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Abreviaturas

CC: Cromatografia en columna

CCF: Cromatografia en capa fina

CDCls: Cloroformo deuterado

CH2Cl2: Diclorometano

CHesl: Yoduro de metilo

CHsOTTf: Triflato de metilo

CHas: Metano

CO:z2: Dioxido de carbono

COSY: Espectroscopia de correlacion H-H (por las siglas en inglés de Correlation
Spectroscopy)

CT: Tomografia Computarizada

DDE: D-deprenil

DED: L-deuterodeprenil

DMF: Dimetilformida (N,N-dimetilformamida)

EtOH: Etanol

Et2O: Dietiléter

H2: Hidrogeno

HCI: Acido clorhidrico

HMBC: Correlacion de enlace mdultiple heteronuclear (por las siglas en inglés de
Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

HSQC: Correlacion heteronuclear a enlace simple (por las siglas en inglés de
Heteronuclear Single Quantum Correlation)

MeOH: Metanol

MS: Espectrometria de masa

N2: Nitrogeno

NaCl: Cloruro de sodio

NaHCOs: Bicarbonato de sodio

NaOH: Hidroxido de sodio

Na2S0a: Sulfato de sodio

NEts: Trietilamina

PET: Tomografia por emision de positrones (por las siglas en inglés de Positron
Emission Tomography)



RMN: Resonancia Magnética Nuclear

SiO2: Oxido de silicio

SPECT: Tomografia Computarizada de Emisién de Foton Unico (por las siglas en
inglés de Single Photon Emission Computerized Tomography)
T.Amb: Temperatura ambiente

THF: Tetrahidrofurano

vdef: Frecuencia de deformacion

Ves: frecuencia estiramiento

11C: Carbono-11

12C: Carbono-12

13C: Carbono-13

[\!C]DDE: [**C]D-deprenil

[\!C]DED: [*!C]L-deuterodeprenil

1BF: FlGor-18

68Ga: Galio-68

80: Oxigeno-18



1. INTRODUCCION

1.1 Imagenologia

El concepto de imagenologia es utilizado para hacer referencia al conjunto de
técnicas y procedimientos que permiten obtener de manera no invasiva imagenes
del cuerpo humano, partes del mismo, o de animales, ya sea con propésitos clinicos
o de investigacion cientifica.

La imagenologia, puede ser utilizada con fines de examen y diagndstico de
enfermedades o con el fin de estudiar la anatomia y las funciones de un organismo,
pudiendo discriminar una fisiologia normal de una alterada (fisiopatologia).

A lo largo del siglo XX la imagenologia ha sufrido una revolucién, tornandose mas
segura y accesible para los pacientes, ademas de un gran incremento en su
eficiencia. Hoy en dia los dispositivos utilizados para éste propésito poseen un papel
fundamental en la tecnologia sanitaria, no solo para el uso tradicional focalizado en

el diagnostico, sino también en procedimientos avanzados de terapia y monitoreo.!: 2

1.2 Clases de imagenologia

Tradicionalmente la imagenologia se vali6 de las diferencias de respuestas
inherentes a los diferentes tejidos y 6rganos para las distintas técnicas utilizadas,
con el fin de medir el impacto de ciertas patologias en los mismos. En el pasado, la
imagenologia se podia dividir en dos grandes clases, la anatémica y la funcional.

Los avances en gendmica, protedmica y el uso de modelos animales junto con los
avances en la quimica y la biologia molecular, han mejorado la comprensién de los
mecanismos de las enfermedades. Asi, se ha impulsado el desarrollo de la
imagenologia funcional, hasta tal punto que hoy en dia se podria definir a la
imagenologia molecular como una evolucién de ésta. La imagenologia molecular
brinda informacién de lo que acontece tanto a nivel celular como molecular de forma
mucho mas precisa, lo que anteriormente se podria hacer solo de forma

rudimentaria.



1.2.1lmagenologia Anatémica

La imagenologia anatdmica es utilizada para localizar, demarcar y en algunos casos
cuantificar el grado de extension de una patologia o una lesion.

Brinda relevante informacioén que permite tanto planificar o monitorear un tratamiento
como observar su progreso Yy realizar ajustes necesarios a la terapia. Durante las
ultimas décadas tecnologias sofisticadas tales como el Ultrasonido (US), Tomografia
Computarizada (CT) y la Imagenologia por Resonancia Magnética (MRI) fueron
utilizadas en la clinica brindando una definiciébn anatomica de ciertas patologias.

Esta clase de imagenologia tiene la importante limitacién de no brindar informacion
sobre los procesos bioquimicos del caso en cuestion, ademas de que algunas de las
técnicas utilizadas poseen problemas de respuesta entre tejidos con propiedades

fisicas similares.3

1.2.2 Imagenologia Molecular

Se define a la imagenologia molecular como la visualizacion, caracterizacién y
medida de procesos bioldgicos a nivel celular y molecular en humanos y otros
sistemas vivos.* Esta disciplina en continuo crecimiento apunta a la investigacion y
desarrollo de nuevas herramientas, reactivos y métodos para visualizar proceso
bioquimicos especificos in vivo, particularmente en aquellos procesos que son clave
en el desarrollo de una enfermedad.

Los estudios realizados acerca de diferentes enfermedades se basan en cambios
anatomicos o fisioldgicos que son una manifestacion tardia de cambios moleculares
subyacentes a las mismas. La visualizacion directa de los cambios moleculares
mencionados puede permitir una deteccién temprana de una enfermedad. Por lo
tanto, se podrian potencialmente visualizar dichos cambios aun cuando ésta no
presenta signos clinicos evidentes, pudiéndose eventualmente intervenirla a tiempo,
o realizar un estudio de su evolucion.

Cabe destacar que también las técnicas de imagenologia molecular pueden
potencialmente permitir la visualizacion de los efectos producidos por una terapia.
Desempefiando por lo tanto un papel directo en la determinacién de la efectividad de

un tratamiento apenas luego del inicio del mismo.®



1.3 Modalidades de imagenologia

Existe un amplio espectro de modalidades o técnicas de imagenologia que pueden
ser utilizadas con fines tanto de investigacion como con fines clinicos (ver figura 1.1).
La seleccion de la modalidad adecuada depende de los procesos bioguimicos que

se desean visualizar y el tipo de informacion que se desea obtener.

CcT CT

PET PET/CT

PET
SPECT / /
Opticas: / \ MRI
Bioluminiscencia Pre-Clinico MRS
Fluorescencia
Raman / 1

Fotoacusticas

SPECT
MRI

Clinica Ultrasonido
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Figura 1.1 Modalidades de imagenologia utilizadas para estudios pre-clinicos y/o clinicos.
CT: Tomografia Computada; PET: Tomografia por Emision de Positrones; SPECT: Tomografia
Computarizada de Emision Monofotonica; MRI: Imagenologia por Resonancia Magnética; MRS:
Espectroscopia por Resonancia Magnética. Modificada de referencia 6.

Hay numerosos factores que se deben tener en cuenta para seleccionar la
modalidad (0 modalidades, de ser necesario) adecuada de imagenologia para ser
utilizada en investigacion o en clinica. Dichos factores a tener en cuenta son:

e Laresolucion espacial que se requiere.

e La sensibilidad es de gran relevancia para saber la minima concentracion de
agente para imagenologia que puede ser detectado, ya que la misma
depende en gran medida de tal factor (ver figura 1.2).

e Si se necesitara informacion dinamica.

e Si es un estudio de cuerpo completo o solo se necesita visualizar una
pequefia region.

e La resolucion temporal, es decir cuan rapido se debe adquirir la imagen.

e Sila profundidad de penetracion es importante.

e Si se necesita cuantificar.

e Si se necesitara repetir multiples estudios.

e Sise deben visualizar multiples dianas simultaneamente.



e Por ultimo se debe tener en cuenta si la traslacion a la clinica es el objetivo

del estudio.®
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Figura 1.2 Rango de sensibilidad de las diferentes modalidades de imagenologia. El rango de
sensibilidad va desde milimolar (arriba) hacia picomolar (abajo).CT: Tomografia Computada; MRI:
Imagenologia por resonancia magnética; US: Ultrasonido. MRS; espectroscopia por resonancia
magnética; PET: tomografia por emision de positrones; SPECT; Tomografia Computarizada de
Emision Monofoténica; PET/CT: modalidad hibrida que combina PET y CT en un mismo dispositivo.
Adaptada de referencia 7.

Las modalidades de Rayos-X, CT y MRI, permiten una informacion estructural
precisa con una alta resolucion. Las técnicas de imagenologia molecular (PET y
SPECT) poseen una baja resolucion, pero brindan informacién farmacocinética y
farmacodinamica. Por dltimo, con el advenimiento de los dispositivos hibridos
PET/CT se ha podido alcanzar una especificidad y sensibilidad tal, que abarca
desde lo anatomico hasta lo funcional, convirtiéndose en la principal modalidad de

imagenologia molecular utilizada en la actualidad. *

1.4 Tomografia por emision de positrones (PET)

La tomografia por emision de positrones (PET) es una técnica no invasiva de
imagenologia molecular utilizada en medicina nuclear. Se basa en la deteccion
externa del decaimiento de radionucleidos emisores de positrones, incorporados en
moléculas bioldgicas introducidas en un sujeto de estudio. Moléculas biologicas de

interés como agua, aminoacidos, azUcares o farmacos, son marcados con



radiois6topos emisores de positrones de periodo de semidesintegracion corto (*C,
BN, 150, 8F) conservando sus propiedades bioquimicas.

Los radionucleidos emisores de positrones no existen normalmente en la naturaleza,
por lo que deben ser producidos en un ciclotrén, como se describira mas adelante.

Los principales radioisétopos emisores de positrones se muestran en la Tabla 1.1.

Radio- ti2 (min.) Energia Rango
nucleido max. (MeV) maximo en
agua (mm)
1c 20.48 0.9601 4.1
BN 9.97 1.1985 5.1
150 2.04 1.7319 7.3
18 109.74 1.8991 24
%8Ga 68.0 1.90 8.2

Tabla 1.1 Muestra algunas de las caracteristicas de los principales radionucleidos emisores de

positrones. tuz representa el periodo de semidesintegracion. Adaptado de referencia 8.

Esta técnica de imagenologia se basa en los principios de un radiotrazador, que es
la sustancia especifica que permite obtener informacion de un sistema o parte del
mismo, mediante la observacion de su comportamiento cuando éste es agregado a
un proceso determinado. Los radiotrazadores pueden ser incorporados tanto en
sistemas bioldgicos, asi como en sistemas fisicos o quimicos. Estos pueden ser
indicadores del sistema en general, de una propiedad que se tenga interés por
evaluar, como pueden ser propiedades bioguimicas, fisiolégicas o fisiopatolégicas de
un sistema. Como propiedades ideales, se espera que un radiotrazador no
introduzca cambios quimicos, fisicos o biolégicos de un sistema. Sea éste marcado
isotopica 0 no isotdpicamente, no deberia presentar propiedades diferente a su
analogo no marcado, y su comportamiento a concentraciones traza no deberia
presentar diferencias a mayores concentraciones.

Como grandes ventajas de los radiotrazadores, se puede destacar que los mismos
pueden ser detectados y medidos con alta sensibilidad en el rango de 1016 a 10
6gramos. Que la radioactividad es independiente de la presion, la temperatura y el

estado fisico o quimico del sistema; que los mismos no afectan al sistema, por lo



que pueden utilizarse como métodos no destructivos. En general pueden ser
medidos de manera independiente, sin la necesidad de una curva de calibracién.®°
Aplicando los principios cinéticos de un trazador a la informacién PET obtenida, es
posible estimar parametros fisioldégicos que determinan la interaccion y el destino de
las moléculas marcadas. Con respecto a la farmacologia, ésta técnica puede ser
utilizada tanto para el estudio in vivo de parametros de transporte y union regional de
un farmaco en determinado tejido, como también para la investigacion de los efectos
de un farmaco en los parametros fisiologicos regionales.

Por todas las caracteristicas mencionadas y las bajas dosis de radiacion que son
necesarias para realizar éste tipo de estudio, la técnica PET puede ser utilizada de
forma segura con fines de investigacion clinica. Ademas de las aplicaciones clinicas,
ésta combinacibn de una técnica de imagenologia no invasiva, que permite
cuantificar y realizar el seguimiento de un determinado trazador, brinda una
oportunidad muy atractiva para la investigacion y el desarrollo de nuevos
farmacos 81112

En algunos caso los examenes clinicos por PET pueden brindar informacién de gran
relevancia para completar un diagnostico y de éste modo influenciar decisiones
terapéuticas ante determinados casos particulares, e incluso monitorear la respuesta
de una eventual terapia. Esta técnica posee un amplio rango de aplicaciones, siendo
de especial importancia en la oncologia, ya que en paises que han completado la
transicion demografica se observa un continuo aumento en la incidencia de cancer,
que ocupa el segundo puesto entre las principales causas de muerte. Ademas de las
aplicaciones PET en Oncologia y Cardiologia, también se pueden destacar la
importancia de ésta técnica en Neurologia y mas recientemente en Psiquiatria,
donde ésta herramienta recién comienza a ser utilizada.'® 4

El amplio rango de aplicaciones mencionadas es posible gracias a un gran conjunto
de radiotrazadores, que luego de determinados procedimientos y controles
establecidos en la farmacopea, estan aptos para ser administrados a un paciente,
denominandose radiofarmacos. Los mismos pueden ser utilizados para el
seguimiento a nivel molecular de diferentes procesos bioquimicos, tales como el
transporte de aminoacidos, transporte de glucosa, y ademas marcadores de
proliferacion celular, marcadores de tumores hipéxicos e incluso marcadores de

expresion geénica.



Mientras que PET puede brindar una imagen precisa de areas metabdlicamente
activas, ésta técnica no brinda informacién anatomica. Como resultado de ello, se
dio lugar al desarrollo de nuevas modalidades de imagenologia que surgen de la
combinacion de imagenes PET con escaneados de CT. Los equipamientos PET/CT
combinan imagenes anatémicas y funcionales tomadas durante un solo
procedimiento, sin tener que cambiar la posicion del paciente entre los estudios.®®
Ademas, en los ultimos afios la combinacidn de resonadores magnéticos clinicos
(MR) con escaneres de PET han recibido una creciente atencion. En oposicion con
los equipamientos PET/CT, los PET/MR reducen la cantidad de radiacion ionizante
al no utilizar rayos-x (base de la CT) y permiten un mejor contraste en las imagenes
de tejidos blandos.'® Los detalles de dichas técnicas hibridas son muy vastos para
ser mencionados y excederian el alcance del presente trabajo.

Vistas todas las consideraciones anteriormente mencionadas sobre ésta versétil
técnica de imagenologia, en las siguientes secciones se procederd a describir de
forma breve su base fisica, las caracteristicas generales de los radiois6topos mas

utilizados y de qué forma éstos son producidos.

1.5 Fundamentos fisicos de la Imagenologia PET

1.5.1 Decaimiento radioactivo

Los radionucleidos que son inestables poseen una proporcion inadecuada de
neutrones y protones, nucleos muy grandes, o un exceso de energia, que conduce
a los mismos a decaer por emision de radiaciones tales como particulas a, particulas
B, particulas B* (se hara especial hincapié en ellas), captura electrénica o radiacion

electromagnética en forma de rayos-y.

1.5.2 Decaimiento 3+

Los radionucleidos con exceso de protones pueden decaer espontaneamente

emitiendo un positrén (B*) junto con un neutrino v. En este proceso un proton en el

ndcleo es convertido en un neutrdn como muestra la siguiente ecuacion:
p—on+p+v

Dénde p es un protén; n un neutrén, B* un positrén; y v representa un neutrino.’



1.5.3 Fendmeno de Aniquilacion

El positron emitido desde el nacleo atébmico que sigue un decaimiento 8* posee un
tiempo de vida muy corto en un medio rico en electrones tal como un tejido. El
mismo al interaccionar con electrones de los atomos que componen el tejido
circundante, sufrird un proceso conocido como Aniquilacion. Durante este proceso la
masa del electron y el positron en cuestion es convertida en dos fotones de radiacion
Yy que son emitidos simultdneamente en direcciones opuestas (180°), con una

energia de 511 KeV cada uno, como puede observarse en la figura 1.3.

FOTON 511 KeV

POSITRON

RADIONUCLEIDO EMISOR
DE POSITRONES

ANIQUILACION \*

ELECTRON

FOTON 511 KeV

Figura 1.3 Proceso de Aniquilacion. Se muestra un radionucleido que sufre un decaimiento por el
cual emite un positron y la aniquilacién que sufre al interaccionar con un electrén, resultando en la
emision de dos fotones de 511 Kev en direcciones opuestas (180°). Normalmente el sitio de
aniquilacién es muy cercano a donde se encuentra el emisor de positrones. Adaptado de referencia
17.

El proceso de aniquilacion posee propiedades de gran relevancia que son muy
ventajosas para la imagenologia, las cuales estan directamente relacionadas con el
concepto de PET, como la energia y la direccion de los fotones (se tratara ésta
Gltima en la siguiente seccion). Los fotones de aniquilacién son muy energéticos, se
encuentran en la regiébn de los rayos-y del espectro electromagnético (mas
energéticos que los rayos-X), lo que implica que éstos escaparan del cuerpo y de

ésta manera seran detectados en el exterior. Por lo tanto, son los rayos-y producidos

10



por el fendmeno de aniquilacion los que son detectados en la imagenologia PET, y

no los positrones.8

1.5.4 Deteccién

Los rayos-y a 180° uno respecto del otro producidos por el fendmeno de aniquilaciéon
descripto en el apartado anterior son la clave de la imagenologia PET. Cuando dos
detectores situados en lados opuestos de un paciente registran casi
simultaneamente un evento, se dice que los detectores se encuentran "en
coincidencia”, debido a que en algun lugar en linea recta entre ambos se produjo un
fenbmeno de aniquilacion. Las camaras PET estan disefiadas para detectar los
fendmenos de coincidencia. La linea recta entre los detectores se denomina "linea
de respuesta”, sobre la cual ocurrird la aniquilacion.

Las camaras PET se construyen con un arreglo anular de pequefos cristales. Los
cristales a ambos lados del paciente detienen los fotones producidos por la

aniquilacién protén-electron como se muestra en la figura 1.4.

PN LS
Q) 5\ ~ 4
> <.
/[ \\/ N & '\
e 4 g
&y % 2
= 4 =]
<) / e
- v -
@ / &
\’/,/ S VN
< : /
Ogpe®

Figura 1.4 Deteccion de coincidencia. Se muestra a los rayos-ya 180° producidos por la aniquilacion
positén-electréon. Si cada detector de cada lado registra casi simultaneamente un evento, entonces la
aniquilacién debié haber ocurrido en la linea recta entre ambos. Tomado de referencia 17.

Ya que lineas de respuesta estan determinadas geométricamente, las mismas no
dependen de la distancia entre los detectores. Y en medida de que los fotones
provenientes de la aniquilacion se emiten a 180° uno con respecto del otro, la

distancia de los detectores respecto al paciente no afecta la resolucion.!®

1.6 Produccion de radiofarmacos PET

Para la produccion de un radiofarmaco PET se deben de tener en cuenta ciertos

requerimientos especiales. Debido a que los radionucleidos utilizados poseen un

11



corto periodo de semidesintegracion, deben ser producidos en el sitio en el cual
seran utilizados.

En cuanto a las instalaciones principales que debe incluir un centro PET son: un
ciclotrén, laboratorios especializados en radioquimica y radiofarmacia y un escaner
PET. Esto implica una importante colaboracion entre un gran equipo
multidisciplinario de médicos, quimicos, personal de produccion, técnicos, personal
administrativo, etc.?® Las principales etapas de produccién y utilizacion de un

radiofarmaco PET se muestran en el esquema 1.1.

¥ } Produccién de radionucleidos

Control de calidad

- T

Paciente
Escaner
Informe

Esquema 1.1 Se muestran los acontecimientos principales durante la produccion y utilizacién de un

Diagnéstico / Estadificacion

radiofarmaco PET. Adaptado de referencia 20.

1.6.1 Produccién de radionucleidos PET a partir de Ciclotrones

Como se menciono6 anteriormente los radionucleidos emisores de positrones no son
comunes en la naturaleza, por lo que deben ser producidos artificialmente en
ciclotrones o reactores. Los principales radionucleidos utilizados en imagenologia
PET son el Carbono-11, Nitrégeno-13, Oxigeno-15 y Fllor-18, los mismos son de
bajo peso atdmico y se producen en ciclotrones irradiando blancos liquidos o
gaseosos. Un ciclotron (figura 1.5) es un acelerador de particulas en el cuél se
pueden producir dichos radionucleidos.

Un ciclotron esta compuesto por dos electrodos de metal hueco (en forma de "D") en
una camara de vacio entre los dos polos de un gran electroiman. Mediante la

introduccién de Hidrégeno (Hz2) o Deuterio (D2) en forma gaseosa se producen las
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particulas que seran aceleradas (H o D). Mediante la aplicacion de voltaje alternado
entre los electrodos y un fuerte campo magnético, los aniones ganan energia
siguiendo una trayectoria en espiral. Hasta que el radio de la misma alcanza a
golpear una lamina de carbono en la periferia de la camara de vacio que quita los
electrones de dichas particulas tornandolas positivas (H* o D*). El cambio en la
carga desvia a las particulas obligandolas a colisionar con el contenido del target
(figura 1.6 y figura 1.7). Este es el componente del ciclotron donde las particulas de
alta energia colisionan con un isétopo estable, obteniéndose radionucleidos

emisores de positrones.

Figura 1.5 Ciclotrén. Se muestra el exterior (a) y el interior (b) de un ciclotréon utilizado para obtener

radionucleidos PET. Tomada de referencia 21.

Lamina de carbono
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Figura 1.6 Se muestra una ilustracién esquematizada de la trayectoria seguida por una particula

acelerada dentro de un ciclotrén. Adaptada de referencia 22.

Los diferentes radionucleidos son producidos por el bombardeo y eventual colisién
con el contenido del target(o blanco) bajo diferentes condiciones. Las reacciones
nucleares mas comunes para la produccidn de radionucleidos emisores de

positrones se muestran en la tabla 1.2.21 22

Figura 1.7|Blancos (targets) de un ciclotron. En la figura se muestran 4 blancos (targets) de un
ciclotron GE PETtrace® 16.5 MeV disponible en las instalaciones del CUDIM. En (A) se puede ver el
blanco utilizado para producir *1C, en (B) se muestra un blanco utilizado para pruebas, en (C) se
muestra el blanco utilizado para la produccién de 0, por Gltimo en (D) se muestra un blanco que
segun si su contenido es [0O]H20 u ['®0O]H20, se pueden producir 8F o 3NHas*respectivamente.

Adaptada de referencia 23.

Radionucleido ti2 (min)  Reaccion Nuclear Precursor Producto

1c 20.40 1N(p,a)C N2 (9) 1CO2
180(p,n)L8F H2180 (1) 18F-
18F 109.90 20Ne(d,a)8F Ne (1%F2) 18F-F (F2)
2ONe(d,a)'eF Ne (5%H>) HF
150 2.07 15N(p,n)50 15N, (g) 150,
14N(d,n)50 14N, (g) 150,
13N 9.96 13C(p,n)L3N 13COz2 (g) NHs
160(p,a) N H2160 (1) 13NH4*
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Tabla 1.2Reacciones nucleares mas comunes. Se muestran en la tabla las reacciones nucleares mas
comunes, Sus precursores y sus respectivos productos. En negrita se marcan las reacciones

nucleares que se realizan en el CUDIM. Adaptada de referencia 23.

1.6.2 Produccién de radionucleidos PET a partir de generadores

Por otra parte, otros radionucleidos utilizados en imagenologia PET como el Galio-
68 son obtenidos a partir de generadores. Los generadores son sistemas que
involucran radionucleidos "padre" con un largo periodo de semidesintegracion. Estos
decaen continuamente generando radionucleidos "hijo" con un periodo de
semidesintegracion relativamente corto. Los radionucleidos "padre” e "hijo" no son
isétopos, por lo que pueden ser separados quimicamente.

Los generadores estan compuestos por columnas de plastico o vidrio con un disco
de filtrado en la parte inferior. La columna se llena con material adsorbente sobre el
cual el radionucleido "padre" se encuentra adsorbido. Una vez que éste decae el
radionucleido "hijo" es liberado y puede ser eluido con un disolvente adecuado

cuantas veces lo permita la vida util del generador en cuestion.?42°

1.7 Estrategias de marcado en moléculas organicas

La marcacién es la reaccion quimica por la cual un radionucleido determinado se
incorpora en una molécula especifica para generar el radiotrazador deseado (Figura
1.8).Para evitar las altas dosis de radiacion a las cuales el personal se expone, las
marcaciones se realizan en modulos de sintesis automatizados dentro de

estructuras blindadas denominadas "hotcells".26

Precursor no radioactivo Radiotrazador

Figura 1.8Marcacién. Se muestra una ilustracion del proceso general de marcaciéon de un precursor
no radioactivo el cual usualmente por la via nucleofilica posee un sitio activo (con un buen grupo
saliente, tridngulo en la figura) en el cual el radionucleido (circulo amarillo y negro) es introducido para

dar el radiotrazador deseado.
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Uno de los principales desafios de la radiomarcacion es el desarrollo de
metodologias que permitan la incorporacion de radionucleidos emisores de
positrones de periodo de semidesintegracion corto en las moléculas de interés. En
general, los radiotrazadores deben ser marcados, purificados, analizados vy
formulados en un tiempo no mayor a dos periodos de semidesintegracion del
radionucleido en cuestion. Ademas, su introduccion en la molécula debe realizarse lo
mas tardiamente posible en su proceso de sintesis.

Muchas rutas sintéticas para preparar radiotrazadores PET han sido desarrolladas
en las Ultimas décadas. Principalmente, el desarrollo de radiotrazadores que
incorporan carbono-11 o fluor-18 (en los cuales se hara hincapié en las siguientes
secciones). Los radionucleidos son incorporados en las moléculas de interés
utilizando metodologias de quimica organica. El periodo de semidesintegracion del
nitrogeno-13 y el oxigeno-15 es demasiado corto como para llevar a cabo rutas
sintéticas con mas de un paso, por lo que el nimero de radiotrazadores que

incorporan dichos radionucleidos es considerablemente bajo.?” 28

1.7.1 Radiomarcados con flior-18

El flior-18 es el radionucleido emisor de positrones de mayor importancia para la
imagenologia PET. Posee un periodo de semidesintegracion optimo que permite
aumentar los pasos de sintesis involucrados en la produccién de un radiotrazador,
mayores tiempos de investigacion in vivo y la posible distribucion a centros PET que
carezcan de los medios para producir dicho radionucleido.

La mayoria de las radiomarcaciones con fldor involucran sustituciones nucleofilicas
bimoleculares (Sn2) en compuestos alifaticos y sustituciones nucleofilicas
aromaticas (SnAr), tanto en derivados de benceno como en sistemas heterociclicos
aromaticos con un adecuado grupo saliente. En dichas reacciones, la forma en la
que se presenta el radionucleido es la de su respectivo anién fluoruro ([*8F]F). Las
fluoraciones nucleofilicas permiten obtener una gran variedad de radiotrazadores
con altos rendimientos radioquimicos y alta actividad especifica (actividad por unidad

de masa o volumen del compuesto, tanto radioactivo como no radioactivo).
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Hay dos estrategias principales para llevar a cabos fluoraciones nucledfilicas, una de
ellas consiste en la sustitucion directa de un grupo saliente adecuado por [*®F]F en
el precursor en cuestion. Seguidamente se remueven l0os grupos protectores, si es
que fueron utilizados en otros grupos funcionales presentes en la molécula,
obteniéndose de ésta manera el radiotrazador deseado.

La otra estrategia consiste en la preparacibn de un agente de fluoracion
intermediario por sustitucion nucleofilica, para luego llevar a cabo una segunda
reaccion y finalmente realizar una eventual desproteccion, obteniéndose de ésta
manera el radiotrazador esperado. Estas estrategias son comunmente llevadas a
cabo en solventes aproticos como DMSO y DMF, compensando la pobre solubilidad
del K[*®F]F en estos medios. Se utilizan en conjunto con catalizadores de
transferencia de fase y evitando la presencia de agua al maximo, la cual puede
disminuir considerablemente la nucleofilia de dicho anién. Por ultimo cabe agregar
que para aumentar la nucleofilia del [*®F]F- se utilizan éteres corona como el Kriptofix
2.2.2, como forma de atrapar el K* en la formulacion final.

Una reaccion muy utilizada de fluoraciéon nucleofilica sobre un precursor para
obtener un radiotrazador, es la que se aplica en la producciéon de [*®F]-2-fluoro-2-
desoxi-D-glucosa ([*8F]FDG, ver esquema 1.2). Este Ultimo es un radiofarmaco PET
analogo de la glucosa, que se utiliza para obtener imagenes del metabolismo

glucidico en determinados tejidos.?°

OH
R ¢om Ac OAc e
\\j'o 8F- K222 K+ \ “&/ODESPROTECCION \K)‘O
AcO- "“&__L ACO\/\\"\\\‘, NaOH HO- 18\§“1
OAc BE 0Ac F"OH
['*F]FDG

Esquema 1.2 Fluoracién nucleofilica donde se muestra un ejemplo de radiosintesis sobre un
precursor alifatico para obtener un radiotrazador de uso muy comdn en imagenologia PET, la
[18F]FDG. Tomado de referencia 29.

Por otra parte, las radiomarcaciones con flior-18 se pueden llevar a cabo mediante
fluoraciones electrofilicas barboteando flllor-18 gaseoso ([*8F]F2) en la solucién del
precursor, pero en este caso los radiotrazadores obtenidos poseen la desventaja,

entre otras, de tener una actividad especifica baja.
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En éste tipo de reacciones, el flior reacciona con reactivos donadores de electrones
tales como un alqueno, anillo aromético o carbanién para formar un enlace covalente
flior-carbono. Esta estrategia incluye reacciones como adiciones a dobles enlaces o
sustituciones electrofilicas aromaticas de grupos trialquilestafio o mercurio.

Debido a la alta reactividad y peligrosidad del F2, el bajo rendimiento de produccién
de [*8F]F2 (maximo tedrico de 50%, ya que se genera un par diatbmico con el isétopo
“frio”), y el alto costo de los blancos especificos para el ciclotron, las fluoraciones
electrofilicas no son comunmente utilizadas. Durante mucho tiempo se utilizé ésta
via para la preparacion de [®F]JFDOPA, un radiotrazador utilizado para estudiar el
metabolismo presinaptico de la dopamina para el diagnéstico de Parkinson. Debido
a las desventajas mencionadas anteriormente, en la actualidad dicha sintesis es

llevada a cabo mediante la via nucleofilica (ver esquema 1.3).2% 30,31

SII"IMQ:; 1BF
) [5FIF2
Boc-O NHCHO —— 10 NH,
""COOEt 2)Hi . \COOH
Boc-O H HO b

Esquemal.3 Fluoracién electrofilica donde se muestra un ejemplo sobre un precursor aromético para
obtener el radiotrazador [*8F]FDOPA utilizado para el diagnéstico de Parkinson en imagenologia PET.

Tomado de referencia 29.

1.7.2 Radiomarcados con carbono-11

El carbono es el principal elemento del cual se componen las biomoléculas. Por lo
tanto, el radiomarcado de ciertas moléculas de relevancia biolégica con carbono-11
(}'C) es de gran importancia para la imagenologia PET. Debido al comportamiento
de dichos compuestos seria indistinguible de sus homdlogos sin marcar, con la
excepcion de un efecto isotépico cinético muy pequefio. Esto no es un asunto
menor, ya que la introduccion de flior-18 en determinados radiotrazadores puede
cambiar sus propiedades bioldgicas al tener una diferencia en su estructura quimica
respecto del homdlogo natural correspondiente. A pesar de que el periodo de
semidesintegracion del carbono-11 es solamente de 20.4 minutos, se ha
desarrollado una amplia gama de reacciones para radiomarcar satisfactoriamente

moléculas de interés con dicho radionucleido.
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La mayoria de las sintesis que involucran carbono-11, el cual es producido en
ciclotrones comerciales, comienzan con [*C]CO2 o [*C]JCH4 como productos
primarios. Varios precursores [*1C] han sido desarrollados partiendo de los productos

anteriormente mencionados como se puede ver en el esquema 1.4.

11CH,0 <e—""CH;0H —""CH3l —>{!"CH;0Tf, ""CH3NO,,
T T "CH,SH,""CH;MgBr

11C-acetate -1——)- —1—- H''CN

S
J, 1CHCl3—»="1CH,N,
11
C-acetone ""co — ""cocCl, —>""CO(NH,),

Esquema 1.4 Marcaciones con carbono-11. Se muestra la amplia gama de precursores con carbono-

11 que pueden ser utilizados para la produccién de radiotrazadores. Tomado de referencia 29.

Se utiliza un amplio espectro de reacciones en quimica organica mediante las cuales
el radionucleido es incorporado a los precursores de interés para obtenerse de esta
manera el radiotrazador deseado. Entre ellas se encuentran metilaciones directas,
utilizando agentes como yoduro de metilo o triflato de metilo, metilaciones mediadas
por paladio, reacciones de Grignard y carbonilaciones (que utilizan [**C]CO), entre
otras. Los detalles de cada una de ellas exceden el alcance del presente trabajo,
aunque son de especial interés en la presente tesis, las metilaciones con yoduro de
metilo ([*!C]CHal) y triflato de metilo ([*!C]CH3OTf), las cuales seran brevemente
descriptas a continuacion.

Las alquilaciones con [YC]CHasl y[*!C]CH3OTf son ampliamente utilizadas para
introducir carbono-11 en moléculas de interés que incluyan heteroatomos como
Azufre (S), Oxigeno (O) o Nitrégeno (N).

El [Y'1C]CHsl puede ser preparado por dos métodos. Con el método llamado
"humedo", el [\1C]CO: es reducido a [**C]metanol por LiAlH4, seguido del tratamiento
con HI. Mediante la utilizacion del método "gaseoso" se prepara el [Y1C]CHal
directamente desde el ['!C]CH4 en presencia de vapor de iodo. El [*1C]CH4puede
producirse directamente en el ciclotron mediante irradiacion del blanco adecuado o
puede ser producido a partir de la reducciéon de [*!C]COzproveniente del ciclotron

mediante calor y un catalizador adecuado.
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El uso de [*C]CHsOTf en las reacciones de metilacién tiene muchas ventajas sobre
el uso de [**C]CHBal, ya que el primero es mas reactivo que éste Ultimo, por lo que las
metilaciones pueden ser llevadas a cabo a menores temperaturas, con pequefias
cantidades de precursor y en tiempos de reaccion mas cortos.

Estas reacciones se pueden llevar a cabo tanto en solucion, barboteando el agente
metilante, como en fase solida con el soporte adecuado. Para llevar a cabo dichas
reacciones en solucion se utilizan distintos disolventes organicos y comunmente es
necesario el uso de una base para realizar desprotonaciones. En el esquema 1.5 se

muestra la reaccion general de metilacién descripta.?®:39.32

Y
H'31 1 C-

RX: + Y — R-X-""CH3 X=0, S, N.Y=l, OTf

-

Esquema 1.5 Alquilaciones con carbono-11. Se muestra un esquema general de [11C]metilacion
sobre un heteroatomo (S, O, N) con[*!C]JCH3OTf o [*1C]CH3I. Tomado de referencia 29.

Ademas de las reacciones para la incorporacién de 'C mencionadas, se han
desarrollado otras rutas sintéticas con un interesante potencial de aplicacion. Otro
precursor radioactivo es el [YCJHCN, el cual es el material de partida para
reacciones de [!'C]cianacion. Este precursor es usualmente preparado por la
reduccion de [*C]CO:2 a [**C]CHa utilizando H2 sobre niquel y la posterior conversion
en [11C]HCN por la reaccién con NHs sobre platino.33

Por todo lo anteriormente mencionado, se puede inferir que el carbono-11, a pesar
de su corto periodo de semidesintegracion, posee una serie de caracteristicas y una
gran versatilidad desde el punto de vista sintético. Esto le permite ser una excelente
opcion a la hora de utilizarlo como radionucleido en el desarrollo de radiotrazadores

emisores de positrones.
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2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

En las ultimas décadas los grandes avances tecnolégicos, junto con los avances en
medicina, impulsaron la creacion de una nueva clase de imagenologia, aplicable
tanto para fines diagndsticos como de investigacion biomédica, la imagenologia
molecular. Esta disciplina posee un amplio espectro de técnicas que permiten
visualizar, caracterizar y medir procesos bioldgicos a nivel celular y molecular. Las
técnicas utilizadas para la obtencibn de imagenes incluyen las que emplean
radiotrazadores, resonancia magnética nuclear, ultrasonido, imagenes opticas o la
fusion de dos o mas tecnologias.

PET en particular, es una técnica de diagnéstico capaz de brindar informaciéon de
gran relevancia clinica de forma no invasiva acerca de los cambios moleculares
involucrados en el desarrollo de determinadas patologias. PET, se basa en la
deteccion y el analisis del patron de distribucion que adopta determinado
radiotrazador en un organismo, permitiendo diferenciar una anatomia o fisiologia
normal de una anormal.

Los componentes mas importantes con los que debe estar equipado un centro PET,
para producir y aplicar radiotrazadores con fines diagnésticos o de investigacion son:
a) Un ciclotrén (acelerador de particulas) donde se producen los radionucleidos, b)
modulos de sintesis adecuadamente blindados dentro de celdas que cumplan con
los requisitos de radioproteccién, donde se sintetizan los radiofarmacos (preparado
radiactivo de calidad farmacéutica, generalmente administrado a seres humanos por
via intravenosa), y c) camaras PET/CT donde se adquieren y procesan las
imagenes.

En la actualidad es de vital importancia el desarrollo de nuevas estrategias de
diagnéstico dirigidas especificamente contra dianas moleculares que permitan la
caracterizacion de la naturaleza de una enfermedad y su seguimiento, lo que
permitiria mejores estrategias terapéuticas. Para ello, el desarrollo de nuevos
radiofarmacos, se basa en la busqueda de moléculas dirigidas a blancos o
marcadores moleculares especificos, que permitan de manera no invasiva
caracterizar el proceso patolégico en cuestion. Dichos compuestos presentan una
estructura quimica definida, donde se puede diferenciar la molécula o estructura que
condiciona su patrén de biodistribuciéon en el organismo y el radionucleido

incorporado responsable de la emision de la radiacion que es detectada de forma
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externa, permitiendo de ésta manera la valoracion del proceso. Estos compuestos
en su mayoria se tratan de moléculas organicas o inorganicas, y biomoléculas que
van desde moléculas simples y péptidos, a un grado mayor de complejidad.

Las grandes cualidades que presenta la técnica PET/CT, como su gran sensibilidad
(siendo posible la deteccion de concentraciones de Ordenes nanomolares),
resolucion espacial y temporal, y su caracter cuantitativo, se ven condicionadas a los
cortos periodos de semidesintegracion (de minutos) que poseen los radionucleidos
emisores de positrones, incorporados en los radiotrazadores utilizados. Por ello, la
sintesis de éstos compuestos se debe realizar mediante procedimientos que
reduzcan lo maximo posible el nimero de pasos involucrados. Las pequefias
escalas (habitualmente pocos miligramos) en las cuales se lleva a cabo la sintesis
implican un exceso de precursor, por lo que es necesario un sistema de purificacion
adecuado del producto de interés, siendo los equipos de HPLC los mas
comunmente utilizados. En los esquemas generales de sintesis, es necesario contar

el

con un “precursor frio” adecuado, que presente un centro reactivo en el cual se
produzca la adicion o sustitucion del radionucleido emisor de positrones durante el
proceso de sintesis. Mientras que otros grupos que posiblemente puedan reaccionar
estén protegidos con el sustituyente adecuado. Por ello surgen dificultades como
obtener el precursor indicado, lograr una reaccién directa con el minimo posible de
productos secundarios y hallar un sistema de purificacion que permita separar de
forma eficiente el producto final deseado.

Para la obtencién de los precursores sintéticos adecuados, los radioquimicos se
valen de reacciones bien conocidas de la quimica organica para incorporar
radionucleidos emisores de positrones en moléculas organicas, siendo posible el
desarrollo de una gran variedad de metodologias para llevar esto a cabo.

En la actualidad, el Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular (CUDIM) ofrece
cuatro radiofarmacos de carbono-11 (*'C) para uso clinico y preclinico:
[t!C]Metionina, [''C]Colina, [YC]PIB y [*C]L-deuterodeprenil. Estos cuatro
radiofarmacos utilizan la metodologia de C-metilacién nucleofilica, que se lleva a
cabo en los modulos automatizados de sintesis TRACERIab™ FX C Pro (General
Electric, ver Figura 6.1 pagina 61). En particular, el [*'C]L-deuterodeprenil ((R)-N-
[*1C]metil-N-(1,1-dideuteropropargil)-1-fenilpropan-2-amina, [!C]DED), Esquema
2.1), es utilizado en la evaluacion in vivo de patologias neurologicas que implican

una sobreexpresion de la MAO-B en casos de astrocitosis.
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Este radiofarmaco presenta una estructura basada en el L-Deprenil (L-Selegilina), un
inhibidor selectivo e irreversible de la enzima monoaminooxidasa B (MAO-B). Es un
radiofarmaco de referencia para la cuantificacion de la actividad de la MAO-B
mediante PET. Como la mayoria de los radiofarmacos, es administrado de forma
intravenosa en concentraciones tales que carece de efectos farmacolégicos

apreciables.
”|CH3
N\/f

Me

[''C]L-Deuterodeprenil [''C]D-deprenil

Esquema 2.1 Estructuras quimicas de los radiofarmacos de interés en la presente tesis. Se muestran

las estructuras del [**C]L-deuterodeprenil (izquierda) y el [*1C]D-deprenil (derecha).

Otro radiofarmaco PET de estructura similar es el 1C-D-deprenil ((S)-N-[*!C]metil-N-
propargil-1-fenilpropan-2-amina, [*!C]DDE, Esquema 2.1), el cual ha sido utilizado
para visualizar procesos inflamatorios en la region del cuello y podria ser
desarrollado a futuro en el CUDIM.3* Un sindrome de dolor crénico frecuente es el
trastorno de latigazo cervical, donde el comienzo es un esguince de tejidos blandos
del cuello causado por un accidente de trafico extremo trasero o de un trauma
similar. La lesion es generalmente benigna y se resuelve dentro de un par de meses,
pero en una parte de la poblacién, las lesiones cervicales evolucionan al dolor
cronico. Investigaciones recientes demuestran que los procesos dolorosos en la
periferia pueden ser visualizados y cuantificados con PET y que [*C]D-deprenil es
un trazador prometedor para estos fines. La posibilidad de visualizar y cuantificar los
sitios de inflamacion en el dolor crénico puede ser muy util en el diagnéstico y la

monitorizacion del tratamiento.

En relacion al presente trabajo, si bien los precursores quimicos para la obtencion de
[*1C]L-deuterodeprenil y [*'C]D-deprenil pueden ser adquirido comercialmente a
través de compafilas quimicas internacionales, estos presentan desventajas

importantes para su accesibilidad en el CUDIM, como su elevado costo.
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En este sentido, seria muy conveniente desarrollar metodologias sintéticas eficientes
y rapidas para generarlos en los propios laboratorios del CUDIM. Esto permitiria no
solo generar los precursores de interés en el CUDIM, sino también formar recursos
humanos calificados en el desarrollo de precursores para su utilizacion en la

obtencion de radiofarmacos PET con potencial uso clinico.
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3. OBJETIVOS

Los objetivos generales y especificos de la presente tesis de grado son:

3.10bjetivos Generales

Desarrollar metodologias de sintesis organica eficiente para la obtencion de alfa-
metilaminas enantioméricamente puras como precursores quimicos a utilizar en la
obtencion de radiofarmacos PET con potencial uso en el diagnostico de patologias

inflamatorias y del sistema nervioso central.

3.2 Objetivos especificos

Aprendizaje, desarrollo y optimizacién de metodologias de sintesis organica para la
obtencién de precursores necesarios para la generacion de los radiofarmacos [*C]L-

deuterodeprenil y [11C]D-deprenil.

Caracterizacion quimica de los compuestos obtenidos mediante la utilizacion de
técnicas espectroscopicas, como resonancia magnética nuclear e infrarrojo, y

espectrometria de masa.

Aprendizaje y estudio inicial en la marcaciéon con 'C del precursor D-nordeprenil,
para la obtencion de [YC]D-deprenil mediante metodologia de 'C-metilacion
nucleofilica, llevada a cabo en los mdédulos automatizados de sintesis TRACERIab™
FX C Pro (General Electric).
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4. DISENO Y SINTESIS

4.1 Disefio general

Para llevar a cabo los objetivos del presente trabajo se realizé un conjunto definido
de reacciones presentadas en dos rutas sintéticas. Una de ellas para la obtencion de
un precursor (D-nordeprenil) y un patron “frio” (no radioactivo) del D-deprenil, a partir
de una a-metilamina enantioméricamente pura disponible comercialmente (D-

anfetamina) (ver esquema 4.1).

COOH Reduccion | CH,OH CH2OH 54aci6n
—_— E—— »
N H2 m_b NHBoc
1

L-fenilalanina

CHs
CH,l Reduccion Il CH;  N-alquilacion O/\(
/
©/\|5-IBOC NHBoc N 7/
3

L-nordeuterodeprenil

Esquema 4.1 Ruta sintética propuesta para la obtencion de D-nordeprenil y D-deprenil.

En la seccion 4.3 de éste apartado se describiran las condiciones estudiadas para
llevar a cabo la marcacién con 'C del precursor D-nordeprenil, para la obtencién de
[11C]D-deprenil mediante metodologia de 'C-metilaciéon nucleofilica, llevada a cabo
en los moddulos automatizados de sintesis TRACERIab™ FX C Pro (General
Electric).

Por otra parte, con el fin de obtener un precursor adecuado (L-nordeuterodeprenil)
para la generacion del radiofarmaco [*'!C]L-deuterodeprenil, nos basamos en una

reciente publicacion cientifica, donde se describe una metodologia sintética
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conveniente para obtener alfa-metilaminas enantioméricamente puras.®® Para ello,

se planteé la ruta sintética en la cual se utiliza como material de partida

el

aminoacido L-fenilalanina adquirido comercialmente, siguiendo los pasos que se

muestran en el esquema 4.2.

COOH CH,OH CH,OH
— —_— - =
NH> NH, NHBoc
3

4
L-fenilalanina L-fenilalaninol Boc-L-fenilalaninol

CHS

5 8

lodoetil carbamato Boc-L-anfetamina L-nordeuterodeprenil L-deuterodeprenil

CHal CHy CHs CHs
—> —> —
m'|300 m—moc N % Q/\V
7
H
6 7 D D D D

Esquema 4.2 Ruta sintética propuesta para la obtencion de L-nordeuterodeprenil y L-deuterodeprenil.

A continuacioén se realizard una descripcion de los diferentes pasos llevados a cabo

en cada ruta sintética, para la obtencion los productos de interés. Se comenzara

detallando los pasos para la sintesis del precursor del radiofarmaco [**C]D-deprenil

(D-nordeprenil) y el patron “frio” (no radioactivo, D-deprenil). En la seccién 4.3 se

detallaran las diferentes condiciones ensayadas para la marcaciéon con carbono-11

del precursor D-nordeprenil para la obtencién del radiofarmaco [*1C]D-deprenil. En la

seccion 4.4 se describiran detalladamente los pasos seguidos para obtener el

precursor del radiofarmaco [*!C]L-deuterodeprenil. Por ultimo, en la seccién 4.5 se

describira una ruta alternativa para la obtencién del precursor del radiofarmaco

[*1C]L-deuterodeprenil.

4.2 Sintesis del precursor para la obtencion de [11C]D-deprenil

4.2.1 Sintesis de D-nordeprenil
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Para llevar a cabo la sintesis del D-nordeprenil se partié6 de D-anfetamina comercial
mediante reaccion de N-alquilacion, en la cual se ensayaron diferentes condiciones
de reaccion (Esquema 4.3). Se estudiaron diferentes bases, para desprotonar la
amina que se encontraba bajo la forma de hemisulfato, y disolventes, con el fin de
encontrar las condiciones de reaccibn mas adecuadas para la obtencion del
producto deseado.

Todas las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, mostrandose en la
Tabla 4.1 los resultados obtenidos segun las diferentes condiciones ensayadas.
Como puede observarse en la Tabla 4.1, las mejores condiciones para llevar a cabo
la reaccién fueron cuando se utilizd6 K2COs como base y DMF como disolvente
(entrada b). Cuando se utilizé6 una mezcla MeCN:H20 como disolvente de reaccion,
con la finalidad de mejorar la solubilidad de la base empleada, se obtuvo el producto
deseado con un rendimiento del 52%. Por otra parte, cuando una base organica
como la trietilamina fue utilizada, no se evidencié la formacion del producto de
interés. Tanto el D-nordeprenil como los demas compuestos obtenidos han sido
caracterizados utilizando técnicas espectroscopicas como resonancia magnética
nuclear: *H-RMN, 2C-RMN, experimentos de correlacién protén-protén (COSY) y
protén-carbono (HSQC y HMBC); espectroscopia de infrarrojo y espectrometria de

masas.

CH;
CHCCH,Br
—_—
Base
. ~N
1/2 HSO,” Disolvente CH;
1 66% 2
D-anfetamina D-nordeprenil ‘ D-deprenil H

Esquema 4.3 Sintesis organica de D-nordeprenil y D-deprenil.

Entrada Disolvente(s) Rendimiento (%)
a K2COs3 MeCN:H20 (9:1) 52
b K2CO3 DMF 71
C EtsN DMF No hubo reaccién

Tabla 4.1Condiciones para la sintesis de D-nordeprenil.
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La asignacion de los protones de D-nordeprenil se realizé mediante experimentos de
'H-RMN y COSY (correlacién bidimensional H-H vecinos). El espectro de *H-RMN
confirma la presencia de la sefial caracteristica del protén alquino del grupo
propargilo (2.2 ppm, Figura 4.1). En el espectro 'H-RMN se observé ademas que
tanto las sefiales de los protones H-aa” como de H-dd" presentan un patron
caracteristico de protones diasterotdpicos (cada sefial con una multiplicidad de doble
doblete). Los entornos de estos hidrogenos en un grupo metilénico (-CH2-) ni son
idénticos ni son imagenes especulares entre si, por lo que no son equivalentes y

presentan una sefial de *H-RMN para cada uno de ellos.36

M-~ Q= — W O OWwom— 0o Mg — @ MO | — T
N ~— Ok W OO0 M — 5O O © W © NN — O F~Wwom O ® «— g -~
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o M@ OO OO0 0000000000 8 00 O O O NN e -
MmN oW T @O #_-'_'
T MM O © D0 Om —
B MM o ol oo
P= = P~ =P P~ P~P~ P~ P~
He
]
H1+H3
Hb
.
Hf
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Figura 4.1. Regiones ampliadas del espectro de 'H-RMN en CDClIs obtenido para D-nordeprenil.
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Figura 4.2. Regién ampliada del espectro COSY en CDCls obtenido para D-nordeprenil.

La asignacion de las sefales del proton metilénicos H-aa” en 2.76 ppm y H-dd" en
3.52 ppm, se confirmd mediante experimento COSY, ya que presentan correlacion
Unicamente con el proton H-c y H-e, respectivamente (Figura 4.2). El protén del
centro estereogénico Hc con un desplazamiento a 3.2 ppm, fue confirmado por
correlacion con los protones metilicos Hb (doblete a 1.09 ppm) y con los metilénicos
H-aa” (Figura 4.2).

En el espectro HSQC (correlaciéon bidimensional de *H-C1) mostrado en la Figura
4.3, se observa que efectivamente las sefiales de H-aa” se correlacionan con el
carbono C-a, mientras que las sefiales de H-dd" se correlacionan con el carbono C-
d. Otra sefal relevante que se puede observar del HSQC para el D-nordeprenil es la
sefial a 77.1 ppm (eje y, Figura 4.3), la cual presenta acoplamiento con el proton He
de la molécula. Esta sefial si se compara con valores de Tablas para sefales
caracteristicas grupo alquino, resulta ser la sefial de carbono terminal del grupo

alquino, confirmado asi la presencia del agrupamiento propargilo en la molécula.
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Figura 4.3. Regién ampliada del espectro HSQC en CDCIs obtenido para D-nordeprenil.

4.2.2 Sintesis de D-deprenil

Con el fin de obtener un estandar de D-deprenil para ser posteriormente utilizado en
los estudios por HPLC de las radiomarcaciones, se realizd la metilacion de su
precursor (D-nordeprenil) con ioduro de metilo y bicarbonato de potasio en DMF
como disolvente a temperatura ambiente (Esquema 4.3). Luego de una purificacion
por cromatografia en columna se obtuvo el producto deseado con un rendimiento de
66%.

4.3 Radiosintesis de [11C]D-deprenil

A continuacién se describen los resultados obtenidos en la marcacién con 'C del
precursor D-nordeprenil para la obtenciéon de [*1C]D-deprenil. Para ello se utilizé la
metodologia de 'C-metilacion nucleofilica, llevada a cabo en los moddulos
automatizados de sintesis TRACERIab™ FX C Pro (General Electric) disponibles en

las instalaciones del CUDIM.
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El proceso radiosintético comienza con la produccién de [*1C]CO: en el ciclotrén (GE
PETtrace® 16,5 MeV) mediante la reaccion nuclear N (p, a)'C. Seguidamente, el
[11C]CO:2 se entrega al médulo automatizado, donde es atrapado para la purificacion
y posterior reduccion a [*'C]CH4 (Figura 4.4). Sobre este Ultimo intermedio se lleva a
cabo una reacciébn de yodacion para producir [YC]CHsl, el cual puede
posteriormente ser convertido en [*!C]JCH3OTf. Los agentes de metilacion [**C]CHal
o [1'C] CH3OTf son finalmente burbujeados en la solucién de precursor organico
contenido en el reactor.

Ademas se estudid la influencia de utilizar el precursor para la marcacion bajo la
forma de base libre, el cual fue sintetizado como se describi6 en la seccion 4.2.1, en
comparacion con el uso del precursor bajo forma de clorhidrato, el cual fue
sintetizado previamente por otro investigador en el marco de la linea de

investigacion dentro de la cual se encuentra el presente trabajo.

HMSah

M, /8

L
400°C, 1 min Recire re

190 %C

[H1CICH, ——= [MC]CH,l— ['C]CH,OTf

Figura 4.4. Ciclotréon GE PETtrace® (izquierda), proceso radiosintético en la produccion de [*1C]CHGl
y [11C] CH3OTf (centro), médulo automatizado de radiosintesis GE TRACERIab™ FX C Pro (derecha).

Los experimentos se realizaron con el propdsito de llevar a cabo un aprendizaje y
estudio inicial de las condiciones O6ptimas de reaccion en la marcacion de D-
nordeprenil, utilizando [**C]CHsl o [*!C]MeOTf como agentes metilantes (Tabla 4.2).
Para ello se utilizé inicialmente un protocolo de CUDIM, para la radiosintesis
completa del radiofarmaco [*'!C]L-deuterodeprenil. El producto crudo del reactor se
separdé de las impurezas utilizando HPLC semipreparativo. Seguidamente la fraccion
que contiene [*1C]D-deprenil se recoge sobre agua y se purifica a través de cartucho
de fase reversa (Sep-Pak® C18), se eluye con EtOH y se formula en USP salina.

En la Tabla 4.2 se presentan los resultados de las diferentes marcaciones llevadas a
cabo. Todos los experimentos fueron realizados a 80°C durante 1 minuto, utilizando
butanona como disolvente, a excepcion de la entrada h donde se utiliz6 DMF. En las

entradas a y b se presentan los resultados de las marcaciones del precursor bajo
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forma de clorhidrato con [*1C]MeOTf como agente metilante. Cuando se utiliza el
precursor bajo ésta forma quimica, es necesario el uso de una base para realizar la
desprotonaciéon de la misma, y asi obtener al D-nordeprenil como base nucleofilica.
Segun el protocolo de marcacion utilizado inicialmente, esto implica la adicion de
una pequefia cantidad de agua en el medio de reaccién, por el uso de NaOH acuosa
como base. Esto presenta ciertas consecuencias sobre el rendimiento que seran
descriptas mas adelante. Los resultados obtenidos en esta condicion de trabajo
(experimentos por duplicado), muestran la obtencion del radiotrazador de interés con
alta pureza radioquimica y moderado rendimiento radioquimico (como % de
decaimiento). Este Ultimo parametro podria ser explicado debido a la formacion de
[t1C]MeOH, como producto de hidrélisis, el cual es perdido en el médulo durante el

proceso de calentamiento (Figura 4.4. B).

[11C]CH3X
R/ \/ Condiciones
X= OTf, |
R=H, base libre .
D-nordeprenil [11C]D-deprenil
H.HCI, sal P
Entrada Agente Precursor Act. Act. Rendimiento Pureza
metilante Mel(mCi) Reactor radioquimico (%) (dc) radioguimica
(1 min, 80°C) EOL(mCi) (%) (dc)
a MeOTf D-norD.HCI NaOH 3M 348,4 120 43,7 96,5
b MeOTf D-norD.HCI NaOH 3M 4248 160 49,5 97,5
c MeOTf D-norD - 336,9 190 76,6 96,9
d MeOTf D-norD - 378,7 200 71,8 99,0
e Mel D-norD.HCI NaOH 3M 353,1 147 51,1 7,90
f Mel D-norD.HCI NaOH 3M 447,1 190 55,8 15,3
g Mel D-norD - 368,4 161 57,4 24,8
h MeOTf D-norD.HCI Cs2C03 (*) 365,5 115 41,3 12,9

Tabla 4.2. Condiciones de marcacion sobre D-nordeprenil mediante *C-metilacion nucleofilica.

En las entradas c y d (Tabla 4.2) se muestran los resultados de las marcaciones

utilizando [**C]MeOTf como agente metilante, pero a diferencia de las anteriores se
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utilizé D-nordeprenil bajo la forma de base libre. En estas condiciones se puede
observar una excelente pureza radioquimica y un aumento en el rendimiento
radioguimico respecto a la utilizacion del precursor como clorhidrato (Figuras 4.4 Ay
4.5 A). Esto podria ser explicado por la no utilizacion de la base acuosa, evitando asi
la reaccién de hidrélisis sobre el agente metilante. En las entradas e y f (Tabla 4.2)
se muestran los resultados de marcar el precursor bajo la forma de clorhidrato con
[1IC]CHsl como agente metilante. En estas condiciones se observé un gran
descenso en la pureza radioquimica de ['1C]D-deprenil a causa de la formacién de
productos secundarios, la mayoria de los cuales no fueron caracterizados (Figura
4.5 B). En la entrada g (Tabla 4.2) se muestran los resultados de marcacion con
[*1C]CHsl sobre el precursor bajo su forma de base libre. Esta condicién de trabajo
proporciona una mejora en la pureza radioquimica, pero siendo la misma menor a la
obtenida utilizando [**C]MeOTf como agente metilante.

Esta observacion se debe a la aparicion de una sefial en el cromatograma con
tiempo de retencién de 16.76 min que se corresponde con [11C]CHal sin reaccionar.
Lo cual fue corroborado cromatografiando [*2C]CHsl en las mismas condiciones,
obteniéndose el mismo tiempo de retencion. Esto indica ademas, que en las
condiciones de marcacién ensayadas ['!C]CHsl es menos reactivo frente a
[*1C]MeOTH.

Por ultimo se resume los resultados obtenidos en la marcacién de D-nordeprenil bajo
la forma clorhidrato, utilizando [*!C]MeOTf como agente metilante y Cs2CO3 como
base inorganica anhidra en DMF como disolvente (Tabla 4.2, entrada h). Bajo estas
condiciones no se logré una mejora ni en el rendimiento radioquimico, ni en la
pureza radioquimica. En resumen, las mejores condiciones encontradas para el
marcado con 'C por el método de metilacion nucleofilica son las que utilizan
[11C]MeOTf como agente metilante y D-nordeprenil como base libre. En este sentido,
durante el marcado la actividad en el reactor se mantiene relativamente constante
(teniendo en cuenta el decaimiento), con respecto a la disminucion que se observa
para el marcado del precursor bajo forma de clorhidrato (Figura 4.4). El decaimiento
en la actividad mencionado anteriormente puede deberse a que como se utilizé una
base acuosa (NaOHac), parte del agua puede pasar a la capa organica (butanona)
la cual es introducida en el reactor. De ésta manera se podria dar la formacién de
[t!1C]MeOH debido al ataque nucleofilico del agua sobre el agente metilante en

cuestion. Como la temperatura a la cual se da la marcacion (80°C) es superior al
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punto de ebullicion del MeOH (64°C), el mismo puede escapar del reactor, ya que
éste no es 100% hermético, pudiéndose explicar de ésta manera la disminucion en
la actividad observada durante la marcacion. Si bien la cantidad de NaOH (3M)
utilizada es de apenas 3 pL, lo que representaria el agregado de una muy pequeia
cantidad de agua en el medio de reaccion, cabe recordar que el agente metilante
estd en cantidades del orden de nanomoles (10°). Esto representa un gran defecto
estequiométrico (miles de veces menos) respecto al precursor sin marcar que se
encuentra en el orden de micromoles (10). Por tanto, la presencia de una infima
cantidad de agua, afectard a la reaccion en gran medida en comparacion con las
reacciones quimicas convencionales, donde las diferencias estequiométricas estan

en el orden de las decenas como maximo.

B)

Figura 4.4. Diferentes parametros medidos durante la radiosintesis. A) Entrada d, Tabla 4.2 B)
Entrada b, Tabla 4.2.
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Figura 4.5. Pureza radioquimica determinada por HPLC con detector gamma. A) Entrada d, Tabla 4.2
B) Entrada f, Tabla 4.2.

4.4 Sintesis de precursores dirigidos a la obtencién de L-deuterodeprenil

4.4.1 Sintesis de L-fenilalaninol

Como primer paso de la ruta sintética planteada en el Esquema 4.2 para la
obtencion del precursor del L-deuterodeprenil, se realizé una reduccion del grupo
funcional acido carboxilico de la L-fenilalanina (Esquema 4.4). Para ello se utilizo el
agente reductor borohidruro de litio (LiBH4), cloruro de trimetilsilano (TMSCI) como
agente activante y THF anhidro como disolvente. La reaccion se llevd a cabo a
temperatura ambiente, bajo atmdsfera de nitrégeno. De ésta manera se obtuvo el
producto 3 con excelente rendimiento. A continuacion se presentan los resultados
obtenidos de los experimentos de RMN (*H- y COSY), mediante los cuales se

confirmo la estructura propuesta del producto obtenido (Figuras 4.6 y 4.7).
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COOH CH,OH
LiBH, / TMSCI

-

NH2 THF / N2/Tamb NH2

92%
L-fenilalanina L-fenilalaninol 3

Esquema 4.4 Sintesis de L-fenilalaninol.
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Figura 4.6 Espectro de 'H-RMN obtenido para L-fenilalaninol en CDCls.

En el espectro de 'H-RMN se observan claramente las sefiales correspondientes a
los distintos tipos de protones presentes en la molécula (Figura 4.6). La correcta
asignacion de las sefales de protones fue realizada mediante la ayuda del
experimento de correlacion protdén-proton (COSY). En el mismo (Figura 4.7) se
puede observar claramente la correlacion del proton unido al carbono quiral (Hc) con
otros cuatro tipo de protones (Hb, Hb’, He y He’) que se encuentran en su entorno
inmediato. Los protones Hb y Hb’, He y He’ son dos pares de nucleos que presentan
iguales conectividades (topologia) en la molécula, pero al no ser intercambiables
mediante operaciones de simetria resultan no equivalentes, a éste tipo de protones
se los denomina diasterotépicos. Los mismos tienen la particularidad de que a pesar
de que son protones metilénicos (-CHz-), presentan una sefial de H-RMN diferente
para cada uno de ellos. Este efecto es debido al estar unidos a un atomo de carbono

que se encuentra unido a un carbono quiral, asi sus entornos quimicos se ven
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afectados en promedio de forma diferente en consecuencia de la libre rotacion del
enlace o entre ambos carbonos. Ademas se puede observar la correlacién entre los
protones Hb y Hb’ y la correlacion entre He y He’, confirmando su naturaleza

diasterotépica.3®

Hbo Hb' Hc He' He Ha, Hb

Ha, Hb —2.00

He' -
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Figura 4.7 Region ampliada del espectro COSY en CDClIs obtenido para L-fenilalaninol.
4.4.2 Sintesis de Boc-L-fenilalaninol

Debido a que los grupos amino libres presentan una reactividad considerable para
dar varios tipos de reacciones como sustituciones, polimerizaciones y oxidaciones,
entre otras, se procedio a proteger el grupo funcional mencionado del compuesto 3
con di-ter-butildicarbonato (Boc20). Para ello de utilizd6 una técnica alternativa a la
utilizada en el seguimiento de la ruta sintética propuesta, publicada previamente.3®
La modificacion propuesta presenta las caracteristicas de ser novedosa y amigable
con el medio ambiente, ya que la misma se llevaria a cabo muy rapidamente a
temperatura ambiente y con agua como disolvente. En particular, el agua interviene
en el mecanismo de la reaccibn aumentando la electrofilia del grupo carbonilo del
Boc20 (Esquema 4.6). De esta forma resulta mas susceptible al ataque nucleofilico
por parte del grupo amino del compuesto 3, aumentando de esta manera la
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velocidad de la reaccion.?’” Finalmente el producto 4 precipita y es aislado con
facilidad por filtracion, lo cual representa una gran ventaja debido a la simpleza y
rapidez del procesamiento de la reaccién. Por medio de éste procedimiento se

obtuvo el producto 4 con un rendimiento de 70%.

CH,0OH o CH,OH
OJLO O
NHBoc
Disolvente / T amb.

L-fenilalaninol Boc-L-fenilalaninol

Esquema 4.5 Sintesis de Boc-L-fenilalaninol.

o
IH\
Sl [ -
A
H,N—R
3
H\
/(?
j , co,
HN—R
4 H,O

Esquema 4.6 Mecanismo de reaccién. Se muestra de forma genérica el rol dual de activacion del
agua durante la reaccién de proteccion de aminas con Boc20. Adaptado de referencia 37.

Por otra parte, se ensayd la misma reaccion, con la diferencia de que se utilizd
cloroformo como disolvente, segun la técnica mediante la cual se planted la ruta
sintética principal.®® Se determind que ésta técnica presenta grandes desventajas
respecto a la técnica que utiliza agua como disolvente, entre ellas que necesita de
mucho mas tiempo para reaccionar (12 horas vs aproximadamente 15 minutos en
agua).®” Ademas posee un procesamiento mucho mas complejo que incluye lavados
con una solucién &cida, seguida de una alcalina, y finalmente una solucién salina,
mediante lo cual se obtiene un producto que debe ser posteriormente purificado por
recristalizacién. Por ultimo cabe destacar que el rendimiento obtenido (39%) fue muy
inferior respecto a la técnica en condiciones amigables con el medio ambiente. En la
Figura 4.8 se muestra el espectro de masa del Boc-L-fenilalaninol 4, obtenido para la

caracterizacion de dicho compuesto. En el espectro se observa tanto la presencia
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del ion molecular (M™+ H=252 Da) como de fragmentos caracteristicos con la
estructura propuesta. Cabe destacar entre los fragmentos obtenidos por la pérdida
de los grupos Boc (100Da) y ter-buteno (56Da) y la formacion del radical bencilo
(91Da). Este patron de fragmentacion es tipico de una molécula que posee un grupo

protector Boc y un sustituyente bencilo en su estructura.
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Figura 4.8 Espectro masa-masa del derivado Boc-L-fenilalaninol 4.

En la Figura 4.9 se muestra el espectro infrarrojo obtenido para el compuesto 4. En
el mismo, se puede observar una banda ancha de fuerte intensidad en 3360 cm™
que se corresponde con la frecuencia de estiramiento del enlace oxigeno-hidrégeno
del grupo funcional alcohol. Si se compara con el espectro de IR del reactivo de
partida para ésta reaccion (compuesto 3), se pueden observar 2 bandas de fuerte
intensidad en 3360 y 3295 cm y una banda de intensidad también fuerte en 1580
cm? (Figura 4.10). Las mismas son caracteristicas de grupos amino libres (-NH2),
correspondiéndose las dos primeras con la frecuencia de estiramiento del enlace
nitrdgeno-hidrégeno (N-H) y la ultima con la frecuencia de deformacion en el plano
de dicho enlace. Lo que indica que el grupo funcional amino no se encuentra libre en
el compuesto 4 debido a la desaparicion de éstas bandas en el espectro de IR. Esto

concuerda con la proteccion del grupo funcional amino con Boc, donde éste se
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transforma en un grupo funcional carbamato. Ademas, la presencia del grupo
funcional carbamato en 4 se puede confirmar debido a la presencia de una banda de
fuerte intensidad en 1685 cm™. La misma se corresponde con la frecuencia de
estiramiento del doble enlace carbono-oxigeno (C=0), presente en el grupo
funcional carbamato. Este ultimo grupo funcional no se encuentra presente en 3, lo
que concuerda con la ausencia de la banda mencionada en su espectro (Figuras 4.9
y 4.10).

CH,0H
40 @/\r
N 0
W Y

(o}

0]
vest (O-H) 0 vdef(N-H)

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Figura 4.9 Espectro infrarrojo correspondiente al compuesto 4.
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Figura 4.10 Espectro infrarrojo correspondiente al compuesto 3.

4.4.3 Sintesis de lodoetil carbamato 5

Con el fin de obtener el producto 5 (Esquema 4.7) se ensayaron diferentes
condiciones de yodacion las que se resumen en la Tabla 4.3. La sustitucién del
grupo alcohol por iodo se realiz6 mediante tanto el uso de trifenilfosfina soportada
(resina, soportada en matriz polimérica hidrofébica) como en solucion, en presencia
de imidazol e iodo molecular. Esta reaccién consistio en el agregado inicial del iodo
molecular a una solucion de trifenilfosfina (soportada en matriz polimérica o en
solucion) e imidazol en diclorometano, de manera de formar un complejo
intermediario mas reactivo para la reaccion con el alcohol 4 (Esquema 4.7). De esta
manera, la formacion inicial del complejo trifenilfosfina-imidazol-iodo representado en
el Esquema 4.8, permite la reaccion del alcohol con la trifenilfosfina dejando ioduro
libre para la posterior yodacion facilitada por la alta energia de formacion del éxido
de trifenilfosfina.

Siguiendo la técnica utilizada previamente descripta, segun la ruta sintética principal,
se ensayaron dos condiciones de reaccion, entradas a y b.% La diferencia entre ellas
radica en que para b se utilizaron el doble de equivalentes de reactivos que para a.

Para éstos ensayos se utilizd una resina de trifenilfosfina, lo cual representa una
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gran ventaja a la hora del procesado de la reaccion, ya que el producto de la
reaccion se desprende de la resina y la misma puede ser filtrada. Esto implica que la
trifenilfosfina no quede en solucion, facilitando de ésta forma el procesado de la
reaccion, y la posterior purificacion del producto de interés a través de una corta

columna cromatogréfica.

CH,OH Trifenilfosfina CH,l
Imidazol
lodo
NHB >
4 oc CH,Cl, NHBoc

5
Condiciones

Boc-L-fenilalaninol lodoetil carbamato

Esquema 4.7 Sintesis de lodoetil carbamato 5.

/\OH
R

4

l—— |"-—'
PPh NVNH.. ’ e Bl ) .
3 N N—PPHs | O—PPhy 5
3 2 3 3
- N VAR N
Imidazol PPH,=0

intermedio de reaccion

Esquema 4.8 Mecanismo propuesto para la formacién del lodoetil carbamato 5.

Por otra parte, la resina posee las desventajas de tener un elevado costo, y que ésta
debe ser utilizada en exceso (2.2 equivalentes) respecto al reactivo de partida 4.
Ademas, el uso de resina implica tiempos de reaccion mas largos y se hace
necesario el calentamiento a reflujo del disolvente, lo que se traduce en un gasto de
energia. Estos motivos nos llevaron a buscar una alternativa a la hora de realizar un
escalado de la reaccion. Para ello se ensayaron tres condiciones de reaccion
utilizando una trifenilfosfina comercial, la cual posee un costo mucho menor al de la
resina. La primera de éstas (entrada ¢ Tabla 4.3), implica el ensayo de las mismas
condiciones que la técnica utilizada para seguir la ruta sintética principal, a diferencia
de que se utiliza trifenilfosfina comercial en disoluciébn como reactivo.®® Esta
condicion presento la ventaja de tener un tiempo de reaccién menor (seguimiento
por TLC del consumo del reactivo 4) y en la cual se observé que el proceso de

purificacion del producto de interés, no varia en su complejidad.

43



Ante estos resultados, se probo bajo condiciones similares una nueva reaccion, en la
cual cuando se llevo a cabo la reaccion a T. amb., y se obtuvo el producto de interés
con un moderado rendimiento. Dado este resultado, por Gltimo como se muestra en
la entrada e (Tabla 4.3), se realiz6 una reaccién con trifenilfosfina libre, a
temperatura ambiente, pero disminuyendo los equivalentes de tal forma que solo
representen una estequiometria de casi uno a uno con el reactivo de partida. Bajo
estas condiciones, se observo que la reaccion se completa muy rapidamente y se
obtiene el producto de interés con un buen rendimiento. Por todo lo anteriormente
mencionado, se puede determinar que las mejores condiciones de reaccion,

teniendo en cuenta el costo, tiempo y rendimiento, son las que se presentan en la

entrada e de la Tabla 4.3.

Entrada PPhs I2 Imidazol Temperatura Tiempo Rendimiento
(equiv.) (equiv.) (equiv.) (min) (%)
a 2.2 2.2 2.4 Reflujo 90 92
(Resina)
b 4.4 4.4 4.8 Reflujo 180 26
(Resina)
€ 2.2 2.2 24 Reflujo 30 81
(Comercial)*
d 2.2 2.2 24 Ambiente 30 51
(Comercial)*
e 1.1 11 1.2 Ambiente 15 79
(Comercial)*

Tabla 4.3 condiciones de reaccién ensayadas. (*) Indica que la reacciéon se llevd a cabo bajo
atmosfera de nitrégeno. Los equivalentes se expresan respecto a 1 equivalente de reactivo (4) para
todas las entradas.

4.4 .4 Sintesis de Boc-L-anfetamina 6

Con el fin de obtener el producto 6, se realiz6 una reduccion del derivado iodado 5
utilizando N-selectride como agente reductor (Esquema 4.9). Bajo las condiciones de
reaccion ensayadas se obtuvo el derivado 6 con un excelente rendimiento. Este
paso tiene la especial importancia de que se obtiene un grupo metilo (-CHz),
habiendo partido de un grupo funcional &acido carboxilico (-COOH) en la L-

fenilalanina.
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De ésta forma se obtiene un precursor de L-anfetamina de forma
enantioméricamente pura, ya que se mantiene la configuracion espacial del carbono
quiral durante todo el proceso sintético.3® Esto es de especial interés respecto a las

propiedades biologicas del producto final de la ruta sintética, L-deuterodeprenil.

CH,l CHs
N-Selectride
NHBoc THF / N, / 5°C NHBoc
5 93% 6

Esquema 4.9 Sintesis de Boc-L-anfetamina.

4.4.5 Sintesis de Boc-D-anfetamina 9

Con el objetivo de obtener un patrén para su comparacion con el derivado 6
mediante técnicas espectroscopicas y analiticas, se procedi6 a realizar una
proteccion del grupo amino de la D-anfetamina comercial con Boc:O (Esquema
4.10). Ya que el producto de ésta reaccion (9) es la imagen especular (enantiomero)
del compuesto 6, los mismos presentaran propiedades fisicoquimicas idénticas. De
ésta forma, es posible su comparacién tanto por TLC, HPLC vy técnicas
espectroscopicas. Para la obtencion de 9, se utilizé la técnica ya descrita para la
proteccion del compuesto 3 (ver apartado 4.4.2), con la diferencia de que se agrego
bicarbonato de sodio con el fin de desprotonar la D-anfetamina bajo la forma quimica
de hemisulfato.®” De ésta manera se obtuvo el derivado 9 con un rendimiento de
57%. Cabe destacar que los resultados espectroscopicos obtenidos fueron
comparados con los que se obtuvieron para el compuesto 6, encontrandose una

perfecta coincidencia entre los mismos.

O O
CHs >|\OJ\OJ\OJ<

CHj,
O/\I:I_Tﬂ{ o mBoc
H,O / NaHCO, / T amb.

1/2 SO, 9

D-anfetamina Boc-D-anfetamina

Esquema 4.10 Sintesis de Boc-D-anfetamina.
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4.4.6 Sintesis de Tosilato de 1,1-dideuteropropargilo

Una vez obtenido el intermedio clave 6, el siguiente paso involucraria la
desproteccion del grupo Boc en presencia de TFA y posterior N-alquilacién con un
derivado que incorpore la funcionalidad 1,1-dideuteropropargilo para obtener el L-
nordeuterodeprenil 7 (Esquema 4.2). En este contexto, se planted la obtencion del
Tosilato de 1,1-Dideuteropropargilo a partir de propiolato de metilo comercial,
mediante dos pasos de reaccion descriptos previamente, segun se muestra en el
Esquema 4.11.38 39 E| primer paso de la ruta de sintesis, basado en la reduccion del
grupo funcional éster del propiolato de metilo, fue efectuado con éxito para
obtenerse el correspondiente alcohol dideuterado 10. Para llevar a cabo ésta
reaccion se utilizd LiAID4a como agente reductor, con el fin de introducir los dos
atomos de deuterio en la molécula en la posicion adecuada. El segundo paso
consistié en la activacion del grupo hidroxilo mediante una reaccion de tosilacion,
con el fin de obtener el producto 11. El mismo presenta las ventajas de poseer un
buen grupo saliente (OTs) y grupo cromoforo, lo que permite un adecuado
seguimiento en la reaccion mediante cromatografia en capa fina. Luego de estos dos

pasos de reaccion se obtuvo el compuesto 11 con un rendimiento global del 29%.

D D
Q LIAID, D p-TsCl D
OTs
OCH OH
V4 s ELO Vi Et,0 / KOH V4
-45°C
10 -10°C-T.amb 11
Propiolato de metilo Alcohol Tosilato de
1,1-dideuteropropargilico 1,1-dideuteropropargilo

Esquema 4.11 Ruta para la sintesis de Tosilato de 1,1-Dideuteropropargilo.

4.4.7 Sintesis de L-nordeuterodeprenil

Finalmente, mediante dos pasos de reaccion se realizé la sintesis del L-
nordeuterodeprenil (7), precursor del radiotrazador [*!C]L-deuterodeprenil (Esquema
4.12). Para ello, primero se realiz6 la desproteccion (eliminacion del grupo Boc) del
compuesto 6 con acido trifluoroacético. De ésta manera se obtendria una sal en

forma de trifluoroacetato de L-anfetamina. Seguidamente se procedio a realizar una
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reaccion de N-alquilacion con tosilato de 1,1-dideuteropropargilo sobre de la amina
obtenida en el paso anterior en presencia de K2CO3z como base. De esta forma se
obtuvo uno de los productos de principal interés del presente trabajo, L-
nordeuterodeprenil, con un rendimiento global de 20%. Experimentos de RMN (*H-,
COSY, HSQC y HMBC), IR y EM confirmaron la estructura propuesta del producto
obtenido. En el espectro de *H-RMN mostrado en la Figura 4.11 se observan
claramente las sefiales correspondientes a los distintos tipos de protones presentes
en la molécula. En comparacion con el espectro obtenido para el derivado D-
nordeprenil (Figura 4.1) se evidencia claramente la ausencia de los protones
metilénicos dd’, en este caso por la presencia de los dos atomos de deuterio. El
restos de las sefiales practicamente presentan el mismo patron de desdoblamiento,

desplazamiento e integracion.

CHs CH,
i) TFA/CH,CI,/ T amb./ 1h

Py
'

NHBoc HN
i) K,CO3/DMF /T amb./ 24h é
6 X OTs 7 D
\< !
p D 11

Esquema 4.11 Sintesis de L-nordeuterodeprenil.
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Figura 4.11 Regiones ampliadas del espectro de 'H-RMN obtenido para L-nordeuterodeprenil en
CDCla.
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4.5 Ruta sintética alternativa para la obtencidon de precursores dirigidos a la
obtencion de L-deuterodeprenil.

Con el fin de obtener el precursor del radiofarmaco ['C]L-deuterodeprenil mediante
un proceso optimizado, se plante6 una nueva ruta de sintesis (Esquema 4.12). La
misma se basO en dos técnicas que describen recientemente la transformacion
directa de un grupo funcional &cido carboxilico (-COOH) en un grupo metilo (-CHs3),
mediante una reaccién de reduccion.*?4! Las mismas utilizan HSiEts como agente
reductor, B(CesFs)s como catalizador y CH2Cl2 como disolvente de reaccion. De ésta
manera seria posible la disminucion de un gran niumero de pasos de sintesis. Para
llevar esto a cabo, como se muestra en Esquema 4.12, se plante6 ensayar por un
lado la reduccién directa, a temperatura ambiente, del grupo acido carboxilico en la
L-fenilalanina. De ésta forma se obtendria L-anfetamina en una sola reaccién, lo que
implicaria una gran reduccién en el nimero de pasos respecto al esquema general

que se planteo inicialmente para la sintesis de L-nordeuterodeprenil (Esquema 4.2).
O

O
(a)
OR; OR,
—_—
N
PERRN N
H R N
2 H R,
R4=H, Ry=H (b) ) Ry=H, R,=Boc (12)
(L-fenilalanina) R,=Me, R,=Boc (13), 97%
R,=Me, R,=H.HCI :
(L-fenilalanina metil éster) ) Y
a = Boc,0 / H,O / NaHCO;3
b = HSiEt; / B(CgF5)3/ CH,CI
3/ B(CeFs)3 20l N R,=Boc (6)
H Ry R,=H (L-anfetamina)

Esquema 4.12 Ruta sintética alternativa dirigida a la obtencién de precursores para la obtencién del
radiotrazador ['C]L-deuterodeprenil.

Inicialmente, siguiendo el procedimiento planteado en las técnicas mencionadas
(condicién b, Esquema 4.12) no se pudo obtener la L-anfetamina utilizando L-
fenilalaniana como reactivo de partida. Probablemente este resultado sea debido a
la presencia del grupo funcional amino en el reactivo de partida, el cual no se
encontraba presente en los compuestos que reaccionaron de manera satisfactoria
siguiendo los procedimientos de las técnicas consultadas.

En este contexto, se planted una ruta sintética en 2 pasos, en la cual primero se
ensayo la proteccion del grupo amino de los reactivos de partida L-fenilalanina y L-
fenilalanina metil éster, mediante el empleo del grupo Boc, productos 12 y 13
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respectivamente (condicion a, Esquema 4.12).3’ Bajo esta condicion se pudo
obtener de forma satisfactoria el producto 13 con un excelente rendimiento (97%).
No fue posible obtener el producto 12, ya que el reactivo de partida (L-fenilalanina)
no reacciono bajo las condiciones ensayadas. Finalmente se ensay0 la reduccion del
grupo metiléster en 13 (condicion b, Esquema 4.12) con el fin de obtener la Boc-L-
anfetamina 6. Las condiciones de reduccion utilizadas no brindaron resultados
satisfactorios respecto la obtencion del producto 6. Por ultimo, restaria ensayar la
reduccion directa del grupo éster de L-fenilalanina metil éster comercial disponible
en el laboratorio, a un grupo metilo, con el fin de obtener L-anfetamina siguiendo las

técnicas de reduccién mencionadas.

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

e En el presente trabajo se llevd a cabo el aprendizaje, desarrollo y
optimizacién de metodologias en sintesis organica dirigidas a la obtencion de
alfa-metilaminas enantioméricamente puras como precursores quimicos a
utilizar en la obtencién de radiofarmacos PET con potencial uso en el
diagndstico de patologias inflamatorias y del sistema nervioso central.

e Se sintetizaron los precursores organicos D-nordeprenil 1 y L-
nordeuterodeprenil 7 para ser marcados con 'C con el fin de obtener los

radiofarmacos [**C]D-deprenil y [*1C]L-deuterodeprenil, respectivamente.

e Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados utilizando técnicas
espectroscopicas tales como 'H-RMN, C-RMN, COSY, RMN heteronuclear
(HSQC y HMBC), IR y espectrometria de masas.

e Se llevo a cabo un aprendizaje en la marcacion con el radionucleido emisor
de positrones carbono-11, lo cual permitid6 la sintesis eficiente del
radiofarmaco [*C]D-deprenil mediante metodologia de 'C-metilacion
nucleofilica de su precursor en mbdulos automatizados de sintesis
TRACERIab™ FX C Pro (General Electric). Para ello se ensayaron diferentes

condiciones, variando la naturaleza de la base, agente metilante y forma
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guimica del precursor. Se encontr6 que las mejores condiciones para la
marcacion teniendo en cuenta los valores de rendimiento radioquimico y
pureza radioquimica, fueron cuando se utilizé [**C]MeOTf como agente
metilante y el precursor bajo la forma quimica de base libre, no siendo

necesaria la utilizacion de una base en dichas condiciones.

Los productos marcados con *'C fueron caracterizados por comparacion del
tiempo de retencion de estandares no radioactivo mediante HPLC equipado
con un detector de arreglo de diodos y de rayos gamma.

5.2 Perspectivas

Teniendo en cuenta los resultados expuestos en éste trabajo, seria
interesante ensayar diferentes condiciones de marcacién con !C del
precursor L-nordeuterodeprenil 7 bajo la forma de base libre para la obtencion

del radiofarmaco [*C]L-deuterodeprenil.

Mediante la técnica de reduccion directa presentada en el apartado 4.5,
restaria ensayar si es posible la transformaciéon de Boc-L-fenilalanina y L-
fenilalanina metil éster en Boc-L-anfetamina y L-anfetamina, respectivamente,

en un solo paso.

0}
CH
OR; HSIEt; / B(CgFs)s 3
N Condiciones ” N
<N N
H R -Disolvente H R
-Temperatura
R{=H, R,=Boc R,=Boc (Boc-L-anfetamina, 6)
(Boc-L-fenilalanina)
R{=Me, Ry=H.HCI R,=H (L-anfetamina)

(L-fenilalanina metil éster)

Las reacciones para la obtencion de los compuestos 7, 10 y 11 podrian ser

optimizadas con el fin de aumentar sus rendimientos.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Consideraciones generales

A continuacién se describird el proceso de obtencion de los diferentes compuestos,
asi como su caracterizacion mediante andlisis espectroscopico. Ademas se
describira el proceso de marcado con carbono-11 del precursor D-nordeprenil en los

modulos de sintesis del CUDIM.

Los reactivos y disolventes utilizados fueron adquiridos de empresas comerciales y
utilizados sin purificacion previa. THF, CH2Cl2 y Et2O anhidros fueron purificados y
secados, previos a su utilizacidbn por métodos convencionales en el Laboratorio de

Quimica Orgénica, Facultad de Quimica, UdelaR.

El avance de las reacciones y la pureza de los productos se examinaron por CCF.
Para ello se utilizaron placas de silicagel con indicador fluorescente sobre soporte de
aluminio. Las placas se revelaron por alguno de los siguientes métodos:

e exposicion a la luz ultravioleta a 254nm

¢ Ninhidrina 2% en etanol y posterior calentamiento.

e exposicion a vapores de yodo.

e Anisaldehido 1% y H2SOa4 4% en etanol y posterior calentamiento.

Para las CC se utiliz6 silica gel 60 (tamafio 0,04-0,063 mm, Macherey-Nagel)
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Los espectros de *H-RMN y de 3C-RMN se realizan en un equipo Bruker DPX 400
(400 MHz y 100 MHz, respectivamente) utilizando los disolventes indicados en cada
caso y TMS como estandar interno. Los valores de desplazamiento quimico son
descritos en unidades de & (ppm) y las multiplicidades segun: s: singulete; d:
doblete; dd: doblete de doblete; t: triplete; c: cuarteto; g: quinteto; m: multiplete; sa:
seflal ancha. La caracterizacion completa se realiza con la combinacion de
experimentos COSY, HSQC y HMBC.

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron utilizando un equipo Shimadzu IR Affinity-1
(Fourier Transform Infrared Spectrophotometer). Se prepararon comprimidos de 1%

(m/m) del compuesto de interés en KBr, para llevar a cabo el analisis de los mismos.

Los espectros de masa se obtuvieron en un equipo Shimadzu DI-2010 en la
modalidad impacto electrénico o en un equipo Applied Biosystem APl 2000 en la

modalidad electro spray.

6.2 Sintesis de compuestos organicos

(S)-N-propargil-1-fenilpropan-2-amina (D-nordeprenil 1): Técnica general.

En un balén apropiado, bajo atmosfera de nitrégeno, se coloca D-anfetamina (200
mg, 1.08 mmol), luego se agregan 10 mL del disolvente elegido y seguidamente la
base elegida (2.16 mmol). Se deja agitar esta mezcla unos 5 a 10 minutos con
pastilla magnética a temperatura ambiente. Seguidamente se agregan 0.0385 mL de
bromuro de propargilo 80% en tolueno (1.08 mmol) y se sigue la reaccion a
temperatura ambiente por CCF. Posteriormente la mezcla de reaccion se diluye en
25 mL de agua y se realizan extracciones con Et2O (5 x 10 mL). La capa etérea se
seca con NaxSOqs, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. El crudo
obtenido se purifica por cromatografia en columna (SiO:2 flash, Hexanos: Acetato de
etilo 7:3) para dar 1 como un aceite incoloro (Rendimientos, ver Seccion 4.2.1, Tabla
4.1). *H-RMN (CDCI3) d (ppm): 7.34 — 7.31 (m, 2H, Hi), 7.26 — 7.22 (m, 3H, Hj, Hk),
3.52(dd,J=2.4Hz,J=17.2Hz, 1H,He o He’), 3.45(dd, J=2.4,)J=17.2,1H, He o
He’), 3.23 — 3.15 (m, 1H, Hc), 2.76 (dd, J = 7.2 Hz, J = 13.6 Hz, 1H, Hb o Hb’), 2.69
(dd, J = 6.8 Hz, J = 13.2 Hz, 1H, Hb o Hb’), 2.21 (t, J = 2.4 Hz, 1H, Ha), 1.51 (sa, 1H,
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Hf), 1.09 (d, J = 6.0 Hz, 3H, Hd). 3C-RMN (CDCls) & (ppm): 19.6, 35.5, 42.9, 53.5,
71.1, 82.0, 125.8, 128.5, 128.9, 139.8 EM (IE, 70eV): m/z (%) = 173 (M*, 0.2), 149
(7), 91 (9), 82 (100).

(S)-N-metil-N-propargil-1-fenilpropan-2-amina (D-deprenil 2): En un balén bajo
atmoésfera inerte (N2) se agrega D-nordeprenil (1, 97.1 mg, 0.56 mmol) y K2.COs (78.7
mg, 0.56 mmol) en DMF (7 mL). Se deja agitar la solucion a temperatura ambiente
por 5 minutos. Transcurrido el tiempo mencionado, se agregan 0.035 mL de CHzsl
(0.56 mmol) y la reaccion se sigue a temperatura ambiente por CCF. Posteriormente
la mezcla de reaccién se diluye en 25 mL de agua y se realizan extracciones con
Et2O (5 x 10 mL). La capa organica se seca con Na2SOs, se filtra y se evapora el
disolvente a presion reducida.

El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna (SiO:z flash, Hexanos:
Acetato de etilo 7:3) obteniéndose 2 como un aceite amarillento con un rendimiento
de 66%. 'H-RMN (CDCl3) & (ppm): 7.32 — 7.28 (m, 2H, Hi), 7.24 — 7.19 (m, 3H, Hi,
Hk), 3.46 (d, J = 2.4 Hz, 2H, Hb, Hb’), 3.09 (dd, J = 4 Hz, J = 12.8 Hz, 1H, He), 3.03
—2.96 (m, 1H, Hf), 2.45 (s, 3H, Hc), 2.44 (dd, J = 10 Hz, J = 12.8 Hz, 1H, He), 2.27
(t, J = 2.4, 1H, Ha), 1.00 (d, J = 6.4 Hz, 3H, Hd). *3C-RMN (CDClz) & (ppm): 18.7,
37.1, 39.5, 42.5, 59.3, 71.8, 80.1, 125.3, 128.1, 128.9, 140.3. EM (IE, 70eV): m/z (%)
=187 (M*, 0.2), 149 (1.5), 96 (100.0), 91 (8.0), 70 (4.5), 56 (18.0).
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L-fenilalaninol 3: En un bal6n sumergido en un bafio de agua/hielo se agrega una
solucién de LiBH4 265 mg (12,12mmol) en 6 mL de THF seco y seguidamente se
agrega TMSCI (3.08 mL, 48.48 mmol). Se retira el bafio de agua/hielo y se deja
agitar la solucion a temperatura ambiente por 15 minutos. Luego de transcurrido el
tiempo mencionado, la reaccion se vuelve a enfriar mediante bafio de agua/hielo y
se le agrega L-fenilalanina (1 g, 6.06 mmol). La reaccion se deja bajo agitacion hasta
el otro dia. A continuacion, la reaccion se lleva a bafio de agua/hielo y se agregan
gota a gota 9.0 mL de MeOH, seguidamente se agregan de la misma manera 5.0 mL
de NaOH 2.5 M. Se evapora a presion reducida el MeOH y se extrae el residuo con
CHCIs (5 x 5 mL). Se juntan las extracciones, se secan con Na:SOa4, se filtra y se
evapora el disolvente a presion reducida. De ésta manera se obtiene 3 como un
s6lido blanco (R: 92%). *H-RMN (CDCls) & (ppm): 7.35 — 7.31 (m, 2H, Hi), 7.27 -
7.21 (m, 3H, Hj, Hk), 3.68 (dd, J =4 Hz , J = 10.4 Hz 1H, Hb), 3.44 (dd, J=7.2 Hz, J
=10.8 Hz, 1H, Hb), 3.18 — 3.12 (m, 1H, Hc), 2.84 (dd, J = 5.6 Hz, J = 13.6, 1H, He),
2.59 (dd, J = 8.8 Hz, J = 13.6 Hz, 1H, He), 2.02 (sa, 2H, Ha, Hd). IR (KBr, cm):
3360 y 3295 Ves (N-H), 1580 vdet (N-H). ves EM (IE, 70eV): m/z (%) = 151 (M*), 120
(M* — 31, CH20H), 103 (120 — NHs), 91 (radical bencilo), 77 (91 — CH2), 60
(CHNH2CH20H).

N-t-Boc-L-fenilalaninol 4: para su obtencion se utilizaron dos metodologias.

i) A un balén sumergido en bafio de agua/hielo, se agrega una solucion de 520 mg
(3.44 mmol) de 3 en 10 mL de CHCIs. Posteriormente se afiaden 574 mg (3.78
mmol) de Boc20 y se agita la solucion durante 30 minutos a 0°C. Seguidamente se
retira la solucion del bafio de agua/hielo y se deja agitando a temperatura ambiente
hasta el siguiente dia. Luego de transcurrido éste tiempo, se realizan 3 lavados de la
solucion, primero con 5 mL de acido fosférico 20%, seguido de 5 mL de una solucién

saturada de NaHCOs y por ultimo se lava con 5 mL de una solucion saturada de
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NaCl. A continuacion la fase orgénica se seca con Na2SOs, se filtra y se evapora a
presion reducida. De ésta manera se obtiene un solido amarillento que se recristaliza
en una mezcla de hexanos: Acetato de etilo 95:5, para obtenerse el producto 4 con

39% de rendimiento.

ii) En un balon se agregan 1.944 g (12.88 mmol) del compuesto 3, 13 mL de agua y
por ultimo 2.15 g (14.16 mmol) de Boc20. La reaccion se agita por aproximadamente
20 minutos a temperatura ambiente hasta observarse la aparicion de un precipitado
blanco. El mismo se filtra y se lava con una pequefia cantidad de agua fria. De ésta
forma se obtiene el producto 4 con un rendimiento de 70%.

'H-RMN (CDCI3) d (ppm): 7.35 — 7.31 (m, 2H, Hi), 7.27 — 7.23 (m, 3H, Hj, Hk), 4.76
(sa, 1H, Hd), 3.89 (sa, 1H, Hc), 3.72 — 3.67 (m, 1H, Hb), 3.60 — 3.55 (m, 1H, Hb),
2.87 (d, J =7.2 Hz, 2H, He, He’), 2.38 (sa, 1H, Ha), 1.44 (sa, 9H, Hf). IR (KBr, cm™?):
3360 Ves (O-H), 1685 ves (C=0), 1525 vdet (N-H). EM-EM (Turbo Spray): m/z (%) =
252 (M* + H), 235 (M* — OH), 196 (M*- — terbuteno), 152 (M* - Boc), 91 (Radical

bencilo).

Hj

N
/ CH,f
O%CHJ
Hj

CH,f

Hk

ter-Butil-(1S)-1-bencil-2-iodoetil carbamato 5: En un balén apropiado sumergido en
bafio de agua/hielo se agrega segun las condiciones mostradas en la Tabla 4.3:
trifenilfosfina (como resina 2.2 equiv o comercial 1.1 equiv), CH2Cl2 (13 mL/mmol) I2
(2,2 equiv. cuando se utiliza PPhs resina o 1.1 equiv en PPhs comercial) e imidazol
(2,4 equiv. cuando se utiliza PPhs resina o 1.2 equiv en PPhs comercial). Se deja
alcanzar la temperatura ambiente. En caso que se utilizarse resina de PPhs, los
reactivos se mezclan a dicha temperatura mediante agitacion orbital por unos 30
minutos. Por otro lado, si el reactivo que se utiliza es trifenilfosfina comercial la
reaccion se lleva a cabo bajo atmosfera de nitrogeno, utilizando agitacion magnética
y se procede directamente al siguiente paso (sin tiempo adicional de agitacion). A
continuacion, se agrega gota a gota una solucién de 4 en CH2Cl2 y segun las

condiciones se calienta a reflujo la solucion o se deja transcurrir la reaccion a
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temperatura ambiente. Luego de transcurrido el tiempo segun la condicion, como se
muestra en la Tabla 4.3 (Seccion 4.4.3), la mezcla se deja alcanzar T.amb (si se
calentd a reflujo) y se filtra (en el caso de que se haya utilizado la resina). La
solucion (o el filtrado) se lava con una solucién diluida de Na2S203y agua, se seca
con Na2SO4 y se evapora el disolvente a presion reducida hasta obtenerse un sélido
blanco. El crudo se purifica por CC (SiO2 flash, Hexanos:Acetato de etilo 9:1)
rindiendo 5 como cristales blancos. Solo para las condiciones de la entrada e (Tabla
4.3) se realizd una recristalizacion en hexano caliente para rendir el producto 5 como
cristales blancos con forma de agujas. Los rendimientos se muestran en la Tabla 4.3
(seccion 4.4.3).

'H-RMN (CDCI3) & (ppm): 7.35 — 7.32 (m, 2H, Hi), 7.29 - 7.25 (m, 3H, Hj, HK), 4.72
(d, J = 7.2 Hz, 1H, Hd), 3.62 (sa, 1H, Hc), 3.44 (dd, J = 3.6 Hz, J = 10 Hz, 1H, Hb),
3.20 (dd, J = 4 Hz, J = 10 Hz, 1H, Hb), 2.96 (dd, J = 5.6 Hz, J = 13.2 Hz, 1H, He),
2.82 (dd, J = 8.4 Hz, J = 13.6 Hz, 1H, He), 1.46 (s, 9H, Hf). IR (KBr, cm™): 3350 Ves
(O-H), 1690 ves (C=0), 1525 vdef (N-H). EM (IE, 70eV): m/z (%) =361 (M*), 270 (M* —
radical bencilo), 214 (270 - terbuteno), 91 (radical bencilo), 57 (*C(CHz3)3).

ter-Butil-(1R)-1-metil-2-feniletil carbamato 6: En un balén adecuado, se coloca una
solucion de 1.53 g (4.24 mmol) de 5 en 32 ml de THF seco y se lleva a un bafio de
agua/hielo/NaCl, manteniéndose la temperatura entre -10 y -12°C. Seguidamente, se
agrega gota a gota con una jeringa 4.66 mL de una solucién 1M (4.66 mmol) de N-
selectride (en THF). La reaccion se deja transcurrir durante 90 minutos a 5°C. Se
monitorea por TLC la reaccion. Si no se observa la desaparicién del reactivo de
partida (5) una vez transcurrido el tiempo mencionado, se agrega % equivalente
(2.33 mL) de N-selectride. Se dejan transcurrir 30 minutos y se vuelve a monitorear.

Una vez que desaparece el reactivo de partida, se enfria la reaccion a 0°C y se
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agregan lentamente 4 mL de H20. Seguidamente se agrega gota a gota una
solucién compuesta de la combinacion de 45 mL de H20, 3 g de K2COs, y 23.4 mL
de H202 10%. La solucion se deja agitar a temperatura ambiente durante una hora.
Se evapora el THF a presion reducida. Se extrae el residuo con CH2Cl2 (4 x 15 mL),
se juntan las extracciones, se seca con Na2S0Oa4, se filtra y se evapora el disolvente a
presion reducida para obtener un sélido blanco. A continuacion, se purifica mediante
CC (SiOz2 flash, Hexanos: Acetato de etilo 9:1) para rendir el producto 6 como un

s6lido blanco cristalino con un rendimiento de 93%.

'H-RMN (DMSO0-d6) & (ppm): 7.29 — 7.25 (m, 2H, Hi), 7.20 — 7.16 (m, 3H, Hj, HKk),
6.79 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hd), 3.68 — 3.61 (m, 1H, Hc), 2.75 (dd, J = 7.2 Hz, J = 13.2
Hz, 1H, He), 2.58 (dd, J = 7.2 Hz, J = 13.2 Hz, 1H, He), 1.34 (sa, 9H), 1.00 (d, J =
6.4, 3H). IR (KBr, cm™): 3360 ves (O-H), 1687 ves (C=0), 1520 vder (N-H). EM-EM
(Turbo Spray): m/z (%) = 236 (M*- + H), 180 (M* — terbuteno), 119 (180 — NHs, OH,
COy2), 91 (radical bencilo).

N
/ CH,f
%CH:J

CHaf

ter-Butil-(1S)-1-metil-2-feniletil carbamato 9: En un balén se disuelven 92 mg (1.09
mmol) de NaHCO3z en 1 ml de H20 con agitacién por unos 2 minutos. A continuacion,
se agregan 100 mg (0.543 mmol) de D-anfetamina y se agita por otros 2 minutos.
Seguidamente se agregan 178 mg (0.815 mmol) de Boc20 y se deja reaccionar a
temperatura ambiente durante toda la noche. Una vez transcurrido éste tiempo, se
agregan 3 ml de H20 y se realizan extracciones con acetato de etilo (3 x 5 mL), se
juntan las extracciones y se secan con Na2SOs, se filtra y evapora el disolvente a
presién reducida. De ésta forma se obtiene un aceite el cual se purifica mediante CC
(SiOz2 flash, Hexanos:Acetato de etilo 9:1), para rendir el producto 9 como un soélido
blanco (R: 57%). 'H-RMN (DMSO-d6) d (ppm): 7.29 — 7.25 (m, 2H, Hi), 7.20 — 7.16
(m, 3H, Hj, HKk), 6.79 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hd), 3.68 — 3.61 (m, 1H, Hc), 2.75 (dd, J =
7.2 Hz, J = 13.2 Hz, 1H, He), 2.58 (dd, J = 7.2 Hz, J = 13.2 Hz, 1H, He), 1.34 (sa,
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9H), 1.00 (d, J = 6.4, 3H). IR (KBr, cm™): 3360 ves (O-H), 1687 ves (C=0), 1520 Vdef
(N-H).

Hi He  He'

Hj

o)
i \( CHaf
O%CHJ
Hj

CHyf

Hk

Alcohol 1,1-dideuteropropargilico®: Una soluciéon de 29 mL de LiAID4 1M en éter (29
mmol) fue enfriada a -50°C bajo atmoésfera de nitrdgeno en un balén adecuado.
Luego se agreg6 una solucion de propiolato de metilo (2.7 mL, 30.4 mmol) en éter
seco (25 mL) gota a gota por un periodo de 60 minutos bajo agitacion continua. La
mezcla fue posteriormente agitada por 90 minutos a -30°C y luego se dejo alcanzar
temperatura ambiente lentamente por un periodo de 3 horas. A continuacion la
solucion se dejo con agitacion hasta el dia siguiente a T. amb. Luego de transcurrido
dicho tiempo, la reaccion se detuvo mediante el agregado secuencial gota a gota de:
1.5 mL de H20, NaOH (0.11g en 0.75 mL de H20) y 1 mL de H20. El sélido obtenido
se lavo con éter (2 x 25 mL) y los lavados fueron recolectados. El liquido se seco
con MgSOs, se filtr6 y evapord el éter a presion reducida. De ésta manera se
obtienen 650 mg de un crudo que se utiliza en el siguiente paso sin purificacion
previa. tH-RMN (CDCIz) & (ppm): 3.40 (d, J = 4.4 Hz, 1H, Ha), 2.41 (s, 1H, Hb).
D D

aHO %

10 Hb

Tosilato de 1,1-dideuteropropargilo®: En un balén conveniente se disuelven 200 mg
del crudo obtenido previamente (10) en 8.5 mL de éter seco. Se agregan 680 mg
(3.57 mmol) de TsCly la reaccién se enfria a -10°C. A ésta solucién se le agrega 1g
(7.9 mmol) de KOH. Luego de ésta adicibn se deja alcanzar la temperatura
ambiente y se agita la mezcla por 2 horas. Una vez transcurrido dicho tiempo, la
mezcla se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida para obtener un aceite

amarillo. El crudo es purificado por cromatografia en columna (SiO2 flash, Hexanos:
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Acetato de etilo 9:1), obteniéndose el producto 11 con un rendimiento de 29% luego
de dos pasos de reaccion. *H-RMN (CDClz) & (ppm): 7.85 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Hc),
7.39 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Hd), 2.49 (sa, 1H, Ha), 2.48 (sa, 3H, Hb).

Hc

o\\s/o D 5
\O
\
bH;C Hc \

(R)-N-(1,1-dideuteropropargil)-1-fenilpropan-2-amina (L-nordeuterodeprenil 7). Se
prepara una mezcla de 117 mg (0.50 mmol) del compuesto 6 en 1 mL de CH2Cl2
bajo atmdsfera inerte (N2) y se deja agitando la soluciéon por unos pocos minutos.
Posteriormente se agregan 0.25 mL de TFA y la reaccién se deja a temperatura
ambiente por 2 horas. A continuacion se evapora el disolvente a presion reducida
obteniéndose un residuo de 124 mg. Seguidamente se disuelve el residuo
mencionado en 3 mL de DMF y se agregan 138 mg (0.5 mmol) de K2COs,
manteniendo con agitacion la solucién por unos pocos minutos. Seguidamente se
afiade una solucion de 110 mg (0.5 mmol) del compuesto 11 en 2.5 mL de DMF y se
deja reaccionar a temperatura ambiente hasta el dia siguiente. Una vez transcurrido
éste tiempo, se agregan 20 mL de H20 y se realizan extracciones con dietil éter (3 x
10 mL), se seca la capa etérea con Na2S0s, se filtra y evapora el disolvente a
presion reducida obteniéndose un aceite impuro. El aceite mencionado se purifica
mediante CC (SiO:2 flash, Hexanos:Acetato de etilo 9:1), para brindar el producto 7
con un rendimiento de 20%. *H-RMN (CDCI3) & (ppm): 7.35 — 7.30 (m, 2H, Hi), 7.26
—7.22 (m, 3H, Hi, Hk), 3.24 — 3.16 (m, 1H, Hc), 2.76 — 2.64 (m, 2H, He, He’), 2,19 (s,
1H, Hb), 1.65 (sa, 1H, Hd), 1.1 (d, J = 6.0 Hz, 3H, Ha). EM (IE, 70eV): m/z (%) = 175
(M*), 149 (M* — acetileno), 134 (149 — CHgs), 91 (radical bencilo), 84 (M* — radical
bencilo).
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N-t-Boc-L-fenilalanina metil éster: Una mezcla de 509 mg (6.06 mmol) de NaHCOs3 y
4 mL de H20, se coloca con agitacion por 2 a 3 minutos. Seguidamente se agregan
500 mg (3.03 mmol) de clorhidrato de L-fenilalanina metil y se deja agitar la solucion
por unos pocos minutos mas. Por dltimo se agregan 726 mg (3.33 mmol) de Boc20 y
se deja reaccionar bajo agitacion a temperatura ambiente por 20 minutos. Una vez
transcurrido éste tiempo, se agregan 5 ml de H20 y se realizan extracciones con
AcOEt (3 x 10 mL). Se juntan las extracciones, se secan con Na2S0a, se filtra y
evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose el producto 13 con un
rendimiento de 97%.

1H-RMN (CDCls) & (ppm): 7.34 - 7.26 (m, 3H, Hj, Hk), 7.16 — 7.14 (m, 2H, Hi), 4.99
(d, J = 6.4 Hz,1H, Hd), 4.64 (dd, J = 6.4 Hz, J=13.6 Hz, 1H, Hc), 3.74 (s, 3H, Ha),
3.17- 3.04 (m, 2H, He, He’), 1.44 (s, H9, Hf).

CHja

CHgb

CH3b
CHgb

13

6.3 Radiosintesis

Materiales

Todos los reactivos y disolventes fueron adquiridos comercialmente de Merck y
Sigma-Aldrich. Los mismos presentaban un grado de pureza analitica y fueron
utilizados, a menos que se especifique lo contrario, sin posterior purificacion. La
columna Sep-Pak C18 light y los filtros esterilizantes de 0.22 ym fueron adquiridos
comercialmente de Waters. La columna de HPLC semipreparativo fue una VP
250/10 mm Nucleosil 100-5 C18 Nautilus (Macgerey-Nagel). La columna del HPLC
analitico fue una EC 250/4.6 mm Nucleodur 100-5 C18ec (Macherey-Nagel).

Instrumentos
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El [*1C]COz2fue producido en un ciclotrén PETtrace ®16.5 MeV (GE Healthcare). Las
radiosintesis fue llevada a cabo utilizando un moédulo automatizado TRACERIab® FX
C PRO (GE Healthcare). Los analisis por HPLC fueron llevados a cabo utilizando un

equipo Shimadzu UFLC equipado con rearreglo de diodos y un detector gama.
Radiosintesis automatizada

En la Figura 6.1 se muestra un esquema del médulo automatizado de sintesis
TRACERIab FX C Pro utilizado para la produccién del [**C]DDE.

@ TRACERIab FX C Pro

Hydrogen Flow Rate )23

Ll W2 |[¥3 Sample
for
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Figura 6.1 Modulo automatizado de sintesis. Se muestra en la figura un esquema del maodulo
automatizado de sintesis TRACERIab FX C Pro, las tuberias y valvulas utilizadas para la sintesis de
[\1C]DDE.

Acondicionamiento del médulo de sintesis y pasos preliminares

Previamente a cualquier procedimiento de radiosintesis, los hornos y trampas fueron
calentados bajo una corriente de helio con el fin de deshacerse de la humedad y el
CO2 “frio” (**C y *3C). El horno con tamices moleculares de Niquel/shimalite fue

calentado a 150°C bajo corriente de helio (30 mL/min) por 5 minutos y luego
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calentado a 350°C bajo corriente de hidrégeno (40 mL/min) durante 10 minutos. La
trampa carbosphere de CHs fue calentada a 120°C durante 10-15 minutos bajo
corriente de helio (50 mL/min) y posteriormente la trampa Porapak Q de CHsl y el
horno de CHs3OTf fueron calentados simultaneamente a 200 y 190 °C
respectivamente durante 10-15 minutos, también bajo corriente de helio (50 mL/min).
El reactor fue lavado con H20 miliQ (10 mL) y acetona de grado analitico (10 mL) y
posteriormente secado bajo helio. Con el fin de aumentar la actividad especifica, el
contenido del blanco del ciclotron fue enviado al horno con tamices moleculares de
niguel-shimalite y tratado con hidrogeno a 350 °C durante 10 minutos.
Inmediatamente antes de comenzar la irradiacién para la sintesis, por otro lado el
blanco fue bombardeado durante 5 minutos a 70 yA, y su contenido fue descartado
adecuadamente de modo de eliminar el COz2 frio y preparar la superficie del blanco

para la irradiacion.

Produccién de los precursores secundarios [11C]Mel y [11C]MeOTf

Los agentes metilantes ['!C]Mel y [*!C]MeOTf fueron producidos en el médulo
automatizado GE TRACERIab FX C Pro. El proceso de radiosintesis comienza con
la produccién de [*!C]CO: en el ciclotron (GE PETtrace 16.5 MeV) mediante la
reaccion nuclear *N(p, a)'C. El [*1C]COz2 fue liberado desde el blanco del ciclotrén
hacia el médulo de sintesis y atrapado en tamices moleculares a una temperatura no
superior a los 30 °C. Seguidamente el [*!C]COz2fue reducido a [''C]CH4en presencia
de un catalizador de niquel e hidrégeno a 350°C durante 1 minuto. El [*1C]CHa4 fue
pasado a través de una trampa doble de ascarita/sicapent con el fin de remover el
CO2y el H20 sin reaccionar, producidos en la reaccion de reduccioén. El [*1C]CHa fue
concentrado y purificado por atrapamiento en una columna de carbosphere,
previamente enfriada a -75°C. Una vez que el [*!C]CHafue liberado por aumento de
temperatura, se lo hizo reaccionar con iodo elemental a 740°C para producir
[*1C]CHsl en un sistema de recirculacion durante 5 minutos. Dos trampas de ascarita
removieron el exceso de iodo antes de atrapar el [\1C]CHasl en una columna Porapak
Q. EI [*1C]CHBal fue liberado por calentamiento a 190°C en una corriente de helio (35
mL/min). El [**C]CHsl puede ser opcionalmente convertido en [1*C]CHsOTf, mediante
el pasaje en linea a través de una columna calentada a 190°C que contiene carbono

grafitado impregnado en triflato de plata. El [*!C]JCHsl o el [Y1C]JCH4OTf fueron
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finalmente barboteados en el reactor (R) cargado con el disolvente, el precursor
organico y la base en el caso de haberse utilizado el precursor en forma de
clorhidrato. El atrapamiento de los agentes metilantes en la solucién del precursor

fue llevada a cabo a baja temperatura (-10°C).

Radiosintesis de [11C]DDE

El proceso de radiosintesis se realiz6 de acuerdo al esquema 6.1

CH
1CH,X _ °
_— =
Disolvente 4
(Base)
"CH,3
1 [''c]D-deprenil

Esquema 6.1 Esquema de radiosintesis. Se muestran el precursor (1) y el radiotrazador [*'C]D-

deprenil.

La solucion del precursor fue preparada disolviendo 1.0 mg (0.2 mg) de D-
nordeprenil. HCL o D-nordeprenil base libre en 350 pyL de butanona. En el caso de
que el precursor utilizado estuviese bajo la forma de clorhidrato, se le agregaron 3
ML de NaOH 3M, con el fin de obtener la base libre. La solucién del precursor y la
base fueron vigorosamente mezcladas en un agitador vortex antes de ser cargada
con jeringa de plastico en el reactor (la pequefia gota acuosa en el fondo del vial en
el cual se realiz6 la mezcla fue evitada). Luego de atrapar toda la actividad
proveniente en la forma de los precursores radioactivos mencionados previamente,
la mezcla de reaccion fue calentada a 80°C durante 1 minuto. Luego del tiempo de
marcado, el crudo de reaccion fue enfriado a 40°C. Para evaluar la presencia y
pureza radioquimica de los compuestos marcados con carbono-11 por medio de
HPLC analitico, el crudo del reactor fue diluido con 1 mL de TFA 0.1% y la muestra

fue tomada y analizada.

Purificacion y formulacién
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Luego del tiempo de marcado y enfriado, el crudo de la mezcla de reaccion fue
diluido mediante la adicion de 1 mL de eluyente del HPLC semipreparativo desde el
vial 3 hacia el reactor. Seguidamente, el contenido del reactor fue transferido al loop
de inyeccion del HPLC de 5 mL. La purificacion de los compuestos deseados
marcados con carbono-11 fue efectuada mediante la inyeccion de la mezcla de
crudo de reaccion diluido controlada por el detector de fluidos automético. El HPLC
semipreparativo fue realizado utilizando acetonitrilo: 0,1 M acetato de amonio (60:40)
como fase mavil con un flujo isocratico de 6,0 mL/min. Los cromatogramas fueron
registrados utilizando un detector UV (210 nm) y un detector gamma en serie. La
fraccion que contenia el [*!C]DDE fue recolectado en un balén colector (CF) cargado
con 50mL de agua miliQ. La solucién diluida fue entonces pasada a través de un
cartucho C18-SPE (Sep-Pak® C18 light, preactivado con 5 mL de etanol absoluto,
seguido de 10 mL de agua miliQ). El cartucho fue lavado con 10 mL de agua miliQ
(desde el Vial 6). El producto purificado fue eluido con 1 mL de etanol absoluto
(desde el Vial 5) y recolectado en un balén de dos bocas (TNV), conteniendo una
solucion de 5 mL de NaCl 0,9%. Finalmente, la formulacion fue hecha pasando 5 mL
de la solucion de NaCl 0,9% a través del cartucho (desde el Vial 4) y colectandolos
en el balén de dos bocas (TNV). Esta solucion final fue transferida a un vial estéril a
través de un filtro esterilizante de 0,22 ym. El volumen total de la solucion del

radiotrazador fue de 11 mL.

Control de calidad

Las impurezas quimicas y radioquimicas fueron detectadas y cuantificadas utilizando
un radio-HPLC: se utilizé TFA 0.1% y acetronitrilo (75:25; V/V) como fase movil a un
flujo de 1.5 mL/min en una columna Cis. El analisis por HPLC fue completado en 20
minutos. El tiempo de retencién del precursor nor-DDE fue de 4,4+0,1 minutos. El
producto [*'C]DDE fue eluido con un tiempo de retencion de 5,4+0,3 minutos. La
identidad quimica del [*!C]DDE fue determinada por comparacién del tiempo de
retencion con un patron de referencia sin marcar. Para calcular la pureza
radioquimica, la proporcién del [*'C]DDE fue determinada en relacién con la
radioactividad total. La actividad especifica fue calculada considerando la actividad

total del radiotrazador y la cantidad del producto sin marcar. La apariencia de la
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solucion fue chequeada por inspeccién visual. Los resultados y rendimientos se

presentan en la tabla 4.2 de la seccion 4.3.1.
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