdes de peptidios (tipicamente com massas na escala
de 2.000 a 4.000 daltons), sdo referidas como "peptidios

transportadores e aglutinantes”. Suas estruturas e métodos
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utilizados para detecgcdo e tratamento tumores sao
divulgados no pendente pedido de ©patente U.S. n.°
11/069.849 e na patehte U.S. n.® 7.132.393 entregue em 7 de
novembro de 2006 - Dr. James E. Summerton o inventor de
ambos. Enquanto tais peptidios transportadores e
aglutinantes tem sido encontrados para inserir tumores em
camundongos portadores de tumor com satisfatéria
seletividade, apesar disso, resultados experimentais dos
estudos com camundongos sugerem que tais peptidios consigam
menos especificidade e eficdcia do que desejado. Igualmente
parecem estar sujeitos a indevida reabsorc¢cdo nos rins - o
qual é indesejavel em aplicacgdes diagnésticas, e
inaceitavel em aplicagbes terapéuticas.

Em virtude das limitacdes dos peptidios
transportadores e aglutinantes, Summerton subseglientemente
empreendeu uma procura para planejar uma classe
inteiramente nova de pequenas drogas ndo-peptidicas,
chamado instrumentos oncolégicos, com o objetivo de
conseguir aprimorar consideravelmente a especificidade,
eficacia e seguranga relativo aos peptidios transportadores
e aglutinantes anteriores. Estes pequenos instrumentos
oncolégicos ndo-peptidicos que compreendem a presente
invencdo foram divulgados pelo presente inventor, Dr. James
E. Summerton, somente no pedido de patente pendente U.S.
n.° 11/395.487 depositado em 30 de marco de 2006, e nos
pedidos de patente U.S. n.° 11/449.495 e 11/449.508 ambos
depositados em 7 de junho de 2006.

SUMARIO DA INVENCAO
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O objeto da presente invengcdo ¢é fornecer
composi¢cdes de ndo-peptidio e métodos para detecgdo e

tratamento de tumores que contém &areas &cidas.

Instrumentos oncoldégicos exploram a acidez dos tumores para

deteccdo precoce e destruicdo de tumores:

Instrumeﬁtos oncoldégicos da presente invengao sao
uma classe nova de moléculas projetadas para detecgdo e
trafamento de tumores. Cada instrumento oncoldgico contém
dois ou mais componentes de seletor de pH o0s quais
convertem prontamente entre uma forma hidrofilica anidnica
em pH mais elevado e uma forma lipofilica ndo-idnica em pH
mais baixo. Cada instrumento oncoldédgico também contém um
componente de carga o qual é eficaz para ligar um 1isdtopo
radioativo selecionado o qual é apropriado para realizar o
papel diagnéstico ou terapéutico de um instrumento
oncolégico. Instrumentos oncoldédgicos consistem em moléculas
relativamente pequenas de ndo-peptidio sintético com massas
tipicamente na escala de aproximadamente 300 a 1500 daltons
- sem contar a massa do isdétopo radioativo.

No pH neutro de tecidos normais, instrumentos
oncolégicos existem em sua forma negativamente carregada
soluvel em agua -a qual é projetada para ser repelida pelas
superficies negativamente carregadas das células e ser
prontamente excretada pelos rins. Inversamente, gquando os
instrumentos oncoldgicos se inserem em regido &cida de um
tumor, uma fracdo das moléculas do instrumento oncolégico
muda para sua forma ndo-idnica sollvel em lipidios a qual ¢
projetada para se inserir prontamente em qualquer célula

vizinha. Assim, quando uma dose do instrumento oncolégico é
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injetada em uma pessoa, se essa pessoa tem um tumor maior
que aproximadamente 1 milimetro de didmetro, uma fracdo da
dose 1injetada ¢é projetada para inserir rapidamente e
permanecer dentro das células em regides &acidas do tumor,
com o restante 'da dose sendo excretada pelos rins.
Diferentemente declarado, instrumentos oncoldégicos sé&o
projetados para ter propriedades chave: a) ser repelido das
células em tecidos normais; b) ser isolado dentro das &areas
acidas de tumores e, c¢) qualquer instrumento oncoldégico ndo
isolado em uma &rea acida de um tumor é projetado para ser
rapidamente eliminado do corpo através dos rins.

Previamente ao uso de um instrumento oncolégico
um 1isétopo radioativo selecionado ¢é interligado a esse
instrumento oncolégico. Esse isdétopo radiocativo unido
realiza o papel diagnéstico ou terapéutico do instrumento
oncoldégico. O papel diagnéstico é relatar a presenga do
instrumento oncolégico dentro de um tumor a um detetor fora
do corpo. O papel terapéutico é destruir o tumor.

Instrumentos oncoldégicos de diagnéstico:

Por causa da grande variabilidade entre tumores,
detecgdo de rotina de uma extensa escala de tipos de tumor
em estdgio suficientemente precoce em que eles podem ser
tratados com  sucesso (preferivelmente antes que se
reproduzam por metdstase, mostrem sintomas evidentes ou
causem sério prejuizo ao 6rgdo) tem sido por muito tempo um
objetivo insatisfatério da medicina. Muita da dificuldade
na deteccdo de rotina precoce dos tumores consistiu em
identificar alguma propriedade a qual &€ comum a maioria ou

a todos os tumores, e que pode efetivamente ser explorada
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pela rotina e deteccdo precoce disponivel de tumores. Um
instrumento oncoldégico conduzindo um isdétopo radiocativo
apropriado (por exemplo, um emissor gama ou pdsitron) o
qual emite um sinal prontamente detectéavel fora do corpo,
combinado com as tecnologias modernas de imagem, é
projetado para fornecer «com segurangca detecg¢do muito
precoce da maioria ou de todos os tipos de tumor.

Um instrumento oncoldégico de diagndéstico &
projetado para ser utilizado amplamente em exames fisicos
anuais de rotina para fornecer detecgdo muito precoce de
essencialmente todos os tumores maiores que tamanho
microscédpico. Dessa maneira, um unico instrumento
oncoldégico de diagndéstico pode servir como uma substituicgédo
superior e abrangente para uma extensa escala de
procedimentos atuais de diagnéstico de tumor, tais como
mamografias, exame de Papanicolau, exames da préstata e
colonoscopias. Além disso, deve-se apreciar que muitos
tipos de tumores atualmente ndo podem ser rotineiramente
detectados até que  alcancem um estdgio um tanto tardio de
desenvolvimento em que se manifestam pela dor, mau
funcionamento de um 6rgdo ou algum outro sintoma genérico
ou conjunto de sintomas, os quais exigem entéao
procedimentos diagnésticos exaustivos e muito caros a fim
identificar a causa origem do problema. Até que tal tumor
seja detectado esse é freqlientemente avancado para qualquer
esperanca de tratamento bem sucedido (pelo menos com
terapias atualmente aprovadas). Nesta consideracgao, os

instrumentos oncoldgicos de diagndstico oferecem a promessa
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de uma capacidade inteiramente nova para a detecgdo de
rotina precoce de tais tumores de dificil diagnéstico.

Instrumentos oncoldgicos terapéuticos:

Instrumentos oncolégicos terapéuticos sao
projetados para explorar a acidez caracteristica de tumores
para fornecer a destruicdo segura e eficaz de tumores. Para
resultados o6étimos uma combinacdo de duas formulac¢des de
instrumento oncolégico deve ser utilizada. Uma formulacgéo
conduz um 1isdétopo radiocativo o qual emite radiagdo de
transferéncia de energia linear elevada durante um curto
trajeto, tal como uma particula alfa de energia muito
elevada, que seja eficaz para destruir as células inativas
resistentes a radiacdo bem perto em &reas Aacidas de tumor
(ver Figura 2). A outra formulagdo conduz um isdtopo
radioativo o qual emite uma particula beta de média energia
durante um trajeto médio eficaz para destruir as células de
tumor de divisdo rédpida, sensiveis a radiag¢do mais distante
dos aredores dos capilares. Quando utilizadas em
combinacdo, estas duas formulacdes sdo projetadas para
destruir efetivamente o tumor inteiro, com pequeno ou
nenhum prejuizo a outras células no COrpo. Como
conseqiiéncia, os instrumentos oncoldédgicos terapéutico sé&o
projetados para serem eficazes na maioria contra todo tipo
de célula ou em todos os tumores, e assim oferecer a
promessa de tratamento de tumores muito menos téxico e
muito mais eficaz, com pouca ou nenhuma recaida.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS:
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A Figura 1 mostra quimioterdpico citotdxico de
acido fraco, clorambucil, em suas formas aniénica e né&o-
iénica.

A Figura 2 ilustra a distribuicdo de acidez nos
tumores.

A Figura 3 ilustra as transicdes de pH mediado e
solubilidade mediadas entre formas.

A Figura 4 mostra curvas de titulacdo calculadas
como fungdo de lipofilicidade da forma &cida n&o-idnica.

A Figura 5a 1ilustra as 4&gquas de hidratacgao
esperadas, mostrando moléculas de agua ligadas por ponte de
H a um A&cido carboxilico convencional em suas formas
anidénicas e ndo-idnica.

A Figura 5b ilustra as 4&guas de hidratacgao
esperadas, mostrando moléculas de a&gua ligadas por ponte de
H a uma estrutura contendo acido carboxilico em sua forma
anidénica e em sua forma ndo-idnica ligada & ponte de H
internamente.

A Figura 6a ilustra wuma ponte de H &cido
especifica em uma estrutura que forma uma ponte de H &cido
especifica interna somente em sua forma ndo-idnica.

A Figura 6b ilustra uma estrutura que forma ponte
de H ndo acido especifico tanto na sua forma anidnica e sua
forma ndo-idnica.

A Figura 7a mostra as estruturas de anel
representativas adequadas para seletores de pH avangados,
incluindo uma estrutura de anel com 4 elementos, uma
estrutura de anel com 5 elementos, e uma estrutura de anel

com 6 elementos.
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A Figura ‘7b mostra uma estrutura a qual &
inaceitavel para o uso como um seletor de pH avancado
porque esse tem uma estrutura aciclica.

A Figura 8a ilustra o isolamento da porgao
carboxila proveniente dos devidos efeitos indutivos para um
numero crescente de carbonos com separacdo de carboxila
proveniente de um grupo de remog¢do de elétrons.

A Figura 8b ilustra uma estrutura que tem o
isolamento inadequado de sua carboxila proveniente dos
efeitos indutivos.

A Figura 9a ilustra uma estrutura cujo local de
ponte de H estd aberto para solvente.

A Figura 9b ilustra uma estrutura cujo local de
ponte de H é parcialmente impedido por solvente.

A Figura 10 mostra componentes de ponte de H de
barreira baixa.

A Figura 10a mostra doador de ponte de H,
compreendendo um &acido carboxilico, que seja apropriado
para formar pontes de H de barreira com porgdes aceitadoras
de ponte de H tendo um valor de pKa, na forma forma
independente, na escala de aproximadamente 3,0 a 6,5.

A Figura 10b mostra porcdes aceitadoras de ponte
de H representativos apropriados para formar pontes de H de
barreira baixa com um doador de &cido carboxilico.

A Figura 10c ilustra seletores de pH avancados
representativos projetados para formar pontes de H de

barreira baixa &cido especificas internas.
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A Figura 11 ilustra as bases estatisticas para a
aumento de especificidade de instrumentos oncoldgicos
multiseletores de pH.

A Figura 1lla ilustra formas anidnicas nao
isoladas e ndo-idénicas isoladas em tumor de um instrumento
oncoldédgico com dois seletores de pH.

A Figura 11lb ilustra formas anidnicas nao
isoladas e ndo-idnicas isoladas em tumor de um instrumento
oncolégico com trés seletores de pH.

A Figura 12 mostra fatores de especificidade e
eficacia calculados para multiseletores de pH de
instrumentos oncoldgicos.

A Figura 12a mostra fatores de especificidade e
eficdcia calculados como uma funcdo do valor de pKa para
estruturas que contém um seletor de pH.

A Figura 12b mostra fatores de especificidade e
eficdcia calculados como uma - funcdo do valor de pKa para
instrumentos oncolégicos que contém dois seletor de pH.

A Figura 12c mostra fatores de especificidade e
eficdcia calculados como uma funcdo do valor de pKa para
instrumentos oncoldgicos que contém trés seletor de pH.

A Figura 12d mostra fatores de especificidade e
eficacia calculados como uma funcdo do valor de pKa para
instrumentos oncoldédgicos que contém quatro seletor de pH.

A Figura 13 mostra uma composigdo contendo dois
seletores de pH avangados.

A Figura 13a mostra a estrutura desta composigdo.
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A Figura 13b mostra um grafico da divisdo n-
Octanol/ tampdo desta composicdo de 2 seletores de pH como
uma fung¢do do pH.

A Figura 14 ilustra componentes de carga
representativos em ambas suas formas precursoras e finais.

A Figura 15 ilustra duas rotas sintéticas para
componentes de carga representativos, incluindo um
procedimento simples para converter formas precursoras para
suas formas finais.

A Figura 16 ilustra instrumentos oncolégicos de 2
seletores de pH representativos.

A Figura 16a ilustra dois instrumentos
oncoldgicos de 2 seletores de pH representativos que contém
seletores de pH simples.

A Figura l6b ilustra cinco instrumentos
oncoldgicos de 2 seletores de pH representativos que contém
seletores de pH avancados.

A Figura 1l6c ilustra dez instrumentos oncoldgicos
de 2 seletores de pH representativos que contém seletores
de pH avancados projetados para formar ponte de H de
barreira baixa. As estruturas 1 e 2 da figura 16c mostra
dois instrumentos oncoldégicos em que a porgdo aceitadora de
ponte de H de seletores de pH s&o porgdes de N-d6xido, e em
que cada porcdo de N-6xido serve como aceitador de ponte de
H para duas porcgdes de a&cido carboxilico doadoras de ponte
de H.

A Figura 17 ilustra instrumentos oncolébgicos de 3

seletores de pH representativos.
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A Figura 17a ilustra dois instrumentos
oncolégicos de 3 seletores de pH representativos que contém
seletores de pH avancados.

A Figura 17b dois instrumentos oncolégicos de 3
seletores de pH representativos que contém seletores de pH
avancados projetados para formar ponte de H de barreira
baixa.

A Figura 18 ilustra instrumentos oncolégicos de 4
seletores de pH representativos.

A Figura 18a ilustra instrumentos oncoldgicos de
4 seletores de pH onde as porc¢des aceitadores de ponte de H
de seletores de pH sdo porc¢des de alcdxi amina.

A Figura 18b ilustra instrumentos oncoldégicos de
4 seletores de pH, onde as porcdes de aceitadores de ponte
de H de seletores de pH sdo porcdes de N-6xido, e em que
cada porgao de N-6xido serve como aceitador de ponte de H
para duas porc¢des de acido carboxilico doadores de ponte de
H.

A Figura 19 ilustra a sintese de instrumentos
oncoldégicos contendo seletores de pH simples, em que a
lipofilicidade pode ser ajustado variando o grupo R.

A Figura 20 ilustra um esquema sintético de
seletores de pH avancados, em que a lipofilicidade pode ser
ajustada variando o grupo R.

A Figura 21 ilustra intermedidrios uUteis de amina
éster e cetona éster para sintese de instrumento

oncoldgico.
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A Figura 22 ilustra sinteses de seletores de pH
representativos projetados para formar uma ponte de H de
barreira baixa &cido especifica interna.

A Figura 22a mostra as sinteses de um seletor de
pPH em gque o aceitador de ponte de H é uma porcdo de
cianometil amina.

A Figura 22b mostra as sinteses de um seletor de
pPH em que o aceitador de ponte de H é uma porg¢cdo de N-
6xido.

A Figura 22c mostra as sinteses de um seletor de
PH em que o aceitador de ponte de H é uma porgao de
trifluorocetil amina.

A Figura 23 mostra resultados de titulacdo para
uma variedade de estruturas de seletor de pH.

A Figura 23a mostra uma curva de titulacao
convencional, onde a titulacdo foi realizada em metanol/
dgua, 1:1 para volume, para um Aacido carboxilico simples
(Acido butirico) e um seletor de pH avancado (um derivado
de amido &cido do &cido canférico), mais aquele mesmos
dados tragados no forma derivada da primeira informagdo.

A Figura 23b mostra uma curva de titulacgao
convencional, onde a titulacdo foi realizada em agua e cada
espécie estava presente na concentracdo de 33 milliMolar,
para os instrumentos oncoldgicos do dois seletores de pH
(porém com iodo estdvel ao invés de iodo radioativo)
variando em seu grupo R, e uma estrutura de trés seletores
de pH.

A Figura 23c mostra uma curva de titulacao,

tracada como o primeiro derivado, para um seletor de pH
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avancado projetado para formar uma ponte de H de barreira
baixa. Esta titulacdo foi realizado na adgua e o seletor de
pH, compreendendo um N-éxido/ estrutura &cida derivada do
4dcido canférico, estava preSente em uma concentracdo 5
milliMolar.

A Figura 24 mostra valores de pKa
experimentalmente determinados para trés estruturas de
seletor de pH, incluindo: o amido/ seletor de pH avancado
dcido derivado do &cido canférico, mostrado na figura 23a;
um N-6xido/ seletor de pH avancado &cido projetado para
formar uma ponte de H de barreira baixa, derivado do acido
isonipocédtico; e, o N-6xido/ seletor de pH avangado &cido
projetado para formar uma ponte de H de barreira baixa,
derivado do &cido canférico, mostrado na figura 23c.

A Figura 25 ilustra esquemas sintéticos para
instrumentos oncoldégicos representativos contendo seletores
de pH avancados.

A Figura 25a mostra um instrumento oncoldgico em
que seus dois seletores de pH estdo unidos por uma
estrutura de di-~acilhidrazida.

A Figura 25b mostra um instrumento oncoldgico em
que seus dols seletores de pH estdo wunidos por uma
estrutura do di-amida.

A Figura 26 ilustra esquemas sintéticos para
instrumentos oncoldégicos representativos contendo seletores
de pH avancados projetados para formar uma ponte de H de
barreira baixa.

A Figura 26a mostra um esquema sintético para um

instrumento oncoldgico de 2 seletores de pH em que a porc¢ao
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simples de N-6xido serve como porcdo receptora de ponte de
H para duas porcgdes doadoras de ponte de H de acido
carboxilico.

A Figura 26b mostra um esquema sintético para um
instrumento oncoldégico de 2 seletores de pH em que ambos oOs
nitrogénios de uma porcdo de hidrazina servem como poOrgéao
receptora de ponte de H para duas porg¢des doadoras de ponte
de H de acido carboxilico.

A Figura 26c mostra um esquema sintético para um
instrumento oncoldégico de 2 seletores de pH em que porcgédo
cianometil amina serve como porcdo receptora de ponte de H
para duas porcdes doadoras de ponte de H de acido
carboxilico.

A Figura 26d mostra um esquema sintético para um
instrumento oncolégico de 2 seletores de pH em que cada
porcdo de N-6xido serve como porgdo receptora de ponte de H
para duas porgdes doadoras de ponte de H de &cido
carboxilico.

DEFINICOES DOS TERMOS

Os termos usados neste contexto tém os seguintes
significados especificos, a ndo ser que anotados de outra
maneira.

As palavras "compreender," "ter," "conter," e

"incluir," e outras formas destes, sdo equivalentes no

significado e ndo exclusivas a um item ou itens referentes
a quaisquer destas palavras, isto §€, ndo fazem parte de
uma lista exaustiva de tal item ou itens ou limitam-se

somente ao item ou itens listados.
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As palavras "consistente" "consiste de" e outras

formas destes, sdo equivalentes no significado e limitadas
no sentido de que um item ou itens referentes a alguma
destas palavras fazem parte de uma lista exaustiva de tal
item ou itens e sdo limitados somente ao item ou itens
listados.

Componente de seletor de. pH - um componente

estrutural de um instrumento oncolégico que é capaz de se
submeter a uma transicdo mediada por pH entre uma forma
hidrofilica anibénica em um pH mais elevado e uma forma
lipofilica ndo-idénica em um pH mais baixo.

Componente de seletor de pH avangcado - um

componente de mudan¢a de pH designado para formar uma ponte
de hidrogénio &cido especifica interna. Um seletor de pH
avangado tem as seguintes propriedades:

a) contém uma estrutura alifdtica de anel
selecionada proveniente de um grupo que consiste em: anéis
com 4 elementos, anéis com 5 elementos, e anéis com 6
elementos;

b) contém uma porgdo de Aacido carboxilico ligado
diretamente a uma estrutura alifdtica do anel;

c) uma porgdo de &cido carboxilico é separada
proveniente de um grupo com retirada de elétrons por pelo
menos dois carbonos;

d) contém uma porcdo aceitadora de ponte de H
selecionado dentro de um grupo que consiste em:

i) parte da estrutura alifatica do anel;
ii) ligacdo direta com a estrutura alifatica

de um anel; e
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iii) ligacdo através de um atomo com a
estrutura alifdtica do anel;

e) a porcao aceitadora de H tem uma estrutura que
em sua forma ndo-idnica ndo serve como porgdo doadora de
ponte de H; e

f) a porcdo de acido carboxilico e a dita porgao
aceitadora de ponte de H sdo posicionadas na proximidade da
vizinhanca e sdo posicionados corretamente e orientados
tais que eles sejam compativeis com a formacdo de uma ponte
de H &cido especifico interna.

Componente de carga - um componente estrutural de

um instrumento oncolégico que serve para ligar um isdtopo
radioativo que é eficaz para relatar a presenga do
instrumento oncoldégico, ou seja, eficaz para destruir
células. O componente de carga pode existir em qualquer uma
forma precursora pronto para ligar um isdétopo radioativo ou
uma forma final que contenha um isdétopo radioativo.

Componente de carga na forma de precursor - um

componente da carga que tem uma estrutura que é capaz de
ligar prontamente a um isdétopo radioativo selecionado,
porém "ainda ndo determina um isétopo radioativo. Um
instrumento oncoldégico com esta forma precursora de
componente de carga é apropriada para o0 armazenamento em
longo prazo.

Componente de carga na forma final - um

componente de carga que contenha pelo menos um isdtopo
radioativo determinado. Um instrumento oncoldégico com essa
forma final de componente de carga ¢é apropriada para a

distribuicdo dentro de um individuo com a finalidade de
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detectar e/ ou de destruir os tumores contendo &reas
dcidas.

Instrumento oncoldégico - uma composigao nao

peptidica que inclue pelo menos dois componentes seletotes
de pH e pelo menos um componente de carga.

Instrumento oncoldégico para diagndéstico - um

instrumento oncolégico contendo um isdétopo radioativo que é
eficaz para relatar a presenca do instrumento oncoldégico em
um tumor para um detector fora do individuo que se submete
ao procedimento de diagndstico.

Instrumento oncoldégico para terapéutica - um

instrumento oncoldégico contendo um isdtopo radiocativo que é
eficaz para destruir células.

Estratégia de terapia de instrumento oncoldgico

com duplo isdétopo radioativo - uma estratégia de tratamento

onde pelo menos dois instrumentos oncoldégicos diferentes
sdo usados para tratar tumores, onde um instrumento
oncoldégico contenha um 1isdétopo radioativo que emita
radiagdo de energia de transferéncia linear elevada, e um
outro instrumento oncoldégico contenha um isdétopo radioativo
beta- emissor.

Espaco intersticial - a Area de um tecido ou de

um tumor que esteja fora da rede vascular e fora das
células.

Area a4cida do tumor - uma &rea de um tumor onde o

espago intersticial tenha um pH menor que 7,0.

Condicbdes fisiolbgicas - uma solugdao aquosa com

uma temperatura na escala de 20 °C a de 40 °C e que tem uma
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concentragdo do cloreto de sbédio entre 0,13 M e 0,17 M
aproximadamente.

Fracado significativa - maior do que

aproximadamente 1%.

Forma hidrofilica anidénica - uma forma que

carrega pelo menos uma carga negativa e tem um coeficiente
de partigdo octanol/ &gua menor que 1.

Forma lipofilica ndo-idnica - uma forma gque néo

carrega uma carga idnica e tem um coeficiente de partigéo
octanol/ agua maior que 1.

Fator de eficdcia - um percentual das moléculas

do instrumento oncolégico que estdo em seu forma ndo-idnica
com pH 6,4.

Fator de especificidade - a relacgdo: (percentual

das moléculas do instrumento oncoldégico que estdo na forma
ndo-idénica com pH 6,4) dividido por (percentual das
moléculas do instrumento oncoldégico que estdo na forma ndo-
iénica com pH 7,4).

Eficaz para relatar a presenga - um isdtopo

radioativo cuja emissdo, tal como um raio gama ou um
pésitron, gere um sinal que seja prontamente detectavel
fora do individuo.

pT - o valor de pH no ponto médio da transigédo
entre a forma hidrofilica de uma substéncia e a forma
lipofilica dessa substdncia, onde essa transicdo entre as
duas formas é medida com 5 miliMolar da substancia presente
em solucdo aquosa salina fisioldgica (ou um equivalente
préximo contendo algum tampdo). Quando o valor de pT

assemelha ao valor de pKa para uma substancia, o valor de
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pT difere em que esse é influenciado tanto pelo pKa da
substdncia e a lipofilicidade da substéncia. O valor de pT
é util para descrever substadncias contendo carboxila cuja a
forma né&o-idnica ¢é fortemente lipofilica e pode entéo
desligar-se da solugcdo aquosa durante as titulag¢des, ou
pode dividir dentro de uma fase ndo polar durante ensaios
de partigdo. Adicionalmente, o valor de pT é medido na
presenca aproximada de uma concentracdo salina fisioldgica
assim esse reflete melhor as propriedades da substéncia de
teste in vivo em um ambiente.

Isétopo radioativo que emite radiacgdo de

transferéncia de energia linear elevada - um 1isdtopo

radioativo que emita uma particula alfa ou que emita um
elétron de Augar e/ ou de Cosfer—Kronig.
Inventor - Ph.D James E. Summerton
ESBOGO DA DIVULGAGAO:
A. Projeto Molecular de Instrumentos Oncolébégicos
1. Componentes de seletores de pH
a) Ajuste da lipofilicidade de seletor de pH
b) Incorporacdo de uma nova ponte de H interna
acida especifica no seletor de pH
c) Incorporagdo de multiplos componentes de
seletor de pH em instrumento oncolégico
2. Componente de carga
a) Exigéncias estruturais
b) Formas Precursoras e finais
c) Selegdo de carga de isdétopo radioativo
i) para deteccdo tumores

ii) para tratamento tumores
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3. Estrutura do Instrumento Oncolégico
a) Exigéncias estruturais
b) Instrumentos oncoldégicos com 2 seletores de pH
c) Instrumentos oncoldégicos com 3 seletores de pH
d) Instrumentos oncoldégicos com 4 seletores de pH
B. Sintese, Teste, e Optimizacdao de Componentes e
Instrumento oncoldégicos
1. Preparacdo de estruturas que contém seletores de pH
representativos
a) Seletores de pH simples
b) Seletores de pH avancados
c) Seletores de pH avangados projetados para
formar uma ponte de H de barreira baixa
2. Testando Seletores de pH
3. Preparacdo dos instrumentos oncoldgicos
representativos e de conversdo da forma final
a) Instrumentos oncoldégicos com seletores de pH
simples
b) Instrumentos oncolégicos com seletores de pH
avancadas
c) Instrumentos oncoldgicos com seletores de pH
avangadas projetadas para formar ponte de H de barreira
baixa
4. Teste e optimizagdo de instrumentos oncoldgicos
a) Processo de optimizacdo iterativo: sintese e
teste em cultura de células
i) Preparacdo conjunto de variados

instrumentos oncolégicos na lipofilicidade
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ii) Avaliacdo de entrada dentro da cultura
de células em pH 6,4 e pH 7,4
iii) Repetigdo das etapas como necessario
b) Avaliacdo da disposicdo em camundongos normais
5 c) Avaliagcdo da disposig¢do em camundongos
portadores de tumor
d) Testes pré-clinico e clinico
C. Métodos para uso de Instrumentos oncoldgicos
1. Método de diagnéstico
10 2. Método terapéutico
a) Método com simples isdétopo radiocativo
b) Método com duplo isdétopo radioativo
3. Método detalhado para detectar e tratar tumores
4. Estratégia para lidar com as micro-metasteses
15 5. Tratar para diminuir pH em tumores para aumentar
eficidcia e a especificidade
6. Utilizagcdo de multiplos instrumentos oncoldgicos
que variam em pKa para aumentar a eficdcia e a
especificidade
20 7. Tratar para aumentar pH na urina para proteger rins
de dano
8. Monitorar e lavar bexiga para aumentar a seguranga

MODO DE REALIZAR A INVENCAO:

A. Projeto Molecular de Instrumentos Oncoldgicos

25 Instrumentos oncoldgicos que compreendem a
presente invencdo sdo uma classe nova de moléculas
projetadas para a detecgdo e tratamento dos tumores. Cada
instrumento oncoldégico contem dois ou mais componentes de

seletor de pH que se submetem prontamente a uma transigao



10

15

20

25

28/105

mediada por pH entre uma forma hidréfilo aniénica com pH
mais elevado e um forma lipofilica ndo-idnica com pH mais
baixo. Cada instrumento oncoldégico também contém um
componente de carga que ¢é eficaz para ligar um isdétopo
radioativo selecionado que ¢é apropriado para realizar o
papel diagndéstico ou terapéutico do instrumento oncoldgico.

1. Componentes de seletor de pH

Se um instrumento oncoldégico é para alcangar a
especificidade adequada para &reas &acidas dos tumores ele
deve ter uma estrutura tal que em solucgdo aquosa em pH 7,4
quase todas as moléculas do instrumento oncoldégico ocorrem
em um forma negativamente carregada (anidénica) a qual
possuem afinidade deficiente para as superficies
negativamente carregadas das membranas das células.
Inversamente, a fim de alcancar a especificidade adequada,
no pH presente em A&reas &cidas de tumores uma fracéo
significativa (maior que 1%) das moléculas do instrumento
oncoldgico devem mudar para a forma lipofilica ndo-idnica
que 1insere prontamente membranas celulares. Um desafio
principal em projetar instrumentos oncoldégicos é planejar
uma estrutura em que uma fragdo suficiente das moléculas do
instrumento oncoldgico se submeta a transigdo entre a forma
hidréfila anidénica e a forma lipofilica ndo-idnica como na
avaliacdo de varios limites de diferenca de pH entre
tecidos normais e 4reas 4&cidas de tumores. Quando esta
diferengca de pH é geralmente apenas perto de 0,5 a 0,7
unidades de pH, isso pode ser apreciado por etapas simples
(descritas posteriormente na Secdo C nesse contexto) pode

facilmente ser executadas para aumentar substancialmente
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esta diferenca de pH entre tecidos normais e Aareas acidas
de tumores. Com tais etapas a diferenca de pH entre Aareas
normais e A4&cidas de tumores podem previsivelmente ser
aumentada para 1,0 ou mais unidades de pH.

Para satisfazer as muitas exigéncias do desafio
inerente do projeto molecular explorando a acidez nos
tumores, estruturas de seletor de pH tem sido
disponibilizadas em que cada uma contenha uma porg¢do acida
fraca (geralmente um &cido carboxilico) que conduza uma
carga negativa em pH 7,4. Entdo, por causa desta porgao
essencial de 4&cido fraco exibindo condigdo substancial
hidrofilica em sua forma ndo-idnica de &cido livre, a fim
de alcancar a eficdcia adequada, duas estratégias do
projeto molecular tém sido utilizadas a fim de prover
lipofilicidade suficiente para insercdo radpida da membrana
quando o instrumento oncoldgico entrar na &rea acida em um
tumor. Estas duas estratégias de projeto, usadas separadas
ou combinadas, quando combinadas com uma terceira
estratégia de projeto, podem igualmente disputar o papel
chave aumentando dramaticamente & especificidade do
instrumento oncoldgico para &reas &cidas de tumores. As
bases fisicas e matemdticas para estas trés estratégias de
projeto molecular, dois desses sdo acreditado que sejam
exclusivos para instrumentos oncoldgicos, sdo descritas
abaixo.

a) Ajuste da lipofilicidade de seletor de pH por

incorporag¢do de multiplas por¢des lipofilicas para se opor
parcialmente a hidrofilicidade inerente da porg¢do do &cido

livre. Nesta consideracdo ¢é primeiramente de wutilidade
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obter uma avaliagdo quantitativa de como o aumento da
lipofilicidade da forma &cido livre ndo-idénica do seletor
de pH afeta suas propriedades de partigdo (i.e., como essa
divisdo entre uma fase aquosa e uma fase lipofilica tais
cbmo, octanol ou uma membrana de célula). Para esse fim,
modelagem matematica foi realizada para calcular a
transicdo dependente de pH entre as formas de uma
substédncia &cida fraca, a qual existe em pH elevado em uma
forma anidnica solével em Aagua, [A-], e a qual se converte
em pH mais baixo para uma forma lipofilica ndo-idnica que
tem alguma solubilidade em meio aquoso, [HAsol], e a qual
pode igualmente se tornar insolivel em &gua/ soluvel em
lipidio, designada por [HAinsol], em virtude da
precipitag¢do ou oleacdo da solucgdo agquosa, ou em virtude da
particdo em uma fase lipofilica, tal como octanol ou uma
membrana de célula. A interconversdo destas trés formas,
juntamente com as equacdes chave utilizadas na modelagem
matematica, sdo ilustradas na Figura 3.

Os resultados a partir da modelagem, ilustrados
na Figura 4, demonstram que o pH do ponto médio da
transicdo entre a forma anidnica, [A-], e as formas ndo-
idnicas, [HAsol mais HAinsol], <crescem progressivamente
assim como o coeficiente de partig¢do octanol/ &gua, P, da
forma ndo-idnica &cido livre é aumentado. Entretanto, tal
aumento no pH da transicdo somente se aplicard depois da
forma &cido 1livre alcangar o limiar de 1lipofilicidade
eficaz para iniciar precipitagdo ou oleagdo, ou se uma fase
ndo-polar estiver presente para permitir particionamento.

Exemplo 1 descreve experimentos de titulacdo os quais
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ilustram este impacto matematicamente previsto da
lipofilicidade da forma &cida na transicdo dependente de pH
entre as formas anidnica e ndo-idnica.

Entretanto; deve ser notado que a incorporacgdao
excessiva de porgdes lipofilicas como meio exclusivo para
aumentar a lipofilicidade da forma ndo-idnica pode ser
ineficaz. Isto é porque quando uma lipofilicidade muito
elevada ¢é gerada somente por incorporacdo de numero
excessivo de porgdes lipofilicas entdo mesmo a forma
anidnico do seletor de pH pode comegar a ter uma afinidade
pelas superficies da «célula - tendo por resultado
isolamento do instrumento oncolégico em tecidos normais
assim como em tumores. Este pode ser um problema particular
quando porgdes lipofilicas formam uma grande superficie e
porgdes hidrofilicas estdo bem separadas desta superficie
lipofilica. Quando o instrumento oncoldégico também é
isolado em tecidos normais causard um elevado sinal de
fundo na aplicacdo diagndéstica e toxicidade significativa

na aplicacdo terapéutica.

b) Incorporar uma nova ponte de H interna acida

especifica no seletor de pH para amplificar o diferencial

de solubilidade entre as formas hidrofilicas e lipofilicas.

Na secdo antecedente uma estratégia um pouco
convencional foi descrita para melhorar a entrada do
instrumento oncolégico em células nas A4reas acidas de
tumores, e desse modo aumentando a eficéacia, esta
estratégia que ¢é incorporar grupos lipofilicos dentro de

componentes de seletor de pH. Esta simples estratégia ¢é
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geralmente utilizada em que é referido como "projeto de
droga racional” - o qual tem sido aplicado extensamente nas
tentativas de melhorar a eficdcia e a especificidade de
quimioterdpicos de cancer. Entretanto, porque h& apenas uma
diferenca um pouco pequena em valores de pH entre tecidos
normais e 4reas &acidas de tumores, o inventor partiu para
planejar wuma estratégia adicional para intensificar a
entrada dos instrumentos oncoldgicos nas A&reas &cidas, a
qual nesse foi esperado  poder também  aumentar a
especificidade de instrumento oncoldgico para tumores. Para
esse fim, o inventor postulou que tanto a hidrofilicidade
da forma anidénica e a lipofilicidade da forma n&o-idnica
dos seletores de DpH, poderiam ser substancialmente
aumentadas por planejamento de estrutura eficaz para formar
a ponte de hidrogénio interna &cido especifica dependente
de pH. O inventor postulou mais adiante que tal ponte de H
interna elevaria o pH em que a transigdo do seletor de pH
entre sua forma anidénica e sua forma ndo-idnica, fazendo
desse modo o instrumento oncoldégico mais disponivel na
forma né&do-ibnica pdra entrada em células nas &reas acidas
de tumores.

Esse aumento previsto da ponte de H mediando na
lipofilicidade da forma ndo-idnica e aumentando
concomitante na hidrofilicidade da forma anidnica estdo
baseados na expectativa que em um ambiente aquoso tal ponte
de H interna deslocara diversas (provavelmente duas) &aguas
ligantes provenientes da forma de &cido 1livre. Para
ilustrar, a Figura 5a mostra as 4&aguas de hidratacao

esperadas diretamente ligadas a H para um padrdo carboxila
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em sua forma anidnica e em sua forma ndo-idnica de acido
livre. Figura 5b mostra que as 4aguas de hidratacéo
esperadas correspondentes diretamente 1ligadas a H para
forma anidnica e para forma ndo-idnica de &cido livre de
uma estrutura eficaz para formar a desejada ponte de H
interna A&cido especifica. Claramente, tanto a carboxila
padrdao e a carboxila eficaz para formar a ponte de H
interna, perdem seu contador de ion ao ir da forma anidnica
para forma n&o-idnica de A4cido livre. Entretanto, enquanto
a carboxila padr&o é esperada para ter o mesmo numero
(provavelmente 4) de aguas diretamente ligadas a H tanto
para forma anidnica e para forma ndo-idnica de acido livre,
o 1inventor acredita que para a carboxila capaz de formar
uma ponte de H interna serd uma perda liquida de diversas
(provavelmente dois) Aguas diretamente ligadas a H onde ira
proveniente da forma anidnica (provavelmente 5 A&guas
ligadas a H) para forma ndo-idnica de acido 1livre
(provavelmente 3 Aguas ligadas a H) - e esta perda de
diversas &guas ligadas a H amplificard substancialmente o
diferencial de hidrofilicidade/ lipofilicidade entre as
duas formas. O inventor previu que se tal ponte de H
interna &cida especifica poderia ser formada em um ambiente
aquoso, entdo a perda resultante de diversas aguas de
hidratacdo aumentaria significativamente a habilidade dos
instrumentos oncoldgicos de se inserir rapidamente células
em A&reas acidas de tumores, enquanto também aumenta
significativamente ‘a repulsdo do instrumento oncolédgico
proveniente de células em tecidos normais. Em resumo, a

incorporacdo de tal ponte de H interna &cida especifica foi
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prevista para aumentar a especificidade e a eficdcia do
instrumento oncoldégico por alterar diferencialmente o
numero de moléculas de ligacdo de &agua para cada uma das
duas formas de seus componentes de seletor de pH.

O inventor também previu (e tem demonstrado
agora) que a formagdo da ponte de H interna 4&cida
especifica no componente de seletor de pH deve favorecer a
transicdo da porcao carboxila do componente de seletor de
pH para sua forma de acido livre, tendo por resultado um
aumento significativo no valor de pKa para essa porgdo de
adcido carboxilico. Como serd detalhado na segdo seguinte,
tal aumento no pKa da porcdo de carboxila é desejavel no
contexto de uma estratégia para aumentar dramaticamente a
especificidade do instrumento oncoldégico para tumores por
incorporacdo de dois ou mais seletores de pH nesse
instrumento oncolégico.

Com respeito a projetar as estruturas de seletor
de pH capazes de formar ponte de H interna em um ambiente
aquoso, sabedoria convencional entre peritos em ponte de
hidrogénio tipicamente apdiam que  uma ponte de hidrogénio
solitdria ndo sera estavel em ambiente aquoso por causa da
competicdo com a vasta concentragdo de agua nos locais de
aceitadores de ponte de H (110 Molar) e locais de doadores
de ponte de H (110 Molar). Ao invés disso, esse é suportado
geralmente por uma interagcdo ndo- covalente estavel em
solucdo aquosa que exige uma multiplicidade de interacgdes,
selecionada proveniente de pontes de H, interacdes

hidrofdébica e interacdes eletrostaticas.
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Enquanto esta exigéncia para uma multiplicidade
de 1ligag¢des ndo-covalentes parece ser bem conhecida para
interacdes intermoleculares, o 1inventor postulou que,
contrdrio & sabedoria convencional, pode ser possivel
planejar as estruturas compactas que irdo formar uma unica
relativamente estdvel ponte de H intramolecular dependente
de pH em solugcdo aquosa, onde essa ponte de H aumenta o
diferencial de hidrofilicidade/ 1lipofilicidade entre as
duas formas e serve para favorecer significativamente a
forma de &acido livre sobre a forma anidénica (i.e., eleva o
pKa). A pergunta crucial era entdo: poderiam as estruturas
praticas de seletor de pH serem planejadas as quais
formariam a tal ponte de H interna em solug¢do aquosa?

Apébs experimentacéo considerével, novas
estruturas tém sido planejadas agora as quais demonstraram
formar a Unica ponte de H interna dependente de pH
desejada, e as -quais s&o apropriadas para incorporagdo
dentro dos instrumentos oncoldégicos da presente invencao.
Como previsto inicialmente pelo inventor, tal ponte de H
interna parece intensificar significativamente o
diferencial de hidrofilicidade/ 1lipofilicidade gquando o
seletor de pH vai de sua forma anidnica para sua forma nao-
iénica. Diversas pontes de H internas &cido especifica
foram também demonstradas para aumentar significativamente
o pH no qual a estrutura muda de sua forma hidrofilica
anidénica para sua forma lipofilica n&o-idnica, relativo ao
pH no qual uma similar porgcdo de carboxila simples se

submete a esta transicdo.
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O seletor de pH o qual tem uma estrutura
projetada para formar ponte de interna &cido especifica é

chamado "seletor de pH avancado”. Resultados da modelagem

molecular e do trabalho experimental extensivo sugerem gque
as seguintes trés propriedades sdo essenciais para que um
seletor de pH avancado forme uma ponte de H interna &cido
especifica aceitavel e estdvel em solugdo aquosa.

i) Ponte de H &cida especifica

A estrutura deve conter uma porgdo de carboxila o
qual é posicionado na proximidade apropriada de uma porgéo
aceitadora de ponte de H para formacdo da ponte de H.
Quando essa porgdo de carboxila estd em sua forma de &cido
livre essa pode servir como doadora de ponte de H, e a
porgcdo aceitadora de ponte de H proximal deve ser tal que
em sua forma n&o-idnica pode somente servir como um
aceitador de ponte de H, e ndo pode servir como um doador
de ponte de H. O inventor refere-se a uma ponte de H
formada por uma estrutura como uma “ponte de H interna
acida especifica”. A Figura 6a mostra uma estrutura
representativa do seletor de pH o qual pode formar apenas
uma ponte de H interna &cido especifica. Inversamente, a
Figura 6b ilustra uma similar, porém inaceitdvel estrutura
a qual pode formar tanto uma ponte de interna quando a
carboxila estd em sua forma anidnica e uma ponte de H
interna quando a carboxila estd em sua forma de acido
livre. O inventor chama esta dupla capacidade de ponte de H
de “ponte de H interna ndo 4&cido especifica”, e seus
resultados experimentais indicam que tal ligagdo de H nao

acido especifica é inaceitdvel porque ndo fornece o aumento
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desejado na lipofilicidade da forma &cido, e ndo eleva o pH
no qual a estrutura muda de sua forma hidrofilica anidnica
para sua forma lipofilica ndo-idnica. Exemplo 2 descreve
resultados experimentais em que uma mistura 1 para 1 de
agua e metanol a estrutura na Figura 6a forma ponte de H
interno &cida especifica sob condig¢des brandamente &cidas -
evidenciadas por um aumento significativo no pH da
transicdo entre as formas anidnica e acido livre (isto &,
um aumento no valor do pKa da porgcdo de carboxila).
Inversamente, este mesmo exemplo também mostra que a
estrutura muito similar na Figura 6b, projetada para formar
ponte de 'H ndo &cido especifica, ndo aumenta o pH da
transicdo entre formas anidénica e ndo-idbnica sob estas
condigodes.

ii) Liberdade de conformacdo minima entre as porgdes de

ponte de H

A porgdo aceitadora de ponte de H e a carboxila
servindo como porgcdo doadora de ponte de H deve ser
realizada em grande proximidade entre elas por uma
estrutura a qual tenha a liberdade conformacional minima.
Esta liberdade conformacional limitada pode ser conseguida
usando uma estrutura apropriada de anel. Modelagem
molecular e trabalho experimental sugerem que anéis
alifaticos de 4- elementos, 5- elementos e 6- elementos
sejam preferidos para esta finalidade. Figura 7a mostra
estruturas representativas de anel alifatico com 4-
elementos, 5- elementos e 6- elementos os quais permitem
apenas liberdade conformacional limitada entre porgao

doadora de ponte de H (OH do &cido carboxilico) e aceitador
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de ponte de H apropriadamente posicionados. Inversamente, a
Figura 7b mostra que uma estrutura um tanto similar a qual
é 1inaceitdvel ©porque sua estrutura aciclica permite
liberdade conformacional excessiva entre porcgdes doadora de
ponte de H e aceitadora de ponte de H. O Exemplo 3 descreve
resultados experimentais que mostram que em mistura 1:1 de
metanol e agua, a estrutura com liberdade conformacional
minima entre porgdes de ponte de H pode proporcionar
aumento significativo no wvalor do pKa da porgdo de
carboxila, enquanto estrutura similar com liberdade
rotacional substancialmente maior entre porg¢des de ponte de
H ndo fornece aumento correspondente no valor de pKa da
porcdo de carboxila - e assim que presumivelmente ndo estéa
formando ponte de 'H interna &4cido especifica estédvel sob
estas condigdes.

iii) Carboxila isolada proveniente de efeitos indutivos de

grupos de remogdo de elétron

O A&cido carboxilico o qual serve como porgao
doadora de ponte de H deve ser separado de qualquer grupo
de remogao de elétron por pelo menos dois, e
preferivelmente trés ou mais carbonos. Isto evita qualquer
redugdo excessiva no valor de pKa da carboxila devido aos
efeitos indutivos proveniente dos grupos com remocdo de
elétrons. As estruturas moleculares e seus valores
correspondentes de pKa mostrados na Figura 8a ilustram como
um namero crescente de carbonos alifaticos pode
progressivamente isolar uma carboxila proveniente dos
efeitos de diminuigdo de pKa de um grupo fenil. Figura 8b

mostra uma estrutura em que os efeitos indutivos
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provenientes da fracdo amida proximal causam aparentemente
uma redugdo indevida em um pKa da porcdo de acido
carboxilico. Exemplo 4 descreve os resultados experimentais
que sugerem que mesmo com liberdade conformacional minima
entre por¢des doadora e aceitadora de ponte de H, se ha
isolamento inadequado da carboxila proveniente dos efeitos
indutivos entdo o pH de transicdo entre formas anidnica e
acido livre serd demasiado baixo para ser de utilidade em
seletor de pH.

Além das 3 propriedades essenciais acima, aparece
pelo menos uma propriedade adicional, selecionada a partir
das duas propriedades seguintes, ¢é desejavel conseguir a
formagcdo de uma ponte de H interna de H em solugéo.aquosa.

iv) Grupos lipofilicos que protegem parcialmente o local de

ponte de H

Um desafio principal em formar uma ponte de H
solitdria em ambiente aquoso é formar preferencialmente
esta ponte de H na presengca de vasta concentragcdo da
competicdo de doadores de ponte de H e aceitadores de ponte
de H compreendendo a &gua circunvizinha. Baseado em estudos
bioquimicos de locais cataliticos da enzima e na modelagem
molecular extensiva do inventor, ele postulou que a ponte
de H intramolecular desejada poderia ser mais favorecida se
o local da ponte de H fosse parcialmente protegido de
particulas de &gua pela presenca de grupos lipofilicos. No
contexto o impedimento parcial proveniente do solvente,
Figura 9 mostra duas estruturas relevantes. Na Figura 9%a o
local da ponte de H estd completamente aberto ao solvente.

Inversamente, na Figura 9b o local correspondente da ponte
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de H € parcialmente impedido pelo solvente por um metil
adjacente em um lado e por um metileno adjacente no outro
lado. Sinteses e estudos de titulacdo, detalhados no
Exemplo 5, d&o resultados os quais sugerem que tal
impedimento parcial do local da ponte de H pelo solvente
favorece a ponte de H intramolecular desejada.

v) Ponte de H de barreira baixa

O termo “ponte de H de barreira baixa" é usado
neste contexto para significar ligag¢do ndo-covalente
formada entre porcdo doadora de ponte de H e porcédo
aceitadora de ponte de H, onde os Valores do pKa das duas
porgdes isoladas estdo dentro de aproximadamente 2 unidades
de pH de cada um. Esse pode ser notado que esta essa
definigdo inclui o que pode também ser interpretado como um
sal interno em que o hidrogénio estd mais préximo da porcgao
aceitadora que da porcgdo doadora. Tais ligagdes de H de
barreira baixa s8o geralmente encontradas para serem
excepcionalmente fortes e assim podem apreciavelmente
favorecer a ponte de H intramolecular desejada nos
seletores de pH. As Figuras 1l0a e 10b mostram uma variedade
de porcdes com ponte de H os quais sdo apropriados para
formar ponte de H de barreira baixa em seletores de pH. A
Figura 10c ilustra diversas estruturas representativas de
seletor de pH projetadas para formar pontes de H do tipo
barreira baixa. O Exemplo 6 descreve a sintese e o teste de
dois seletores de pH representativos (estruturas i e 1ii na
Figura 10b), junto com evidéncia experimental para formacéao

da ponte de H de barreira baixa desejada em solugdo aquosa.
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Abaixo estd uma soma das propriedades as quais
podem ser encontradas para ser apropriadas para um
componente de seletor de pH avangcado o qual é projetado
para formar uma ponte de hidrogénio interna A&cido
especifica:

a) contém uma estrutura de anel alifatico selecionada a
partir de grupo consistindo de: anéis de 4- elementos,
anéis de,5- elementos e anéis de 6- elementos;

b) contém uma porcdo de A&cido carboxilico diretamente
ligado a estrutura do anel alifético;

c) a porgcdo de acido carboxilico é separada de qualquer
grupo de remog¢do de elétron por pelo menos dois carbonos;
d) contém porgdo aceitadora de ponte de H selecionada a
partir de grupo consistindo de:

i) parte de estrutura de anel alifatico;

ii) 1ligacdo diretamente a estrutura de anel
alifatico; e

iii) ligacdo através de um atomo a estrutura de
anel alifatico;

e) a porgdo aceitadora de ponte de H tem estrutura a qual
em sua forma ndo-idnica ndo serve como porgdo doadora de
ponte de H; e

f) a porcdo de acido carboxilico e porgdo aceitadora de
ponte de H estdo posicionadas em grande proximidade entre
eles e estdo corretamente posicionados e orientados tais
que sdo compativeis com formacdo de ponte de H interna
dcido especifica.

c) Incorporar miltiplos componentes de seletor de pH

dentro de cada instrumento oncoldégico como uma nova
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estratégia para aumentar dramaticamente a especificidade do
instrumento oncoldégico para tumores - sem causar uma
redu¢do indevida na eficdcia do instrumento oncoldgico.

As duas estratégias do projeto descritas nas duas
se¢des precedentes, utilizadas sozinhas ou em combinacéao,
convém para gerar estruturas de seletor de pH as quais séo
eficazes para se inserir nas membranas da célula no pH
presente em A&reas acidas de tumores, e assim que fornecer
boa eficacia. Entretanto, tais estratégias do projeto podem
fornecer apenas uma vantagem modesta da especificidade
sobre terapias convencionais do cancer, tal como
clorambucil. Nesta considerag¢do, pode ser apreciado que com
0 uso mais freqliente das terapias do céncer esse tem sua
especificidade precédria a qual geralmente estd baixo de
suas muitas falhas para curar pacientes. 1Isto é, as
terapias atuais do cédncer sdo estimadas para ter
especificidades na ordem de apenas aproximadamente 2 para
8. Isto significa que elas estdo tipicamente na ordem de 2
para 8 vezes mais prejudicial aos cénceres que aos tecidos
normais. O inventor estava intensamente ciente que um nivel
de especificidade limitada similar e uma taxa
correspondente de éxito baixa provavelmente contaminaria a
terapia com instrumento oncoldégico a menos que alguma
estratégia eficaz pudesse ser planejada para aumentar
substancialmente sua especificidade para tumores. Dessa
maneira,~ diversos anos atras o inventor se envolveu na
procura para planejar alguma maneira de aumentar
substancialmente a especificidade dos instrumentos

oncolégicos. Esta procura conduziu a terceira e a mais
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essencial estratégia do projeto de instrumento oncoldgico,
descrita abaixo.

O pKa de um acido é o pH de uma solugdo aquosa
desse acido em que metade das moléculas &cidas sdo anidnica
e metade sdo ndo-idnica. Conhece-se o pKa de um &cido, e o
pH de sua solugdo aquosa, entdo a equagdo de Henderson-
Hasselbalch pode ser utilizada para calcular a razdo das
formas anidnica, [H-], ndo-idnica, [HA], do presente &acido
nessa solugdo: (pH = pKa + log [A-]/ [HA]).

Uma aplicagdo simples da equacdo de Henderson-
Hasselbalch sugere que se o pH no espaco intersticial em
tecidos normais e o pH em &reas &cidas de tumores diferem
por apenas 1,0 unidade de pH (i.e., cerca de pH 6,4 obtido
em tumores e pH 7,4 presente em tecidos normais) entdo a
maxima especificidade tedérica de uma droga contendo
carboxila poderia mostrar para Aareas Aacidas de um tumor,
relativo aos tecidos normais, parece ser ndo mais que 10.
Diferentemente declarado, com apenas 1,0 de diferencial de
pH entre normal e tumor uma aplicagdo simples da equagdo de
Henderson- Hasselbalch parece sugerir que a taxa de entrada
de uma droga convencional contendo &acido fraco dentro de
uma célula em uma &rea acida de um tumor ndo pode ser mais
que aproximadamente 10 vezes maior que a taxa de entrada
dessa droga dentro de uma célula em um tecido normal.

Se este limite superior de aproximadamente 10 for
se aplicar a especificidade dos instrumentos oncoldgicos,
entdo - é provavel que em uma aplicacdo diagndstica este
nivel precdrio de especificidade geraria um sinal de fundo

tdo grande a partir de tecidos normais que poderia cair



10

15

20

25

44/105

muito ou todo o sinal a partir de quaisquer tumores que se
estava tentando detectar - particularmente para o caso de
tumores muito pequenos no estdgio precoce cuja detecgdo
forneceria o melhor prognéstico para o paciente. Do mesmo
modo, em uma aplicacdo terapéutica em nivel tdo precario de
especificidade provavelmente causaria consideréavel
toxicidade no paciente, possivelmente para extensdo de
destruir o paciente - o que ocorre geralmente com
quimioterapia atual a qual também tem niveis similares de
especificidade precéria.

Para superar o problema da especificidade
limitada, o inventor planejou uma nova estratégia do
projeto para aumentar dramaticamente a especificidade dos
instrumentos oncolégicos sobre o aparente méximo tedrico de
10 o qual parecia ser imposto pelo pequeno diferencial de
pH entre o tecido normal e o do tumor. Essencialmente, a
estratégia é incorporar dois ou mais seletores de pH dentro
de um uUnico instrumento oncolégico, onde a carboxila de
cada seletor de pH seja suficientemente distante
(provavelmente ' maior que aproximadamente 5 angstroms
distante) da carboxila de seu seletor de pH vizinho que a
ionizacdo de uma carboxila ndo afeta significativamente a
ionizacdo da sua carboxila vizinho. Inversamente, todos os
seletores de pH do instrumento oncoldégico multiseletor de
pH devem estar suficientemente na grande proximidade dentro
da molécula de instrumento oncoldgico que todos ©0s
componentes de seletores de pH devem estar em sua forma
ndo-idénica antes que o instrumento oncoldégico possa se

aproximar intimamente e entdo romper a superficie exterior
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negativamente carregada da membrana da célula a fim de se
inserir no interior lipofilico, como é exigido para que
esse instrumento oncoldégico seja isolado em areas &cidas de
tumores. E estimado que todos as carboxilas do instrumento
oncolégico multiseletor de pH ndo devem ter mais que
aproximadamente 15 a 20 angstroms de um ao outro para
satisfazer adequadamente esta ultima exigéncia.

A Figura 1lla ilustra em uma forma resumida as
varias formas anidnicas e ndo-idnicas de um instrumento
oncolégico que contém dois componentes de seletor de pH, e
a Figura 11lb ilustra do mesmo modo as varias formas
aniénicas e n&o-idnicas de um instrumento oncoldgico que
contém trés componentes de seletor de pH. Deve ser
apreciado que é a concentracdo da forma n&o-idnica a qual é
de particular ‘interesse porque, quando projetada
corretamente, deve ser apenas esta forma ndo-idnica do
instrumento oncolégico a qual é capaz de eficientemente
contatar e se inserir nas membranas da célula - com todas
as formas restantes que contém pelo menos uma porgao
anidnica que estd sendo repelida das superficies anidnicas
da célula por forcgas eletrostaticas.

Quando empregando esta estratégia do projeto de
um multiseletor de pH pode-se calcular os fatores previstos
de eficacia e especificidade para um dado instrumento
oncoldégico utilizando o valor do pKa para a porgado de
carboxila do seletor de pH utilizado nesse instrumento
oncoldégico, e varios desses seletores de pH nesse

instrumento oncolbégico. Nestes calculos, o fator de

eficidcia é a porcentagem de moléculas do instrumento
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oncoldégico as quais estdo em sua forma ndo-idnica no pH
6,4. Este fator fornece uma medida em relacdo a como
eficientemente o instrumento oncolégico se inserira nas
células em Areas acidas de tumores. 0 fator de

especificidade é a razdo: (porcentagem na forma ndo-idnica

no pH 6,4) dividido por (porcentagem na forma ndo-idnica no
pH 7,4). Este fator fornece uma medida em relacdo a taxa
relativa de entrada do instrumento oncoldégico em células em
areas acidas de tumores (no pH 6,4) relativo a taxa de
entrada do instrumento oncoldégico em células em tecidos
normais (no pH 7,4). Para estes célculos se utiliza
primeiramente a equacdo de Henderson-Hasselbalch para
calcular o seletor de pH selecionado que porcentagem estara
na forma n&o-idnica no pH 6,4 (obtido em areas 4&cidas de
tumores) e no pH 7,4 (presente em tecidos normais). Entéo
uma expansdo binomial ¢é utilizada para <calcular a
porcentagem de moléculas do instrumento oncoldégico as quais
tém todos os seus componentes de seletor de pH na forma
ndo-idnica.

A Figura 12 mostra esbocos de fatores de eficacia
e especificidade calculados para a) composigdes com 1
seletor de pH, b) instrumentos oncoldégicos com 2 seletores
de pH, c¢) instrumentos oncolégicos com 3 seletores de pH, e
d) instrumentos oncolégicos com 4 seletores de pH - assim
como uma funcdo dos valores do pKa de seus componentes de
seletor de pH. Estes fatores de eficdcia e especificidade
calculados demonstram que composicdes que contém uma unica
porcdo de carboxila, tal como clorambucil, inerentemente

tém especificidade um pouco precadria para a entrada
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seletiva em células em areas &acidas de tumores (o fator de
especificidade é sempre menos de 10). Entretanto por
incorporagdo de dois ou mais seletores de pH em um unico
instrumento oncolégico, os calculos sugerem que com fatores
praticos de eficacia (sobre aproximadamente 5% do
instrumento oncolégico na forma ndo-idnica no pH 6,4) e com
ajuste apropriado do valor do pKa (veja segdo anterior em
ponte de H interna 4&cido especifica), os fatores de
especificidade dos instrumentos oncoldégicos podem ser
aumentados muitas vezes mais 1isso ¢é possivel para
composigdes com carboxila unica. Em particular, com pKa
apropriado o fator de especificidade pode ser mais de 50
para os instrumentos oncolégicos que contém 2 seletores de
pPH, e mais de 200 para os instrumentos oncoldgicos que
contém 3 seletores de ©pH, e mais de 900 para os
instrumentos oncoldgicos que contém 4 seletores de pH.

Como pode ser visto a partir da Figura 12, ha uma
relacdo inversa entre o fator de eficédcia e o fator de
especificidade. Assim, com aumento de pKa do seletor de pH
o fator de eficadcia aumenta enquanto o fator de
especificidade diminui. Desde a eficdcia razoavel e a
especificidade elevada ambos sdo desejados na terapéutica
do cancer, é de utilidade considerar que valor de pKa
provavelmente forneca um equilibrio razoavelmente ideal
entre eficdacia e especificidade. Baseado nos valores
calculados na Figura 12b parece que um seletor de pH com um
pKa de 5,9 deve fornecer um equilibrio desejavel entre
eficdcia (6%) e especificidade (60) para os instrumentos

oncolégicos que contém 2 seletores de pH. Adicionalmente,
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valores calculados na Figura 12c sugerem que um seletor de
PH com um pKa de 6,2 deve fornecer um equilibrio desejavel
entre eficdcia (5,8%) e especificidade (277) para os
instrumentos oncoldégicos que contém 3 seletores de pH.
Ainda mais, valores calculados na Figura 12d sugerem que um
seletor de pH com um pKa de 6,4 deve fornecer um equilibrio
desejavel entre eficacia (6,3%) e especificidade (915) para
os instrumentos oncoldégicos que contém 4 seletores de pH.

Neste contexto, deve ser apreciado que a
incorporagdo de uma ponte de H interna &cido especifica em
um seletor de pH, como descrito na secdo precedente,
fornece meios apropriados para ajustar o valor do pKa do
seletor de pH a uma escala apropriada para obter tais
especificidades dramaticamente melhoradas nestes
instrumentos oncoldégicos multiseletor de pH.

A discussdo e os cédlculos antecedentes focaram na
otimizagdo do valor do pKa dos seletores de pH (via
incorporag¢do de uma ponte de H interna &cido especifica) de
um instrumento oncoldégico como meios para conseguir um
equilibrio desejédvel entre eficidcia e especificidade
(Figuras 11 e 12). Entretanto, deve também ser apreciado
que aumentar o) coeficiente de partigdo (i.e., a
lipofilicidade) do instrumento oncoldégico deve ter um
efeito similar no equilibrio entre eficacia e
especificidade de instrumentos oncoldégicos multiseletor de
pH. Isto é porque, assim como mostrado na Figura 4, tal
aumento na lipofilicidade também convém para aumentar o pH
no qual o instrumento oncoldégico pode se inserir na fase

lipofilica, tal como a membrana da célula. Dessa maneira,
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nesta estratégia do multiseletor de pH para aumentar a
especificidade do instrumento oncoldégico para tumores pode
se ajustar o equilibrio entre eficdcia e especificidade por
ajuste da lipofilicidade do instrumento oncoldégico, ou por
ajustar o pKa dos seletores de pH (via incorporagdo de uma
ponte de H interna &cido especifica), ou por uma combinacdo
para ajustar a lipofilicidade de um instrumento oncolégico
e ajustar o pKa dos componentes de seletor de pH.

Neste momento ¢é apropriado perguntar: estes
valores calculados de espeéificidade para instrumentos
oncoldgicos multiseletor de pH refletem verdadeiramente a
habilidade do instrumento oncolégico de se inserir
seletivamente na fase lipofilica (tal como octanol ou
membrana da célula) no pH obtido em &reas &cidas de um
tumor (pH 6,4), enquanto evita amplamente a entrada em uma
fase lipofilica no pH de tecidos normais (pH 7,4)7?

Para tratar esta pergunta, uma composigdo
representativa que contém dois componentes de seletor de
PH, mostrados na Figura 13a, foi sintetizada. Apds a
sintese, esta composicdo foi particionada entre n-octanol e
tampdes aquosos que variam do pH 5,6 ao pH 8,0. Os
resultados deste experimento de partigdo sdo esbogados na
Figura 13b. Estes resultados mostram que em pH 6,4 (obtido
nos tumores) aproximadamente metade desta composigao
particionou na fase do octanol, enquanto em pH 7,0 apenas
aproximadamente 2% particionou na fase do octanol, e em pH
7,2 nada da composicdo foi detectada na fase do octanol.

Como sugerido pelos valores calculados esbogados

na Figura 12, estes resultados de particdo sugerem do mesmo
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modo que a maioria da composigcdo que contém dois
componentes do seletor de pH pode existir em sua forma nao-
iénica (i.e., forma solivel em octanol) em pH o qual é
presente em Aareas Aacidas de tumores, e entdo que a
composigdo pode mudar quase completamente para sua forma
anidénica (i.e., sollivel no tampdo) no pH presente em
tecidos normais. Isto fornece base experimental para o
valor da nova estratégia de incorporar multiplos
componentes de seletor de pH dentro de um instrumento
oncolégico como meio para aumentar dramaticamente a
especificidade de um instrumento oncoldégico para areas
acidas de tumores.

Uma variedade de estruturas representativas do
instrumento oncoldédgico multiseletor de pH serdo ilustradas
mais tarde na secdo A.3 neste contexto.

2. Componente de carga

a) Exigéncias Estruturais

O componente de carga é um componente estrutural
de um instrumento oncoldégico que serve para incorporar um
isétopo radioativo, cuja emissdo seja eficaz ©para
reestanhor a presenga do instrumento oncoldégico, ou seja
eficaz destruir células. O componente de carga deve
satisfazer as trés exigéncias de projeto seguintes.

i) O componente de carga em sua forma precursora
deve ser eficaz para incorporar de modo imediato e
eficiente, com manipulacdes minimas, seu isdétopo radioativo
selecionado.

ii) O isdétopo radioativo que ¢é 1ligado ao

componente de carga em sua forma final deve permanecer
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bastante ligado durante o curso do procedimento diagndstico
ou através do curso do processo terapéutico em que emissdes
a partir dos isdétopos radioativos sdo células destruidoras
do tumor.

iii) O componente de carga em sua forma final,
que inclui um isdétopo radioativo ligado, deve ser
suficientemente pequeno e de uma tal composicdo que este
nao sofra um impacto indevido nas ©propriedades de
hidrofilicidade / 1lipofilicidade de pH dependente do
instrumento oncoldégico. Determina-se de modo diferente,
caso a forma final do componente de carga contribua com
hidrofilicidade excessiva, este pode suprimir a entrada da
forma ndo idénica do instrumento oncoldégico dentro de
células em &reas &cidas de tumores - desse modo, reduzindo
a eficacia. Inversamente, caso a forma final do componente
de carga contribua com lipofilicidade excessiva, este pode
causar o 1isolamento indevido em tecidos normais - desse
modo, reduzindo a especificidade.

Baseado nestas exigéncias para o componente de
carga, parece que os radiohalogénios selecionados a partir
de F, Br, I e At constituem os melhores tipos de isdtopos
radioativos, e que um grupo de vinil ou um anel aromatico
simples insaturado ou anel aromé&tico simples ira efetuar
melhor a ligacdo do radiohalogénio. A Figura 14 ilustra um
numero de componentes em perspectiva do componente de carga
em ambas as formas precursoras selecionadas e em suas
formas finais contendo isétopo radioativo prontos para uso
diagnéstico ou terapéutico.

b) Formas Precursoras e Finais




10

15

20

25

52/105

Quando o isdétopo radioativo selecionado que deve
estar ligado a um instrumento oncolégico gque possui uma
meia vida curta, é freqgiientemente desejavel fazer, enviar
(ship), e armazenar o instrumento oncoldégico em sua forma
precursora, e em seguida adicionar a carga de isdétopo
radioativo um poc¢o antes da transferé&ncia do instrumento
oncoldédgico dentro do individuo a ser diagnosticado ou
tratado. Enquanto um grande numero de estruturas diferentes
forem reestanhodas no campo da medicina nuclear apropriado
para ligar uma ampla variedade de isétopos radioativos,
muitas de tais estruturas s&o impréprias para © uso em
instrumentos oncolégicos. A Figura 14 mostra alguns
componentes de carga selecionados, tanto em suas formas
precursoras quanto em suas formas finais, que satisfazem as
exigéncias particulares para o uso em instrumentos
oncoldégicos. A Figura 15 mostra esquemas sintéticos para
preparar dois de tais componentes de carga em suas formas
precursoras.

Estas sinteses utilizam reacdes chaves para
adicionar um grupamento de trialquil estanho que foram
descritas por: Thibonnet, et AL., Tetrahedron Letters, Vol.
39, pagina 4277 (1998); Miyake & Yamamura, Chemistry
Letters, paginas 981 - 984 (1989); Marshall & Bourbeau,
Tetrahedron Letters, Vol.44, paginas 1087 - 1089 (2003); e,
Corriu, Geng, & Moreau, J. Org. Chem. Vol. 58, pagina 1443
(1993) .- A Figura 15 ilustra também um procedimento simples
para converter as formas precursoras a suas formas finais
contendo isdétopo radiocativo, descrito anteriormente por

Zalutsky, pagina 96 do capitulo 4 intitulado: Radiohalogens
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for Radioimmunotherapy, no livro: Radioimmunotherapy of
Cancer, Ed. por Abrams e Fritzberg, Pub. por Marcel Dekker,
Inc. (2000). Os procedimentos ©para preparar outros
componentes de carga adequados e incorporar o 1isdtopo
radioativo para dar a forma final s&o descritos em:
Zalutsky et al., Proc. Nat. Acad. Sci. EUA, Vol. 86,
paginas 7149 - 7153 (1989); e, Vaidyanathan & Zalutsky,
Nature Protocols, Vol. 1, paginas 1655 -1661 (2006).

c) Selecdo de Carga de Isdétopo Radioativo

Deve-se notar que é o isdétopo radioativo ligado
do instrumento oncoldgico que determina a aplicagdo desse
instrumento oncolégico. Caso o isdtopo radioativo ligado
emita um sinal que seja detectdvel de modo imediato fora do
corpo entdo este instrumento oncoldédgico pode convir para
detectar tumores que contém A&reas 4&cidas. Inversamente,
caso o 1isétopo radiocativo possua uma emissdo que seja
eficaz para destruir células entdo este instrumento
oncoldédgico pode convir para o tratamento de tumores que
contém A4reas acidas. Além disso, caso o instrumento
oncolédgico contenha um isétopo radicativo, tal como Iodo-
131, que tanto emita um sinal que seja detectdvel de modo
imediato fora do corpo (por exemplo, raio gama) quanto
possua uma emissdo que seja eficaz para destruir células
(por exemplo, particula beta) entdo que esse instrumento
oncolébgico pode convir tanto para diagnéstico quanto
tratamento de tumores que contém Aareas Aacidas.

i) para deteccdo de tumores

Nos instrumentos oncoldgicos usados para detecgao

de tumores um tem a latitude consideravel na selegdo do
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isdétopo radiocativo que é para gerar o sinal adequado para
deteccdo fora do individuo. Diversos isdétopos radioativos

com propriedades favordveis para a aplicacdo diagndstica

incluem:
Isbétopo radioativo Meia vida
Fluor-18 1,8 hora
Bromo-75 1,7 hora
Bromo-76 16 horas
Bromo-77 2,4 dias
Iodo-123 13 horas
Todo-124 4 dias
Iodo-125 60 dias
Iodo-126 13 dias
Todo-131 8 dias

ii) para tratamento de tumores

O tratamento bem-sucedido de um tumor enfrenta
dois desafios. Um desafio é destruir completamente todas as
células de tumor de divisdo réapida sensiveis a tratamento
com pH quase normal prdéximas de vasos vaso capilares de
tumor. O outro desafio severo é destruir completamente
todas as células de tumor inativas resistentes a tratamento
em Aareas Acidas do tumor. Instrumentos oncoldégicos
terapéuticos foram desenvolvidos inicialmente unicamente
como meios para destruir células inativas resistentes a
tratamento em Areas &cidas de tumores. Isto ocorreu porgque
instrumentos oncoiégicos foram projetados para serem
isolados somente em &reas Acidas de tumores, e assim
presumiu-se que tais instrumentos oncolégicos teriam que

ser usados ‘conjuntamente com mais terapias de cancer
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convencionais, tais como a radiacdo ou a quimioterapia,
onde as terépias convencionais conviriam destruindo as
células de tumor de divisdo rédpida sensiveis a tratamento
em areas mails neutras de tumores mais préximos de vasos
capilares - porque tais &reas poderiam ser mais desprovidas
de instrumentos oncoldgicos.

O inventor desenvolveu mais recentemente uma
estratégia de isétopo radioativo duplo em que instrumentos
oncoldégicos sozinhos podem ser usados para exterminar o
tumor inteiro, prevenindo desse modo a necessidade de co-
tratamento com terapias de céncer convencionais mais
téxicas e menos especificas. Esta estratégia de isdtopo
radioativo duplo envolve usar pelo menos duas formulacgdes
de instrumento oncolégica eficaz para destruir células.

A formulagdo de instrumento oncoldgico usada para

destruir as células de tumor inativas resistentes a

tratamento deve conter um isdétopo radiocativo que emite

radiacdo de transferéncia de energia linear elevada a fim
de destruir todas as células de tumor inativas resistentes
a tumor é posicionado dentro ou préximo de tal instrumento
oncoldgica terapéutica de conducdo de isdétopo radioativo.
Uma opcdo para se alcancar esta exigéncia de
demanda ¢é usar um isétopo radiocativo que emita uma
particula alfa que libere uma gquantidade vasta de energia
sobre uma distadncia muito «curta (alguns didmetros da
célula), tal que a energia liberada seja altamente eficaz
para destruir mesmo as células que sdo altamente
resistentes a maior parte das de radiagdes. O melhor

isétopo radioativo para esta finalidade parece ser O
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radiohalogen, Astatine 211. Este isdétopo radioativo é
gerado a partir de Bismuto natural 209 em um ciclotron de
énergia de meio equipado com um feixe de particula alfa.
Astatine-211 possui uma meia vida de 7,2 horas e emite duas
particulas alfa com poténcia de 5,87 e 7,45 milhdes de
elétron volts, que foram mostradas para devastar células
dentro de aproximadamente 50 a 80 microns de comprimento de
percurso das particulas alfa emitidas (alguns didmetros da
célula). Apenas algumas tais emissdes alfa podem destruir
mesmo a maioria das células de tumor inativas resistentes a
radiacéao.

Uma outra classe de isdétopos radioativos que emitem a
radiacdo elevada de transferéncia de energia linear ¢é
aquela que emite elétrons de Augar e/ou de Coster-Kronig.
Tais 1isbétopos radioativos, caso posicionados dentro da
célula a ser destruida, podem causar danos devastadores as
células de DNA. e dessa forma sdo extremamente citotdxitos
quando localizados em grande proximidade ao nucleo da
célula. Isbétopos radioativos deste tipo que sdo
particularmente adequados para instrumentos oncolégicos
terapéuticos incluem: Bromo-77 (meia vida de 57 horas) e
Iodo-123 (meia vida de 13 horas).

A formulacdo de instrumento oncoldgico usada para

destruir as células de tumor de divisdo rédpida sensiveis a

tratamento mais préximas de vasos capilares deve conter um

ou mais isdétopos radiocativos que emitem as particulas que
liberam a energia suficiente ao longo de seu percurso para
destruir células de tumor de divisdo répida sensiveis a

tratamento. O mais importante é que aquelas particulas
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emitidas devem ter um comprimento de percurso
suficientemente longo para que sejam eficazes tanto contra
as células quanto a varias centenas de microns a partir de
onde o instrumento oncoldédgico é isolado - permitindo que
estes destruam as células de tumor de divisdo répida
sensiveis a tratamento em Areas mais neutras do tumor, que
pode ter até varias centenas de microns a partir de A&reas
acidas onde instrumentos oncolégicos sdo isolados. Isdtopos
radioativos de emissdo Dbeta satisfazem melhor a esta
exigéncia. Quando houver um nuUmero de isdétopos radioativos
de emissdo beta que puderem ser usados nesta estratégia de
terapia de isétopo duplo, os seguintes radiohalogénios
possuem as propriedades favoraveis para esta aplicagao,
incluindo comprimentos de percurso médios maiores do que

600 microns.

Isétopo radioativo Meia vida
Bromo-82 - 36 horas
Bromo-83 2,4 horas
Iodo-126 13 dias
Iodo-130 12 horas
Todo-131 8 dias
Todo-132 2,3 horas
Iodo-133 21 horas
Iodo 135 7 hofas

Comparado ao tratamento onde um instrumento oncolégico
é usado somente para destruir as células inativas em areas
Acidas de tumores, e é combinado com as terapias de cancer

convencionais eficazes para destruir as células de tumor de

divisdo répida em outras Areas dos tumores que possuem um
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pH mais elevado, espera-se que esta nova estratégia de
terapia de instrumento oncolbégica de isdtopo radioativo
duplo em que instrumentos oncoldégicos sdo usados sozinhos
para destruir o tumor inteiro, terd recursos para um mais
simples, menos dispendioso, bem menos tdéxico, e bem mais
eficaz no tratamento.

3. Estruturas de instrumento oncoldgico

a) exigéncias estruturais

Cada instrumento oncoldégico deve conter dois ou
mais componentes seletores de pH. Estas “duas ou mais”
exigéncias sdo essenciais para se alcancar uma
especificidade que seja substancialmente maior (pelo menos
sobre 20, e preferivelmente sobre 40) do que é provida
tipicamente por terapias de céncer atuais (especificidades
estimadas para ser tipicamente na faixa de cerca de 2 a 8).
Adicionalmente, cada instrumento oncoldégico deve ter uma
estrutura tal como a pH 7,4 este eteja quase completamente
em um forma hidréfila anidnica, mas a pH 6,4 uma porgdo
significativa (preferivelmente 1% ou mais) transfere-se
para um forma lipofilica ndo idénica eficaz a ser isolada em
areas &cidas de tumores. Cada instrumento oncoldgico deve
igualmente conter um componente de carga que seja eficaz
para ligar um isdétopo radioativo, ou que contenha um
isétopo radiocativo apropriado para relatar a presenga do
instrumento oncolégico e/ou apropriado para células
destruidoras.

As trés secgdes seguintes descrevem o instrumento
oncolégico com 2, 3, e 4 seletores de pH. No que refere-se

a tais estruturas de instrumentos oncoldgicos, este deve
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ser valorizado por qualquer combinagdo de componentes
selecionada que exigird geralmente a otimizagdo dos grupos
R a fim alcancar a eficacia adequada e um equilibrio
desejavel entre a eficacia e a especificidade.
Procedimentos para tais otimiza¢des dos grupos R sdo
descritos e ilustrados mais adiante neste na Se¢do B e nas
Figuras e nos Exemplos em relacdo a essa secgdo.

b) Instrumentos oncoldégicos com 2 seletores de pH

Estes instrumentos oncolégicos possuem as
estruturas mais simples e s3o geralmente mais faceis de
sintetizar. Eles possuem tipicamente fatores de
especificidade potencialmente variaveis dentre
aproximadamente 20 a aproximadamente 80. A Figura 16
ilustra uma variedade de dois instrumentos oncoldgicos
seletores de pH representativos que satisfazem as
exigéncias estruturais chaves para instrumentos
oncoldgicos. A figura 16a ilustra instrumentos oncoldgicos
que contém dois seletores de pH simples. A figura 16b
ilustra instrumentos oncoldégicos que contém dois seletores
de pH avancados. A figura 16¢c ilustra instrumentos
oncoldébgicos que contém dois seletoreé de pH avangados
projetados para formar ligag¢des H de barreira baixa.

c) Instrumento oncoldégicos com 3 seletores de pH

Instrumento oncoldégicos que contém 3 seletores de
pH s3o mais complexos do que os instrumentos oncoldgicos de
2 seletores de pH descritos acima, e sdo geralmente mais
desafiantes para sintetizar. Entretanto, os instrumentos
oncoldégicos de 3 seletores de pH possuem o mérito de ter

recursos para fatores de especificidade elevada



10

15

20

25

60/105

valorizados, variando potencialmente de aproximadamente 100
a aproximadamente 500. A Figura 17 ilustra uma variedade de
instrumentos oncoldgicos de trés seletores de pH
representativos que satisfazem as exigéncias estruturais
chaves para instrumentos oncoldégicos. A figura 1l7a ilustra
instrumentos oncolégicos que contém trés seletores de pH
avancados e a figura 17b ilustra instrumentos oncoldgicos
que contém trés seletores de pH avangados projetados para
formar ligag¢des H de barreira baixa.

d) Instrumentos oncolégicos com 4 seletores de pH

Instrumentos oncoldégicos que contém 4 seletores
de pH sdo ainda mais complexos do que os instrumentos
oncoldégicos de 3 seletores de pH descritos acima, e séo
geralmente ainda mais desafiantes para sintetizar.
Entretanto, os instrumentos oncoldégicos de 4 seletores de
pH possuem o potencial para até mesmo fatores de
especificidade mais elevada, variando potencial de
aproximadamente 400 a aproximadamente 2500. A Figura 18
ilustra dois instrumentos oncoldgicos representativos que
satisfazem as exigéncias estruturais chaves para
instrumentos oncoldégicos e contém quatro seletores de pH
avancados projetados para formar uma ligagdo H de barreira
baixa.

B. Sintese, Teste e Otimizacdo de Componentes e

Instrumentos Oncolégicos

1. Preparacgdo de estruturas que contém seletores

de pH representativos

Antes de comecar o desenvolvimento de qualquer

tipo novo de instrumento oncoldégico é geralmente desejavel
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primeiramente preparar >e avaliar as propriedades de uma
variedade de tipos de seletores de pH, assim como variag¢des
dentro de um tipo em que variag¢des do grupo R convém para
partilhar uma ampla faixa de substéncias lipofilicas com as
estruturas.

a) Seletores de pH simples

A Figura 19 ilustra uma rota sintética
representativa para as estruturas de instrumentos
oncolégicos que contém seletores de pH simples, com
lipofilicidade ajustada por variar do grupo R.

b) Seletores de pH avancados

A Figura 20 ilustra uma rota sintética para
estruturas que contém um tipo de seletor de pH avangado,
com lipofilicidade ajustada por variar do grupo RL.

c) Seletores de pH avangados projetados para formar

uma ponte H de barreira baixa

As figuras 21 e 22 ilustram rotas sintéticas para
estruturas que contém um numero de tipos de seletores de pH
avancados projetados para formar uma ponte de H de barreira
baixa.

A Figura 21 mostra intermedidrios éster amina e
éster cetona Uteis na preparagdo de seletores de pH e na
preparacdo de instrumentos oncoldgicos. Procedimentos
sintéticos para fazer os componentes de nucleo chaves de
tais intermedidrios foram relatados nas seguintes fontes:
1) Goldman, Jacobsen, e Torssell, Synthesis in the Camphor
Series. Alkylation of Quinones with Cycloalkyl Radicals.
Attempted Synthesis of Lagopodin A and Desoxyhelicobasidin.

Acta Chemica Scandinavica B 28 (1974) 492 -500; and, 2)
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Brian Thomas Connell, Synthesis and Evaluation of a New
Camphor-Derived Lactam as a General Chiral Auxiliary for
the Asymmetric Diels-Alder and Aldol Reactions. A tese
submeteu-se ao Departamento de Quimica, Universidade de
Rochester, Rochester, Nova Iorque (1995).

Figura 22 ilustra em seguida rotas sintéticas
representativas para converter diversos de tais
intermediarios aos vArios seletores de pH projetados para
formar uma ponte de H de barreira baixa acido especifica.

2. Testando seletores de pH

Ensaios simples de titulacdo provéem informagdo
util sobre as propriedades de solubilidade de pH dependente
de estruturas de seletor de pH, assim como seus valores
pKa. Exemplo 7 descreve os procedimentos de titulacdo que
foram usados para estudar componentes de seletor de pH. A
Figura 23 mostra resultados representativos a aprtir de uma
variedade de titulag¢des anteriores.

A figura 23a mostra uma curva de titulacgao
convencional, onde a titulacdo foi carreada em metanol /
agua, 1l:1 por volume, para um A&cido carboxilico simples
(dcido butirico) e um seletor de pH avancado (um derivado
de amida de A4cido de &cido <canférico). No grafico
concomitante o©0s mesmos resultados de titulacéo sao
esbocados na forma mais informativa da primeira forma
derivada.

A figura 23b mostra as curvas de titulacgado
convencionais, onde a titulacdo foi carreada em &gua e cada
espécie estava presente na concentracdo de 33 milliMolar.

Resultados de Titulacdo sd3o mostrados por trés instrumentos
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oncoldégicos de 2 seletores de pH relatados (mas com iodo
estdvel em vez de iodo radicativo) os quais variam somente
em seu grupo R.

Resultados de titulacdo sdoc mostrados também para
uma estrutura de trés seletores de pH relatados onde o
grupo R é metila.

A figura 23c mostra uma curva de titulacéo,
esbocada como o primeiro derivado, para um seletor de pH
avangado projetado para formar a uma ponte de H de barreira
baixa. Esta titulagdo foi carreada em &agua e o seletor de
pH, compreendendo um N-éxido / estrutura acida derivados do
acido canférico, estava presente em uma concentracdo de 5
milliMolar.

A Figura 24 mostra valores pKa experimentalmente
determinados para estruturas de trés seletores de pH,
incluindo: um seletor de pH amida / &cido avangado derivado
do é&cido canférico; um seletor de pH avancado N-déxido /
acido projetado para formar uma ponte de H de barreira
baixa, derivado do acido lsonipocdético; e, um seletor de pH
N-6xido / &cido avancado projetado para formar uma ponte de
H de barreira baixa, derivado do acido canférico
(igualmente mostrado como estrutura i1 da figura 10c, e a
estrutura mostrada na figura 23c).

3. Preparacdo de instrumentos oncoldégicos

representativos e de conversdo a forma final

a) Instrumentos oncoldgicos com seletor de pH

simples
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Figura 19 ilustra uma rota sintética para
preparacdo de um instrumento oncoldgico representativo que
contém seletor de pH simples.

b) Instrumentos oncoldgicos com seletores de pH

avangados

A Figura 25 ilustra esquemas sintéticos para os
instrumentos oncolégicos representativos que contém
seletores de pH avancados. A figura 25a mostra a um
instrumento oncoldégico onde seus dois seletores de pH sé&o
juntados por uma estrutura di-acilhidrazida. A figura 25b
mostra um instrumento oncoldgico onde seus dois seletores
de pH sdo juntados por uma estrutura di-amida.

c) Instrumentos oncoldégicos com seletores de pH

avangados projetados para formar uma ponde de H de barreira

baixa.

Figura 26 ilustra esquemas sintéticos para
instrumentos oncoldégicos representativos gue contém
seletores de pH avancados projetados para formér uma ponte
de H de barreira baixa.

A figura 26a mostra que um esquema sintético para
um instrumento oncoldgico 2-seletor de 2 seltores de pH em
que um grupamento de N-6xido simples como o grupamento
aceitador de ponte de H para dois grupamentos doadores de
ponte de H de 4&cido carboxilico. A Figura 26b mostra um
esquema sintético para um instrumento oncoldégico de 2
seletores de pH, em que tanto os nitrogénios de um
grupamento de hidrazina convenha como o grupamento

aceitador de ponte de H para dois grupamentos doadores de

ponte de H de &cido carboxilico. A Figura 26c mostra um
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esquema sintético para um instrumento oncoldégico de 2
seletores de pH, em que grupamento de amina cianometila
convenha como os grupamentos aceitadores de ponte de H para
os grupamentos doadores de ponte de H de acido
carboxilico.. A Figura 26d mostra um esquema sintético para
um instrumento oncolégico de 4 seletores de pH, em que cada
grupamento N-6xido convém como © grupamento aceitador de
ponte de H para dois grupamentos doadores de ponte de H de
acido carboxilico.

Deve-se notar que nas sinteses antecedentes de
instrumentos oncoldégicos que contém seletores de pH
avangados projetados para formar uma ponte de H de barreira
baixa, quando uma cetona / éster intermedidrio, tal como
estruturas b, d, e f ou Figura 21, é usada para redugdo de
alquilagdo de uma amina / éster em gque o grupamento de
amina é <cis para o grupamento de éster, tal como as
estruturas a, ¢, e e da Figura 21, geralmente o produto
resultante de seletores de 2 pH compreende 2 isdmeros, um
onde ambos os  componentes seletores de pH sdo cis no que
diz respeito a amina e ao éster, e o outro produto onde um
dos componentes seletores de pH é cis e um dos componentes
seletores de pH é trans no que diz respeito a amina e aos
grupamentos de éster. Nesses casos é desejdvel purificar o
produto cic / cis desejado, e rejeita o produto cis /
trans. Uma maneira de efetuar isto é explorar o fato de que
o componente seletor de pH trans ndao pode formar uma ponte
de H de barreira baixa &cido especifica. Conseqgientemente,
pKa do mesmo aproxima-se tipicamente de 5,0 em uma solugao

aquosa.
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Em contrapartida, o componente cis seletor de pH
geralmente pode formar a ponte de H de barreira baixa acido
especifica interna desejéda, que almenta tipicamente o pKa
do grupamento carboxila contido para aproximadamente 6,0 ou
mais elevado. Como uma conseqliéncia, depois que ©0s
grupamentos de éster foram clivados para dar grupamentos de
carboxila, forma cis / cis desejada deve geralmente ser de
modo 1imediato separdvel a partir da forma cis / trans
indesejada por divis&o entre uma fase orgénica, tal como
Tetrahidrofuran, t- Butilmetiléter, ou Diclorometano, e uma
fase aquosa tamponada a 6,0 redondos. Em um tal sistema de
divisdo a forma cis / cis desejada deve geralmente dividir
preferencialmente dentro da fase orgénica, enquanto a forma
cis / trans indesejada deve preferencialmente ser dividida
dentro da fase de tampdo aquosa.

A mesma estratégia de separagdo Dbasica pode
igualmente ser usada para separar a forma todo-cis desejada
do instrumento oncoldégico de seletor de 4 pH da figura 26d
a partir das multiplas formas gque contém pelo menos um
seletor de pH trans.

4. Teste e otimizacao de instrumentos

oncoldbégicos.

As seguintes fontes de informagdo convéem como um
ponto de partida para projetar e desenvolver um instrumento
oncolbégico eficaz e especifica. Os graficos de eficécia e
de especificidade na figura 12 provéem a orientagdo em
valores desejaveis de pKa para os componentes seletor de pH
como uma funcdo de quantos componentes seletores de pH o

instrumento oncoldégico selecionado estd para conter. A



10

15

20

25

67/105

Figura 4 prové a orientagdo a respeito do impacto de
alteracdo do coeficiente de divisdo da forma ndo idénica do
instrumento oncolégico - onde o coeficiente de divisédo é
tipicamente ajustado por alteracdo da lipofilicidade dos
grupos de R dos componentes seletores de pH. Além disso,
sintese de varios tipos de seletores de pH em perspectiva e
de variantes de grupo de R do mesmo, tais como descrito na
Secdo B.l1 acima, e em estudos subseqlientes de titulagéao
daqueles seletores de pH, como descrito na Secdo B.2 acima,
informagdo valiosa ©provida para selecdo adequada de
componentes seletor de pH para um instrumento oncolégico em
perspectiva. Finalmente, Figura 14 ilustra um numero de
componentes de carga adequados para incorporacdo dentro de
instrumentos oncoldgicos.

Enquanto a informacdo antecedente nas partes de
componentes provem uma base valiosa para o projeto e o
desenvolvimento de wum instrumento oncoldégico eficaz e
especifico, todavia, uma vez que aquelas partes estdo
reunidas dentro de um instrumento oncoldgico em perspectiva
em sua forma contendo radioisdétopo, a fim alcagar a
eficacia adequada e um equilibrio desejavel entre a
eficdcia e a especificidade é geralmente necessario para
otimizar essa estrutura de instrumento oncoldégico.

a) Processo iterativo de otimizacdo: sintese e

teste em células que sofreram cultura

Um processo de otimizagdo preferido envolve o
seguinte:

i) Preparar e} conjunto de instrumentos

oncoldégicos que variam em lipofilicidade
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O processo de otimizagdo é comegado  por
preparagdo de conjunto de estruturas de instrumentos
oncolégicos prospectivo que incorporam o0s componentes
selecionados, em que instrumentos oncoldégicos do conjunto
exibem uma ampla  faixa de lipofilicidades devido a seus
grupos de Rl e R2. Cada instrumento oncoldégico do conjunto
deve igualmente conter um isétopo radiocativo adequado, tal
como Iodo-131, que possul recursos para detegdo e
quantificacgdo faceis em sistemas bioldgicos.

ii) Avaliar entrada em células que sofreram

cultura em pH 6,4 e pH 7,4

Cada uma daquelas estruturas de instrumento
oncoldédgico prospectivo devem ser testadas em um sistema
biolégico relativamente simples em que o instrumento
oncoldégico prospectivo ¢é exposto aos ambientes e as
estruturas bioldgicos principais, este serd encontrado em
um individuo  vivo. Como descrito no exemplo 8, um sistema
biolégico preferido para tal teste inicial compreende
células de mamiferos que sofreram cultura em meio contendo
soro tamponado a pH 7,4 para emular tecidos normais, e
tamponado a pH 6,4 para emular Aareas Aacidas de tumores.
Momentaneamente, duas cavidades diferentes de células que
sofreram cultura sdo expostas por uma hora a um dado
instrumento oncoldégico. Em uma cavidade de cultura o
instrumento oncolégico estd em meio a pH 6,4. Em outra
cavidade de cultura o instrumento oncoldégico estd em meio a
pH 7,4. Apds ser incubado por 1 hora a 37 graus Celsius, o
meio contendo instrumento oncoldégico é removido e as

células sdo lavadas de modo criterioso no mesmo pH, e em
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seguida isétopo radiocativo retido por células é contado
para prover uma medida da quantidade relativa de
instrumento oncolégico que foi isolado sob cada uma das
duas condicdes de pH.

As estruturas de instrumento oncoldégico
preferidas sdo aquelas que isoladas ao maximo pelas células
a pH 6,4, mas isoladas minimamente pelas células a pH 7,4.

A primeira aplicacéao das duas etapas de
otimizagdo acima deve geralmente convir para identificar
uma faixa razoavelmente estreita de substéncias lipofilicas
de instrumento oncoldégico que fornecem a eficdcia aceitéavel
(relativa a quantidade isolada a pH 6,4) e especificidade
(relativa a relagdo: quantidade isolada a pH 6,4 /
quantidade isolada a pH 7,4) valores. Alternativamente, tal
teste inicial pode em vez disso convir para indicar que os
componentes de instrumento oncoldgico selecionados sao
inadequados e os componentes de seletores de pH diferentes
e/ou um componente de carga diferente devem ser usados em
estruturas de instrumento oncoldgico em uma perpectiva.

1iii) Repetir acima etapas como necessarias

Os <ciclos de otimizag¢do adicionais dentro de
taxas estruturais progressivamente mais estreitas podem
conduzir para o melhoramento ainda maior de atividade de
instrumento oncolégico.

b) Avaliar disposicdo em camundongos normais

Os ensaios de cultura de célula acima sao
relativamente rapidos, simples, provéem resultados
guantitativos, e sdo favordveis a teste 1inicial de um

nimero substancial de estruturas de instrumento oncoldgico
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em perpectiva. Entretanto, deve-se valorizar este sistema
de projecdo inicial de cultura de célula ndo emula
perfeitamente a complexidade verdadeira de um individuo
vivo. Conseqientemente, é desejdvel tomar em seguida um
numero razodvel das estruturas de instrumento oncoldégico em
perspectiva mais promissoras, identificadas no processo de
optimizacdo iterativo acima, e testar as mesmas em
mamiferos vivos. Como uma primeira etepa em tal teste de
animal, ¢é Util testar estas estruturas de instrumento
oncolégico promissoras nem camundongos normais (pré-tratado
para assegurar que sua urina esteja ligeiramente basica;
vide Secao C.7 abaixo), como descrita no Exemplo 9. Tais
testes em camundongos normais permitem que um descarté
quaisquer dos instrumentos oncoldbgicos gue foram
encontrados para exibir uma  afinidade excessiva para
tecidos normais.

c) Avaliar disposicdo em camundongos portadores

de tumor

Quando os testes acima relativamente simples em
camundongos sem tumor normais permitem que seja descartado
aqueles instrumentos oncoldégicos que possuem uma afinidade
excessiva para tecidos normais, o teste mais decisivo para
uma estrutura em perspectiva de instrumento oncoldgico esta
para testar este em camundongos portadores de tumor, como
descrito no exemplo 10. Momentaneamente, este requer a
injécdo (preferivelmente de modo intravenoso) de cada um
dos instrumentos oncoldégicos contendo Iodo-131 dentro de
diversos camundongos portadores de tumor, e em seguida

aguarda um periodo de tempo adequado (em torno de 5 a 24
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horas) para permitir a excrecdo normal pelos rins dessa
fracdo da dose administrada que ndo foi isolada em tecidos
e/ou em tumores dos camundongos. Alguém em seguida executa
os camundongos e extirpa os 6rgdos principais e qualquer
dos tumores evidentes, a seguir faz-se dosagem pelas
emissdes de radiacdo a partir dos oérgdos extirpados, dos
tumores, e da carcaca restante.

Instrumentos oncoldgicos funcionaréo melhor
quando dois métodos auxiliares s&o usados. Um tal método
envolve pré-tratamento dos camundongoss para impedir a
reabsorgdo de instrumento oncolégico dentro das linhagens
de células os dutos proximal dos rins. Esta reabsorcao é
obstruida tornando a urina ligeiramente béasica, como
descrito na secdo C.7 abaixo. O outro método envolve pré-
tratamento dos camundongos para aumentar adicionalmente a
acidez (reduzir o pH) em &reas hipdxicas / &cidas dos
tumores dos mesmos. Trés pré-tratamentos sdo descritos com
esta finalidade mais adiante neste na secdo C.5. Pelo menos
um, e preferivelmente uma combinacdo de dois ou trés tais
pré-tratamentos deve ser empregada a fim ajustar o
microambiente de tumor para ser melhor adaptado a atividade
eficaz e especifica de instrumento oncoldgico.

d) Teste pré-clinico e clinico

Os procedimentos para teste contendo substéncias
isbétopo radiocativas em animais vivos, incluindo seres
humanos, sdo conhecidos no campo da medicina nuclear, e
particularmente no sub-campo da radio-imunoterapia. Tais
métodos conhecidos podem de modo imediato ser adaptados

para testar instrumentos oncoldégicos por incorporagdo dos
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métodos de utilizacdo de instrumentos oncolégicos descritos
na segdo C. abaixo.

C. Métodos de usar Instrumento oncoldgicos

1. Método diagndstico

Devido ao fato de instrumentos oncoldégicos
tirarem proveito da acidez que é uma caracteristica de
tumores quase universal, instrumentos oncoldégicos devem ser
eficazes para detectar a maioria ou todos os tipos de
tumores com tamanhos que variam de quase microscédpico a
muito ‘grandes. O método seguinte de utilizacdo de
instrumentos oncoldégicos para detectar tumores é adequado
para muitas aplicagdes de pesquisa, assim como para a
medicina veterindria e a medicina de seres humanos. O
método diagnéstico inclui geralmente, mas ndo é limitado a,
as seguintes etapas:

Etapa 1. Prover um instrumento oncoldgico
diagnéstico em sua forma final - tanto por contato com a
forma precursora do instrumento oncoldégico com um isdtopo
radioativo adequado que seja eficaz para relatar sua
presenca dentro de um tumor para um detector fora do
individuo vivo, ou por obtengdo de modo direto a partir de
um fornecedor da forma final de um instrumento oncoldégico
diagndéstico que ja contém tal isdétopo radioativo.

Etapa 2. Transferir esse instrumento oncoldgico
diagndéstico dentro do individuo - tipicamente pela injecgdo
intravenosa.

Etapa 3. Aguardar um periodo de tempo adeqgquado
para que o instrumento oncoldégico seja isolado em Aareas

acidas de qualquer tumor que puder estar presente (por
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exempio, de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 50
minutos). A sensibilidade consideravelmente aumentada pode
ser obtida por espera de tempo adicional (horas) para a
excrecdo através dos rins da maior parte dessa fracgdo da
dose de instrumento oncoldégico que ndo foi isolada em Areas
acidas de tumores. Aguardar este tempo adicional convir a
sinal de fundo extremamente mais baixo a partir de tecidos
normails e permitir a detecdo mesmo de tumores bastante
pequenos. Nesse aspecto, no curso de algumas poucas horas a
maior parte da dose injetada de instrumento oncoldgico deve
ser excretada pelos rins, com retencdo significativa de
instrumento oncolégico somente ocorrendo caso um ou VvAarios
tumores estiverem presentes. E previsto que tipicamente em
individuos que ndo possuem tumores a maior parte do
instrumento oncolégico serd excretada em menos de 24 horas,
e provavelmente em menos do que aproximadamente 4 horas. A
taxa de excregdao de instrumento oncoldégico ndo isolado pode
ser aumentada pelo aumento da entrada de fluido do
individuo, --particularmente caso esse fluido contenha um
diurético.

Etapa 4. A etapa final no método diagnéstico é
fazer a varredura do individuo com o equipamento adequado
para - detectar a emissdo a partir do componente de
componente isétopo radiocativo do instrumento oncoldégico a
fim avaliar se o instrumento oncoldgico significativo foi
isolado em um ou varios tumores. Com equipamento de imagem
moderno, tal como escaneres de raio gama e escaneres PET,
tumores devem aparecer como uma mancha de luz

radioisotépica evidente no local de cada tumor.
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2. Método terapéutico

Devido a instrumentos oncoldégicos tiram proveito
da acidez que ¢é uma caracteristica quase universal de
tumores, instrumentos oncoldégicos devem ser eficazes para
tratar a maioria ou todos os tipos de tumores com o0s
tamanhos que variam de préximo ao microscdpico a muito
grande. Os seguintes métodos de utilizacdo de instrumentos
oncolégicos para tratar tumores sdo adequados para muitas
aplicagbes de ©pesquisa, assim como para a medicina
veterindria e a medicina de seres humanos. Os métodos
terapéuticos incluem geralmente, mas ndo sdao limitados ao
seguinte.

a) Método radioisdétopo simples

Caso um individuo seja encontrado para ter um ou
varios tumores, aqueles tumores podem ser tratados com um
instrumento oncoldgico terapéutico que contém um isdtopo
radioativo eficaz para destruir células. 0O método
terapéutico inclui geralmente, mas ndo estd limitado a, as
seguintes duas etapas:

Etapa 1. Prover um instrumento oncoldégico
terapéutico em sua forma final que contém um isdtopo
radiocativo eficaz para destruir células. Isto pode ser
feito por contato com a forma precursora do instrumento
oncoldégico com um 1isdétopo radiocativo adequado, ou por
obtencdo direta a partir de um fornecedor da forma final do
instrumento oncoldégico terapéutico que Jja contém tal

isbétopo radicativo.’



10

15

20

25

75/105

Etapa 2. Entregar esse instrumento oncolégico
terapéutico dentro do individuo - tipicamente por injecéo
intravenosa.

Neste método terapéutico o 1isdtopo radiocativo
eficaz para destruir células pode ser qualquer um, cuja
emissdao possui transferéncia de energia linear elevada, tal
como uma particula alfa, ou uma que emita uma particula
beta. A virtude particular de utilizar um 1isdétopo
radiocativo que possui uma emissdo de transferéncia de
energia linear, tal como o alfa emitindo o 1isdétopo
radioativo Astatine-211, que é consideravelmente mais
eficaz do que isdétopos radioativos de emissdo beta para
destruir as células inativas em 4reas &cidas de tumores.
Entretanto com respeito a wutilizacdo de 1instrumentos
oncoldégicos que contém tais isdétopos radioativos, suas
emissbes tém geralmente um comprimento de percurso bastante
curto (por exemplo, 80 microns ou menos). Assim, pode ser
necessdrio usar tais instrumentos oncoldédgicos em combinacgédo
com terapias convencionais de cancer a fim de assegurar
também a destruicdo das células de divisdo répida de tumor
em Aareas de um pH mais normal perto de vasos capilares.
Adicionalmente, deve ser estimado que o emissor alfa
preferido, At-211, tenha uma meia vida curta (7 horas) e
assim emitindo este isétopo radioativo, ou um instrumento
oncoldégico que contém este isdétopo radioativo, uma
distdncia substancial a partir do local onde é gerada pode
ser um problema. Ainda adicionalmente, At-211 deve ser
gerado em um ciclotron de alta capacidade com uma

potencialidade de feixe alfa, e neste momento ha somente
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relativamente poucos locais onde tal equipamento esta
disponivel.

Um método alternativo de isétopo radioativo
simples envolve prover um instrumento oncoldgico
terapéutico que contém um isdétopo radiocativo de emissao
beta. Enquanto emissdes beta forem significativamente menos
eficazes do que emissdes alfa para destruir as células
inativas em &reas &cidas de tumores, esta pouca eficacia de
emissdes beta pode ser compensada pela utilizagao de uma
dose muito maior. Enquanto esta dose muito maior
comprometerd a especificidade de alguma maneira, todavia,
essa possui o potencial para fornecer resultados
térapéuticos aceitdveis por causa do excepcional nivel
elevado -de especificidade para tumores alcangaveis por
instrumentos oncoldégicos. Nesse aspecto, o beta emissor,
Iodo-131, possui diversas propriedades uteis: esse esta
prontamente disponivel em grandes quantidades a prego
moderado; por causa de sua meia vida relativamente longa (8
dias) esse pode ser enviado e armazenado por periodos de
tempo razoaveis antes da utilizagdo; e, enquanto esse
possuir somente um comprimento de percurso médio moderado
(aproximadamente 900 microns), que apesar disso seja
suficiente para destruir células em todo o tumor, incluindo
as células de divisdo rapida de tumor nas regides mais
préximas de pH neutro préximo a vasos capilares - que serao
relativamente desprovidos de instrumento oncoldgico
isolados.

b) Método de isdétopo radioativo duplo
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Como foi notado anteriormente neste, isdétopos
radiocativos que possuem emissdes de transferéncia de
energia linear elevada s&o Otimos para a destruigcdo das
células inativas resistentes a tumor em &reas Aacidas de
tumores, mas o comprimento de percurso curto de tais
emissdes faz com que um instrumento oncoldgico que contém
tais 1isdétopos radioativos especialmente ineficazes para
destruir as células de divisdo rapida em &reas distantes do
ponto de origem dos tumores prdéximas de vasos capilares
onde o pH é mais préximo do neutro - porque tais areas
serdo relativamente desprovidas de instrumento oncoldgico
isolado.

De modo - oposto, um- instrumento oncoldédgico que
contém um isétopo radioativo de emissdo de Dbeta ¢é
relativamente ineficaz contra as células inativas
resistentes a radiagdo do tumor, mas esse instrumento
oncoldégico que contém o isdtopo radiocativo de emissdo beta
pode ser bastante eficaz para destruir as células de
divisdo rapida sensiveis a radiagdo em &reas de tumores
onde o pH é mais préximo da neutralidade - mesmo quando
esse instrumento oncoldégico estd somente presente nas areas
dcidas do tumor. Isto ocorre porque o comprimento de
percurso maior de particulas beta permite que estas
alcancem e destruam aquelas células mais sensiveis do
tumor.

De acordo com isso, um método preferido para
tratar tumores é utilizado como uma combinagdo de dois
instrumentos oncoldégicos terapéuticas, onde um instrumento

oncoldégico contém um isétopo radiocativo que possui uma
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emissdo de transferéncia de energia linear elevada
(selecionada preferivelmente de Astatine-211, Bromo-77 e
Todo-123) para destruir as células inativas resistentes a
radiacdo proximal em &reas A&cidas de tumor, e o outro
instrumento oncoldégico contém um isdétopo radioativo de
emissdao beta para destruir as células de divisdo réapida
sensiveis a radiacdo em regides de pH elevado préximo a
vasos capilares de tumor, que sdo relativamente desprovidos
de instrumento oncoldégico isolados.

3. Método Abrangente para Deteccdo e Tratamento

de Tumores

Instrumentos oncolégicos oferecem as propriedades
altamente desejaveis por serem capazes tanto de detectar
quanto de tratar a maioria ou todos os tipos e tamanhos de
tumores, variando de quase microscédpico a muito grande. Por
esse motivo, os instrumentos oncoldégicos diagndsticos e
terapéuticos podem ser virtualmente idénticos - mas se
diferem tipicamente somente no isdétopo radicativo contido -
em general caso uma estrutura de instrumento oncolédgico
fornecida seja eficaz para detectar um tumor, a seguir a
mesma estrutura de instrumento oncoldégico, mas tipicamente
com um isétopo radioativo diferente, deve igualmente ser
eficaz para tratar este mesmo tumor. Estas propriedades
especiais de instrumentos oncoldégicos facilitam um método
abrangente para detectar tumores em individuos vivos,
seguido pelo tratamento de qualquer dos tumores assim que
detectado. Este método abrangente é apropriado tanto para a
medicina veterindria quanto para medicina de seres humanos.

Esta inclui, mas ndo estd ligada a, as seguintes etapas.
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a) Detectando tumores

Etapa 1 A primeira etapa prové um instrumento
oncoldgico diagnéstico em sua forma final que contém um
isdétopo radioativo que é eficaz para relatar sua presenga
dentro de um tumor a um detector fora do individuo vivo.

Etapa 2. A préxima etapa é para entregar esse
instrumento oncolégico diagnéstico dentro do individuo -
tipicamente por injeg¢do intravenosa.

Etapa 3. A etapa subseqliente é para aguardar um
periodo de tempo adequado para que o instrumento oncolédgico
isolados em Aareas &cidas de qualquer dos tumores que
puderem estar presentes. Esta etapa pode igualmente incluir
aguardar o tempo adicional para excrecdo através dos rins
da maioria dessa fracdo da dose de instrumento oncoldgico
que ndo foram isolados em A&reas acidas de tumores. Durante
este periodo de tempo do individuo pode igualmente ser
fornecido um fluido particular, fluido que contém um
diurético, para aumentar a excrecdo dessa fragdo da dose de
instrumento oncolégico que ndo foram isolados em areas
acidas de tumores.

Etapa 4 A uUltima etapa no processo de detecgdo é
fazer a varredura do individuo com equipamento adequado
para detectar a emissdo do isétopo radiocativo do
instrumento oncolégico a fim avaliar se o instrumento
oncolégico significativo foi isolado em um ou varios
tumores. Com equipamento de imagem moderno, tal como
escaneres de raio gama e escaneres PET, tumores devem
aparecer como uma mancha de luz radioisotdédpica evidente no

local de cada tumor.
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Na oportunidade em que um ou varios tumores sé&o
detectados na etapa 4, um prossegue em seguida para tratar

dos tumores detectados.

.b) Tratando de tumores detectados

Etapa 5. Para tratar do tumor detectado, um ou
varios instrumentos oncoldégicos terapéuticos foram
providos. Enquanto este puder ser um Unico instrumento
oncoldédgico que contém um isdtopo radiocativo de emissédo
beta, prefere-se geralmente prover dois ou mais
instrumentos oncoldgicos, onde um contém um isdétopo
radioativo que emite a radiacdo de transferéncia de energia
linear elevada, e outro contém um isdétopo radioativo de
emissdo beta.

Etapa 6. Um ou varios instrumentos oncoldgicos
providos sdo transferidos para dentro do individuo -
geralmente por injegdo intravenosa.

4, Estratégia para Lidar com as Micro-Metéstases

Quando um tumor alcanca um tamanho substancial
(tal como um centimetro ou maior) este comeca geralmente a
reproduzir-se por metdstese (metastasize), em que as
células de tumor simples ou agregados muito pequenos de
células de tumor sdo liberados a partir do tumor original,
e aquelas células liberadas podem formar coldnias em locais
distantes no corpo. Estas coldénias de células, chamadas
micro-metastases, podem em seguida crescer dentro de novos
tumores originais. A dificuldade destas apresentada para o
método terapéutico de instrumento oncolégico refere-se ao
periodo de tempo entre a formacdo das micro-metéstases e ©

tempo tomado por tais metédstases para crescer até um
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tamanho (de aproximadamente 1 milimetro de diémetro)
suficiente para gerar suas préprias &reas &cidas, aqueles
tumores originais sub-milimétricos néo podem ser
tipicamente detectados ou destruidos por instrumentos
oncoldgicos. Assim, enquanto o tumor original que contém
areas acidas puder ser detectado e extinguido por
instrumentos oncolégicos, espera-se que quaisquer micro-
metéastases originais menores do que aproximadamente 1
milimetro de didmetro sobrevivam a tratamento de
instrumentos oncoldégicos e sejam conduzidas finalmente a um
retorno de sintomas - embora tal retorno de sintomas néo
possa ocorrer por diversos anos apdés o tratamento inicial
de instrumento oncoldgico.

Uma estratégia para resolver estes problemas de
micro-metastases é definida pela espera de um periodo de
tempo apdés a terapia inicial de instrumento oncoldgico
(etapas 5 e 6 na Segdo 3 acima) suficiente para quaisquer
micro-metdstases, que pudesse estar presente e tenha
sobrevido ao tratamento inicial, que cresceram até um
tamanho onde elas desenvolvessem  as areas acidas
(tipicamente aproximadamente 1 milimetro de didmetro). De
modo contrario, aquelas micro-metédstases originais nao
devem ser deixadas crescer até o tamanho muito maior
(provavelmente por volta de 1 centimetro de dié&metro) onde
elas comecam demasiadamente a se reproduzir por metastese.
Uma vez que as micro-metdstases que puderam escapar do
primeiro tratamento de instrumento oncoldégico estdao nesta
faixa adequada de tamanho (grande o suficiente para conter

dreas Aacidas, mas ndo tdo grande para ter comegado a fazer
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a reprodugcdo por metastese), executa outra vez a deteccdo
de instrumento oncolégico e o processo de tratamento
(repetigdo de etapas 1 a 6 na segdo 3 acima).

Uma complicacdo na estratégia acima é definida
pela exibicdo de tumores uma ampla faixa de taxa de
crescimento, e assim torna-se dificil prever quanto tempo
levard para quaisquer das micro-metdstases poderem escapar
do primeiro tratamento para alcancar um tamanho em que
contivessem regides 4cidas. Conseqgiientemente, o curso
prudente é definido por repetir as etapas diagnésticas 1 a
4 acima nos intervalos apropriados (talvez uma vez por ano)
que continuam por uma duracdo suficiente (talvez 4 a 6
anos) para assegurar na pratica que a possibilidade de que
quaisquer micro-metdstases ndo escapassem da extincdo na
terapia inicial de instrumento oncoldégico, a seguir tais
micro-metastases cresceram até um tamanho suficiente para
gerar regides &cidas e assim que foram detectadas em um dos
procedimentos diagnésticos de repetigdo subseqgiente
(repetigdes das etapas 1 a 4 acima). Caso e gquando um dos
procedimentos diagnésticos de repeticdo detecte um ou
varios tumores, a seguir o paciente poderia ser tratado
outra vez pelas etapas 5 e 6 como acima. Parece provavel
que um tal segundo tratamento possua uma probabilidade
elevada de extinguir completamente quaisquer tumores
originis que pudessem ter escapado sob a forma de micro-
metidstases durante o curso do tratamento de instrumento
oncoldégico inicial - desse modo, o tumor original e todo

seu progénie do paciente foram exterminados completamente.
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5. Tratar de Diminuir pH em Tumores para Aumentar

Eficidcia e Especificidade

Tanto a eficdcia quanto a especificidade de um
instrumento oncoldégico para areas acidas de tumores sdo uma
fungdo forte do diferencial de pH entre as &reas &cidas do
tumor e tecidos normais. Assim, caso um possa seletivamente
reduzir o pH em &reas &cidas de tumores mesmo que seja
encontrado na condic¢do natural - sem reducdo concomitante
do pH em tecidos normais, este terd recursos para a maior
sensibilidade em aplicacdes diagndésticas e maior eficécia e
especificidade para aplicag¢des terapéuticas de instrumentos
oncolébégicos.

Durante a metade do século passado um numero de
tratamentos foram relatados para alterar o pH em tumores -
alguns que provocam o aumento do pH e alguns que provocam a
diminuicdo do pH. No contexto de instrumentos oncoldgicos
diagnésticos e terapéuticos, isto é, os tratamentos que
diminuem seletivamente o pH em tumores, sem uma redugdo
concomitante no pH em tecidos normais, que sdo de
interesse. A seguir sdo trés de tais tratamentos que foram
relatados para reduzir seletivamente o pH em tumores.

a) Ha& muito tempo se sabe que a introdugdo de
glicose dentro de animais portadores de tumor atua na
reducido do pH no espaco intersticial em &reas hipdxicas dos
tumores, tipicamente por um periodo de aproximadamente 2 a
3 horas, ao ter quase nenhum ou nenhum efeito no pH do
espaco intersticial em tecidos normais (Naeslund & Swenson
(1953) Acta Obstet. Gyneocol. Scand. 32, 359 - 367). A

entrada adicional de glicose por via oral pode
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significativamente estender a duracdo de tempo enquanto o
PH em tumores permanece assim reduzido.

b) O pH em 4areas 4&cidas de tumores pode
igualmente ser adicionalmente reduzido por tratamento com o
inibidor mitocondrial, meta-iodobenzilguanidina, outra vez
aparentemente sem efeito indevido no pH em tecidos normais
(Jahde et. al., (1992) Cancer Research 52, 6209 - 6215)

Igualmente relatou-se que o pH em &reas acidas de
tumores pode ser adicionalmente reduzido por em torno de
0,7 unidades de pH por utilizacdo de uma combinacdo de
glicose e de meta-iodobenzilguanidina (Kuin et al., (1994)
Cancer Research 54, 3785 - 3792).

¢) Ainda adicionalmente, o pH em Areas &cidas de
tumores pode ser adicionalmente reduzido por drogas
vasodilatadoras que sdo usadas rotineiramente para tratar
pessoas com a hipertensdo (Adachi and Tannock (1999)
Oncology Research 11, 179 - 185). Tais drogas sao
aparentemente eficazes porque a vasculatura andmala de
tumores geralmente carece de células de masculo
vasoconstrictoras e suas fibras de nervo. Conseqgliientemente,
quando ¢é administrada uma droga vasodilatadora a um
individuo, a resisténcia ao fluxo sanguineo é inalterada em
tumores, mas diminui em tecidos normais. Estes efeitos
diferenciais -do resultado de vasodilatador em um fluxo
sangliiineo significativamente maior através de tecidos
normais e uma reducdo concomitante em fluxo sangliineo
através do tumor. Por sua vez, este fluxo sangliineo
reduzido através do tumor  reduz provavelmente o

esmorecimento do &cido latico produzido por células de
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tumor em &reas hipdxicas do tumor - tendo por resultado a
gota mediada vasodilatora observada no pH em &reas Aacidas
do tumor.

Tais tratamentos, mas preferivelmente uma
combinacdo de dois ou mais de tais tratamentos reduzir
adicionalmente o pH em A&reas 4&cidas de tumores deve
aumentar o isolamento de instrumento oncoldégico nas A&reas
agora mais acidas do tumor, assim como conduz a um aumento
nas areas do tumor que sdo suficientemente &cidas para
instrumento oncoldégico isolado. Ambos esses efeitos
serviram para aumentar a eficidcia e a especificidade do
instrumento oncolédgico.

Fazer o tumor mais A&cido igualmente deixar que
alguém utilize um instrumento oncoldégico com os seletores
de pH que possuem um pKa mais baixo - que pode resultar em
um aumento significativo na especificidade dos instrumentos
oncoldgicos.

6. Utilizar Maltiplos Instrumentos Oncolédgicos

que variam em pKa para Aumentar a Eficdcia e a

Especificidade

As medidas experimentais relatadas da acidez em
tumores mostraram um gradiente de pH que varia de
aproximadamente 7,0 préximo de vasos capilares de tumor e
diminuicdo com aumento de distédncia de vasos capilares de
tumor, com valores tdo baixos quanto aproximadamente 6,0
que estdo sendo relatados paré dreas mais distantes de
vasos capilares de tumor. Para tumores possuindo uma ampla
faixa de valores de pH ocorre o potencial em que os

instrumentos oncolégicos terapéuticos com demasiada
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elevacdo de um pKa podem de modo répido inserir células as
adreas moderadamente &cidas préximas a vasos capilares de
tumor para levar este instrumento oncoldégico inadequado a
permanecer alcancando as 4reas mais de pH mais baixo do
tumor o) mais distante dos vasos capilares.
Alternativamente, instrumentos oncoldégicos terapéuticos com
demasiado ponto baixo de um pKa podem estar demasiadamente
mal isolados em &reas moderadamente &cidas mais préximas de
vasos capilares no tumor, conduzindo desse modo ao
tratamento inadequado de tais 4reas. Uma estratégia para
lidar com uma ampla faixa de pH dentro de um tumor ¢
definida por wutilizar uma combinag¢do de dois ou mais
instrumentos oncolégicos, onde um instrumento oncoldégico
com um pKa mais elevado é potencialmente eficaz em regides
de pH mais elevado do tumor mais préximo de vasos
capilares, e onde outro instrumento oncoldédgico com um pKa
mais baixo é potencialmente eficaz em regides de pH mais
baixo do tumor que estdo mais distantes de vasos capilares.
0 argumento  para utilizacédo de tal combinacdo de
instrumentos oncolégicos é definida pelo instrumento
oncoldégico com o pKa mais elevado podendo ser mais isolado
em Areas préximas de vasos capilares - deixando pouca
disponibilidade para alcancar 4reas de pH mais baixo mais
distantes de vasos capilares. De outro modo, o instrumento
oncolégico com o pKa mais baixo deve estar mal isolado em
dreas de pH mais elevado préximo de vasos capilares e assim
que permanece disponivel para difunsdo dentro de areas de
pH mais baixo mais prdéximos de vasos capilares onde estes

podem ser entdo eficazmente isolados. Assim, juntos tal
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como uma combinagcdo de instrumentos oncoldégicos de pKa
elevado e pKa baixo deve ser melhor alcancada a extincéo
completa do tumor.

7. Tratar para Aumentar pH na Urina para Proteger

Rins de Dano

Uma das fung¢des dos rins é manter o pH no corpo a
muito préximo a 7,4. Para executar esta funcdo os rins
podem excretar a urina variando de moderadamente bdasica a
razoavelmente 4&cida. Neste processo uma substdncia é
filtrada a partir do sangue no glomérulo do rim, depois do
qual essa substancia (dissolvida na urina) passa através do
ducto proximal onde os componentes criticos excretados no
glomérulo reabsorvidos por células que alinham o ducto
proximal. Caso a urina esteja &cida neste momento entdoc um
instrumento oncoldégico neste ambiente &cido possui o
potencial de ligagdo e insercdo das células que alinham os
ductos proximais dos rins, mais do que o instrumento
oncolégico insere células de tumor a partir de um ambiente
extracelular &cido. Descrito diferentemente, caso a urina
excretada esteja suficientemente &cida o instrumento
oncoldégico se tranferird da sua forma lipofilica néo
idnica. Caso esse seletor a uma forma lipofilica ocorra em
uma regido onde a urina esteja em contato direto com
membranas de célula, tal como é no caso para as células que
alinham os dutos proximais dos rins, a seguir o instrumento
oncoldégico pode inserir tais células. No caso de um
instrumento oncoldégico diagndstico esta entrada do

instrumento oncoldégico dentro das células que alinham os

dutos proximais podem conduzir ao sinal evidente que emana
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dos rins, que poderia obscurecer um tumor prdéximo ou nos
rins. No caso de um instrumento oncoldégico terapéutico esta
entrada de instrumento oncoldégico nas células que alinham
o0s dutos proximais pode conduzir a destruicdo das células
que alinham os dutos proximais - eficazmente tornando os
rins ndo funcionais.

Felizmente, ha& métodos bem-conhecidos nas A&reas
médicas para aumentar o pH da urina de um sujeito por tempo
suficiente para efetuar diagndéstico ou terapia com
instrumentos oncolébégicos. Através da utilizacdo de uma
droga adequada para manter a urina a um pH ligeiramente
bdsico durante o periodo quando a maior parte do
instrumento oncoldédgico ndo estd isolado estd sendo
excretada pelos rins, esse instrumento oncoldgico excretado
na urina permanecerd em sua forma hidréfila aniénica e sera
passada com seguranca do corpo para urina. Uma substancia
segura e eficaz para tornar a urina béasica é a droga
inibidora de anidrase carbdnica, Acetazolamida. Assim, um
curso prudente em qualquer diagndéstico ou tratamento com
instrumentos oncoldégicos é de aproximadamente uma a duas
horas antes de transferir o instrumento oncoldégico dentro
do individuo, trata primeiramente o individuo com esta
droga, ou a outra substéncia eficaz para aumentar e manter
0 pH da urina em um pH acima de aproximadamente 7,4.

8. Monitorar e Lavar Bexiga para Aumentar a

Segurancga

Por causa do dano potencial aos rins por
instrumentos oncoldgicos terapéuticos caso os rins estejam

excretando wurina 4&cida, deve ser igualmente desejavel
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monitorar continuamente o pH da urina que entra na bexiga
pela utilizacdo de uma microssonda de pH na extremidade de
um catéter. O periodo de tempo preferido para tal
monitoramento é imediatamente antes da injecgéo do
instrumento oncoldégico até que tal momento que a maioria
dos instrumentos oncolégicos ndo estdo isolados em areas
dcidas de tumores sejam excretados pelos rins (tipicamente
aproximadamente 3 a 6 horas). Tal monitoramento permitira a
intervengdo de emergéncia (tal como a injecgdo de uma dose
adicional de Acetazolamida) na oportunidade em que o pH da
urina recentemente excretada comeca a cair abaixo de
aproximadamente de pH 7,4.

Durante o curso de algumas horas da dose injetada
de um instrumento oncoldégico serd excretada pelos rins e
serd armazenada na bexiga do individuo até esvaziar pela
liberacdo de urina. Para o exemplo de uma aplicagéo
diagnéstica de instrumento oncoldégico, este acuimulo de
instrumento oncolégico radioativo na bexiga pode obscurecer
a presenca de tumores na grande proximidade da bexiga. Para
o exemplo de um instrumento oncoldégico terapéutico o
acumulo de instrumento oncoldégico radioativo na bexiga do
paciente tem o potencial de danificar a bexiga. Caso o
acuimulo de instrumento oncoldégico radioativo na bexiga
provar ser um problema significativo, pode substancialmente
ser reduzido por utilizacdo de um cateter de afluéncia /
drenagem para irrigar a bexiga a partir do momento que o
instrumento oncoldégico é injetado até tal momento que a
maior parte da dose injetada estiver liberada do corpo do

paciente.
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A irrigagdo da bexiga durante o periodo de tempo,
logo que a maior parte da dose de instrumento oncoldgico
esta sendo excretada pelos rins convém como uma finalidade
adicional, que sendo a solucdo efetuada na bexiga pode
passar dentro de um recipiente de armazenamento impedido
onde esta possa ficar contida até que o isdbétopo radioativo
tenha se decomposto a um nivel seguro (tipicamente 10 meias
vidas do isétopo radioativo). Isto sere para assegurar a
seguranca dos profissionais da &rea médica que atendem o
individuo, evita amplamente a contaminacdo por negligéncia
com relagcdo aos lavabos e as outras &areas por instrumento
onqolégico radioativo eliminado pelo individuo.

EXEMPLOS :

Exemplo 1. Efeito da lipofilicidade no pH de transicdao

entre formas idénica e ndo-idnica

Os sais de sédio do &cido propidénico (um acido
carboxilico hidrofilico) e do A&acido octandico (um &cido
carboxilico lipofilico) em uma concentragdo de 33 miliMolar
em A&gua foi titulado com HC1 5 M. O ponto médio da
transicdo entre sal e &acido (valor do pKa) foi encontrado
para ser 4,83 previsto para 4acido propidénico, porém
surpreendentemente elevados 5,5 para o &acido octandico. A
primeira derivada da curva de titulacdo foi simétrica para
o &cido propidénico, porém altamente assimétrico para o
dcido octandico. Além, gotas do &cido octandico oleagdo da
solucdo durante o curso da titulagdo do octandico.

Ao contrdrio, quando os sais destes mesmos dois
dcidos foram titulados em meio semi-aquoso: metanol/ agua,

1:1 por volume, seus pontos médios de transigao foram
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vistos para serem virtualmente idénticos, e a primeira
derivada de suas curvas de titulacdo foi agora simétrica
para ambos. Finalmente, na titulagdo em meio semi-aquoso,
metanol/ &gua, nenhum &cido octandico oleacdo da solucgéo.
Estes resultados sugerem que o ponto médio
surpreendentemente elevado na titulagdo visto para &cido
octandéico em solugdo aquosa foi devido simplesmente aos
efeitos de solubilidade ilustrados nas Figuras 3 e 4. Os
resultados mostram ainda que realizando as titulag¢des em
solugao semi-aquosa, metanol/ &gua, 1l:1 por volume, evita-
se estes efeitos de solubilidade nas curvas de titulacédo.

Exemplo 2. Comparacdo de pontes de H acida especifica e ndao

acido especifica no pH de transicdo entre formas idnica e

ndo-idnica

Trinta solucbes miliMolar de sais de sédio dos
compostos mostrados na Figura 6a (projetado para formar
ponte de H interna &cido especifica) e 6b (projetado para
formar ponte de H ndo acido especifica) titulado com 5 M
HCl na solucdo aquosa. A primeira derivada da curva de
titulagcdo para o composto na Figura 6b foi simétrica e
mostrava um valor esperado de pKa de 4,82 (tipico para
acidos carboxilicos simples), e ndo havia nenhum material
insoluvel aparente gerado durante a titulagcdo. Em nitido
contraste, a primeira derivada da curva de titulagao para o
composto na Figura 6a foi altamente inclinada e mostrou um
minimo do valor surpreendentemente elevado de pH 5,8, com o
ponto médio aproximado de titulagdo no pH 5,6. Mais
adiante, havia precipitado macigo formado a cada adigdo de

HCl, comecando quando o pH desceu abaixo de 5,8.



10

15

20

25

92/105

Estas diferengas dramdticas em propriedades de
titulagdo entre compostos de estrutura quase idéntica
sustenta a cdncluséo que a estrutura na Figura 6a esté
formando uma ponte de H interna A&cido especifica prevista,
e que ponte de H estd atuando para aumentar o pH de
transicgéao entre as formas iénica e ndo-idnica.
Inversamente, enquanto a estrutura na Figura 6b pode estar
formando pontes de H internas, nesse caso entdo porque
ponte de H pode formar ou com a forma de sal carboxilato ou
a forma A&acido carboxilico, tal ponte de H nédo favorecem
significativamente a forma ndo-idnica sobre a forma idnica
e assim ndo alteram significativamente o pH de transicgao
entre as duas formas, relativo ao que se encontraria para
um dcido carboxilico simples, tal como acido propidnico.

Exemplo 3. Efeito da baixa 1liberdade conformacional da

ponte de H no pH de transigdo entre formas idnica e nd&o-

idnica

Titulacdo em solucdo aquosa da estrutura aciclica
da Figura 7b mostrou um valor esperado do pH de transicdo
de 4,95 (tipico de A4cidos carboxilicos simples), sem
préecipitacdo da forma &cido. Em contraste, titulagcao de
estrutura de anel de 5- elementos da Figura 7a mostrou um
valor inesperadamente elevado de 5,6 para o pH de transigédo
entre formas aniénica e ndo-idnica. Titulagdoc dessa
estrutura de anel também foi acompanhada de precipitacgao
macica quando o pH desceu abaixo de aproximadamente 5,8, e
a forma da curva de titulacdo era altamente assimétrica.

Entretanto, quando estes dois compostos foram em

vez de titulados em meio semi-aquoso, metanol/ a&gua, 1:1
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por volume, ndo havia nenhum sinal de insolubilidade e os
esbogos das curvas de titulacdo do primeiro derivado foram
agora simétricos. Para o composto aciclico mostrado na
Figura 7b o pH no ponto médio de titulacdo foi 5,8,
enguanto o) pH no ponto médio de titulacéao foi
substancialmente mais alto 6,45 para a estrutura de anel na
Figura 7a.

Assim, mesmo na auséncia de inclinacdo da curva
de titulagdo devido & ©precipitacdo da forma &cida
lipofilica, no experimento de titulacdo semi-aquosa se vé
um substancial aumento de 0,65 unidade de pH no ponto médio
da curva de titulagdo para o composto ciclico na Figura 7a.
A explanacdo mais razodvel para isso parece ser gque na
solugdo semi-aquosa uma ponte de H interna &cida especifica
é formada apenas no caso de estrutura ciclica de anel, e
essa ligagao de H estd guiando o equilibrio em favor da
forma acido.

Exemplo 4. Importédncia do isolamento da carboxila de

efeitos de remocdo de elétron grupos ligantes

Modelagem molecular da estrutura 8b sugere que
uma ponte de H interna deva ser fortemente favorecida pela
geometria quase perfeita da dita ponte de H e a liberdade
conformacional muito limitada entre a fracdo doadora de
ponte de H e a aceitadora de ponte de H. Apesar destes
fatores favordveis a formacdo de uma ponte de H interna
dcido especifica, quando o sal da estrutura na Figura 8b
foi preparado e titulado com HCl em solugdo aquosa, a curva

de titulacdo indicou um valor do pKa abaixo de 3,0.
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Conclui-se a partir deste resultado que os
efeitos indutivos de amida, onde os efeitos ditos devem ser
prontamente propagados através da intervencdo da ligacéao
dupla, causam provavelmente uma grande redugdo no pKa da
carboxila, com esses efeitos indutivos negativos podem
superar qualquer efeito positivo em uma ponte de H interna
acido especifica que poderia elevar o pKa da carboxila.

Exemplo 5. Vantagem de impedir parcialmente o local da

ponte de H do solvente aquoso

Os dois compostos na Figura 9 foram preparados e
entdo titulados em solvente semi—aquoso; metanol/ &gua, 1l:1
por volume. Este solvente semi-~aquoso foi utilizado nestas
titulagdes - a fim de impedir que os efeitos de
insolubilidade impactem os resultados de titulagdo. Nestes
experimentos a primeira derivada dos esbogos de titulacgéo
foi simétrica e ndo havia nenhum sinal visivel de
precipitag¢do. "Assim, o objetivo de evitar efeitos de
insolubilidade foi satisfeito.

O que foi encontrado é que a estrutura (a) da
Figura 9 mostrou um ponto médio para a curva de titulagao
em um pH de 5,6, enquanto estrutura (b) da Figura 9 mostrou
um ponto médio significativamente mais elevado para a
titulagcdo em pH 6,14.

Outra vez, a explanacdo provavel para o valor de
pH de transicdo significativamente mais elevado para
estrutura (b) nestas titulacdes é que nesta solugao semi-
aquosa a estrutura (b) estd formando uma ponte de H interna
dcido especifica que estd atuando para alterar o equilibrio

em favor da forma &acido, enquanto a estrutura intimamente



10

15

20

25

95/105

relacionada (a) ndo forma tal ponte de H interna &cido
especifica. Parece provavelmente que o impedimento moderado
no local da ponte de H na estrutura (b) é o fator o qual
favoréce a formagdo da ponte de H na estrutura (b),
enquanto a falta de tal impedimento no local da ponte de H
na estrutura (a) é provavelmente responsdvel pela auséncia
aparente de uma ponte de H interna na estrutura (a).

Exemplo 6. Preparacdo e titulacdo de duas estruturas de

seletores de pH projetadas para formar uma ponte de H

interna &cido-especifica de barreira baixa

O éster metilico do &cido isonipocético foi por
redugdo alquilado com 3-pentanona e entdo a amina tercidria
resultante convertida ao N-éxido com meta-
clorobenzoilperéxido. Finalmente, o éster foi dividido com
hidréxido de sédio aquoso para dar estrutura iii na Figura
10b. Este produto, em sua forma de carboxilato de sédio,
foi ent&o titulado em &gua. A primeira derivada de seu
esbogo de titulacdo mostra dois minimos, um em pH 3,8 (o
qual é aproximadamente aquele esperado para a porgcdo N-
6xido), e um outro minimo em pH 6,0, o qual é
substancialmente mais elevado que seria esperado para a
porgdo N-éxido ou a porgdo acido carboxilico. Entretanto, a
luz dos resultados nos exemplos anteriores neste contexto,
a explanacdo mais provavel é que este valor de pKa 6,0 é
devido a uma ponte de H interna de barreira baixa formada
entre o doador de ponte de H carboxila e o aceitador de
ponte de H N-6xido, e que ponte de H interna atua para

guiar o equilibrio para a forma &cido - i.e., elevar o pKa.
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0 derivado cis (3-amino-1-&cido) do acido
canférico foi por reducdo alquilada com excesso de
acetaldeido e produto amina terciaria resultante convertida
ao N-6xido com meta-clorobenzoilperdéxido para dar a
estrutura na Figura 10b. Este produto, em sua forma de
carboxilato de sédio, foi -entdo titulado em &gua. A
primeira derivada de seu esboco de titulacdo mostra dois
minimos, um em pH 4,2 (o qual ¢é aproximadamente aquele
esperado para o grupamento N-6xido), e um outro minimo em
pH 6,5, o qual é substancialmente mais elevado gque seria
esperado para a porgcdo N-béxido ou a porgdo acido
carboxilico. Outra vez a luz dos resultados a partir de
exemplos anteriores neste contexto, a explana¢dao mais
provavel para este valor excepcionalmente elevado de pKa de
6,5 € que uma ponte de H interna de barreira baixa estad se
formando entre o doador de ponte de H carboxila e o
aceitador de ponte de H N-6xido, e que ponte de H interna
atua fortemente para guiar o equilibrio para a forma &cido,
elevando desse modo o valor de pKa.

E notdvel gque o derivado acima do &cido
isonipocdético 1ligado internamente a H tem um valor
apreciavelmente mais baixo de pKa (6,0) que o derivado um
tanto similar do acido canférico ligado internamente a H -
apesar da porgcdo doadora de ponte de H e a porgao
aceitadora de ponte de H serem virtualmente idénticos em
ambas as estruturas. A explanagcdo mais provavel para esta
diferenca significativa entre valores de pKa é que a
conformacdo de mais baixa energia para anéis alifaticos de

6 elementos, tal como a estrutura do isonipocdtico acima, €
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tipicamente a conformacdo em cadeira e geralmente leva algo
como 5 Kcal para converter essa conformagdo em cadeira para
a conformagcdo mais estavel seguinte, a forma de barco
torcido. Porque a modelagem molecular do invertor mostrou
que somente a conformagdo de barco torcido do derivado
isonipocético pode formar a ponte de H interna A4acida
especifica, é provavel que a forca dessa ponte de H seja
atenuada pelo custo de energia de conversdo da conformagédo
em cadeira para a de barco torcido.

Ao contrdrio, o anel alifatico de 5- elementos do
derivado canférico pode prontamente e com baixo custo de
energia se alterar entre diferentes dobras de conformacdes,
e assim ha pequeno custo de energia para adotar a
conformacdo apropriada para formar a ponte de H interna
acido especifica. Como conseqiiéncia, essencialmente a
energia completa dessa ponte de H estd disponivel para
favorecer a forma &cida sobre a forma de sal - portanto
elevando o pKa para o valor excepcionalmente elevado de
6,5.

O significado anterior é que demonstra que as
propriedades estruturais sutis podem ser exploradas para
ajustar bastante precisamente o valor de pKa de um seletor
de pH a fim de alcancar um equilibrio desejavel entre
eficdcia e especificidade, a importéncia da qual ¢é&
ilustrada em Figura 12.

Exemplo 7. Procedimentos de titulacdo para estudar

estruturas de seletor de pH

a) Titulacdes aquosas
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Estruturas tipicamente novas que podem ser
apropriadas como componentes avancados de seletor de pH sé&o
avaliados primeiramente por seu valor de pT, isto &, o
valor de pH no ponto médio de sua transicdo entre formas
anidénica e nao-idnica. Isto requer preparar a forma de sal
de sédio da estrutura e dissolvé-lo em uma concentracdo de
5 miliMolar em 50 mL de 0,15 Molar NaCl (utilizado para
minimizar o conteldo do &cido carbdnico). Uma pequena barra
magnética de agitacdo é adicionada e o pH da solucgdo ¢
ajustado a aproximadamente 9 com uma pequena quantidade de
NaOH 1 M. Ao agitar, fracdes de 5 microlitros de HCl1 1 M
sdo adicionadas e o pH é gravado 1 minuto apdés a adigdo de
cada fragdo de HCl. Se a precipitacdo ou oleacdo do seletor
de pH ndo ocorrerem durante a titulac¢do, um esbo¢co de pH
versus volume de HCl adicionado proporciona a curva
convencional de titulagdo. Entretanto, uma apresentacgdo
muito mais Util dos resultados de titulacgdo, a qual permite
uma medida bastante precisa do valor de pKa, é obtida para
delinear a primeira derivada desta curva de titulacdo. Isto
requer esbogar no eixo X os valores para: (pHn + pHn+l)/ 2,
e esbogar no eixo Y os valores para: (pHn - pHn+l).

b) Titulagdes semi-aquosas

Se o seletor de pH precipitar ou oleac¢do durante
o curso da titulacdo entdo a curva de titulagdo seré
geralmente inclinada fortemente. Em tais casos ¢é dificil
para diferenciar entre efeitos de solubilidade e efeitos de
pKa no ponto médio de transigdo entre forma anidnica e ndo-
idnica do seletor de pH. Em tais casos o efeito de

solubilidade pode ser evitado por titulacdo em solvente
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semi-aquoso onde as formas de sal e de acido do seletor de
pH sejam completamente soluveis. Uma mistura 1:1 de metanol
e 4gua convém geralmente para esta finalidade. Neste
solvente a primeira derivada das curvas de titulagdo outra
vez se torna simétrica. No caso de uma substancia a qual
nao possa formar uma ponte de H interna estavel, tal como
acido octandico, o esbogco da titulacdo mostra agora um
valor classico de pKa muito similar aquele visto para &cido
carboxilico simples completamente solivel em agua, tal como
acido propidénico. Entretanto, no caso de uma substéncia
projetada para formar ponte de H interna &cido especifica
estavel, tal como as estruturas avancadas do seletor de pH
descritas nos exemplos acima, enquanto o esboco de
titulagdo se tornar simétrico em metanol/ &gua, apesar
disso, o esboco de titulacdo pode também mostrar um valor
substancialmente aumentado de pKa relativo a uma estrutura
muito similar a qual nédo possa formar uma ponte de H
interna &acido especifica - e este valor aumentado de pKa é
indicativo de formacdo de ponte de H interna A&cido
especifica sob as condicgdes de titulagéo.

Assim, em titulacdes em salina fisioldgica o
aumento total no aparente pH de transicd@o, acompanhado por
assimetria na curva de titulagdo, pode ser devido a uma
combinacdo do efeito de uma ponte de H interna acido
especifica mais um efeito de solubilidade. Entretanto,
quando a titulagdo é realizado preferivelmente em um
solvente semi-aquoso, tal como o metanol/ &gua, um
crescimento substancial no valor de pKa para uma substancia

projetada para formar uma ponte de H interna acido
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especifica, relativo ao pKa para uma substdncia muito
similar a qual n&o possa formar a tal ponte de H, ¢é
principalmente atribuivel apenas a ponte de H interna, e
nao a qualquer aumento de'lipofilicidade na porgdo acido o
qual poderia ser uma conseqiéncia desse ponte de H interna.
Entretanto, deve também ser apreciado que em certa medida o
solvente de baixa polaridade metanol/ 4&gua favorece
inerentemente a formacdo de uma ponte de H interna, e assim
quando em todo o possivel ao testar um novo tipo estrutural
do seletor de pH é desejavel confirmar a formagdo da ponte
de H interna acido especifica por titulacdo em solucgéo
completamente aquosa.

Exemplo 8. Sistema de teste da cultura de célula para

instrumentos oncoldbgicos

Recomenda-se que inicialmente cada estrutura de
instrumento -oncoldégico em perspectiva deve ser testada em
um sistema bioldgico relativamente simples em que o
instrumento oncolégico é exposto aos principais ambientes
bioldgicos e as estruturas que encontrard em um individuo
vivo = incluindo particularmente as células de mamiferos
expostas ao soro que contém meio tamponado em pH 7,4 para
imitar o sangue e tecidos normais, e tamponado em pH 6,4
para imitar Aareas acidas de tumores.

Um sistema de teste tdo apropriado requer
elaborar duas preparacdes de meio de cultura isotdnico. Um
deve conter 10% de soro e ser fortemente tamponado em pH
7,4 com 50 miliMolar de tampdo HEPES (pKa 7,5). O outro
deve conter 10% de albumina de soro e ser fortemente

tamponado em pH 6,4 com 50 miliMolar de tampdo BisTRIS (pKa
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6,5). O instrumento oncoldégico que contém iodo- 131 deve
ser adicionado em concentracdo igual a cada meio de
cultura.

Antes do experimento, células Hela devem
primeiramente ser crescidas por confluéncia de placas de
cultura com 12 cavidades. Em seguida, o meio de cultura é
removido de quatro cavidades de células e substituido com o
meio tamponado que contém o instrumento oncoldégico em pH
7,4. Adicionalmente, meio de cultura é removido de outras
quatro cavidades de células e substituido com o meio
tamponado com instrumento oncoldégico em pH 6,4. As placas
sdo incubadas entdo a 37 °C por uma hora. Apds a incubacédo,
O meio que contém instrumento oncoldégico ¢é removido e
substituido com meio livre de instrumento oncoldgico no
mesmo  pH, rotacionado brevemente, e removido. Este
procedimento de lavagem é repetido um total de 4 vezes. Em
seguida, as células sdo lisadas com 1 mL de solucao
detergente e essa solucdo de lise removida e contada em um
contador de cintilac&o ou gama para fornecer uma medida da
quantidade relativa de instrumento oncolégico o qual foi
isolada sob cada uma das duas condicgdes do pH.

A estrutura preferida de instrumento oncolégico é
aquela que é isolada ao maximo pelas células em pH 6,4, mas
apenas minimamente isolada pelas células no pH 7,4.

Exemplo 9. Testando instrumentos oncoldgicos em camundongos

normais
O sistema de teste de cultura de célula acima
para instrumentos oncoldégicos permite uma avaliagdo inicial

rdpida e quantitativa das propriedades provavelis de
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eficdcia e especificidade de um numero importante de
instrumentos oncoldégicos em perspectiva. Entretanto, esta
avaliacdo inicial deve em seguida ser continuada para as
estruturas mais promissoras de instrumento oncoldégico com
testes em camundongos vivos. Recomenda-se que os
camundongos sejam primeiramente pré-tratados com um
inibidor da anidrose carbdénica, tal como acetazolamida,
para assegurar que sua urina permaneca béasica por varias
horas. Em seguida, uma quantidade apropriada de instrumento
oncoldédgico que contém iodo- 131 em salina tamponada com
fosfato deve ser injetada, preferivelmente intravenosa, tal
como dentro da veia da cauda. Depois disso os camundongos
devem ser periodicamente monitorados por um periodo até de
aproximadamente 24 horas (tal Ccomo pelo breve
posicionamento sob um apropriado contador gama ou cémera
gama) para determinar a taxa de excregdo do instrumento
oncolégicé identificado.

A finalidade principal deste teste em camundongos
normais é identificar quaisquer instrumentos oncolégicos o
qual estd3c isolados: de modo desnecessario nos tecidos
normais - presumivelmente - devido a lipofilicidade
excessiva, ou possivelmente devido a algum elemento
estrutural que tem uma afinidade inesperada para tecidos
normais ou algum 6rgdo particular, etc. Instrumentos
oncoldgicos que sdo excretadas rédpida e completamente a
partir de camundongos normais, e assim passar neste teste
animal preliminar, deve em seguida ser testado em
camundongos portadores de tumor, como descrito no exemplo

seguinte.
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Exemplo 10. Testando instrumentos oncoldégicos em

camundongos portadores de tumor

Enquanto os testes relativamente simples acima em
camundongos normais livres de tumor permitiram descartar
esses instrumentos oncoldégicos os quais tém uma afinidade
excessiva para tecidos normais, o teste mais decisivo para
uma estrutura de instrumento oncoldégico em perspectiva é
testé—lo emvcamundongos portadores de tumor.

Em tais experimentos ¢é recomendado um primeiro
pré-tratamento nos camundongos: a) com um inibidor da
anidrose carbdénica, tal como acetazolamida, para elevar o
pPH na urina; e, b) com uma ou uma combinacdo de substédncias
eficazes para reduzir seletivamente o pH nos tumores. Tais
substéncias incluem: i) glicose (Naeslund & Swenson (1953)
Acta Obstet. Gyneocol. Scand. 32, 359 - 367); 1ii) o
inibidor mitocondrial, meta-iodobenzilguanidina (Jahde et
al., (1992) Cancer Research 52, 6209 - 6215); e, 1iii)
drogas vasodilatadoras utilizadas rotineiramente para
tratar pessoas com hipertensdo (Adachi and Tannock (1999)
Oncology Research 11, 179 - 185).

Apdés um periodo de tempo apropriado seguindo tais
pré-tratamentos, o0s camundongos portadores de tumor sao
injetados (preferivelmente intravenosa) com instrumento
oncoldégico que contém iodo- 131. Depois de um periodo de
hora apropriado (na ordem de 5 a 24 horas) para permitir a
excrecao normal pelos rins dessa fragao da dose
administrada a qual ndo é isolada em tecidos e/ ou tumores
de camundongos, os camundongos sdo mortos e os &rgaos

principais e quaisquer tumores Oébvios sdo extirpados. Cada
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6érgdo e tumor e o carcaca restantes sdo entdo contados em
contador gama.

Em consideragdo ao pré-tratamento de camundongos,
deve ser enfatizado que os instrumentos oncoldégicos
funcionardo melhor quando ambos os tipos de pré-tratamento
sdo utilizados, onde um tipo convém para impedir a
reabsorgcaoc do instrumento oncoldégico dentro de células
revestindo os tubulos proximais dos rins. Esta reabsorcdo é
bloqueada tornando a urina ligeiramente bésica. O outro
tipo convém para aumentar mais a acidez (reduz o pH) em
areas hipéxicas/ &cidas de tumores. Preferivelmente uma
combinagdo de dois ou trés tais pré-tratamentos para
reduzir seletivamente o pH em tumores deve ser empregada a
fim de ajustar o microambiente do tumor para ser melhor
adaptado a atividade eficaz e especifica do instrumento
oncoldbgico.

A descrigdo acima apresentada o melhor modo de
contemplar as composigdes e métodos da presente invengdo, e
a maneira e processo de preparagdo e utilizagdo tais
composigbdes e métodos em termos td&o completos, claros,
concisos e exatos que permitam qualquer pessoa habilitada
na técnica a que pertencem fazer e utilizar as composig¢des
e métodos. Estes composicdes e métodos sao, entretanto,
suscetiveis a modificacdes € construgdes alternativas a
partir das incorporac¢des ilustrativas discutidas acima as
quais sdo inteiramente equivalentes. Conseqgientemente, essa
ndo é a intencdo de limitar as composicdes e os métodos
divulgados para incorporag¢des particulares divulgadas. Ao

contrdrio, a intencdo ¢é cobrir todas as modificagdes e
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construgbes alternativas que vém dentro do espirito e
alcance das | composigdes e métodos como expressado
geralmente pelas seguintes reivindicacdes, as quais
particularmente indicam e reivindicam distintamente o

tdépico do assunto das composig¢des e métodos divulgados.
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REIVINDICACOES

1. Composicdo que contém componente de seletor
de pH avangado, dito componente de seletor de pH avancado
caracterizada pelo fato de compreender:

a) uma estrutura de anel alifadtico selecionada
proveniente de um grupo que consiste em um anel com 4
elementos, um anel com 5 elementos, e um anel com 6
elementos;

b) uma porcéo de um acido carboxilico
diretamente ligada & dita estrutura de anel alifatico, a
dita porgdo de um acido carboxilico é separada AM partir de
qualquer ligacdo do grupo com remocdo de elétron para pelo
menos dois carbonos; e

c) uma porcdo aceitadora de ponte de H
selecionada proveniente de um grupo que consiste em uma
parte da estrutura de anel alifdtico, diretamente ligado a
estrutura de anel alifdtico, e ligado através de um atomo a
estrutura de anel alifatico;

em que, a dita porcdo aceitadora de ponte de H em
sua forma ndo idnica tem uma estrutura que ndo pode servir
como a dita porcédo doadorora de ponte de H, e a dita porgao
de &cido carboxilico e a dita porc¢do aceitadora de ponte de
H s&o posicionadas e orientadas tais como as que sao
compativeis com a formacdo de uma ponte de H acido
especifico interna.

2. Composicdo, de acordo com a reivindicacgdo 1,
caracterizada pelo fato de que uma forma independente da

porgcdo aceitadora de ponte de H do componente seletor de pH
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avancado tem um valor de pKa na faixa de aproximadamente
3,0 a aproximadamente 6,5.

3. Composicdo, de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizada pelo fato de que uma porcdo aceitadora de
ponte de H do componente seletor de pH avangado ¢é
selecionado a partir do grupo que consiste em:

(a) uma cianometil amina;
(b) uma trifluorocetil amina;
(c) uma alcoxi amina;

(d) uma hidrazina;

(e) um N-6xido;

(f) um imidazol;

(g) uma anilina;

(h) um amido;

(i) uma fosforamida;

(7) uma tiofosforamida;
(k) uma uréia; e,

(1) um éter.

4. Composigédo de instrumento oncolégico,
caracterizada pelo fato de compreender:

(a) pelo menos dois componentes de seletor de pH,
cada componente de seletor de pH sendo eficaz para
submeter-se a uma transic¢cdo mediada por pH entre uma forma
hidrofilica anidénica a um pH mais elevado e uma forma
lipofilica ndo idénica a um pH mais baixo; e,

(b) pelo menos uma carga de componente
selecionada proveniente de um grupo consistindo em:

i) uma estrutura eficaz para ligar um isdtopo

radioativo, e
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ii) uma estrutura que contenha um isdtopo
radioativo.

5. Composigdo de instrumento oncolégico, de
acordo com a reivindicagdo 4, caracterizada pelo fato de
compreender adicionalmente um isétopo radioativo
selecionado proveniente dogrupo que consiste em:

(a) um isdétopo radicativo eficaz para relatar a
presenca da composicao;

(b) um isdétopo radioativo eficaz para matar
células; e,

(c) um isdtopo radioativo eficaz para relatar a
preseng¢a da composicdo e eficaz para matar celulas.

6. Composigdo de instrumento oncolégico, de
acordo com a reivindicag¢do 4, caracterizada pelo fato de
que tem um fator de especificidade maior que 20.

7. Composig¢dao de instrumento oncoldégico, de
acordo com a reivindicacdo 4, caracterizada pelo fato de
que porcdes carboxil de seletores de pH tém valores de pKa
na faixa de 5,4 a 6,8.

8. Composicdo de instrumento oncolégico, de
acordo com a reivindicag¢do 4, caracterizada pelo fato de
que dois dos componentes de seletor de pH compartilham
porcdo aceitadora de ponte de H simples.

9. 'Composicdo de instrumento oncolédégico, de
acordo com a reivindicacdo 8, caracterizada pelo fato de
que a porcdo aceitadora de ponte de H compartilhado é um
dtomo de oxigénio de um N-éxido.

10. Composicdo de instrumento oncolégico,

caracterizada pelo fato de compreender:
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(a) pelo menos dois componentes de seletor de pH
avancados, cada um compreendendo:

i) uma estrutura de anel alifatico selecionada
a partir do grupo que consiste em um anel com 4 elementos,
um anel com 5 elementos, e um anel com 6 elementos;

ii) uma porgdo de &cido carboxilico diretamente
ligada a uma estrutura de anel alifatico, a porcdo de &cido
carboxilico sendo separada a partir de qualgquer grupo com
remogdo de elétron ligado pelo menos a dois carbonos; e

iii) uma porgcdo aceitadora de ponte de H
selecionado a partir do grupo que consiste em parte da
estrutura de anel alifdtico, diretamente ligada a uma
estrutura de anel alifdtico, e ligada através de um atomo a
estrutura de anel aliféatico;

em que, a porc¢do aceitadora de ponte de H em sua forma
ndo idnica possul uma estrutura que ndo pode servir como
uma porgao doadora de ponte de H, e a porgcdo de acido
carboxilico e a porgdo aceitadora de ponte de H séo
posicionadas e orientadas tais como as que sdo compativeis
com a formagdo de uma ponte de H de &cido especifico
interna; e,
(b) pelo menos um componente de carga selecionado
a partir de um grupo consistindo em:

i) uma estrutura eficaz para ligar um isdtopo
radiocativo, e

ii) uma estrutura que contém um isdtopo

radioativo.
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11. Diagnéstico de composicdo de instrumento
oncoldgico para detectar um tumor contendo &reas acidas,
caracterizado pelo fato de compreender:

(a) pelo menos dois componentes de seletores de
pH eficazes para submeter-se a uma transig¢do mediada por pH
entre uma forma hidrofilica anidnica a um pH mais elevado e
uma forma lipofilica ndo idénica a um pH mais baixo; e,

(b) pelo menos um isdétopo radiocativo cuja emissao
a partir de dentro de um tumor em um individuo pode ser
detectado fora do individuo.

12. Diagnéstico de composigdo de instrumento
oncoldégico, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado
pelo fato de que o isétopo radicativo é um radiohalogeno.

13. Composicao terapéutica de instrumento
oncoldgico para tratar um individuo que possui um tumor que
contém areas acidas, caracterizada pelo fato de
compreender:

(a) pelo menos dois componentes de seletores de
pH eficazes para submeter-se a uma transig¢do mediada por pH
entre uma forma hidrofilica anidnica a um pH mais elevado e
uma forma lipofilica ndo idénica a um pH mais baixo; e,

(b) pelo menos um isdétopo radioativo cuja emissao
€ eficaz para matar células.

14. Composicao terapéutica de instrumento
oncoldégico, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizada
pelo fato em que o isdtopo radioativo é um radiohalogeno.

15/ Composicgdo terapéutica de instrumento

oncoldégico, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizada
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pelo fato de que o 1isétopo radiocativo emite radiacdo de
transferéncia de energia linear elevada.

16. Composigao terapéutica de instrumento
oncoldégico de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizada
pelo fato de que o 1isdétopo radicativo é selecionado a
partir de um grupo que consiste em Astato-211, Bromo-77, e
Todo-123.

17. Composigédo terapéutica de instrumento
oncolégico de acordo com a reivindicacdo 13, caracterizada
pelo fato de que o isdétopo radicativo emite uma particula
beta.

18. Combinacdo de composicdes terapéutica de
instrumento oncoldégico, de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizada pelo fato de compreender:

(a) pelo menos uma primeira composigdo de um
instrumento oncoldégico que contenha um primeiro isdtopo
radioativo que emita a radiacgdo de transferéncia de energia
linear elevada; e,

(b) pelo menos uma segunda composigcdo de
instrumento oncolégico que contenha um segundo isdtopo
radioativo que emita uma particula beta.

19. Método diagndéstico para detectar um tumor em
um individuo que contenha Areas Aacidas, o método
caracterizado pelo fato de compreender as etapas de:

(a) prover um diagnéstico de composigdo de
instrumento oncolégico, conforme descrito na reivindicagao
11;

(b) introduzir o diagnéstico de composigao de

instrumento oncolégico dentro do individuo;
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(c) aguardar aproximadamente 10 minutos a
aproximadamente 48 horas; e,

(d) realizar varredura do individuo com
equipamento eficaz para detectar emissdes a partir da
composigdo diagndéstica de instrumento oncoldégico no
individuo.

20. Método diagnédstico, de acordo com a
reivindicagdo 19, caracterizado pelo fato de compreender
adicionalmente a etapa de:

pré-tratamento do individuo com pelo menos uma
substancia selecionada proveniente de um grupo que consiste
em:

(a) uma primeira substéncia eficaz para aumentar
o pH da urina de individuo, e

(b) uma segunda substéncia eficaz para diminuir o
PH em tumores.

21. Método terapéutico para tratar tumores em um
individuo, o método caracterizado pelo fato de compreender
as etapas de:

(a) prover uma composicédo terapéutica de
instrumento oncolégico conforme descrito na reivindicacgao
13; e,

(b) introduzir a composigdo terapéutica de
instrumento oncolégico dentro do individuo.

22. Método  terapéutico, de acordo com a
reivindicacdo 21, caracterizado pelo fato de compreender
adicionalmente a etapa de:

pré-tratamento do individuo com pelo menos uma

substancia selecionada de um grupo que consiste em:
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(a) uma primeira substadncia eficaz para aumentar
o pH da urina de um individuo, e

(b) uma segunda substéncia eficaz para diminuir o
pH em tumores.

23. Método  terapéutico, de acordo com a
reivindicacgcdo 21, caracterizado pelo fato de compreender
adicionalmente a etapa de:

irrigar a bexiga do individuo por pelo menos uma
hora para em seguida introduzir a composicdo terapéutica de
instrumento oncoldégico dentro do individuo.

24. Método terapéutico para tratar tumores em um
individuo, o método caracterizado pelo fato de compreender
as etapas de:

(a) prover uma combinagdo das composicdes
terapéuticas de acordo com a reivindicacdo 18; e,

(b) introduzir as composig¢des terapéuticas dentro
do individuo.

25. Método terapéutico, de acordo com a
reivindicacdo 24, caracterizado pelo fato de compreender
adicionalmente a etapa de:

pré-tratamento de um individuo com pelo menos uma
substédncia selecionada proveniente de um grupo que consiste
em:

(a) uma primeira substdncia eficaz para aumentar
o pH da urina de individuo, e

(b) uma segunda substancia eficaz para diminuir o

pH em tumores.
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26. Método  terapéutico, de acordo com a
reivindicagdo 24, caracterizado pelo fato de compreender
adicionalmente a etapa de:

irrigar a bexiga do individuo por pelo menos uma
hora para em seguida introduzir a composicdo terapéutica
dentro do individuo.

27. Método para detectar um tumor em um individuo
que contenha uma &rea &cida, e tratar alguns dos tumores
detectados, caracterizado pelo fato de compreender as
etapas de:

(a) prover uma composicdo diagnéstica eficaz por
estar isolada em uma 4rea &cida de um tumor e conter um
isétopo radioativo ~que emite um sinal que pode ser
detectado fora do individuo;

(b) introduzir uma composicdo de diagnéstico
dentro do individuo;

(c) aguardar aproximadamente 10 minutos a
aproximadamente 48 horas;

(d) realizar varredura do individuo com o©
equipamento eficaz para detectar o sinal emissor da
composigdo diagndstica; e, para o individuo onde a
varredura indica a presenca do tumor;

(e) prover pelo menos uma composicdo terapéutica
de instrumento oncolégico eficaz para ser isolado de modo
seletivo em &rea 4&cida do tumor e conter um isdtopo
radioativo eficaz para matar células; e

(f) introduzir pelo menos uma das composicdes

terapéuticas de instrumento oncoldégico dentro do individuo.
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28. Método, de acordo com a reivindicacao 27,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente a
etapa de:

pré-tratamento do individuo com pelo menos uma
substancia selecionada proveniente de um grupo que consiste
em:

(a) uma primeira substédncia eficaz para aumentar
o pH da urina de individuo; e

(b) uma segunda substéncia eficaz para diminuir o
pH em tumores,

em que, a etapa de pré-tratamento é realizada
antes da introdugcdo da composicdo diagnéstica dentro do
individuo e outra vez antes da introducdo de composicdes
terapéuticas de instrumento oncoldégico dentro do individuo.

29. Método, de acordo com a reivindicacdo 27,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente a
etapa de:

irrigar a bexiga do individuo por pelo menos uma
hora para em seguida introduzir a composigdo terapéutica de
instrumento oncolégico dentro do individuo.

30. Método, de acordo com a reivindicacgédo 27,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente uma
etapa de:

repetir etapas (a) até (d) apdés um periodo de
tempo estimado para que seja suficiente para crescimento de
micrometisteses dentro de um novo tumor com o tamanho
suficiente para conter &areas &acidas; e

repetir etapas (e) e (f) caso pelo menos um tumor

seja detectado na etapa (d).
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31. Método de detectar e tratar um tumor em um
individuo que contenha uma A&rea &cida, caracterizado pelo
fato de compreender as etapas de:

(a) introduzir dentro do individuo uma primeira
substadncia eficaz para aumentar o pH da urina em um
individuo;

(b) introduzir dentro do individuo uma segunda
substancia eficaz para diminuir o pH no tumor;

(c) prover uma composigdo diagndéstica eficaz por
estar isloada de modo seletivo na &rea &cida do tumor e
conter um isdétopo radiocativo que emita um sinal que pode
ser detectado a partir do exterior do individuo;

(d) introduzir a composicdo diagnéstica dentro do
individuo;

(e) realizar varredura do individuo com um
dispositivo eficaz para detectar o sinal emitido a partir
da composig¢do diagnéstica;

(f) prover pelo menos uma composicdo terapéutica
eficaz para estar isolada de modo seletivo nas Areas &acidas
do tumor e conter um isdétopo radioativo eficaz para matar
células; e

(g) introduzir pelo menos uma das composigdes
terapéuticas dentro do individuo.

32. Método, de acordo com a reivindicacdo 31,
caracterizado pelo fato de que a composicdo diagnéstica é
um instrumento oncoldgico.

33. Método, de acordo com a reivindicacdo 31,
caracterizado pelo fato de que a composigdo terapéutica é

um instrumento oncolégico.
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34. Método, de acordo com a reivindicagdo 31,
caracterizado pelo fato de que a composicdo diagnéstica e a
composigdo terapéutica sdo um instrumento oncoldgico.

35. Método, de acordo com a reivindicacédo 31,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente as
etapas de:

(a) aguardar pela composicdo diagnéstica para
estar isolada em uma &rea &cida do tumor apds a introducgao
da composicdo diagnéstica dentro do individuo;

(b) introduzir dentro do individuo uma quantidade
adicional de uma primeira substéncia eficaz para aumentar o
PH da urina no individuo; e

(c) introduzir dentro do individuo uma quantidade
adicional de uma segunda substancia eficaz para diminuir o

pH no tumor.
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FIGURA 2. DISTRIBUIGAO DE ACIDEZ EM TUMORES
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FIGURA 3. TRANSIGAO DE pH MEDIADO ENTRE FORMAS
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FIGURA 5. AGUAS DE HIDRATAGAO ESPERADAS
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FIGURA 6. PONTE DE H ACIDO ESPECIFICA
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~ FIGURA 7. ESTRUTURAS DE ANEL REPRESENTATIVAS ADEQUADAS
PARA SELETORES DE pH AVANGADOS
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FIGURA 8. ISOLAMENTO DE CARBOXILA A PARTIR DE EFEITOS INDUTIVOS
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FIGURA 9. IMPEDIMENTO PARCIAL DE LOCAL DE PONTEDEH .
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FIGURA 10. PONTES DE H DE BARREIRA BAIXA
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FIGURA 11. BASE ESTATISTICA PARA AUMENTO DE ESPECIFICIDADE DE INSTRUMENTOS
ONCOLOGICOS MULTISELETORES DE pH

A) INSTRUMENTOS ONCOLOGICOS COM DOIS SELETORES DE pH
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FIGURA 12. FATORES DE ESPECIFICIDADE E EFICACIA CALCULADOS
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FIGURA 13. COMPOSICAO CONTENDO 2 SELETORES DE pH

A) ESTRUTURA

o

B) DIVISAO #2-OCTANOL ! TAMPAO

SELETOR DE pH EM FASE DE OCTANOL

0.8

0.6

0.4

0.2

13/34

£
®
Q

*

&
-

¥

pH




14/34

FIGURA 14. COMPONENTES DE CARGA REPRESENTATIVOS
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FIGURA 15. ROTAS SINTETICAS PARA COMPONENTES DE CARGA REPRESENTATIVOS
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FIGURA 16. INSTRUMENTOS ONCOL OGICOS DE DOIS SELETORES DE pH

REPRESENTATIVOS
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16.B. CONTENDO SELETORES DE pH AVANGADOS
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16C. CONTENDO SELETORES DE pH AVANGADOS PROJETADOS PARA FORMAR PONTES
DE H DE BARREIRA BAIXA
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FIGURA 17. INSTRUMENTOS ONCOLOGICOS DE TRES SELETORES DE pH
REPRESENTATIVOS
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- FIGURA 18. INSTRUMENTOS ONCOLOGICOS DE QUATRO SELETORES DE pH
REPRESENTATIVOS
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FIGURA 19. SINTESE DE INSTRUMENTOS ONCOLOGICOS CONTENDO SELETORES DE pH
SIMPLES
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FIGURA 20. ESQUEMA SINTETICO DE SELETORES DE pH AVANGADOS
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FIGURA 21. ITERMEDIARIOS UTEIS PARA SINTESES DE INSTRUMENTO ONCOLOGICO
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FIGURA 22. SINTESES REPRESENTATIVAS DE SELETORES DE pH
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FIGURA 23. RESULTADOS DE TITULAGAO

A) ACIDO CARBOXILICO SIMPLES E SELETOR DE pH AVANGADO
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B) ESTRUTURAS DE 2 SELETORES DE pH E 3 SELETORES DE pH

TITULAGAO DE CANDIDATOS DE INSTRUMENTOS ONCOLOGICOS
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C) SELETOR DE pH AVANGADO PROJETADO PARA FORMAR PONTE DE H DE
BARREIRA BAIXA
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FIGURA 24. VALORES pKa DETERMINADOS EXPERIMENTALMENTE

ESTRUTURA DE TIPO DE SELETOR AUMENTO EM pKa RELATIVO SOLVENTE PARA
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FIGURA 25. ESQUEMAS SINTETICOS PARA INSTRUMENTOS ONCOLOGICOS
REPRESENTATIVOS CONTENDO SELETORES DE pH AVANGADOS
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FIGURA 26. ESQUEMAS SINTETICOS PARA INSTRUMENTOS ONCOLOGICOS

REPRESENTATIVOS CONTENDO SELETORES DE pH AVANCADOS PROJETADOS PARA
FORMAR UMA PONTE DE H DE BARREIRA BAIXA
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ESTRUTURA PRECURSORA, COMPOSICOES E METODOS PARA DETECTAR E

TRATAR AREAS ACIDAS EM UM INDIVIDUO

RESUMO

Uma das muitas caracteristicas universais do
tumor maligno é sua acidez. Os instrumentos oncoldégicos sé&o
pequenas moléculas sintéticas de ndo peptidios designados
para explorar a acidez na detecgdo precoce e destruigdo de
um tumor. Cada instrumento oncoldégico tem uma estrutura que
€ anidnica e hidrofilica em pH 7,4 e desse modo repele
superficies provenientes de carga negativa de células em
tecidos normais. Quando um instrumento oncolbégico associa-
se a um ambiente &acido, tal como um tumor, uma fracdo das
moléculas dos instrumentos oncoldédgicos muda para sua forma
lipofilica ndo idénica que é designada para associar-se a
células, tal como células em &reas &cidas de um tumor.
Previamente ao wuso de um instrumento oncolégico, uma
selegdo de isétopo radiocativo ¢é ligado ao instrumento
oncolégico. Se o isétopo radioativo emitir radiacdo que
pode ser - detectada externamente ao corpo, entdo o
instrumento oncoldégico pode servir para detectar tumores. -
Se o 1isétopo radioativo emitir radiacdo eficaz para
destruir células, entdo o instrumento oncolégico pode sevir

para tratar tumores.
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REIVINDICACOES

1. Estrutura precursora que pode ser prontamente
convertida para uma composicao que esté isolada
preferencialmente em A&reas A&acidas, a qual pode estar em
tumores em um individuo vivo, caracterizada pelo fato de
que a composigao (i) possul a propriedade de ocorrer
amplamente em uma forma soluvel em 4&gua negativamente
carregada em solugdo aquosa a pH 7,4, porém em &reas &cidas
abaixo de pH 7,0 uma fracdo significativa das moléculas da
composicdo transfere-se para uma forma ndo idénica eficaz
para inserir uma fase lipofilica, a qual pode ser uma
membrana celular, e (ii) inclui um componente de carga o
qual pode relatar essa presenca por emissdo de um féton, um
raio gama (féton de energia elevada), ou um pdésitron, e/ou
que possa causar dano para células na area onde este esta
isolado,

em que O aprimoramento compreende:

uma estrutura precursora aprimorada que por
adigdo de um radiohalogénio pode ser convertida para uma
composigao aprimorada que é isolada preferencialmente com
especificidade aprimorada em &reas &acidas,

a qual contém

(a) pelo menos duas porgdes de acidos;

(b) pelo menos uma das porgdes de &acidos esta
incorporada em um componente de ponte de H realizéavel
internamente que possul as caracteristicas

i) a porcdo de &cido é uma porcdo de acido
carboxilico diretamente interligada a uma estrutura de

anel,
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ii) a estrutura de anel é ndo aromatica e é
selecionada a partir de um grupo que consiste em um anel
com 4 elementos, um anel com 5 elementos, e um anel com 6
elementos,

iii) também unido a estrutura de anel estd uma
porgcdo aceitadora de ponte de H que possui um pKa menor que
7 e o qual em sua forma ndo idnica possui uma estrutura que
nao pode servir como uma porcgdo doadora de ponte de H e
onde o &atomo que serve como © aceitador na ponte de H é
selecionado a partir de um grupo que consiste em estar
diretamente ligado a estrutura de anel, e ligado através de
um atomo a estrutura de anel,

em que a porcdo de Aacido carboxilico e a
porcdo aceitadora de ponte de H estdo posicionadas e
orientadas de tal modo que estas sejam compativeis com a
formagcdo de uma ponte de H interna; e,

(c) pelo menos um componente de carga em uma
forma precursora o qual ¢é eficaz para prontamente e
estavelmente ligar um radiohalogénio;

E o qual carece de

(d) uma porcgdo sulfonamida (R;SO,NR3R3) .

2. Estrutura precursora aprimorada, de acordo com
a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que o melhor

modo de estrutura é:
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3. Composicdo que estd isolada preferencialmente
em areas acidas, a qual pode estar em tumores em um
individuo vivo, caracterizada pelo faro de que a composicgao
(1) possui a singularidade de ocorrer amplamente em uma
forma soluvel negativamente carregada em &gua em solugdo
aquosa a pH 7,4, porém em Areas acidas abaixo de pH 7,0 uma
fragdo significativa das moléculas da composicdo transfere-
se para uma forma ndo idnica eficaz para inserir uma fase
lipofilica, a qual pode ser uma membrana celular, e (ii)
incluindo um componente de carga o qual pode relatar essa
presenca por emissdo de um féton, um raio gama (féton de
energia elevada), ou um pdsitron, e/ou que possa causar
dano para células na area onde este estd isolado,

em que o aprimoramento compreende:

uma composicgdao aprimorada que é isolada
preferencialmente com especificidade aprimorada em areas
acidas, a qual contém

(a) pelo menos duas porgdes de acidos;
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(b) pelo menos uma das porgdes de Aacidos esta
incorporada a um componente de ponte de H intérnamente
realizavel que possui as caracteristicas

i) a porcdo de &cido é uma porcao de acido
carboxilico diretamente ligada a uma estrutura de anel,

ii) a estrutura de anel é n&o aromatica e é
selecionada a partir de um grupo que consiste em um anel
com 4 elementos, um anel com 5 elementos, e um anel com 6
elementos,

iii) também unido a estrutura de anel esta
uma porgdo aceitadora de ponte de H a qual possuli um pKa
menor que 7 e o qual em sua forma ndo idnica possui uma
estrutura que ndo pode servir como uma porgcdo doadora de
ponte de H e onde o Atomo que serve como o aceitador na
ponte de H é selecionado a partir de um grupo que consiste
em estar diretamente ligado a estrutura de anel, e ligado
através de um atomo a estrutura de anel,

em que a porcdo de &cido carboxilico e a porgéo
aceitadora de ponte de H sdo posicionadas e orientadas de
tal modo que tais estejam compativeis com a formagao de uma
ligagao de H interna; e,

(c) pelo menos um componente de carga que
contenha um radiohalogénio.

4. Composicdo aprimorada, de acordo com a
reivindicagcdo 3, caracterizada pelo fato de que pelo menos
um componente de ponte de H realizdvel internamente tenha
uma estrutura selecionada proveniente do grupo que consiste

ems:



5/12

O
S
(a)
o—"""
e HO
____ _—N 0
(c)
O
O 8 HO OeHO
\\\N/ o f
NN —N
(e) (£)
5. Composigdo aprimorada, de acordo com a

5 reivindicag¢do 3, caracterizada pelo fato de que o melhor

modo de estrutura é:

124
I

6. Composicdo para detectar a presenca de areas
dcidas, a qual pode estar em tumores em um individuo vivo,

10 caracterizada pelo fato de que a composigdo (i) possui a
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singularidade de ocorrer amplamente em uma forma solivel em
agua negativamente carregada em solucdo aquosa a pH 7,4,
porém em &reas acidas abaixo de pH 7,0 uma fracéo
significativa das moléculas da composicdo transfere-se para
uma forma ndo 1idénica eficaz para inserir uma fase
lipofilica, a qual pode ser uma membrana celular em um
tecido biolégico, e (ii) inclui um componente de carga o
qual pode relatar essa presenca por emissdo de um féton, um
raio gama (féton de energia elevada), ou pdsitron a partir
da &rea onde este estd isolado,

em que o aprimoramento compreende:

uma composigdo aprimorada para detectar com
especificidade aprimorada a presenca de Aareas acidas, a
qual contém

(a) pelo menos duas porcdes de acidos;

(b) pelo menos uma das porgdes de acidos esta
incorporada a um componente de ponte de H realizavel
internamente que possui as caracteristicas

i) a porgdo de acido é uma porgdo de
acido carboxilico diretamente ligada a uma estrutura de
anel,

ii) a estrutura de anel é ndo aromatica
e é selecionada a partir do grupo que consiste em um anel
com 4 elementos, um anel com 5 elementos, e um anel com 6
elementos,

iii) também unido a estrutura de anel
estd uma porcdo aceitadora de ponte de H que possui um pKa
menor que 7 e o qual em sua forma ndo idnica possui uma

estrutura que ndo pode servir como uma porgao doador de
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ponte de H e onde o atomo que serve como O aceitador na
ponte de H & selecionado a partir de um grupo que consiste
em estar diretamente 1ligado & estrutura de anel, e
interligado através de um &dtomo a estrutura de anel,

em que a porgao de acido carboxilico e
a porgdao aceitadora de ponte de H sdo posicionadas e
orientadas de tal modo que estas sejam compativeis com a
formagdo de uma ponte de H interna; e,

(c) pelo menos um componente de carga o qual
contenha um radiohalogénio que emita radiagdo de um tipo
selecionado proveniente de um grupo que consiste em:

i) um raio gama,
ii) um pébsitron, e
- iii) um pdbsitron e um raio gama.

7. Composigdo aprimorada, de acordo com a

reivindicagdo 6, caracterizada pelo fato de que o melhor

modo de estrutura é:

8. Método para detectar areas acidas em um
individuo, caracterizado pelo fato de:  as &reas 4acidas
poderem estar em tumores, por

(a) prover uma composig¢do a qual
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(i) possui a caracteristica de ocorrer
amplamente em uma forma solivel em 4&gua negativamente
carregada em solugdo aquosa a pH 7,4, porém em areas &acidas
abaixo de pH 7,0 uma fracdo significativa das moléculas de
composigdo transfere-se para uma forma ndo idnica eficaz
para inserir uma fase 1lipofilica, a qual pode ser uma
membrana celular em um tecido bioldgico, e

(ii) inclui um componente de carga o qual pode
relatar essa presenga por emissdo de um féton, um raio gama
(féton de energia elevada), ou um pdsitron a partir da &rea
onde este é isolado,

(b) introduzir a composicdo provida dentro do
individuo,

(c) aguardar por um periodo de tempo na faixa de
10 minutos a 48 horas, e

(d) avaliar o individuo com equipamento eficaz
para detectar a emissdo proveniente de um componente de
carga da composicdo provida,

em que o aprimoramento compreende:

um método aprimorado para deteccao com
especificidade aprimorada de &reas acidas em um individuo,
onde a composigdo provida é a composicdo de acordo com a
reivindicacdo 6, e o individuo é avaliado com equipamento
eficaz para detectar raios gama.

9. Composicdo para tratar A&areas &cidas, a qual
pode estar em tumores em um individuo vivo, caracterizada
pelo fato de que a composigdo (i) possui a singularidade de
ocorrer amplamente em uma forma soluvel em Agua

negativamente carregada em soluc&o aquosa a pH 7,4, porém
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em Areas Aacidas abaixo de pH 7,0 uma fracdo significativa
das moléculas de composigdo transfere-se para uma forma néo
iénica eficaz para inserir uma fase lipofilica, a qual pode
ser uma membrana celular em um tecido bioldégico, e (ii)
inclui um componente de carga o qual pode causar dano para
células na area onde este é isolado,

em que O aprimoramento compreende:

uma composigcdo aprimorada para tratar com
especificidade aprimorada Areas acidas, a qual contém

(a) pelo menos duas porg¢des de acidos;

(b) pelo menos um das porcgdes de 4acidos esté
incorporada a um componente de ponte de H realizavel
internamente que possui as caracteristicas

i) -a porcédo de &acido é uma porgdo de
acido carboxilico diretamente ligada a uma estrutura de
anel,

ii) a estrutura de anel & ndo aromatica
e é selecionada a partir de um grupo que consiste em um
anel com 4 elementos, um anel com 5 elementos, e um anel
com 6 elementos,

iii) também unido & estrutura de anel
estd uma porcdo aceitadora de ponte de H que possui um pKa
menor do que 7 e o qual em sua forma ndo idnica possui uma
estrutura que ndo pode servir como uma porg¢do doadora de
ponte de H e onde o &tomo que serve como O aceitador na
ponte de H é selecionado a partir de um grupo que consiste
em estar diretamente ligado & estrutura de anel, e ligado

através de um atomo a estrutura de anel,
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em que a porcdo de acido carboxilico e
uma porg¢do aceitadora de ponte de H sdo posicionadas e
orientadas de tal modo que estas sejam compativeis com a
formacdo de uma ligagdo de H interna; e,

(c) pelo menos um componente de carga contenha um
radiohalogénio que emita radiacdo de um tipo selecionado
proveniente de um grupo que consiste em:

i) uma particula alfa, e
ii) uma particula beta.

10. Composig¢do aprimorada, de acordo com a
reivindicagcdo 9, caracterizada pelo fato de que o melhor
modo de estrutura é:

0] o/y.o
y,, }
N

211At

11. Método para tratamento de &reas &cidas em um
individuo, caracterizado pelo fato de que as Aareas é&cidas
possam estar nos tumores, por

(a) prover uma COmMposicao

(i) com a caracteristica de ocorrer
amplamente em uma forma solivel em A&gua negativamente
carregada em solucdo aquosa a pH 7,4, porém em areas acidas
abaixo de pH 7,0 uma frégéo significativa das moléculas da

composicdo transfere-se para uma forma ndo idnica eficaz
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para inserir uma fase lipofilica, a qual pode ser uma
membrana celular em um tecido biolégico, e

(ii) que inclui um componente de carga
o qual pode causar dano para células na area onde este é
isolado, e

(b) introduzir a composicdo provida dentro do
individuo,

em que o aprimoramento compreende:

um método aprimorado para tratar com
especificidade aprimorada 4&reas 4&cidas em um individuo,
onde a composigdo provida é a composicdo conforme descrito
na reivindicacéao 9.

12. Método aprimorado, de acordo com a
reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato de que o método
aprimorado adicionalmente compreende:

primeiro’ tratamento do individuo com

(a) pelo menos uma substancia eficaz para
aumentar o pH da urina do individuo; e,

(b) pelo menos uma substdncia eficaz para
diminuir o pH em tumores.

13. Método aprimorado, de acordo com a
reivindicacdo 12, caracterizado pelo fato de que pelo menos
uma substancia -eficaz para diminuir o pH em tumores &
selecionada a partir de um grupo que consiste em:

(a) glicose;

(b) o) inibidor mitocondrial meta-
iodobenzilguanidina; e,

(c) o vasodilator captopril.



10

15

12/12

14. Método aprimorado, de acordo com a
reivindicacdo 11, caracterizado pelo fato de que pelo menos
duas composigdes conforme descrito na reivindicacao 9 sejam
providas e sejam introduzidas dentro do individuo, onde uma
composicdo provida conforme descrito na reivindicagdo 9
contenha o radiohalogénio Astato-211, e onde uma segunda
composicdo provida conforme definido na reivindicacdo 9
contenha um radiohalogénio que emita uma particula beta.

15. Método aprimorado, de acordo com a
reivindicagcdo 14, caracterizado pelo fato em que os

melhores modos das composigdes providas sao:
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