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1.Resumen

El cdncer es una enfermedad que posee una alta tasa de incidencia y mortalidad en Uruguay
y en el mundo. Los pacientes de dicha enfermedad se tratan con uno o una combinacion de
los siguientes tratamientos: quimioterapia, radioterapia, cirugia, o combinacién de éstos.
Reportdndose en la mayoria de los casos la cirugia como la técnica de preferencia.

En estos uUltimos afios se han estado investigando nuevos radiofarmacos para el diagndstico
y la terapia de los tumores sélidos de modo de otorgar nuevas alternativas al tratamiento y
erradicacidn de tumores sdlidos. En este sentido, el uso de radionucleidos de tecnecio y de
renio en conjunto con moléculas biolégicamente activas es una de las estrategias que se usa
para cumplir con dichos objetivos. Dentro de la familia de moléculas biolédgicamente activas,
es de gran interés para este fin, el grupo de prodrogas activadas por hipoxia como los
derivados de N,N’-diéxido de fenazina, ya que presentan citotoxicidad en hipoxia de forma
selectiva frente a oxia e interactia con el ADN en las mismas condiciones.

Es asi, que planteamos la marcacién de Diéxido de N> N°-didxido de 2-amino-7(8)-
fluorofenazina (FNZ) marcado con ®*™Tc como potencial agente para el diagndstico de cancer
de mama metastasico simil fase 4 humano.

En este sentido, planteamos la sintesis de FNZ, su complejacion con 8Re, la cual se obtuvo
de manera eficiente con rendimientos del 10 %. Esta se caracterizé de manera también
eficiente, por cromatografia preparativa en capa fina, un andlisis elemental llamado
espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) y cromatografia HPLC.

Se optimizd el método de incorporacidn del agente radiactivo (°°™Tc) a la molécula de FNZ
(FNZ-%MTc), en base a los estudios estructurales de la molécula FNZ-%%Re, con resultados que
indican una marcacion exitosa con una pureza radioquimica del 95.4 % determinado por
cromatografia en capa fina y HPLC.

Se evalué FNZ-**"Tc como agente imagenoldgico, realizando estudios in vivo de
biodistribucion del radiofarmaco en ratones portadores de tumor mamario (4T1). Se
obtuvieron imagenes centellograficas, las que permitieron observar una buena captacién por
dicho tumor y su buena performance a las 2 hrs.

En base a los resultados obtenidos, podemos concluir que estamos frente a un posible agente
de diagndstico para su potencial uso en cancer de mama metastasico.



2.Introduccion:

2.1.Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades que implica el crecimiento y divisién descontrolada
de células. Las células normales se dividen de forma ordenada y secuencial, pero en el caso
del céncer, las mismas crecen fuera de control y a una tasa superior que las células normales?.

Generalmente, las células se reproducen cuando se necesita un mayor nimero de éstas, y
mueren cuando estdn defectuosas y no son necesarias, pero en el caso del cancer, dicho
orden en los sucesos se ve afectado?. Pueden extenderse a otras partes del organismo y
generar lo que se denomina metastasis.

Los tipos de cdncer se manifiestan de formas variadas segun la zona del cuerpo afectada,
pudiendo crecer de forma rdpida o lenta, y respondiendo de forma especifica a los diferentes
tratamientos?.

La mayoria de los cadnceres generan ciumulos celulares denominados tumores, que involucran
células que no se dividen de forma ordenada, sino que lo hacen de forma descontrolada. Estas
ademads pueden propagarse a otras regiones del organismo, generando lo que se conoce
como metdstasis. Los tumores pueden ser de dos tipos, segin sean o no ocasionados por la
enfermedad, conocidos como benignos (no ocasionan enfermedad) y malignos (ocasionan
enfermedad) .

Los tumores benignos no invaden ni se extienden a tejidos contiguos, aunque si pueden
adquirir tamanos apreciables. En general cuando éstos se extirpan no vuelven a crecer, lo que
implica una diferencia con los tumores malignos.

Los tumores malignos, en cambio, si son capaces de invadir tejidos contiguos. Ademas, a
medida que estos tumores malignos crecen, algunas de sus células son capaces de extenderse
a regiones distantes en el organismo, a través de la sangre o el liquido linfatico, y formar
nuevos tumores?. En este sentido, el grado de invasidn del cancer da cuenta de la etapaen la
gue se encuentra. Las etapas menores implican poca extension de la enfermedad mientras
gue las mayores implican una mayor extension de la misma.

Las formas mas comunes de tratarlo son mediante cirugia, radioterapia y quimioterapia. El
método quirurgico, implica la extirpacion de parte o la totalidad de la zona corporal afectada,
gue dependera del tipo de cancer.

El segundo método, la radioterapia, se utiliza para enlentecer o matar a las células cancerosas,
y se puede usar en conjunto con el primer y el tercer método. Asimismo, la quimioterapia
también implica el enlentecimiento o muerte de las células afectadas. Ademds, como las
drogas utilizadas son administradas de forma sistémica, resulta una buena estrategia para el
tratamiento de canceres que se han extendido?.
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Los canceres se clasifican segun el tipo de célula en el que se originan. Dado que las células
en los tejidos cumplen diferentes funciones en el organismo, difieren también en su
estructura. Las categorias segln estos tipos celulares, son las siguientes:

1) Carcinoma

2) Leucemia

3) Linfomay mieloma multiple
4) Sarcoma

El carcinoma es un tipo de cancer que se forma a partir del tejido epitelial de los drganos.
Existen variados subtipos, entre ellos el adenocarcinoma, carcinoma de célula basal,
carcinoma celular de transicion y carcinoma de célula escamosa3.

La leucemia es un tipo de cancer que genera una afeccién en la sangre que impacta en la
formacién de glébulos blancos a nivel de la médula espinal. Esto hace que se produzca un
gran numero de células sanguineas afectadas que se transportan por el torrente sanguineo.

El mieloma multiple también es un tipo de cancer que afecta al sistema linfatico. Se forma a
partir de las células del plasma, un tipo de glébulo blanco que produce anticuerposy se origina
en la médula ésea.

Finalmente, el sarcoma es un tipo de cancer que puede originarse en varios tejidos como el
adiposo y el muscular; asi como en otras estructuras, tales como vasos sanguineos, cartilago
y hueso. El cdncer a nivel del cerebro o de la espina dorsal, esta asociado al sistema nervioso
central.

2.2.Cancer de mama: Generalidades

El cancer de mama se genera cuando un tumor maligno se desarrolla en tejidos de la mama,
tales como ductos y Iébulos*. Con menor frecuencia, puede originarse en los tejidos
estromales, que incluyen tejidos conjuntivos grasos y fibrosos presentes en la mama. Con el
correr del tiempo, las células cancerosas adquieren la capacidad de invadir el tejido mamario
circundante y llegar a los ganglios linfaticos de las axilas. Estos son los que le permiten a las
células cancerosas la propagacion a otras partes del cuerpo®. Aunque la causa exacta de este
tipo de cancer es aun desconocida, hay varios factores que inciden negativamente vy
contribuyen a su aparicién, tales como: obesidad, consumo de alcohol, edad avanzada,
antecedentes familiares de dicha enfermedad, exposicion a estrégeno exdgeno y la herencia
de genes susceptibles a mutaciones, tales como BRCA1 y BRCA2.

BRCA1 y BRCA2 son genes supresores de tumor, presentes en los cromosomas 17 y 13,
respectivamente. Se heredan de forma autosomal y dominante, son altamente penetrantes,
y causan un riesgo aumentado de canceres asociados a genes BRCA en familias afectadas®. El
mecanismo que participa activamente en la generacidn y progresion del tumor es el dafio en
los mecanismos de reparacién de ADN. Si una mujer presenta mutaciones en los genes BRCA,
tiene entre un 40% y un 85% de posibilidades de desarrollar cancer de mama a lo largo de su
vida.
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Un andlisis llevado a cabo por Antoniou y col. en 2003 reporté un riesgo acumulado de
desarrollar dicha enfermedad de 65% y 45% para BRCA1 y BRCA2, respectivamente ©. Por lo
tanto, la identificacién del gen BRCA y la posterior caracterizacién de manifestaciones clinico-
patolégicas de mutaciones en dicho gen permite la identificacion de los “carriers” de dichas
mutaciones*.

2.3.Cancer de mama: Tipos

El cancer de mama a pesar de que se lo considere una Unica enfermedad, incluye varios
subtipos que difieren en comportamiento bioldgico y en apariencia microscépica.

En este sentido, IDC (Carcinoma infiltrante ductal) es el tipo mas prevalente, ya que incluye al
70-80% de todos los casos’. Puede ser invasivo a través del tejido mamario, vasos sanguineos
y linfaticos, pudiendo llevar a la metdstasis en nddulos linfaticos u otras zonas del cuerpo. El
IDC se puede clasificar segln su grado de diferenciacion en 3 grupos, siendo el grado 1 bien
diferenciado y el grado 3 poco diferenciado. Dos tercios de los casos de IDC expresan los
receptores para progesterona o estrégenos, que los hace sensibles a estas hormonas.
Aproximadamente un 20% del total de los casos expresan HER2, un receptor de factor de
crecimiento, que esta asociado al caracter agresivo de algunos de estos tumores.

El segundo tipo mas comun de cancer de mama es el ILC (Carcinoma infiltrante lobular), que
tiene una mayor frecuencia de bilateralidad y multicentricidad que el IDC. Este tipo presenta
mayor incidencia en mujeres mayores, ya que tienen receptores de estrégeno mayormente
diferenciados. Desde el punto de vista clinico, se observa una disminucién en la cohesion
celular debida a modificaciones en una molécula de E-cadherina que participa en este
proceso.

Hay otros tipos histolégicos de cdncer de mama, por ejemplo, carcinoma tubular, carcinoma
metapldsico, carcinoma adenoide quistico, carcinoma medular, entre otros, que presentan
menor incidencia que los anteriores.

2.4.Epidemiologia del cancer

A nivel internacional, el cancer es la segunda causa de muerte en la poblacién, habiendo
generado 8.8 millones de muertes en el aio 2015. Globalmente alrededor de 1 de 6 muertes
son ocasionadas por cancer®.

En 2012 hubo 14.1 millones de casos nuevos de cancer, siendo 8.2 millones las muertesy 32.6
millones las personas que vivian con la enfermedad (a 5 afios de su diagndstico, maximo) °.
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Figura 1. Proporciones estandarizadas segun la edad de la incidencia (azul) y mortalidad (rojo) del cancer a
nivel de las diferentes zonas y del mundo en su totalidad (https://gco.iarc.fr/).

Si bien en zonas mas desarrolladas la incidencia del cancer es claramente mayor, su
mortalidad se aproxima a la de los paises menos desarrollados. A su vez, en lineas generales,
la incidencia del cdncer es mas variable que la mortalidad, ya que presenta cierta constancia
si comparamos distintas regiones del planeta.
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Figura 2. Proporciones estandarizadas segtn la edad de la incidencia del cdncer a nivel de las diferentes zonas
y del mundo en su totalidad, segun género masculino (azul) y femenino (violeta) (https.//gco.iarc.fr/).

En Uruguay, las muertes por cancer sin tomar en cuenta el género, representan un 26% del
total. Siendo antecedidas por las muertes ocasionadas por las enfermedades
cardiovasculares, que representan un 28% del total®°.

Como se puede observar en la Figura 3, la tasa de mortalidad de las personas pertenecientes

al género femenino en Uruguay estd dentro de la categoria mas alta. Esto representa una de
las razones por las que es de interés investigar este tipo de cancer.
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Figura 3. Proporciones de la mortalidad del cancer en mujeres a nivel internacional. Los niumeros son en base a 100000 habitantes de esa
region (https://gco.iarc.fr/).

Como se puede observar en las Figuras 4 y 5, la incidencia del cdncer en Uruguay tanto en
hombres como en mujeres es relativamente alta (https://gco.iarc.fr/).
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Figura 4. Proporciones de la incidencia del cancer en mujeres a nivel internacional. Los numeros son en base a 100000
habitantes de esa region (https://gco.iarc.fr/).
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Figura 5. Proporciones de la incidencia del cancer en hombres a nivel internacional. Los nimeros son en base a 100000 habitantes de esa
region (https://gco.iarc.fr/).

2.5. Modelo de cancer de mama inducido 4T1

Muchos modelos de cancer de mama han sido desarrollados para estudiar mecanismos
moleculares y la progresion de metdastasis, con el fin de generar agentes terapéuticos e
imagenoldgicos!1#1314  Un tumor mamario generado por una inyeccién de células
tumorales, presenta como grandes ventajas la progresién mas acelerada del mismo en el
ratén y su facil seguimiento in vivo *>. En este modelo, las células tumorales son inoculadas en
el tejido adiposo mamario. Pasado el tiempo deseado para el estudio, el tumor mamario
puede ser extirpado como sucede en el caso del tumor mamario humano. Ademds nos
permitiria estudiar distintos estadios del cancer de mama, hasta llegar a la metdastasis, ya que
las células tumorales 4T1 son muy invasivast®:17:1218,

2.6.Radiofarmacos

Un radiofarmaco es una sustancia quimica que, en su estructura, contiene atomos radiactivos
y que por varias de sus caracteristicas (ya sean su forma farmacéutica, su calidad de la
radiacion emitida y su cantidad) es adecuada para su administracién a seres humanos con
objetivos del tipo terapéutico y de diagndstico®. El concepto de dosis absorbida de radiacién
refleja la energia absorbida por unidad de masa de cualquier material (no necesariamente
tejido humano). Este concepto relaciona la energia neta impartida por las radiaciones
ionizantes con el volumen de masa determinado al que se le adjudica dicha energia?®.

Los radiofdrmacos se pueden clasificar de dos formas: de terapia y de diagndstico?’. Por lo
general tienen dos componentes en su estructura: el radionucleido emisor de la radiacién
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(que permite la deteccién del radiofarmaco) y una molécula soporte que se une a dicho
radionucleido, y que determinarad la distribucién del radiofarmaco en el organismo?..

2.7.Radiofarmacos de terapia

El objetivo de este tipo de radiofarmacos es destruir a las células causantes de la enfermedad
a través de la radiacién emitida por los mismos, que son administrados de forma sistémica.

Estan formados por tres componentes clave: molécula vector, un radionucleido y una
molécula que enlace a ambos. En cuanto al segundo, la dosis de radiacién administrada a las
células cancerigenas, debe estar directamente asociada a la respuesta radiobioldgica. Esta
dependera de la capacidad de recuperacion de cada tejido frente a los dafios ocasionados por
radiaciones, y a la habilidad de controlar la posible reaparicién del tumor. Debido a esto, un
determinado nivel de entrega de energia debe superarse para alcanzar la muerte celular. Los
radionucleidos de estos radiofarmacos deben realizar emisiones beta, aunque también
pueden utilizarse emisores alfa.

Los radiofdarmacos de terapia se basan en la captacion selectiva del mismo por parte de un
blanco molecular. A este tipo de terapia también se la llama radioterapia molecular dirigida
(RMD), que permite la captacidn selectiva de dosis especificas de radiacién a tejidos blanco.
La RMD necesita de la administracion de dosis de actividad significativamente mas altas que
en el caso de radiofdrmacos de diagndstico.

Para que la RMD sea exitosa, diferentes parametros fisicos, fisioldgicos y bioldgicos deben ser
estudiados para optimizar la elecciéon del radionucleido. La misma esta esencialmente
relacionada con la dosis absorbida de radiacion que debe implicar una entrega de dosis de
radiacion citotdxica, pero, a su vez, evitando la radiacién innecesaria a tejidos sanos
cercanos?2%3:2425,

2.8.Radiofarmacos de diagndstico

Los radiofarmacos empleados para diagndstico contienen en su estructura un radionucleido
emisor de radiacién unido a una molécula especificamente seleccionada por su
comportamiento bioldgico, que se adecua para el estudio morfolégico y funcional de un
drgano o tejido?®?’. Los elementos radiactivos utilizados, generalmente son de corta vida
media que desaparecen del organismo al cabo de horas o dias?®.

Se administran sistémicamente y emiten principalmente rayos gamma y positrones unidos a
sus correspondientes ligandos (que ocasiona que se acumule selectivamente en tejido
canceroso). Mediante el uso de un dispositivo especifico denominado gamma camara, es
posible detectar las emisiones gamma del material radiactivo, creando imagenes de la
distribucidn relativa de la fuente de radiaciones en el organismo. Estas emisiones detectadas
se dan por parte de la desintegracidon espontdnea de un nucleo inestable, que da lugar a
emisiones de fotones o radiacion electromagnética.

Este tipo de radiofdrmaco debe reunir las siguientes propiedades relacionadas al
radionucleido y a la biomolécula marcada: via de administracidén especifica, mecanismos de
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localizacion, elevada relacién érgano blanco/fondo, estabilidad in vitro e in vivo, una
concentracion radiactiva especifica, actividad especifica, vida media efectiva, una
determinada energia de emisién y un determinado tipo de emisién radiactiva. Estas permiten
aportar la maxima informacién diagndstica con el minimo de dosis de radiacién recibida por
el paciente.

Asimismo, es importante mencionar que los radiofarmacos de diagndstico para su posterior
uso en humanos requieren una pureza radioquimica (PRQ) mayor al 90%, debido a que un
porcentaje menor implicaria una mezcla mayor de distintas especies quimicas de
radionucleido, lo que disminuye la captacion del érgano blanco y aumenta la dosis de
radiacion a érganos no blancos?®.

2.8.1.Radiofdrmacos de diagndstico: el 2°™T¢

El ®MTc es un elemento que se presenta en varios estados de oxidacién, rango que se
encuentra entre -1y +7. Esta en el grupo entre el Re y el Mn en la tabla periddica. Los tres
tienen radios iénicos similares, siendo una de las varias similitudes que presentan. Dadas sus
caracteristicas fisicas, quimica versatil (que puede manipularse para marcar una gran variedad
de ligandos) y disponibilidad, es el radiois6topo mas ampliamente utilizado en Medicina
Nuclear para la generacidn de radiofarmacos de diagnostico.

Los radiofarmacos que contienen *°™Tc han sido reportados para la evaluacion de la funcién
renal, perfusién cerebral, enfermedades dseas, entre otros®°.

En imagenologia SPECT, se ha utilizado ampliamente dadas sus caracteristicas fisicas ideales,
tales como su tiempo de vida media corta (aproximadamente de 6 horas) y su emision de
fotones gamma monoenergéticos de 140 keV. El hecho de que tenga un tiempo de vida media
corto hace que sea un isdtopo éptimo para el marcado, ya que produce un nimero mas alto
de desintegraciones en unas pocas horas, para luego alcanzar una velocidad de dosis
absorbida mayor3L. Estas caracteristicas hacen del °™Tc efectivo tanto para la obtencién de
imagenes, como para la seguridad del paciente. Otro punto importante es que puede ser
producido y obtenido facilmente por un sistema generador de molibdeno-99 y tecnecio-99
metaestable (*Mo/**"Tc) 2°.

Existen dos tipos de generadores: los de columna seca (que son los mas utilizados) y los de
columna himeda. Los segundos estdn constantemente en contacto con suero en su columna,
mientras que los primeros Unicamente estan en contacto con el suero al momento de eluir el
99m'|'c
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En un generador de Mo /**™Tc el par se encuentra en equilibrio transitorio, donde el ®*Mo
es producido en un reactor nuclear a través del método de fisién de atomos de Uranio-235
enriquecido. El ®°Mo es considerado el is6topo padre, y posee una vida media de
aproximadamente 66 horas. Es un emisor de radiacion beta y por decaimiento radiactivo
genera »™Tc, quien posteriormente decae por transiciéon isomérica a *°Tc. El generador se
puede utilizar por varios dias, incluso hasta dos semanas32.

99
Mo

Desintegracion B ,T1/2=66 h

99
Tc

Transicién y , T1/2=6.01 h

99 .
Te ©

Desintegracion B, T1/2=211100 afios

99
Ru

Figura 6. Esquema de decaimiento del ®°Mo/%°™Tc (www.medicinanuclear.cl).

El estado de oxidacidon del tecnecio obtenido a partir del generador es +7, el mas estable, cuya
forma eluida obtenida es el pertecneciato de sodio (Na®*™TcOy).

El anién pertecneciato, >°™TcO4, debe ser reducido a un estado de oxidacion menor, que
posee una mayor reactividad quimica para ser incorporado por un agente quelante. Una vez
que el ®®™Tc posee estados de oxidacidn menores, significa que puede unirse a un gran
numero de moléculas orgdnicas e inorganicas en forma de complejos de coordinacién.

T SSmTzen
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Figura 7. Esquema de generador #°Mo/?™Tc (www.nucleus.iaea.org).
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Durante este proceso, se puede obtener una mezcla de estados reducidos de *™Tc, por lo
gue es de gran importancia controlar las condiciones de reaccidn para asi obtener el estado
de interés en mayor proporcion.

Figure 8 Generador de #M o= Te

gque muestra su int

fwww.medicinanu clear.cl).

En el preparado final, generalmente pueden encontrarse tres especies radiactivas de *°™Tc:
99mTc libre (en la estructura del *™TcO47), que no ha sido reducido por el agente reductor
empleado, impurezas en forma de reducido hidrolizado con un estado de oxidacién menor
al compuesto de interés, y el radiofdrmaco de interés marcado con *"MTc.

Se deben disefiar metodologias de marcacidn que aseguren la minimizacion de las fracciones
libres e hidrolizadas para que no interfieran con el procedimiento diagnéstico.

El ®MTc se caracteriza por adoptar diferentes configuraciones en su primera esfera de
coordinacion (“nucleos” o “cores”) 33,

El ®*™Tc fue seleccionado con fines biomédicos por sus propiedades fisicas muy favorables,
como las citadas anteriormente. Esto permite una administracién de dosis del orden de mCi
(mili Curie), sin que sea significativa para el paciente34.
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Figura 9. Cores mds comunes en complejos de °™Tc (Verdera et al, 2009).
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A los radiofarmacos de *°™Tc se le realizan varios controles para evaluar su calidad como
potencial radiofdrmaco de uso diagndstico. Entre ellos se encuentra la determinacion de la
cantidad de radiactividad presente en una preparacion, asi como también el control del pH,
la isotonicidad y la evaluaciéon de su aspecto, para su posible administracidn via endovenosa.

Otro tipo de control involucra a la pureza quimica (PQ) y radioquimica (PRQ). La primera se
basa en determinar cuales son las especies no deseadas, tanto quimicas como del
radiofdrmaco®>. Se refiere al porcentaje de la actividad del radionucleido en la forma quimica
establecida en relacidn con la actividad total presente del radionucleido, que debe ser igual o
mayor al 95%, ya que la calidad de la imagen centellografica (que se obtiene para observar la
biodistribucion del radiofarmaco), y la dosis absorbida de radiacion, estan directamente
vinculadas con la PRQ. Para su identificacidn, se utilizan varios métodos analiticos para
determinar la PRQ de un determinado radiofdrmaco?®. Se mide a través de controles
cromatograficos como la cromatografia liquida de alta performance (HPLC), cromatografia
Instantanea en Capa Fina, Silica Gel (ITLC-SG) o por gel permeacidn. A través de estas técnicas
se identificardn las impurezas radioquimicas presentes, como el *°™Tc0,.xH,0 y *°*™TcO4 libre
en el preparado. Estos interfieren en la calidad de la imagen y, por ende, en la calidad
diagndstica del radiofarmaco si estan presentes®.

Los radiofarmacos de *°™Tc se clasifican en primera, segunda y tercera generacion. Los
primeros, son farmacos radiomarcados que pueden estar dirigidos a un érgano determinado
sin diana molecular especifica, o ser utilizados para estudios de procesos fisioldgicos. En los
segundos, se utiliza un radiometal unido con ligantes con una geometria bien definida. Su
biodistribucidn se establece por sus caracteristicas fisicoquimicas, como ser carga total, peso
molecular, forma y lipofilia. Los terceros, consisten en la marcacién de moléculas vy
biomoléculas con una actividad bioldgica especifica. Son Unicos en su capacidad para detectar
in vivo sitios biogquimicos determinados, talescomo receptores y enzimas. Se caracterizan por
estar conformados por la biomolécula, el radionucleido y un agente quelante bifuncional. El
fragmento bioactivo, sirve como un transportador que lleva al radionucleido al sitio receptor
en las células o moléculas blanco. Dada la llegada de la imagenologia molecular, fue necesaria
la creacién de nuevos radiotrazadores de dicha generacién que permiten estudios de
procesos bioquimicos in vivo por métodos que no son invasivos, marcando ligandos
bioldgicos36:37.

2.8.2.Estrategias de marcacidn con °°™Tc¢

Se conocen diferentes estrategias para formar radiofdrmacos marcados con °™Tc que estén
dirigidos a blancos moleculares. Las mas importantes son el enfoque integrado y el uso de
agentes quelantes bifuncionales (radiofarmacos de tercera generacion)32.
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e Enfoque integrado: Consiste en reemplazar un fragmento de ligando por un quelante
gue no es natural, que da lugar a alteraciones minimas en la conformacién, el tamaio
y la afinidad por el receptor®.

Figura 10. Esquema de enfoque integrado (Liu, 2004).

e Estrategia de agentes quelantes bifuncionales (AQB): Se utiliza una biomolécula que
posee afinidad por un receptor blanco que sea capaz de unirse a ésta y coordinar, a su
vez, un metal. Este AQB tiene pares de electrones libres para la quelacién del
radioisdtopo y un segundo grupo funcional reactivo que puede unirse covalentemente
a la biomolécula, formando lo que se denomina “bioconjugado”. Es opcional el uso de
un espaciador o linker, y se utiliza Unicamente en casos que se quiera preservar el sitio
bioactivo o cuando se quiera modificar las propiedades farmacocinéticas. Esta es una
de las estrategias mas utilizadas en la actualidad, debido a que ofrece la posibilidad de
elegir el agente bifuncional, asi como también por su caracter de conservacién de las
propiedades de reconocimiento de la molécula vector. Algunos de los agentes
guelantes bifuncionales mds utilizados son el anhidrido ciclico del acido
dietiléntriaminopentaacético (DTPA) y el HYNIC384041,

Espaciador @

Agente Quelante

Figura 11. Esquema del enfoque bifuncional (Liu, 2004).

2.9.Renio (Re) como herramienta biomédica

El Re se encuentra en el grupo VIIB y es un metal de transicidn que se encuentra en tercera
fila y esta estrechamente vinculado con los metales que se encuentran en dicho grupo, como
el Manganeso y el Tecnecio. El isétopo *°™Tc de éste y el Renio han sido los principales
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exponentes de la medicina nuclear por mas de medio siglo*?*4, El Re posee varios estados de
oxidacion, que van desde el -1 hasta el +7; y un nimero de coordinacién elevado*%°.

El 8Re es un candidato particularmente atractivo para ser utilizado como radionucleido
terapéutico, dado que es un emisor . Posee propiedades ideales, tales como: tiempo de
semidesintegracién de 16,9 horas, energia mdxima de emisiones B correspondiente a 2,12
MeV, energia maxima de emisiones y de 155 keV (las cuales representan Unicamente un 15%
de las emisiones totales) y su disponibilidad con una alta actividad dado el modo de
produccion de su generador®?#4, El Re es capaz de formar complejos con una variedad muy
amplia de ligandos y AQB**°. Para efectuar estudios estructurales, el 1®°Re “frio” se utiliza
como un homdlogo del **™Tc radiactivo para identificar sus caracteristicas quimicas, basado
en similitudes que presentan estas dos especies al formar un complejo°. Existen dos isétopos
potencialmente Utiles a nivel terapéutico, el ¥Re y el ®8Re. 188Re es producido con actividad
especifica elevadas, debido al modo de produccién, mientras que %®Re es producido
mediante un reactor y con baja actividad especifica®.

En términos de tiempo de semidesintegracion, el de ®8Re es de aproximadamente 17 horas,
mientras que el de ®%Re es mayor. Basado en similitudes quimicas y la disponibilidad de
isétopos no radiactivos, el Renio ha sido utilizado como sustituto del ®®™Tc. Generalmente da
lugar a la produccion de complejos con caracteristicas fisicas y propiedades de biodistribucién
similares a aquellos que contienen %™Tc, y, generalmente, se utiliza como una opcién no
radiactiva para sintesis a gran escala y caracterizacién estructural®?.

Por el otro lado, los radiofdrmacos marcados con ®°™Tc son Utiles como modelo para preparar
radiotrazadores con ¥Re y 188Re, utilizando métodos de marcacién similares. A pesar de sus
similitudes, existen grandes diferencias entre los mismos, particularmente relacionadas a la
cinética de sus reacciones y sus comportamientos redox. El idn perrenato es mucho mas dificil
de reducir que el idn pernectato, lo cual es de gran importancia ya que éste ultimo es el que
se obtiene a partir de los generadores. Las razones por las cuales el 88Re no se utiliza
ampliamente como radiofarmaco puede ser su rica y compleja quimica, ademas de la escasa
disponibilidad del mismo con caracter farmacéutico>3-6.

2.10. Derivados de fenazina

Los heterociclos N-0xidos son una interesante clase de citotoxinas antitumorales que matan
selectivamente células hipdxicas en tumores sdlidos>t. Uno de los compuestos reportados
que lidera este grupo es la Tirapazamina, debido a su actividad selectiva en hipoxia®2. Esta
posee dicha capacidad dada la bio-reduccion monoelectréonica que forma una prodroga
radical intermedia sensible al oxigeno. En condiciones hipdxicas, el tiempo de vida extendido
de dicho radical permite su conversidon a una molécula altamente dafiina para el ADN a través
de mecanismos de “desoxigenacidon” que involucran la pérdida de un oxigeno en uno de sus
grupos N-oxido. En un principio, teniendo en cuenta su mecanismo de accidn, se observé que
ésta actuaba selectivamente en condiciones de hipoxia. A partir de este punto se comenzé la
busqueda de otras moléculas alternativas del mismo grupo, que derivé a investigaciones
relacionadas con las fenazinas®3. Es asi que nuestro grupo de investigacion ha estado
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investigando y desarrollando diversas estrategias, con el fin de actuar selectivamente en
diversos modelos tumorales para su erradicacién>#>>°6,

En ausencia de oxigeno, los derivados de fenazina son capaces de activarse y transformarse
en especies citotdxicas a nivel de los tejidos hipdxicos tumorales. Por esta razén, han sido
desarrollados como agentes antitumorales selectivos®’. En lo que respecta a su estructura,
presenta un farmacéforo que interactia con ADN de forma no covalente, posterior a su
biorreduccion por accidon de las enzimas reductasas sobre expresadas en condiciones de
hipoxia.

En su estructura, la Fenazina posee esencialmente 3 heterociclos alifaticos con 2 N-dxidos en
el anillo central'°%>°,

Se han descrito diversos compuestos que poseen un N-6xido en su estructura que pueden
dafar a las células hipdxicas, ya que interactuan directamente con el ADN o con biomoléculas
asociadas a éste. Dichos compuestos pueden ser N-6xidos aromaticos y alifaticos, quinonas,
nitroaromaticos y compuestos organometalicos®.

Lo expresado anteriormente brinda la posibilidad de tratar tumores sélidos y la metastasis.
Las especies citotdxicas producidas por los compuestos antedichos son capaces de difundirse,
matando a las células tumorales que rodean el core hipdxico. Una vez que los N-dxidos de
fenazina estdn en condiciones de hipoxia, son reducidos, dando lugar a un compuesto
intermedio con radicales libres. Este induce a la formacién de radicales libres OH:, que son
capaces de producir la fragmentacion de ADN>’.

2.11.Medicina nuclear e Imagenologia molecular

En la medicina nuclear diagndstica se inyectan ciertas sustancias emisoras de radiaciones
ionizantes a organismos seleccionados para su estudio. Pueden encontrarse en la forma de
compuestos quimicos simples o radiofarmacos. En éstos, las sustancias emisoras estan unidas
a una molécula farmacolégicamente activa.

El objetivo de la imagenologia molecular es monitorear de forma no invasiva las células in
vivo, especificamente, los procesos bioldgicos que ocurren a nivel celular y molecular. Esto se
logra combinando diferentes herramientas utilizadas en ciertas disciplinas tales como:
biologia molecular, farmacologia, biologia celular bésica y otras®%6,

Algunos mecanismos de imagenologia nuclear, tales como los escaneos de Tomografia de
Emisién de Positrones (PET) y Tomografia de Emisién de Fotén Unico (SPECT), utilizan
trazadores moleculares marcados radiactivamente para crear imagenes funcionales de la
fisiologia y la bioquimica del organismo®%3, Las modalidades de diagndstico por imagenologia
nuclear tienen un rol muy importante en los estudios de enfermedades en humanos y en el
desarrollo de nuevos tratamientos®.
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3.Antecedentes

3.1. N-6xido de FNZ

Un gran numero de moléculas que poseen un grupo N-6xido en su estructura y la capacidad
de bio-reducirse, han sido estudiadas®®©%67.68 Estas pueden ser formadas por la adicién de un
atomo de oxigeno al Unico par de electrones libre que se encuentra en un atomo de
nitrégeno®,

En los tumores sélidos hay sobre-expresion de ciertas enzimas con capacidad reductasa en
las zonas hipéxicas, que favorece la biorreduccién del grupo N-6xido’. Este da lugar a las
citotoxinas con capacidad selectiva en hipoxia, que pueden reducirse via uno o dos
electrones. Cuando ésta es via un Unico electrén, se genera el radical nitréxido, que es capaz
de producir dafio a nivel del ADN®®, En cambio, cuando la reduccién es a través de dos
electrones, el producto obtenido es una amina aromatica. Esta puede protonarse a pH
fisiolégico, que es favorecido por la acidez del microambiente generado en las células
tumorales (ver Figura 12). La carga positiva que ahora posee la molécula, hace que sea mas
afin al ADN y genera una baja de su lipofilia y de la solubilidad de la bicapa lipidica. Dos
factores que aseguran la selectividad hacia el tejido no sano son, por un lado, el aumento en
la afinidad por el ADN, y por otro el impedimento de atravesar la bicapa lipidica®.

, N
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Amina aromatica

Figura 12. Esquema que representa la bio-reduccion de N-6xidos aromdticos. Imagen obtenida de Cerecetto, H. y col.
(2006).

Se han desarrollado muchos agentes anti-tumorales que tienen como principal mecanismo
de citotoxicidad intercalarse entre las bases del ADN, generando dafio. Entre éstos, se
encuentran la Tirapazamina y la Mitoxantrona’?. Estructuralmente estos compuestos tienen
similitud en el cromdéforo plano que contienen, que es representado por un sistema
aromatico de tres anillos que permite intercalarse entre las bases nitogenadas’?73. Esta
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intercalacién implica que el sistema cromoforo poli-aromatico plano se inserte entre los pares
de bases de la doble hélice de ADN, favorecido por las interacciones de apilamiento’4,

El Laboratorio de Quimica Orgdnica Medicinal ha reportado el desarrollo de varias series
diferentes de compuestos derivados de N-6xido que pueden actuar como potenciales agentes
bio-reducibles’>88, De éstos, los que resultan de mayor relevancia son aquellos derivados de
N,N’-diéxido de FNZ, debido a su caracter hibrido: tienen la capacidad de intercalarse entre
las bases del ADN y en hipoxia, tienen citotoxicidad selectiva’>84%, Al igual que la
tirapazamina, este sistema de anillos presenta dos grupos N-6xido, que tienen la capacidad
de reducirse facilmente en condiciones de hipoxia y dar lugar a la formacidn de pro-farmacos
bio-reducibles.

Los derivados de N,N’-didxido de FNZ tienen aspectos comunes con la Mitoxantrona, ya que
presentan un anillo triciclico (Figura 13, regién en amarillo) que le otorga la capacidad de
intercalarse al ADN de forma irreversible, impidiendo la accion de las enzimas
topoisomerasas, responsables de la sintesis y reparacion del ADN. Teniendo en cuenta las
caracteristicas y las ventajas antedichas de la FNZ es que resulta apropiada su eleccién para
el presente trabajo.

N
OH 0] HN- " " "“OH (ol
' |
| I
e &l .
Z < I +
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OH O HN. ~_ . _~_ OH (B- Tirapazamina
S ” ~
Mitoxantrona
cl)-
’\\ /J\\+ . //'J

N3,N*°_diéxido de fenazina

Figura 13. Disefio de un potencial pro-fdrmaco bio-reducible utilizando dos farmacos ya descritos, potenciando asi su
actividad citotdxica en condiciones de hipoxia tumoral. Extraido de la Tesina de posgrado de Lavaggi, M.L. (2009) &°.
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4.0bjetivos

4.1.0bjetivo general

Evaluar un nuevo agente imagenoldgico a través de la marcacion del N°,N9’-diéxido de FNZ
con un agente radiactivo (*°®™Tc) como potencial radiofarmaco de diagndstico oncolégico en
modelo de cdncer de mama inducido con células 4T1 en un modelo de ratén Balb/c.

4.2.0bjetivos especificos

e Sintetizar el complejo N°,N'%’-didxido de FNZ-'>Re.

e Optimizar el método de incorporacion del agente radiactivo (*°®™Tc) a la molécula de
N,N’-didxido de FNZ, control de calidad y estabilidad de FNZ->°™Tc .

e Estudio in vivo de la biodistribucion del radiofarmaco en ratones portadores de tumor
mamario murino 4T1.

e Estudio de biodistribucion in vivo por imagen centellografica, que permitira analizar si
estamos frente a un potencial agente de imagen.
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5.Materiales utilizados

Sintesis de N5,N10-dioxido de 2-amino-7(8)-fluorofenazina
FNZ

Los materiales utilizados para la sintesis de FNZ fueron: 4-fluoro-2-nitroanilina, hidréxido de
sodio, hipoclorito de sodio, metanol, acido clorhidrico, agua destilada, el 5-
fluorobenzofuroxano obtenido en una etapa previa (Bfx), p-aminofenol (P-AF), trietilamina,
N, N-dimetilformamida (DMF), éter de petréleo (EP), n-hexano, acetato de etilo (AcEt), buffer
fosfato 2 mM de pH 2,5 al 1% de etanolamina, sodio fosfato dibdsico, sodio fosfato
monobasico, nitrégeno gaseoso (N2(g)), dimetilsulféoxido (DMSQ), agua milliRo, papel
indicador de pH, papel ITLC, placas de cromatografia en capa fina (TLC), placas de silica,
sistema de reflujo, embudos, papel de filtro, balones (100 mL), matraces (250 mL), bafio de
aceite, termdémetro, columna cromatografica C18 (30 cm, particula 10 um, marca Restek),
heladera con freezer, bomba de vacio (Buchi), agitador magnético con placa calefactora

(Labotecgroup, modelo 925), Cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC (UV-

Visible),del inglés, High-performance liquid Chromatography (Agilent 1200 Series Infinity Star,
Santa Clara, EEUU), espectrometria de resonancia magnética nuclear de 'H (equipo BRUKER
DPX-400 (400MHz)), balanza analitica (Schmadzu, modelo AUX 220), Liofilizador (Labconco
Lyph Lock 6 y LO5, F.i.c, Scientific Instrumental Manufacturing, Buenos Aires, Argentina).

Sintesis del complejo Tc(CO);s(H,0);

Los materiales utilizados para la sintesis del complejo Tc(CO)3(H20)s fueron: eluido fresco de
9mMTcOy, disolucion acuosa de HCI 0,1 M, buffer fosfato 2 mM de pH 2,5 al 1% de etanolamina,
MeOH, disolucién de MeOH y HCl 6N, DMSO, kit Tricarbonilo Isolink (Mallinckrodt, EEUU),
papel indicador de pH, papel Whatman 1, papel de alimina, tijeras, columna cromatografica
C18 (30 cm, particula 10 um, marca Restek), agitador magnético con placa calefactora
(Labotecgroup, modelo 925), Cromatografia liquida de alta resolucién, HPLC (UV-Visible),del
inglés, High-performance liquid Chromatography (Agilent 1200 Series Infinity Star, Santa
Clara, EEUU), Equipo ORTEC: contador de centelleo sélido con detector de cristal Nal (Tl)
“3x3” asociado con un analizador de canal Unico analizador monocanal, (ORTEC, Oak Ridge,
TN), balanza analitica (Schmadzu, modelo AUX 220). Se utilizaron generadores de *>Mo->>™Tc
de TecnoNuclear (Argentina).

Sintesis del complejo FNZ->>"T¢

Los materiales utilizados para la sintesis de dicho complejo fueron: MeOH, HCI (utilizados
como fase movil), DMSO, eluido fresco de *MTcOy’, fase mdvil MeOH:HCl 6N, Tc(CO)3(H20),
FNZ, kit Tricarbonilo Isolink (Mallinckrodt, EEUU), papel Whatman 1, papel de alimina, jeringa
Hamilton, papel indicador de pH, eppendorfs, micropipeta p1000, columna cromatografica
C18 (30 cm, particula 10 um, marca Restek), Equipo ORTEC: contador de centelleo sdélido con
detector de cristal Nal (TI) “3x3” asociado con un analizador de canal Unico analizador
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monocanal, (ORTEC, Oak Ridge, TN), Cromatografia liquida de alta resolucién, HPLC (UV-
Visible),del inglés, High-performance liquid Chromatography (Agilent 1200 Series Infinity Star,
Santa Clara, EEUU), placa calefactora, centrifuga, espectréometro de resonancia magnética
nuclear (equipo BRUKER DPX-400 (400MHz),), balanza analitica (Schmadzu, modelo AUX 220).
Se utilizaron generadores de *?Mo-*"Tc de TecnoNuclear (Argentina).

Seguimiento de estabilidad del marcado

Los materiales utilizados para el seguimiento de estabilidad del producto marcado fueron:
DMSO, complejo FNZ-Tc(CO)2(H20),, jeringa Hamilton, columna cromatografica C18 (30 cm,
particula 10 um, marca Restek), Cromatografia liquida de alta resoluciéon, HPLC (UV-
Visible),del inglés, High-performance liquid Chromatography (Agilent 1200 Series Infinity Star,
Santa Clara, EEUU).

Estudio de lipofilia (Log P)

Los materiales utilizados para el estudio de lipofilia fueron: el complejo formado FNZ-
Tc(CO)2(H20)n, n-octanol, PBS, eppendorfs, micropipeta p1000, vértex, centrifuga, Equipo
ORTEC: contador de centelleo sélido con detector de cristal Nal (Tl) “3x3” asociado con un
analizador de canal Unico analizador monocanal (ORTEC, Oak Ridge, TN).

Ensayo de competencia con histidina

Los materiales utilizados para el ensayo de competencia con histidina fueron: el complejo
formado complejo FNZ-Tc(CO)2(H20),, disoluciones de concentraciones 0,1 mM y 1 mM de
histidina, DMSO, acetonitrilo, eppendorfs, jeringa Hamilton, columna cromatografica C18 (30
cm, particula 10 um, marca Restek), agitador magnético con placa calefactora (Labotec group,
modelo 925), HPLC UV-Visible: Cromatografia liquida de alta resolucién, del inglés, High-
performance liquid Chromatography (Agilent 1200 Series Infinity Star, Santa Clara, EEUU).

Ensayo de unidn a proteina

Los materiales utilizados para el ensayo de unién a proteina fueron: Complejo FNZ->°"Tc
purificado del HPLC, suero fetal bovino, acetonitrilo, agitador magnético con placa calefactora
(Labotecgroup, modelo 925), centrifuga, Equipo Ortec: contador de centelleo sélido con
detector de cristal Nal (TI) “3x3” asociado con un analizador de canal Unico analizador
monocanal (ORTEC, Oak Ridge, TN).

Ensayo de biodistribucion del complejo FNZ-°°"T¢

Los materiales utilizados para la realizacién del ensayo de biodistribucién fueron: Cloruro de
sodio (NaCl) (Fluka-Garantie, EE.UU.), PBS, recipientes para biodistribucién (15 mL), jeringas
25G de 1mL, ratones hembras Balb/c de 6-8 semanas, obtenidos del bioterio URBE, Facultad
de medicina, UdelaR. El nimero de protocolo utilizado es el aprobado de nombre CHEA-
UdelaR 240011-002249-15. Kit Tricarbonilo Isolink (Mallinckrodt, EEUU), balanza analitica
(Schmadzu, modelo AUX 220), Equipo ORTEC: contador de centelleo sdlido con detector de
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cristal Nal (Tl) “3x3” asociado con un analizador de canal Unico analizador monocanal, (ORTEC,
Oak Ridge, TN), Liofilizador (Labconco Lyph Lock 6 y LO5, F.i.c, Scientific Instrumental
Manufacturing, Buenos Aires, Argentina), Cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC (UV-
Visible),del inglés, High-performance liquid Chromatography (Agilent 1200 Series Infinity Star,
Santa Clara, EEUU). Se utilizaron generadores de **Mo-*°"Tc de TecnoNuclear (Argentina).

El avance del radiomarcado y la calidad del producto fueron seguidos por radio deteccion de
TLC (ITLC) en tiras de gel de silice (Pall Corporation, Port Washington, NY) y por cromatografia
HPLC de fase inversa (RP-HPLC) (Agilent 1200 Series Infinity Star, Santa Clara-EE.UU.) con una
columna cromatogréfica C18 (30 cm, particula 10 um, marca Restek) y se analizdé por
detecciones UV y gamma.

Todos los disolventes empleados fueron de calidad analitica y se emplearon sin ningln otro
tipo de purificacion.

El agua fue purificada y desionizada (18 MQ/cm?) en un sistema de filtracion de agua Milli-Q
(Millipore Corp., Milford).

Estudio preliminar de la formacidon del complejo FNZ-1%°Re,
mediante caracterizacion por HPLC

Los materiales utilizados para la sintesis de dicho complejo fueron: FNZ sintetizada
previamente, bromuro de pentacarbonilo de renio, tolueno, dietil éter, acetona, buffer
fosfato 2 mM de pH 2,5 al 1% de etanolamina, sodio fosfato dibasico, sodio fosfato
monobasico, agua milliRo, EtsN, MeOH, DMSO, N»(g), alumina, placa cromatografica C18,
matraces (250 mL), balones (100 mL), contenedor (para el bafio de aceite), sistema de reflujo,
columna cromatografica C18 (30 cm, particula 10 um, marca Restek), agitador magnético con
placa calefactora (Labotecgroup, modelo 925), evaporador rotatorio (Buchi R-114),
Cromatografia liquida de alta resolucién, HPLC (UV-Visible), del inglés, High-performance
liquid Chromatography (Agilent 1200 Series Infinity Star, Santa Clara, EEUU), espectrémetro
de resonancia magnética nuclear (equipo BRUKER DPX-400 (400MHz)), balanza analitica
(Schmadzu, modelo AUX 220)

Estudio por microscopia electronica de barrido del complejo
FNZ-'*Re

Los materiales utilizados para la realizacion de este ensayo fueron: complejo FNZ-1%Re, ,
Microscopio electrénico de barrido equipo Scanning Electron Microscopy (JEOL JSM-5900-
LV), balanza analitica (Schmadzu, modelo AUX 220). La técnica utilizada fue “energy
dispersive spectrometry”, la sonda es “Ultra Dry” de Thermo Scientific, y el software
empleado para el procesamiento es “NSS 2.3 X-Ray Mocroanalysis”. La muestra fue recubierta
con oro.
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6.Métodos

6.1.Sintesis de la FNZ

La sintesis de FNZ se hizo siguiendo el protocolo descrito por Lavaggi y cols. (2015), y se
incluyeron algunas modificaciones. El intermediario se sintetiza solubilizando 1,0 g de 4-
fluoro-2-nitroanilina en 71,4 mL de MeOH en un baldn por 10 minutos en agitacién constante,
utilizando un bafio de hielo. Luego, se agregan 10,7 mL de disolucién acuosa de NaOH 50% e
inmediatamente se agregan 42,85 mL de NaClO(100 g/L) con pipeta, estando el sistema de
reaccidon en agitacion vigorosa (200 rpm). Posteriormente, se agregan 31 mL de disolucién
acuosa de HCI 50%, hasta alcanzar un pH de 5,5 o 6, que se controla utilizando papel indicador
de pH. Una vez que se ha alcanzado este valor de pH, se procede a realizar una TLC del sistema
de reaccién para corroborar la formacién del producto de interés. A continuacion se filtra el
sistema de reaccidn a vacio, lavando lo filtrado 3 o0 4 veces con 5 mL de AcEt. Previamente el
pH fue disminuido con el HCl debido a que provoca la solubilizacion del Bfx 1.1, que, luego del
filtrado, pasaria a estar en las Aguas Madre (AM) y no en el sélido obtenido. Por esta razén es
gue se proceden a evaporarlas a vacio.

Finalmente, se deja el balén secando en el desecador y se raspa el sélido obtenido, que
representa a Bfx 1.1. Se procede a la sintesis siguiente sin mayor caracterizacion ni pasos de
purificacién. En la tabla que figura a continuacién se encuentran las proporciones de los
reactivos utilizados para la sintesis de Bfx 1.1.

Tabla 1. Proporciones de reactivos de la reaccion de sintesis de Bfx 1.1.

Reactivos m (g) V (mL)
4-fluoro-2-nitroanilina 1,0 -
Disoluciéon acuosa de | - 10,7
NaOH (50%)

NaClO - 42,85
MeOH - 71,4
Disoluciéon acuosa de HCI | - 31
(50%)

Una vez sintetizado el Bfx 1.1, se procede a sintetizar la FNZ. Para ello, se utiliza Bfx 1.1,
paraaminofenol (P-AF), trietilamina (EtsN) y dimetilformamida (DMF). La relacién molar en la
reaccion es de 1:0,8:1 entre Bfx 1.1, el P-AF y el Et3N, respectivamente. Para realizar dicha
sintesis, se agrega a un balén: 1,0 g de Bfx 1.1, 0,5662 g de P-AF y 1,6 mL de DMF en bafio de
hielo y se coloca este sistema de reaccion en atmosfera de N,. Se deja reaccionando en
agitacidon constante por 10 minutos y se procede a agregar 0,9 mL de EtsN. En diferentes
puntos de la reaccion, se controla por TLC para verificar el avance de la misma, y evidenciar
la formacién del producto de interés. Se deja reaccionando 30 minutos y se retira el bano de
hielo. Se deja en agitacion constante a temperatura ambiente por 24 h y posteriormente se
coloca en el freezer (a -20 °C) por otras 24 h. Finalmente, se filtra a vacio y se controla por
TLC para verificar que se haya formado el producto deseado. El cuadro de reaccién aqui
mencionado puede visualizarse en la Tabla 2.
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Tabla 2. Proporciones de reactivos de la reaccion de sintesis del intermediario

Reactivos m (g) n (mol) PM (g/mol) V (mL) PMP
Bfx 1,0 6,49x1073 154 - 1
P-AF 0,5662 5,19x103 109 - 0,8
EtsN - 6,49x1073 101,2 0,9 1
DMF - - - 1,6 -

Posterior a la sintesis, el producto obtenido se caracteriza por HPLC con un patrén de FNZ (
concentracion 1 mg/mL en DMSO). Esta cromatografia se obtuvo luego de hacer
optimizaciones en la concentracién del Buffer Fosfato utilizando una columna C18 (Restek)
como fase estacionaria, buffer fosfato 2mM con pH 2,5 al 1% de etanolamina (A) y MeOH (B)
como fases moéviles, inyectando 25 L utilizando jeringa Hamilton. El gradiente utilizado es el
gue se puede observar en la Tabla 3.

6.2.Sintesis del complejo **"Tc(CO);(H,0);

Esta sintesis se realiza utilizando el Kit Isolink, segln los siguientes pasos: se agrega 1 mL de
9mMTcO4 de actividad = 18,50 + 3,18 mCi (n=4) al Kit comercial Tricarbonilo Isolink® y se agita
por 1 minuto. Posteriormente, se calienta la solucion obtenida a 100°C durante 30 minutos.
Luego se deja enfriar y se ajusta el pH de la disolucién a 7-8 utilizando 1130 pL de una
disolucién acuosa de HCI 0,1 M. El control se realiza por HPLC (con columna C18 Restek de
10um de poro y 30 cm de largo) utilizando un gradiente como el que se observa en la Tabla
3. Se debe considerar que el buffer fosfato 2mM de pH 2,5 al 1% de etanolamina es A y el
MeOH es B, y los porcentajes de Ay B van variando dentro de cada rango temporal.

Tabla 3. Gradiente de las corridas de HPLC

Rango de tiempo (minutos) | Porcentaje de A Porcentaje de B
0-3 100 0

3-6 75 25

6-9 66 34

9-20 30 70

20-33 0 100

33-38 100 0

Se inyectaron 25 uL de la disolucidon de marcado. Se hace también un control por 2 sistemas
cromatograficos: en papel Whatman 1 y en capa fina con base de alimina. Como fase movil
se utilizé MeOH:HClI 6N en proporcion 99,5:0,5 para ambos sistemas. En las dos
cromatografias utilizadas, los Rf son diferentes. Estas diferencias se hacen claras al observar
la Tabla 4 a continuacion:
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Tabla 4. Rf de varias moléculas en los sistemas cromatogrdficos Whatman 1y TLC

Moléculas Rf en Whatman 1 | Rf en TLC (cm)
(cm)

SmTcOs 0,5 0,57

Tc(CO)3(H20)3 0,52 0,1

9mTcO2xH,0 0 0

Luego de la elucidn se cortan las tiras cromatograficas de 1 cm de largo a las que se les mide
la actividad en el contador de centelleo sélido de pozo “ORTEC”. Se puede analizar la eficacia
de la marcacién y formacién del complejo Tc(CO)3(H20)s utilizando los siguientes métodos: el
HPLC y las cromatografias en placas.

6.3.Sintesis del complejo FNZ-°"T¢

Una vez obtenido el complejo **™Tc(CO)s3(H20)s, se marca la molécula de FNZ. Luego de
ensayar marcaciones con actividades especificas diferentes (4,50-5,63mCi), se obtiene que la
mejor fue de 4,88 + 0,38 mCi (n=6). Para ello se agregan 4,88 mCi del complejo Tc(CO)3(H20)3
a 300uL de FNZ, que se dejan incubando a 70 °C por 30 minutos.

Se le realiza un control de pH al complejo FNZ-*°"Tc, procedido de la marcacion de la FNZ por
los mismos métodos que se utilizaron anteriormente: HPLC y cromatografia en placa. En el
HPLC se inyectan 30 plL de una mezcla con actividad 4,10+0,01 mCi (n=2).

También se realiza una corrida de HPLC para el ®®™TcOy’, en la que se inyecta 10 pL para ver
el tiempo de retencién correspondiente a esta posible impureza.

En las cromatografias en placa se utiliza la misma fase mévil de MeOH:HCl 6N en proporcion
99,5:0,5 y se mide la actividad en el contador de centelleo sélido de pozo “ORTEC”. Estos
resultados se analizan en conjunto (cromatografia y HPLC) para verificar la eficacia y evaluar
la PRQ del complejo FNZ-**"Tc obtenido.

6.4.Seguimiento de estabilidad del marcado en la mezcla de

reaccion

Se optimiza la marcacion, y se realiza un seguimiento de su estabilidad durante 24 horas a
través de la cromatografia HPLC del complejo formado desde su sintesis.

6.5.Estudio de lipofilia (Log P)

Este estudio se realiza para evaluar la hidrofilicidad del complejo formado. Para esto, se debe
determinar el coeficiente de reparto entre dos fases liquidas diferentes que en este caso son
n-octanol y PBS. Se colecta aproximadamente 1 mL de la corrida de HPLC al tiempo de
retencion que corresponde al complejo FNZ->°™Tc. Dicho volumen se diluye en 2 mL de PBS.

De esta diluciéon en PBS se toman 3 fracciones de 0,5 mL cada una (cuya actividad promedio
es de 1,475 uCi) y se colocan en un eppendorff con el mismo volumen de n-octanol (0,5 mL).
Se agitan utilizando un vértex y luego se centrifugan a 1500 rpm durante 10 minutos. Se
realizan 3 tomas por fase por cada eppendorf. Al ser 3 en total, se realizan 18 tomas (9 por
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fase) de 100 uL cada unay se colocan en otro eppendorff. A cada uno de estos 18 eppendorffs
se les mide la actividad en el contador de centelleo sélido de pozo “ORTEC”.

El coeficiente de reparto se calcula como el log de la divisidn entre las cuentas en n-octanol
sobre las cuentas en PBS, como se visualiza a continuacion:

_ ¢p10s Octanol
~ ¢pl0s PBS

6.6.Ensayo de competencia con Histidina

Se colectan 180 puL de FNZ marcada del HPLC y se mezclan con 20 uL de cada una de las
concentraciones de las disoluciones acuosas de histidina (0,1 mM y 1 mM) por duplicado por
cada tiempo. A estos eppendorffs se los incuba a 372C durante 1 y 3 horas. Luego de cada
tiempo, se hace un control de ambas concentraciones por HPLC utilizando la columna C18,
inyectando 50 pL. Se obtienen los cromatogramas correspondientes.

6.7.Ensayo de union a proteinas

Para realizar este ensayo, se purifica el complejo FNZ-°™Tc, colectando una muestra del HPLC
en el tiempo de retencidn previamente determinado para dicho complejo. A continuacién, se
incuba una alicuota con actividad 50 uCi en 500 uL de suero fetal bovino a 372C durante 1y
3 h. Luego se procede a precipitar las proteinas utilizando 500 uL de acetonitrilo, para
centrifugarlas a 1750 rpm por 5 minutos a 4 °C. Posteriormente se mide la actividad del
precipitado y el sobrenadante con el contador de centelleo sélido de pozo “ORTEC”. Este
estudio se realiza por triplicado, es decir que se obtienen 3 sobrenadantes y 3 pellet para 1
hora y lo mismo para 3 horas.

6.8.Estudio de biodistribucién del complejo FNZ-*°"Tc

Para el primer experimento de este ensayo se utilizan 12 ratones Balb/c portadores de tumor
de mama inducido con células 4T1, apenas palpables, 5 dias post-inoculacion de células. A
éstos se les inyecta 0,2 mL del complejo de interés con una actividad de 100 puCi
aproximadamente, disuelto en suero fisioldgico.

Al primer grupo (n=4) se los sacrifica por dislocacién cervical a los 30 minutos posterior a la
inyeccion del radiofdrmaco, al segundo (n=4) se los sacrifica a 1 horay en el tercer grupo (n=4)
a las 2 horas post-inyeccién.

Se masan contenedores o vasos de biodistribucion para contener cada una de las muestras
de drganos/fluidos (para un n=12 ratones) en la balanza analitica. Se procede a la extraccion
de una muestra de sangre, higado, corazén, pulmones, bazo, rifiones, glandula tiroides,
musculo, hueso (su fémur), estdmago, intestino, orina, vejiga, la carcasa, y el tumor de mama
en estos ratones. Se colocan las muestras sobre papel, se le retiran el exceso de fluidos, para
posteriormente colocarlos en los recipientes, medir la actividad y asi poder seguir al
radiofarmaco en su distribucién.
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Se determina la actividad especifica por unidad de masa para cada uno de los érganos
anteriormente mencionados en un contador de centelleo sélido de pozo “ORTEC".

Se obtienen imdgenes de los especimenes a 30 minutos, 1 y 2 horas en el equipo In Vivo FX
PRO Imager.

b Vive MS FX PRO

v

Figura 14. Equipo Bruker BioSpin In Vivo FX PRO Imager
(https://www.selectscience.net/)%

Para el segundo estudio de biodistribucion en ratones Balb/c (n=8) portadores de tumor de
mama inducido con células 4T1, se encontraban en un estadio tumoral mas avanzado con
tumores de aproximadamente 1.6 cm3. Debido a esto, se esperan encontrar mas sitios
hipdxicos en los mismos. Los ratones de este experimento fueron utilizados 14 dias post-
inoculacién de células, ya que para este tiempo, se espera una angiogénesis importante, un
grado alto de metastasis. El tumor no podia superar el 10% del peso total del ratén. Fueron
inoculados con aproximadamente 100 uCi del complejo de interés marcado en un volumen
de 200 ulLy se dividieron en dos grupos (n=4) para ser sacrificados ala 1y 2 h post inyeccion
procediendo con la biodistribucién como se describié previamente.

6.9. Estudio preliminar de la formacion del complejo FNZ-
185Re, mediante caracterizacion por HPLC

El procedimiento que se realiza a continuacion consiste en agregar una masa de 6,6x103 g de
185Re(CO)sBr en 1700 pL de DMSO. Se ajusta el pH a 7. Este experimento implica una relacion
entre los reactivos '8°Re(CO)sBr y la FNZ de 1:1.

Luego, a la mezcla, se agrega una masa de 4,0x103 g de FNZ previamente disueltos en 1000
pL de DMSO. El sistema de reaccidn se calienta durante 30 minutos a 65°C, y luego se baja su
temperatura a 4°C, para proceder al filtrado a vacio del sélido formado. Se obtienen dos
fracciones (aguas madres-AM- y sdlido filtrado-SF-) que se caracterizan por HPLC. Luego se
comparan con el tiempo de retencién correspondiente al complejo de ®°™Tcy se busca el pico
gue se corresponda con un tiempo de retencién caracteristico de la muestra. Esto implica la
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obtencién de algln pico caracteristico que no aparezca en el espectro de FNZ y que sea
representativo de dicho complejo.

A la fraccidon cuyo tiempo de retencién coincide con el complejo de ®™Tc, se le llamd
Complejo2017-1y en la Tabla 5 adjunta se pueden observar las proporciones de los reactivos
utilizados para esta reaccion.

Tabla 5. Informacion acerca de los reactivos de la reaccion en proporcion 1:1

Reactivo Volumen (uL) Peso molecular (g/mol) m (g) n (mol)
FNZ - 245,2 4,0x103 1,63x10*
Re(CO)sBr - 406,2 6,6x103 1,63x10*
DMSO 2700 - - -

Luego se siembran las fracciones obtenidas y la FNZ en una cromatografia preparativa C18.
En ésta, a su vez se sembraron las aguas madres (AM), el sélido remanente filtrado obtenido
(SRF), el sdélido filtrado (SR) y la FNZ para comparar las anteriores fracciones y ver cuales de
ellas poseen FNZ. La placa se coloca en fase mévil Buffer Fosfato pH 2,5 al 1% de etanolamina
2 mM: MeOH 50:50. Se raspa y se colecta Unicamente lo que podia contener el producto de
interés (de color amarronado). Nuestro compuesto se disuelve en 1,5 mL de acetona, se agita
vigorosamente vy se filtra a gravedad para quitar la silica. Luego, se quita el disolvente por
evaporacion a vacio a 50°C.

6.10. Estudio por microscopia electronica de barrido del
complejo FNZ-1®Re

Se purifica por placa de C18 el complejo FNZ-18Re. Este procedimiento se realiza para poder
hacer los analisis correspondientes utilizando la técnica de microscopia electrénica de barrido
(MEB) del complejo de interés. Se disuelve el sélido marrén obtenido en 5 mL de acetona, se
agitd y se procede a filtrarlo a gravedad, para luego ser analizado por MEB. La muestra es
recubierta con oro.
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7.Resultados y discusion

7.1.Sintesis de la FNZ

En primer lugar se obtuvo el intermedio de la sintesis Bfx con buen rendimiento, de aspecto
anaranjado. Se calculé el rendimiento para este producto, cuya reaccién tuvo un n=2,
denominado Bfx 1.1 de forma genérica, y se observéd que el rendimiento promedio fue de
92,49% (0,9293 g). Este valor es muy elevado, siendo muy beneficioso para proseguir con los
siguientes pasos de reaccion.

] L) L) L) Lo

Figura 15. TLC con fase estacionaria silica y con fase maévil EP:AE 1:1 (de izquierda a derecha): a-P-AF, b-5-Bfx,
c-JA2016-2, d-JA2016-3 y e-FNZ de lote.

Como se puede observar en la Figura 15, las manchas obtenidas para los intermediarios
JA2016-2 y JA2016-3 (de dos lotes diferentes del Bfx de interés) son de un color violaceo y
poseen un Rf mayor que el de la FNZ patrén. Esto determina que aun no se ha formado dicho
producto de interés, lo que es correcto para esta etapa de la reaccion. Con respecto a la FNZ,
parece verse representada por una mancha violeta mas clara, en el origen.
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Figura 16. TLC con fase estacionaria silica y con fase maovil EP:AE 1:1 realizada (de izquierda a derecha): a-
aguas madres de JA2016-2 y b-aguas madres de JA2016-3.

Como se observa en la Figura 16, las AM de ambos productos intermedios poseen manchas
de color y Rf similar al P-AF visto en la TLC previamente presentada. Esto podria indicar que
el P-AF que no reacciond para formar el intermediario, pasé a formar parte de las AM, dejando
el sélido filtrado con ausencia de este reactivo.

Posterior a la reaccion del intermedio se realizd la sintesis de la FNZ rotulado con el cédigo
FNZ2016. Se realizé una TLC (como se puede apreciar en la Figura 17) al sistema de reaccion,
en la que se puede observar un “smear” de color violaceo con inicio en el origen. Esto podria
revelar que desde etapas tempranas de la sintesis hay presencia de la FNZ, debido a que su
valor de Rf es igual al de la FNZ patrén. Ademas, si se compara dicho sistema al P-AF, se revela
gue parece haber presencia de éste en esta etapa de la reaccién. También puede considerarse
gue aun persista el intermedio Bfx 1.1 (con un mayor Rf en la TLC).

a b c d

Figura 17. TLC con fase sélida estacionaria y con fase maévil EP:AE 1:1 (de izquierda a derecha): a-P-AF, b-Bfx, c-

lote de FNZ y d-reaccion en curso.

Posterior a finalizar la reaccidén de la sintesis de la FNZ de nombre FNZ2016, se realizdé una
ultima TLC, donde se puede apreciar la formacion de FNZ (ver Figura 18). En esta TLC se puede
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observar que FNZ2016 y la FNZ patrén se asemejan mucho, presentando ambas manchas en
el origen de color violaceo. Ademas, se puede apreciar que en las AM de la reaccion parece
haber quedado un pequefio remanente de FNZ (que no fue extraido). Una observacidon muy
positiva es la ausencia de P-AF tanto en el sdlido filtrado como en las AM del sistema de
reaccion. A nivel del sélido y de las AM, tampoco se visualizan restos de Bfx 1.1. Esto refuerza
la correcta finalizacién de la reaccién. En ésta, se obtuvo un sdélido de color muy oscuro, similar
a negro con un tono violaceo. Dadas todas estas observaciones, y su posterior caracterizacion
por 'H RMN hemos logrado una reaccidn exitosa de sintesis de FNZ.

C D
G
¢

Q0!
c d e

Figura 18. TLC con fase estacionaria silica y fase movil EP:AE 1:1 (de izquierda a derecha): a-P-AF, b-Bfx, c-FNZ
de lote, d-sdlido filtrado (FNZ2016) y e-aguas madres de filtracion.

7.1.1.Caracterizacion de FNZ por HPLC

Finalmente, una vez sintetizada la FNZ, se obtuvo el espectro de HPLC de la misma, que fue
desarrollado como se indica en la seccidn Materiales y Métodos. Se obtuvieron

T
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10,00 15,00 20,00 25,00 min
Sustancia Tiempo de | Cuentas de area % Area (%)

retencion (minutos)

Pico caracteristico | 4,13 180857,2 90,44
FNZ (REG #1)
Impureza (REG #2) 17,12 19122,5 9,56

Figura 19. Cromatograma de HPLC obtenido para la FNZ. También, esta presente el cuadro de purezas relativas
de las diferentes sefiales.
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Unicamente 2 picos: uno muy ancho caracteristico, en este caso con un tiempo de retencién
de 4,13 minutos, y otro menos intenso y con una banda menos ancha a los 17,12 minutos de
tiempo de retencidn. Los porcentajes relativos de ambos fueron de 90,44% y 9,56%
respectivamente, como se puede apreciar en la Figura 19.

Estos resultados permiten concluir que la banda ancha y de bajo tiempo de retencién puede
llegar a representar a la FNZ y que las bandas de mayor tiempo de retencién pueden ser
impurezas que se obtuvieron o reactivos que no reaccionaron en su totalidad.

7.2.Formacién del complejo **™T¢(CO),(H,0)s

Luego de haberse marcado el tricarbonilo con el *™Tc (**™T¢(CO)2(H20)s), se obtuvo un
espectro de HPLC para su confirmacién (ver Figura 20). Dicho cromatograma revela un pico
muy importante, con un tiempo de retencién de 5,43 minutos que corresponde a
99mMTc(CO),(H20)3, mientras que el pico en 3,70 minutos puede corresponderse con algin
cambio de solvente.

Se observa una pureza radioquimica del Tc(CO)2(H20)3 de 98,85%, que refleja un marcado
verdaderamente exitoso, considerando que el porcentaje de pureza radioquimica debe
superar el 90% para un radiofdrmaco de diagndstico®?.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25, 00 min

Sustancia Tiempo de | Cuentas de drea % Area (%)
retencion (minutos)

9mTcO4 (REG #1) 3,70 6803,5 1,15
Tc(CO)2(H20)3 (REG | 5,43 586403,3 98,15
#2)

Figura 20. Cromatograma de HPLC obtenido para el Tc(CO)2(H20)s. También, estd presente el cuadro de
purezas relativas de las diferentes sefiales.

El control cromatografico que se realizé por TLC de alimina para determinar el porcentaje de
9MTcOy, es de 0,34%. Este valor se obtuvo considerando que la Unica molécula que migra
diferencialmente con respecto a la forma hidrolizada del *°™Tc (**™TcO2xH20) y con respecto
al complejo formado entre el tricarbonilo y el ®™Tc (**™Tc(CO)3(H20)s3), es el *™TcO4 que
migra con un Rf de 0,57, mientras que las otras dos moléculas migran con Rf de 0 y 0,1
respectivamente.

El control cromatografico que se realizd utilizando el papel Whatman 1 de la mezcla de
reaccion, anteriormente mencionada, ayuddé a obtener el porcentaje de presencia del
9mMTc0O,xH,0, que es de 0,50%. Este es el Gnico porcentaje que se puede obtener utilizando
este tipo de cromatografia ya que ésta es la molécula que no migra diferencialmente con
respecto a las otras, teniendo un Rf de 0, mientras que **™T¢(CO)3(H20)s tiene un Rf de 0,52 y
99mTcOy4 tiene un Rf de 0,5, como se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Informacion acerca de los Rf de las especies que pueden estar involucradas en el marcado con %°™Tc

Especie Rf sistema con | Rf sistema con Whatman
alimina/MeOH:HCI 1/MeOH:HCl

SmMT 04 0,57 0,50

9mTc(CO)3(H20)3 0,10 0,52

9mTc02xH,0 0 0

En suma, el porcentaje total de impurezas segun los estudios cromatograficos se obtiene por
la sumatoria de éstas, dando un resultado total de 1,48%.

Segln el método considerado sea el HPLC o los estudios de capa fina, se observa una leve
diferencia entre los porcentajes de pureza radioquimica, que se puede ver claramente en la
Tabla 7 a continuacion:

Tabla 7. Porcentajes diferenciales de PRQ obtenidos por los diferentes métodos

Método de obtencién PRQ (%)
HPLC 98,85
ITLC 99,66

7.3. Formacion del complejo FNZ-°°"Tc¢

En primer lugar, se realizd el estudio de marcacién con varias actividades especificas, que
fueron de 5,63 mCiy 2,5 mCi para 100 pL (1 mg /mL) de FNZ, y se selecciond la segunda para
continuar con los estudios cromatograficos de capa fina. Esto se debe a que la PRQ de la
marcacion realizada con actividad 2,5 mCi (65,36%), si observamos Unicamente los
cromatogramas de HPLC, es claramente mayor que la de la marcacién realizada con 5,63 mCi
(34,64%). Teniendo en cuenta lo anterior, se selecciona la primera para realizarle el estudio
de seguimiento de la estabilidad del radiofarmaco en el tiempo y los estudios cromatograficos
en Alumina y en Whatman 1 (con MeOH:HCI 6N 99,5:0,5 como fase movil en ambos casos)
para obtener mas informacién sobre la PRQ de la muestra. Se pueden apreciar los
cromatogramas con su respectivo cuadro de purezas relativas para la marcacién con 2,5 mCi
y el cuadro de purezas relativas referente a la marcacién con 5,63 mCi en la Figura 21 y la
Tabla 8.
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9mMTcOq4 (REG #1) 3,92 16666,0 5,63
Impureza (REG #2) 8,73 87595,9 29,58
FNZ-99mTc(REG #3) | 24,55 191890,6 64,79

Figura 21. Cromatograma de HPLC obtenido para el complejo FNZ-**"Tc, habiendo marcado con 2,5 mCi.
También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes sefiales

Tabla 8. Cuadro de purezas relativas de las diferentes sefiales obtenido para el complejo FNZ-"Tc, habiendo marcado

con 5,63 mdCi.
Sustancia Tiempo de | Cuentas del area % Area (%)
retencion (minutos)
Impureza (REG #1) 8,85 90925,36 65,36
FNZ-99mTc(REG #2) | 24,62 48192,17 34,64

Se obtuvo informacién a partir de las cromatografias en Alimina y Whatman 1 para la
marcacion realizada con 2,5 mCi. Esto fue posible tomando en cuenta los Rf de las diferentes
especies que puede formar el **™Tc durante una marcacién, como se muestra en la Tabla 6.
La cromatografia en Alumina aporté informacién acerca del porcentaje de presencia de las
impurezas como el ®™TcO,xH,0 y del complejo 2°™T¢(CO)3(H20)s. Este se considera una
impureza ya que no es el complejo que en este punto se estad buscando. El porcentaje que se
obtuvo fue de 35,53% segun las cromatografias en placa y de 35,21% segun los estudios
realizados por HPLC.

La cromatografia Whatman 1 permitié conocer el porcentaje de presencia del hidrolizado

9MTcO,xH,0, que fue de 1,54%, que resulta un porcentaje adecuado para esta impureza
(bajo).

Considerando todo lo anteriormente dicho es que se obtuvo el porcentaje de presencia del
complejo de interés FNZ-"Tc, que es de 63,25% (Tabla 9), teniendo en cuenta la mayor
pureza radioquimica obtenida (marcacidn realizada con 2,5 mCi).

Tabla 9. Porcentajes de PRQ obtenidos utilizando las dos técnicas diferentes, que son el HPLC y los estudios

cromatogrdficos.
Volumen de FNZ (pL) Actividad utilizada | PRQ segln HPLC (%) PRQ segun
(mCi) cromatografias (%)
100 (0,1 g de FNZ) 2,50 63,25 62,93
100 (0,1 g de FNZ) 5,63 34,64 -
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En la Tabla 9 anteriormente expuesta se muestra que, aunque los estudios sean diferentes,
los resultados obtenidos acerca del PRQ de este radiofarmaco son muy concluyentes, ya que
dichas cifras son muy similares entre si. Se aprecia que la PRQ obtenida mediante la marcacién
realizada con 2,5 mCi de actividad es mucho mayor a la alcanzada con 5,63 mCi (ver Tabla 9).

Se marcé un volumen de 100 uL de FNZ. Esto indica que habia una cantidad menor de
moléculas de FNZ disponibles para ser marcadas con el complejo intermedio con respecto a
la marcacidn para el volumen de FNZ de 300 pL. Como resultado, se extrae que la PRQ en
estos dos casos es considerablemente menor a lo anteriormente descripto (PRQ~95%).

A partir de estos experimentos, en los que las PRQ alcanzaron valores muy inferiores al 90%,
se concluye que era necesario marcar un volumen mayor de FNZ (manteniendo su
concentracion, que implica un mayor nimero de sitios de union) para obtener un PRQ
proporcional.

Se puede decir que, en términos relativos, se obtuvo un proceso de marcacion
considerablemente menos efectivo para una marcacién con mayor actividad (5,63 mCi). Esto
es debido a que hay muchas moléculas del complejo intermedio que quedan libres sin lograr
unirse a la FNZ (no pudiendo marcarla) y su cantidad relativa aumenta aiin mas con respecto
a la marcacién con 2,5 mCi, minimizando entonces la cantidad relativa de FNZ marcada y
dando lugar a una PRQ muy baja.

Luego de comprobar que el marcado con 100 uL de FNZ no fue del todo exitoso, se marcaron
300 pL de FNZ (1 mg /mL) con una actividad de 4,88 + 0,38 mCi (1,81x108+ 1.41x107 bq).

Se obtuvo un cromatograma de HPLC de dicho marcado como el que se muestra en la Figura
22. Este presentd un pequefio pico de impurezas a los 8,82 minutos de tiempo de retencién
y presenta una presencia porcentual de 4,60%. Se visualiza una serie de picos a los 24,33
minutos de tiempo de retencién que puede ser atribuido a la molécula de FNZ marcada. Este
tiempo de retencién es similar al de uno de los complejos de diéxido de Fenazina marcados
con ®™Tc que reportd Rey et al (2015), que fue de 22,5 minutos?. Este presentd un
porcentaje de 95,40%, resultando desdoblado, pudiendo representar distintas
conformaciones del complejo. Esto es muy positivo ya que indicaria una presencia mayor de
la molécula de interés con respecto a la impureza presente, implicando un marcado exitoso.
Ademas, dicho porcentaje es mayor a 90%, que es el minimo valor de pureza radioquimica
para un potencial radiofarmaco de diagndstico.
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FNZ-99mTc(REG#2) | 24,33 581270,2 95,40
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Figura 22. Cromatograma de HPLC obtenido para la mezcla de reaccion de la preparacion del complejo FNZ-
#mTc, con 4,88 mCi de actividad. También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes
sefiales.

7.4.Seguimiento de estabilidad del marcado

El cromatograma y los porcentajes de presencia relativa de la molécula FNZ-*"Tc a tiempo 0
se pueden apreciar en la Figura 23. Se marcaron 300 pL de dicha molécula con una actividad
de 5,47 mCi vy al analizarla por HPLC se inyectaron 25 L. En este caso, se obtuvieron 2 picos
claramente diferenciados. Uno muy fino e intenso a los 8,80 minutos de tiempo de retencion
y otro muy intenso y ancho (que es el que representa a la formacion del complejo de interés)
con un tiempo de retencion de 23,63 minutos. Los porcentajes obtenidos fueron de 6,23%
(para el primer pico mencionado) y de 93,77% (para el segundo). La PRQ se obtuvo
sustrayendo el porcentaje de la impureza presente a 8,80 minutos y el porcentaje de la
impureza hidrolizada **™TcxH0, que es de 1,54% (determinado por cromatografia en placa),
obteniéndose un PRQ de 92,23%.

&, 001cps #1000 1 Cha
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0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 min
Sustancia Tiempo de retencidn | Cuentas de area % Area (%)
(minutos)
Impureza (REG #1) 8,80 48663,0 6,23
FNZ-99mTc(REG #2) 23,63 733019,9 93,77

Figura 23. Cromatograma de HPLC obtenido para el complejo FNZ-**"Tc habiendo marcado con 5,47 mCi.
También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes sefiales.

El siguiente cromatograma de HPLC para el seguimiento de estabilidad se obtuvo 1 hora
después de finalizada la marcacién. Este cromatograma presenté un pico muy pequefio y muy
fino con tiempo de retencion de 8,75 minutos y otra regidon que representa al complejo de
interés con un tiempo de retenciéon de 23,60 minutos, tal y como se puede observar en la
Figura 24 adjunta. La PRQ se obtuvo restando el porcentaje de presencia de la impureza
presente a los 8,82 minutos (que fue de 4,93%), vy el porcentaje de la impureza hidrolizada
9MTexH,0 fue de 1,54%. Esto da una PRQ para el primer cromatograma del estudio de
estabilidad de 93,53%. Este PRQ implica que el complejo de interés se mantuvo altamente
formado y que la FNZ se mantuvo altamente marcada.
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Figura 24. Cromatograma de HPLC obtenido para el complejo FNZ-*"Tc luego de pasada 1 hora desde su
marcacion. También, estad presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes sefiales.

El porcentaje inicial de pureza radioquimica conseguido, fue levemente menor que el
alcanzado 1 hora después. Esto se explica porque debe considerarse dentro del rango del
posible error en la medida. En el cromatograma obtenido 1 hora mds tarde de finalizada la
marcacién, parece ser que las cuentas por segundo (CPS) obtenidas han disminuido
notoriamente, lo que podria explicar el porqué de la minima diferencia. Aun considerando lo
anterior, la diferencia del PRQ entre un cromatograma y el otro es exigua, lo que es muy
positivo y expresa gran estabilidad 1 hora después.

2 horas posteriores a la finalizacion de la marcacién, se obtuvo un segundo cromatograma de
HPLC que presentd el mismo pico, intenso pero muy fino, esta vez con 8,80 minutos de tiempo
de retencién, un Unico pico muy intenso y ancho que representa al complejo de interés, con
un tiempo de retencion de 23,63 minutos, con aparente similitud con el obtenido
anteriormente para esta molécula (ver Figura 23 y 25).

El porcentaje de PRQ se calculd considerando la impureza representada por el primer pico
mencionado y la impureza hidrolizada *™TcxH,0, cuyos porcentajes de presencia fueron de
7,63% y 1,54% respectivamente. Esto da lugar a una PRQ de 90,81% 2 horas post inyeccién.
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0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 min
Sustancia Tiempo de retencidn | Cuentas de area % Area (%)
(minutos)
Impureza (REG #1) 8,80 47412,5 7,50
FNZ-99mTc(REG #2) 23,63 92,50 92,50

Figura 25. Cromatograma de HPLC obtenido para el complejo FNZ-**"Tc luego de pasadas 2 horas desde su
marcacion. También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes sefiales.

Se observa que la PRQ tiene una variacion minima con respecto al cromatograma de HPLC
obtenido 1 hora antes. Sin embargo sigue presentando un porcentaje de pureza muy elevado,
lo que expresa una estabilidad del complejo del radiofarmaco muy clara, incluso teniendo en
cuenta las 2 horas que transcurrieron desde su formacion.

Posteriormente, se obtuvo el cromatograma de HPLC luego de 3 horas de finalizada la
marcacion. Este presenté el pico intenso y fino a los 8,87 minutos de tiempo de retencion, y
otro pico ancho e intenso caracteristico, esta vez con un tiempo de retenciéon de 23,62
minutos, tal y como se puede apreciar en la Figura 26. Nuevamente la PRQ se calculd
considerando los porcentajes de la impureza a los 8,78 minutos de tiempo de retencién y la
impureza hidrolizada *™TcxH,0, de porcentajes 7,69% y 1,54% respectivamente. Esto da
lugar a una PRQ de 90,77%, que sigue sosteniéndose por encima del 90% y que se vio
practicamente inalterada con respecto al anterior cromatograma de HPLC. Esto denota una
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gran estabilidad por parte del complejo que forma al radiofdrmaco, incluso 3 horas después
de haber sido formado.

8, 00{cps *=1000 1

4, 004
2, 004
a0, 00 |
0,00

| I e S E— T T T T L L T T N T
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Sustancia Tiempo de retencidén | Cuentas de area % Area (%)
(minutos)
Impureza (REG #1) 8,87 74409,1 7,64

FNZ-99mTc(REG #2) 23,62 899586,4 92,36
Figura 26. Cromatograma de HPLC obtenido para el complejo FNZ-"Tc luego de pasadas 3 horas desde su

marcacion. También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes sefiales.

Se obtuvo otro cromatograma de HPLC pasadas 4 horas de finalizada la marcacién. En este
caso también se inyectaron 40 plL de la muestra. Como se observa, presenta, al igual que en
los casos anteriores, un pico fino e intenso a los 8,87 minutos de tiempo de retencion y otro
pico mucho mas ancho y también intenso a los 23,75 minutos de tiempo de retenciéon. Dicho
cromatograma se puede apreciar en la Figura 27. La PRQ se calculé nuevamente considerando
la impureza presente a los 8,87 minutos de tiempo de retencién y la impureza hidrolizada
9mMTexH,0, cuyos porcentajes de presencia fueron de 7,68% y 1,54%. La PRQ obtenida fue de
90,78%. Dicho PRQ se mantuvo en su totalidad, habiendo pasado 1 hora mas con respecto al
marcado y a la formacién del complejo de interés, lo que sigue enfatizando la idea de que la
estabilidad de complejo es clara, auin 4 horas después de la marcacion.
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0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 min
Sustancia Tiempo de retencién | Cuentas de area % Area (%)
(minutos)
Impureza (REG #1) 8,87 18805,9 7,68
FNZ-99mTc(REG #2) 23,75 2259345 92,32

Figura 27. Cromatograma de HPLC obtenido para el complejo FNZ-"Tc luego de pasadas 4 horas desde su
marcacion. También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes sefiales.

Finalmente se obtuvo un cromatograma de HPLC pasadas 24 horas desde el inicio de la
marcacion. El cromatograma obtenido (observado en la Figura 28) presenta el pico intenso y
fino a los 8,78 minutos de tiempo de retencién y el pico caracteristico del complejo alos 23,57
minutos de tiempo de retencion. El primer pico mencionado (el de la impureza) se observa
en este Ultimo espectro, siendo un poco mas intenso que en los anteriores, e igual de fino;
mientras que el pico caracteristico del complejo se presenta menos intenso que en
cromatogramas anteriores (ver Figura 28). La PRQ se calculé considerando los porcentajes de
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la impureza presente en el cromatograma, de tiempo de retencién 8,78 minutos, y el de la
impureza hidrolizada *°™TcxH,0; estos porcentajes son de 12,22% y 1,5%, respectivamente.
El porcentaje de la impureza hidrolizada se midié nuevamente a las 24 horas, manteniéndose
constante en su valor~1,5%. La PRQ obtenida es de 86,24%. Aun considerando este descenso,
es importante resaltar la gran estabilidad que presenté el complejo de interés, incluso
tomando en cuenta que habian pasado 24 horas con respecto a la marcacién. Este tltimo fue
el primer cromatograma de HPLC en el que se obtuvo una PRQ inferior al 90%, considerando
gue, aun asi, fue levemente menor con respecto a dicha cifra.

(og=F:] o Chi
4001 o
200 &
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 min
(minutos)
Impureza (REG #1) 8,78 4514,27 12,22
FNZ-99mTc(REG #2) 23,57 32436,04 87,78

Figura 28. Cromatograma de HPLC obtenido para el complejo FNZ-*>"Tc luego de pasadas 24 horas desde su
marcacion. También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes sefiales.

Si se observa la Figura 29 se puede apreciar que el descenso de la PRQ con respecto al tiempo
transcurrido es muy sutil y que la estabilidad del radiofarmaco de interés es muy clara, incluso
considerandolo 24 horas después de obtenido. Se observa una estabilidad que implica una
PRQ de aproximadamente 90% en todos los tiempos considerados, lo que es muy positivo.

PRQ en funcién a tiempo
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Figura 29. Grdfica que muestra la relacion entre la PRQ y el tiempo que se siguid en el control de
estabilidad
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7.5.Estudio de lipofilia (Log P)

Se le realizé el estudio de lipofilia obteniendo el coeficiente de particiéon (Log P) entre las
fases 1-octanol y PBS. Dicho Log P es de 0,11+/-0,062. Este coeficiente de particion se
encuentra en el rango de -0,5 a 2, lo que se indica en la literatura es adecuado para el pasaje
a través de membranas bioldgicas.®? Este coeficiente de particion implica una preferencia leve
y poco notoria por la fase acuosa en relacion a la fase octandlica, ya que las cuentas obtenidas
para la primera fueron un poco mayores que la segunda.

7.6.Ensayo de competencia con histidina

Previo a ejecutar este ensayo se realiza una corrida del marcado con *™Tc de la FNZ en el
HPLC. Se obtuvo un cromatograma que presenta un pico pequefio y fino a los 8,82 minutos
de tiempo de retencién y otro pico muy ancho e intenso con 24,33 minutos de tiempo de
retencién, con porcentajes de presencia relativa de 4,60% y 95,40%, respectivamente. El
tiempo de retencion de la FNZ marcada era de aproximadamente 26 minutos. Se recolectaron
las 2 muestras del segundo pico para realizar este estudio y el de unién a proteina. Se
obtuvieron las actividades de estas tomas, resultando en dos medidas bien diferenciadas: el
primer eppendorff tuvo una actividad de 11 mCi, mientras que el segundo tuvo una actividad
de 26 mCi. Esto se hizo para obtener un eluido del marcado para realizar el presente ensayo.

Luego de colocar los volumenes de la FNZ marcada (180 pL) y la histidina (20 pL) en cada
eppendorff, se procedié a medir la actividad de una de las concentraciones para tener un
estimado de la misma, obteniendo un valor de 2 mCi.

Para controlar la estabilidad del complejo de interés frente a la histidina, se realizaron
cromatografias de HPLC y se obtuvieron los cromatogramas a 1y 3 horas después de incubar
los eppendporfs a 37 °C (Tabla 10, 11 y 12 y 13). En primer lugar se observa el cuadro de
purezas relativas obtenido para la concentracidon 0,1 mM luego de 1 hora, que estd presente
en la Tabla 10.

En ésta se puede interpretar la presencia de un pico muy pequefio con un tiempo de retencion
de 4,07 minutos, también otro pico muy fino y pequefio con un tiempo de retencién de 8,93
minutos y finalmente un par de picos que representan a la FNZ marcada con un tiempo de
retencién de 23,73 minutos. Los porcentajes obtenidos para cada pico o conjunto de éstos
son de 17,79%, 6,44% vy 75,77%, respectivamente. En el cromatograma ya se ve un descenso
importante de la proporcién relativa de la FNZ marcada, lo que indicaria que la competencia
con histidina esta logrando que un niumero notorio de moléculas de FNZ no puedan estar mas
unidas al ®®™Tc, ya que éste pasa a estar unido a la histidina en lugar de a la FNZ. Es por ello
qgue el descenso de la presencia porcentual del complejo de FNZ marca el comienzo de la
formacion del complejo de la histidina con el ®™Tc. El pico que se visualiza con un tiempo de
retencién de 8,93 minutos representa a la impureza que siempre esta presente al marcar ala
FNZ. El otro pico observado con un tiempo de retencion de 4,07 minutos puede indicar la
presencia del complejo antedicho (entre *™Tc e histidina), ya que no estaba presente en la
corrida de marcado, y a su vez podria estar indicando una nueva entidad.
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Tabla 10. Cuadro de purezas relativas de los diferentes picos obtenido para el complejo FNZ->°"Tc en el ensayo de
competencia con Histidina luego de pasada 1 hora de incubacion con histidina 0,1 mM.

Sustancia Tiempo de retencién | Cuentas de area % Area (%)
(minutos)

Nuevo complejo | 4,07 13420,93 18,62

Histidina-°"Tc  (REG

#1)

Impureza (REG #2) 8,93 4266,83 5,92

FNZ-99mTc(REG #3) 23,73 54375,06 75,46

Luego se obtuvo el cuadro de purezas relativas de los diferentes picos también de 1 hora de
incubacion, pero esta vez tomando una concentracion de histidina de 1 mM, apreciable en la
Tabla 11. En este caso también se inyectaron 50 pL al HPLC. En este cuadro se observd una
pureza relativa muy pequefia de tiempo de retencién 3,75 minutos, otra sefial con pureza
relativa también pequena de tiempo de retencion 8,80 minutos y por ultimo la region que
representa a la FNZ marcada con un tiempo de retencion de 25,42 minutos. Los porcentajes
de presencia relativa de estas regiones son de 17,14%, 16,35% y 66,52%, respectivamente. En
este caso, en el que se trabajé con una concentracién mayor de histidina, se observa que
hubo un descenso del porcentaje relativo del complejo de interés y un aumento del mismo
para el nuevo complejo formado.

Tabla 11. Cuadro de purezas relativas de los diferentes picos obtenido para el complejo FNZ-99mTc en el ensayo de
competencia con Histidina luego de pasada 1 hora de incubacion con histidina 1 mM.

Sustancia Tiempo de retencidon | Cuentas de area % Area (%)
(minutos)

Nuevo complejo | 3,75 7085,40 17,14

Histidina-*"Tc  (REG

#1)

Impureza (REG #2) 8,80 6759,63 16,35

FNZ-99mTc(REG #3) 25,42 27505,35 66,52

Luego de transcurridas las 3 horas de incubacidn, se obtuvo el cuadro de purezas relativas de
los diferentes picos para la concentracidon 0,1 mM, como puede apreciarse en la Tabla 12.
Para su obtencidn se inyectaron 75 plL al HPLC. En este cuadro se visualizaron las regiones en
4,12 minutos de tiempo de retencién, 8,82 minutos de tiempo de retencién y 24,23 minutos
de tiempo de retencion. Los porcentajes relativos son de 37,60%, 15,01% y 47,39%
respectivamente. La primera regién, como ya se menciond, representa el nuevo complejo
entre Histidina y *°Tc. Su porcentaje de presencia relativa aumentd de forma significativa con
respecto a los resultados obtenidos en la Tabla 10. Esto implica que a mayor tiempo, aumenta
la formacién de este complejo. La segunda regidn, representa a la impureza comunmente
obtenida en la marcacién de FNZ, que también aumentd su presencia relativa con respecto al
mismo cromatograma obtenido luego de 1 hora de incubacién. Probablemente, esto se debe
al descenso relativo del complejo de interés que disminuyo su presencia dada la formacion
del complejo con la histidina. En dltimo lugar se ve la region representada por el complejo de
interés cuya presencia relativa disminuyd notoriamente con respecto a ambas, la corrida de
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marcado y al cromatograma obtenido luego de 1 hora de incubacién. En este caso los
porcentajes del complejo de interés y el nuevo complejo con histidina se asemejan mucho,
indicando la gran similitud de presencia relativa de dichos complejos.

Tabla 12. Cuadro de purezas relativas de los diferentes picos obtenido para el complejo FNZ-*°™Tc en el ensayo de
competencia con Histidina luego de pasadas 3 horas de incubacion con histidina 0,1 mM.

Sustancia Tiempo de retencidon | Cuentas de area % Area (%)
(minutos)

Nuevo complejo | 4,12 7373,170 37,60

Histidina-*"Tc  (REG

#1)

Impureza (REG #2) 8,82 2943,371 15,01

FNZ-°*"T¢(REG #3) 24,23 9294,645 47,39

Se obtuvo un cuadro de purezas relativas también luego de 3 horas de incubacion pero esta
vez con una concentracion de Histidina de 1 mM. El mismo se puede observar en la Tabla 13.
En este caso se inyectaron 100 pL al HPLC, dado que se considerd que habia sido un tiempo
considerable de incubacién con una concentracidn relativamente alta de Histidina, ademas
de que el cromatograma anterior ya habia presentado picos poco definidos. En el cuadro se
observaron regiones con tiempos de retencién de 2,05 minutos, 8,78 minutos y 25,38
minutos. La primera regidén mencionada tiene una presencia porcentual de 23,55% vy
representa el complejo formado entre la Histidina y el ®™Tc. Tuvo un leve aumento
porcentual con respecto al cuadro obtenido para la misma concentracién de Histidina durante
1 hora de incubacidn. La segunda region con un porcentaje relativo de 19,65% representa la
impureza comunmente obtenida al marcar a la FNZ. El porcentaje no se vio muy modificado
con respecto al cromatograma obtenido para la misma concentracién luego de 1 hora de
incubacidén. Y finalmente el porcentaje relativo para el complejo de interés disminuyd con
respecto al cromatograma obtenido para la misma concentracion a 1 hora de incubacion.

Tabla 13. Cuadro de purezas relativas de los diferentes picos obtenido para el complejo FNZ-*°"Tc en el ensayo de
competencia con Histidina luego de pasadas 3 horas de incubacion con histidina 1 mM.

Sustancia Tiempo de retencidn | Cuentas de area % Area (%)
(minutos)

Nuevo complejo | 2,05 3507,315 23,55

Histidina->>"Tc (REG #1)

Impureza (REG #2) 8,78 2926,340 19,65

FNZ-2°"Tc(REG #3) 25,38 8461,296 56,81

7.7.Ensayo de union a proteinas

Para 1 hora de incubacion y considerando las actividades obtenidas en el contador de
centelleo sélido de pozo “ORTEC”, se calcularon 3 relaciones. Estas se obtuvieron dividiendo
la actividad de cada pellet con la actividad de su correspondiente sobrenadante. Las
relaciones obtenidas fueron muy cercanas a1 (0.95), lo que expresa actividades entre el pellet
y el sobrenadante muy similares entre si para cada fraccidn considerada.
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Para 3 horas de incubacidn se obtuvieron medidas de actividad, y se calcularon 3 relaciones
Pellet/Sobrenadante de la misma forma que se expuso anteriormente. Estas presentaron un
valor por encima de 1. El promedio obtenido es de 1,27, lo que refleja una distribucién
desigual de la molécula de interés marcada hacia las proteinas, las que a su vez, luego de 3
horas de incubacién, tienden a estar en mayor concentraciéon en el pellet que en el
sobrenadante. Esto indica que el complejo FNZ->*™Tc, luego de 3 horas de incubacidn, tiene
aproximadamente un 50% de unidn a proteinas plasmaticas.

Se puede observar entonces como, con el paso del tiempo de incubacién, la distribucion de
las moléculas anteriormente mencionadas se vuelve mas desigual y empieza a darse una
preferencia por unirse a las proteinas plasmaticas en vez de permanecer en el sobrenadante
unidas a FNZ, considerando la diferencia en la relacion Pellet/Sobrenadante mencionada.

7.8.Estudio de biodistribucién del complejo FNZ-*°"Tc

Los resultados obtenidos en este estudio, se expresan en cuentas por 10 segundos para cada
organo/tejido de los ratones hembras Balb/c, de 6 a 8 semanas portadores de tumor de mama
murino inducido con células 4T1. Se obtienen los porcentajes de actividad y porcentajes de
actividad por gramo de masa (%Act/g), para cada érgano extraido del organismo del ratén
(ver Tabla 14). En este caso, se calcularon para los 4 ratones que fueron sacrificados 30
minutos después de que fueron inyectados. Se muestra un promedio de dichas actividades.
En primer lugar se muestran los resultados del primer experimento de biodistribucién, en el
gue se utilizaron 12 ratones.

Tabla 14. % Actividad y Actividad/g expresadas con su correspondiente desviacion estdndar para los (n=4)
ratones Balb/c portadores de tumor mamario sacrificados 30 minutos después de habérseles inyectado el
complejo de Fenazina marcado.

Organo Promedio %Act/g+DE Promedio %Act+DE
Sangre 5,92+0,76 9,80x1073+1,91x103
Higado 34,18+1,25 45,99+2,14
Corazoén 1,1740,22 0,34+0,08

Pulmoén 10,99+1,06 2,35+0,54

Bazo 14,53+4,43 2,05+0,57

Rifidn 8,95+0,50 3,90+0,11

Tiroides 3,69+0,47 0,51+0,16

Musculo 0,50+0,16 3,90x103+1,77x1073
Hueso 0,96%0,18 1,80x103+7,08x10*
Estdmago 7,61+1,45 1,8740,25

TGI 4,60+0,62 10,57+0,65

Tumor 1,0940,31 0,1940,07

Vejiga y orina 4,77+0,18 1,67+0,09
Tumor/Musculo 2,21+0,45 -

Tumor/Sangre 0,18+0,03 -
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A los 30 minutos de haberse inyectado el radiofarmaco, se observa una amplia distribucidon
de éste a nivel del higado (45,99 + 2,14) y un porcentaje de actividad por gramo (34,18 + 1,25).
Esto indicaria que la via hepato biliar es la principal via de metabolizacion del complejo de
Fenazina marcada.

Se obtuvieron, ademas, dos relaciones: tumor/musculo y tumor/sangre, de 2,21 + 0,45y 0,18
+ 0,03, respectivamente. En la primera se observa una predominancia (el doble) de la
actividad presente en el tumor con respecto a la presente en el musculo. Mientras que de la
segunda se desprende una relacidon tumor/sangre muy inferior a 1, lo que indicaria que a este
tiempo de distribucion hay altos niveles en sangre, lo que a su vez es coherente con la alta
tasa de union a proteinas plasmaticas que presenta el complejo FNZ-*°"Tc.

Luego se observan los resultados obtenidos para los ratones que fueron sacrificados 1 hora
posterior a su inyeccion (Tabla 15).

Tabla 15. % Actividad y Actividad/g expresadas con su correspondiente desviacion estdndar para los 4 ratones
balb/c portadores de tumor mamario sacrificados 1 hora después de habérseles inyectado el radiofdrmaco.

Organo Promedio %Act/g+DE Promedio %Act+DE
Sangre 5,60+0,93 5,00x1073+1,75x1073
Higado 23,2710,28 43,16+6,40
Corazoén 1,14+0,18 0,36+0,03

Pulmédn 12,17+4,78 4,04+1,15

Bazo 6,74+1,13 1,97+1,01

Rifion 9,16+1,54 3,360,224

Tiroides 3,59+0,96 0,51+0,02

Musculo 0,63+0,17 2,00x1073+2,00x10*
Hueso 0,99+0,23 1,20x103+4,00x10*
Estdmago 7,29+1,68 0,71+0,22

TGI 4,00+1,19 4,48+1,43

Tumor 0,93+0,02 0,29+0,02

Vejiga y orina 29,57+11,20 2,39+0,68
Tumor/Musculo 1,84+0,13 -

Tumor/Sangre 0,22+0,07 -

Posterior a 1 hora desde su inyeccion, el radiofdrmaco parece tener una distribuciéon
altamente concentrada a nivel hepatico, con valores de porcentaje de actividad y porcentaje
de actividad por gramo de 23,27 + 0,28 y 43,16 + 6,40, respectivamente. Como se puede
observar, de forma comparativa, estos valores son sutilmente menores que los obtenidos
para el higado a los 30 minutos de haberse inyectado a los ratones.

Ademas se obtienen las siguientes relaciones de actividad por gramo de 1,84+0,13 % para
tumor/musculo y 0,22+0,07 % para tumor/sangre. Se observa un descenso de la primera en
relacidn a los 30 minutos post-inyeccidn, que se ve en la disminucidn de la actividad obtenida
para el tumor (en este caso 0,93%, mientras que en el tiempo anterior la actividad era de
1,09%); y de un aumento en la actividad obtenida para el musculo (que es de 0,63% para 1
hora y 0,50% para 30 minutos post-inyeccion).
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Para la segunda relacién mencionada, vemos un leve aumento. Mientras que a los 30 minutos
luego de la inyeccion se obtuvo una relacién de 0,18+0,03 %, 1 hora posterior a la inyeccidn
se alcanzo una relacién de 0,22+0,07 %. Este aumento se puede explicar a partir de un posible
aumento de actividad situada en el tumor (que no es el caso, como se menciond
anteriormente) o una disminucion de la actividad localizada en la sangre, que es observable,
ya que para 30 minutos post-inyeccion la actividad en la sangre es de 5,92% mientras que
para 1 hora post-inyeccion es de 5,60%.

Finalmente, se pueden observar los resultados obtenidos para los ratones que fueron
sacrificados 2 horas después de su inyeccidn (Tabla 16).

Tabla 16. % Actividad y Actividad/g expresadas con su correspondiente desviacion estdndar para los 4 ratones

sacrificados 2 horas después de habérseles inyectado el radiofdrmaco.

Organo Promedio %Act/g+DE Promedio %Act+DE
Sangre 7,23+1,67 3,90x1073+1,71x10°3
Higado 28,9513,88 47,64+3,99
Corazoén 1,3040,31 0,44+0,15

Pulmédn 14,46+2,99 3,28+0,86

Bazo 13,42+4,06 2,60+0,52

Rifion 8,55+1,56 3,45%0,93

Tiroides 3,43+0,42 0,43+0,12

Musculo 0,55+0,13 2,00x1073+8,44x10*
Hueso 0,91+0,19 1,00x103+4,10x10*
Estdmago 6,19+0,76 1,80%0,37

TGI 5,53+1,68 13,98+2,28

Tumor 1,64+0,25 0,22+0,06

Vejiga y orina 9,29+2,15 4,94+0,85
Tumor/Musculo 2,29+0,28 -

Tumor/Sangre 0,19+0,02 -

A este tiempo post inyeccidn, se puede observar como la distribucidn del radiofarmaco sigue
teniendo predominancia en el higado, con una actividad por gramo 28,95 + 3,88 % y de
actividad 47,64 + 3,99 %. Se visualiza un pequefio aumento con respecto al ultimo tiempo,
debido a que se expresa una mayor captacién del radiofarmaco a nivel hepatico a las 2 horas
de inyectado que a la hora.

Las relaciones obtenidas son de 2,29 + 0,28 % para tumor/musculo y 0,19 + 0,02 % para
tumor/sangre. Se observa un claro aumento con respecto a los dos tiempos anteriores en la
primera relacién mencionada, que se debe a un aumento significativo de la actividad
localizada en el tumor. Estos resultados son sumamente positivos, ya que reflejarian que 2
horas post-inyeccion refieren al tiempo 6ptimo de distribucién del radiofarmaco,
aumentando su captacién a nivel tumoral. Las relaciones obtenidas para cada tiempo se
puede apreciar en la Tabla 17.
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Tabla 17. Relaciones porcentuales tumor/musculo y tumor/sangre para cada uno de los tiempos estudiados.

Tiempo (min)

Relacién tumor/musculo (%)

Relacion tumor/sangre (%)

30

2,21+0,45

0,18 £ 0,03

60

1,84+0,13

0,22 + 0,07

120

2,29+0,28

0,19 + 0,02

Por ultimo, como se menciond anteriormente, la actividad en el tumor aumento, desde 1,09%
para 1 hora, a 1,64% para 2 horas. Este cambio es muy positivo porque indica una mayor
selectividad del radiofarmaco por el tumor, ya que al aumentar el tiempo es coherente con

una captacién pasiva®?.

Se puede observar a continuacidén las graficas de los 3 tiempos utilizados para este
experimento mostrando el porcentaje de actividad (30 minutos, 1 hora y 2 horas) (Figura 30)
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Figura 30. Grdfico del porcentaje de actividad de todos los érganos del ratén, medida en el contador de cuentas
por 10 segundos Ortec, en funcion al tiempo transcurrido desde la inyeccion del radiofdrmaco al raton. En azul
se puede apreciar el grdfico de los 30 minutos post-inyeccion, en naranja el de 1 hora post-inyeccion y en gris el
de 2 horas post-inyeccion (Primer experimento)
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Figura 31. Grdfico del porcentaje de actividad por gramo de todos los érganos del ratdn, medida en el contador
de cuentas por 10 segundos Ortec, en funcion al tiempo transcurrido desde la inyeccion del radiofdrmaco al
raton. En azul se puede apreciar el grdfico de los 30 minutos post-inyeccion, en naranja el de 1 hora post-
inyeccion y en gris el de 2 horas post-inyeccion (Primer experimento).

En la Figura 30 se puede apreciar que las regiones del organismo que poseen el porcentaje de
actividad predominante son el higado y los intestinos (en menor medida). El tumor se visualiza
con barras muy pequeiias, esto da el indicio de poca captacién del radiofarmaco en dicha
region.

En la Figura 31 se observa una distribucién mas homogénea de la actividad por gramo de
6rgano. Aun se sigue advirtiendo una predominancia del radiofarmaco en el higado.
Finalmente, se aprecia que a los 30 minutos de ser inyectados los ratones, a nivel tumoral, Ia
actividad por gramo es mayor que luego de 1 hora. Posteriormente, tiene un aumento luego
de pasadas 2 horas de la inyeccién del radiofarmaco.

El segundo experimento en un estadio tumoral mas avanzado se realizé con la expectativa de
obtener mayores regiones hipoxicas. Este implicé que se utilizaran 8 ratones, 1 hora (n=4) y
2 horas(n=4) post inyeccién. A continuacion, se pueden observar los resultados obtenidos
para los ratones sacrificados luego de 1 hora post inyeccién (Tabla 18).

Tabla 18. %Actividad y %Actividad/g expresadas con su correspondiente desviacion estdndar para los 4 ratones
sacrificados 1 hora post inyeccion, en estadio tumoral mds avanzado (Segundo experimento).

Organo Promedio %Act/g+DE Promedio %Act+DE
Sangre 6,39+0,60 6,60x1073+1,11x10°3
Higado 44,78+9,64 46,5316,86
Corazoén 1,47+0,22 0,28+0,04

Pulmédn 5,85+1,75 1,6310,28

Bazo 8,8611,46 1,28+0,58

Rifidn 7,80+2,11 2,94+1,03

Tiroides 3,47+1,06 0,48+0,12
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Musculo 0,54+0,11 5,60x1073+9,34x10*
Hueso 0,91+0,14 1,90x103+6,33x10*
Estdmago 4,21+0,30 0,87+0,18

TGl 6,3510,56 12,99+0,36

Tumor 1,33+0,28 0,05+0,01

Vejiga y orina 16,98+2,51 4,05%1,34
Tumor/Musculo 2,55+0,33 -

Tumor/Sangre 0,20+0,06 -

Luego de pasada 1 hora desde su inyeccion, el radiofdarmaco presenta alta captacién a nivel
hepatico, como se observa en ambos valores, tanto el porcentaje de actividad por gramo
como también el porcentaje de actividad, siendo éstos de 44,78 + 9,64 % y 46,53 + 6,86 %,
respectivamente.

Se obtuvieron las relaciones tumor/musculo y tumor/sangre, de 2,55 + 0,33 % y 0,20 + 0,06
%, respectivamente. El primero da cuenta de una predominancia de la actividad del tumor
muy marcada en relacién a la obtenida para el musculo. Esto es muy positivo, ya que indica
qgue el radiofarmaco fue captado por el tumor con preferencia. En el caso de la segunda
relacidn, se observa una cifra menor a 1, lo que indica selectividad por la sangre por encima
del tumor, es decir, la actividad por gramo obtenida para la misma es notoriamente mayor
gue aquella obtenida para el tumor, demostrando una alta actividad a nivel de pool sanguineo
y una baja captacion a nivel tumoral a 1 h post inyeccidn, informacién que es coherente con
la alta unidn a proteinas plasmaticas que presenta el complejo marcado.

La otra region en la que se aprecia un porcentaje de actividad por gramo es la vejiga y la orina,
lo que indica otra via de excrecién del radiofarmaco.

A continuacidn se puede observar la tabla obtenida para los ratones que fueron sacrificados
a las 2 horas de ser inyectados (Tabla 19).

Tabla 19. % Actividad y %Actividad/g expresadas con su correspondiente desviacion estdndar para los 4
ratones sacrificados 2 horas post inyeccion con modelo tumoral de 14 dias, correspondiente a estadio tumoral
mds avanzado.

Organo Promedio %Act/g+DE Promedio %Act+DE
Sangre 6,88+1,10 3,20x103+1,05x1073
Higado 47,50+£7,45 47,24+5,04
Corazon 1,57+0,32 0,24+0,01

Pulmén 3,71+1,33 0,51+0,06

Bazo 7,6711,84 1,09+0,21

Rinén 6,0410,75 1,86+0,55

Tiroides 3,2210,67 0,31+0,09

Mdsculo 0,54+0,11 1,70x1073+6,36x10™*
Hueso 1,05+0,20 1,00x1073+4,37x10*
Estomago 3,54+0,56 0,71+0,09

TGl 6,95+0,47 10,24+1,20

Tumor 1,07+0,13 0,16+0,04
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Vejiga y orina 17,55+10,09 10,10+2,70
Tumor/Musculo 2,34+0,30 -
Tumor/Sangre 0,30+0,04 -

Luego de 2 horas de que el radiofarmaco fue inyectado, se sigue observando su eliminacién
mayoritariamente hepatica, lo que es esperable teniendo en cuenta las marcaciones con
tricarbonilo que presentan alta captacidon hepatica®2. Ambos valores, tanto el porcentaje de
actividad por gramo como el porcentaje de actividad son los mds elevados, siendo de 47,50
7,45 %y 47,24 £ 5,04 %, respectivamente.

Luego se obtuvieron las relaciones de tumor/musculo y tumor/sangre a 2 h post inyeccion,
que fueron de 2,34+0,30 % y 0,30+0,04 %, respectivamente. La primera, como en el caso
anterior, es mayor a 1, lo que indica una preferencia y una selectividad del radiofarmaco por
el tumory no por el musculo. Esto se puede visualizar en el porcentaje de actividad por gramo,
gue en el caso del primero es de 1,07 £ 0,13 % y en el caso del segundo es de 0,54 £ 0,11 %,
lo que es notoriamente menor. La relacién tumor/sangre es considerablemente menora 1, lo
gue implica una mayor presencia del radiomarcado en la sangre que en el tumor, ya que ésta
es de 0,30 + 0,04 %.

La actividad presente en el tumor no es muy alta con respecto a otras regiones del organismo
del ratdn, lo que da indicios de baja selectividad por parte del radiofarmaco por esta region.
Ademads se visualiza un pequefio descenso del porcentaje de actividad por gramo con
respecto a los ratones sacrificados 1 hora post inyeccion.

Se observa un porcentaje de actividad por gramo apreciable en la vejiga y en la orina, lo que
indica otra via de excrecidn del radiofarmaco, al igual que en el caso anterior.

A continuacidn se observan las graficas obtenidas para el porcentaje de actividad (Figura 32)
y para el porcentaje de actividad por gramo (Figura 33) para los dos tiempos tomados en
cuenta de 1 hora y 2 horas de sacrificio post-inyeccién.
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Figura 32. Grdfico del porcentaje de actividad de todos los drganos del ratén, medida en el contador de cuentas
por 10 segundos Ortec, en funcion al tiempo transcurrido desde la inyeccion del radiofdrmaco al raton. En azul
se puede apreciar el grdfico de la hora post-inyeccion y en naranja el de 2 horas post-inyeccion de modelo tumoral
en estadio mds avanzado (Segundo experimento).
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Figura 33. Grdfico del porcentaje de actividad por gramo de todos los drganos del raton, medida en el contador
de cuentas por 10 segundos Ortec, en funcion al tiempo transcurrido desde la inyeccion del radiofdrmaco al
raton. En azul se puede apreciar el grdfico de la hora post-inyeccion y en naranja el de 2 horas post-inyeccion del
modelo tumoral en estadio mds avanzado.

Como se puede observar en el grafico de la Figura 32, hay una predominancia muy marcada
del porcentaje de actividad a nivel hepatico, con valores cercanos al 50% aproximadamente.
La otra regidon que posee un gran porcentaje de actividad son los intestinos, aunque se
observa que es en una medida menor a la del higado. Este tiene un leve aumento de su
porcentaje de actividad con el paso del tiempo, mientras que los intestinos tienen un leve
descenso a medida que transcurre el tiempo. En el caso del higado se puede observar que
sucede lo mismo que en el experimento anterior: hay un aumento del porcentaje de actividad
desde 1 a 2 horas post-inyeccion, lo que sugiere que es la via principal de metabolizacion. El
resto de las regiones no posee gran presencia porcentual de actividad. Esto también ocurrié
en el primer experimento con un estadio tumoral menos avanzado, en el que las Unicas dos
regiones que presentaban un porcentaje significativo de actividad eran los intestinos vy el
higado, lo que demuestra una biodistribucién consistente del complejo FNZ-*°™Tc.

El higado tiene un aumento en su porcentaje de actividad por gramo desde 1 a 2 horas post-
inyeccion (Figura 33). En este caso, si se lo compara con el primer experimento realizado, se
puede observar el mismo proceso: luego de 2 horas de la inyeccidn, el porcentaje aumenta
con respecto a 1 hora posterior. La regidon que presenta un porcentaje sutilmente mayor al
del resto de las regiones es el bazo, lo que difiere con el primer experimento. En el caso de
éste, el porcentaje disminuye con el tiempo. Finalmente, al observar el tumor se visualiza que,
en el caso del grafico de la Figura 33 hay una leve disminucion de su porcentaje de actividad
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por gramo en el transcurso del tiempo. Esto podria sugerir que la FNZ-*°"Tc no queda
apreciablemente retenida a nivel tumoral en este estadio.

7.8.1.Imagenes centellograficas

Luego se realizo la obtencidn de la imagen centellografica de los ratones con el radiomarcado
(Figura 35). En dicha imagen se puede observar la biodistribucidon a 30 minutos post inyeccion
intravenosa del complejo radiomarcado en el modelo de ratéon Balb/c con tumor de mama
inducido 4T1, donde claramente hay una captacion preferencial por parte del higado.
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Figura 34. Esquema del proceso de obtencion del pro-farmaco y su posterior inyeccion en los ratones, para la
obtencion de la imagen. La escala es en unidades arbitrarias.

Esto es coherente con los resultados obtenidos en los ensayos de biodistribucion, en donde
el higado también es el que posee mayor actividad y, por tanto, mayor presencia del
radiotrazador inyectado. Asimismo, en las imagenes centellograficas obtenidas no se visualiza
captacién apreciable a nivel tumoral, lo que es coherente con los ensayos de biodistribucién.
Ademas es importante mencionar que a 1y 2 h el patrdn de distribuciéon observado en las
imagenes centellograficas es muy similar al de 30 min que se muestra anteriormente (datos
no mostrados).

7.9.Estudio preliminar de la formacion del complejo FNZ-
185Re, mediante caracterizacion por HPLC

Se realiz6 la metodologia de sintesis con diferentes proporciones de reactivos para
determinar la mdas adecuada y la que presentase mayor rendimiento de formaciéon del
producto final de interés (el complejo FNZ-'8°Re). Estas relaciones fueron entre ¥°Re:FNZ de
1:10, 1:1vy 1:0,2.

El analisis de los cromatogramas de HPLC de los sistemas de reaccion se hizo tomando en
cuenta los cambios en el tiempo de retencidn con respecto a los de los cromatogramas de la
FNZ. Se intentd obtener un cromatograma de HPLC para el otro reactivo de interés de esta

59



reaccion: el Bromuro de pentacarbonilrenio (referido aqui como 8°Re) pero este compuesto
no presentd sefiales en las condiciones cromatograficas utilizadas.

Todos los cromatogramas mencionados y analizados se obtuvieron con el gradiente descripto
en “Materiales y métodos” punto 6.2. Las tres condiciones antedichas fueron analizadas con
buffer fosfato 20 mM como una de las fases moéviles del HPLC, a excepcién de la ultima que
también se realizé con Buffer Fosfato 2 mM porque fue la que mejor resultado ofrecid.

Respecto a los rendimientos, la relacion que condujo al mayor valor fue la de 1:1. En la Tabla
20 a continuacién se muestran estos datos.

Tabla 20. Porcentajes de presencia del complejo FNZ-18°Re de interés de los experimentos con diferentes relaciones entre
reactivos.

Proporcion de la reaccion 8Re:FNZ Porcentaje de presencia del pico en el

entorno a los 20 min de tiempo de retencién

(%)
1:10 (Buffer Fosfato 20 mM) 0
1:1 (Buffer Fosfato 20 mM) 1,51

' uv_a

0,00 AT 10,00 '15, 00 '20, 00 I '25, 00 min

Sustancia Tiempo de | Cuentas de drea % Area (%)

retencidn (minutos)

Pico caracteristico | 4,07 177622,7 66,01

FNZ (REG #1)

Impureza 1 (REG #2) | 15,83 47188,2 17,54

Impureza 2 (REG #3) | 16,62 13665,0 5,08

Impureza 3 (REG #4) | 17,27 20167,8 7,50

Complejo FNZ-'®Re | 20,93 10437,2 3,88

(REG #5)

Figura 35. Cromatograma de HPLC obtenido para el complejo FNZ-'8°Re en proporciéon 1:1. También, estd
presente el cuadro de purezas relativas de los diferentes picos.

El cromatograma del sistema de reaccién en proporcién 1:1 con la fase movil buffer Fosfato
2 mM presentd el pico ancho caracteristico de la FNZ con 4,07 minutos de tiempo de
retencién, otro pico con tiempo de retencion 15,83 minutos, otro con tiempo de retencién
16,62 minutos, otro con tiempo de retencion de 17,27 minutos y por ultimo uno pequefio con
tiempo de retencion 20,93 minutos (Figura 35). En comparacion al cromatograma obtenido
con el mismo buffer pero de concentracién 10 veces mayor como fase mévil A de la columna,
los picos presentan una menor intensidad, pero los tiempos de retencidn son
extremadamente similares y en algunos casos exactamente iguales. La diferencia mas notoria
refiere a los porcentajes relativos de presencia de cada compuesto. El porcentaje que tuvo un
cambio mas significativo es el correspondiente al pico de 20,93 minutos de tiempo de
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retencién. Este pasé de ser 1,51% a 3,88%. En su mayoria, es un cromatograma muy similar
al realizado anteriormente. Si se toma en cuenta que el pico obtenido en 20,93 minutos de
tiempo de retencién puede llegar a ser el Complejo2017-1, el hecho de que haya aumentado
su porcentaje relativo implica un punto positivo, ya que esto implicaria que estas condiciones
permiten una mejor resolucion.

Luego de esto, se obtuvo el cromatograma de HPLC con el buffer de concentraciéon 2 mM
como fase mdvil A, de las diferentes fracciones obtenidas una vez que la reaccién en
proporcién 1:1 se repitio. Luego de filtrar el sistema de reaccidén a vacio, se obtuvieron 3
fracciones diferentes: las aguas madres (AM), el sélido filtrado (SF, que se obtuvo en
cantidades muy bajas) y el sélido remanente de la filtracion (SRF, que tenia un aspecto
bastante similar a la FNZ y se ubicé en el balén de reaccién).

El cromatograma de HPLC correspondiente al SF presentd dos picos: Uno en 4,32 minutos de
tiempo de retencién muy intenso y ancho, que representa el pico caracteristico de la FNZ, y
otro muy pequefio de un porcentaje relativo mucho menor, con tiempo de retencién 17,87
minutos, que se asemeja al obtenido en el cromatograma de la FNZ (Figura 36). Esto permite
extraer que el SF es Unicamente FNZ y no contiene el Complejo2017-1.

2, 00{mAU *1000 ! " UvV_j
1, 504 o
1, 00 -
m
0, 501 &
0, 004 A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 5,00 10, 00 15, 00 20,00 25,00 min
Sustancia Tiempo de | Cuentas de area % Area (%)
retencidon (minutos)
Pico caracteristico | 4,32 135643,8 98,32
FNZ (REG #1)
Impureza (REG #2) 17,87 2320,0 1,68
Figura 36. Cromatograma de HPLC obtenido para el sdlido filtrado del sistema de reaccion del complejo FNZ-

18Re en proporcion 1:1. También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes sefiales.
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El cromatograma de HPLC obtenido para el SRF presentd 3 picos: uno muy ancho e intenso a
los 4,18 minutos de tiempo de retencién, que pertenece a la FNZ, uno con 17,12 minutos de
tiempo de retencidn, que también pertenece a la impureza presente en la FNZ, dada su forma
y tiempo de retencion similares, y uno pequefio con 17,90 minutos de tiempo de retenciodn,
que al no diferenciarse tanto en su tiempo de retencion con el pico de la FNZ (diferencia
menor a 1 minuto), es probable que también esté presente dada la presencia de la misma
(Figura 37). Las diferencias porcentuales entre este espectro y el de la FNZ son muy sutiles, ya
que el pico caracteristico de la FNZ a los 4 minutos tiene una presencia porcentual de 90,44%
en el cromatograma de la misma, mientras que en el cromatograma aqui descripto dicho
porcentaje es de 83,26%, siendo éstos muy similares entre si. Lo mismo sucede con el otro
pico de la FNZ a los 17 minutos, que tiene porcentajes de 9,56% y 12,25% respectivamente
para cada uno. Todo lo antedicho lleva a inferir que este SRF tampoco contiene el
Complejo2017-1 que se esperaba formar.

2, 0O{MAU *1000 ' ' ?;"nll uv_j
E
1, 00 ; E‘
0, 004
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 5,00 10, 00 15,00 20,00 25,00 min
Sustancia Tiempo de | Cuentas de drea % Area (%)
retencion (minutos)
Pico caracteristico | 4,18 154185,9 83,26
FNZ (REG #1)
Impureza 1 (REG #2) | 17,12 22678,6 12,25
Impureza 2 (REG #3) | 17,90 8313,3 4,49

Figura 37. Cromatograma de HPLC obtenido para el sélido remanente de la filtracion del sistema de reaccion del
complejo FNZ-*3Re en proporcion 1:1. También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes
sefiales.

Finalmente, se obtuvo el cromatograma de HPLC de las AM. Este presenté un mayor niimero
de picos que los anteriormente analizados (Figura 38). En primer lugar es importante acotar
gue el pico caracteristico de la FNZ (con 4 minutos de tiempo de retencidon aproximadamente)
gue habia aparecido en los cromatogramas de las fracciones anteriores no aparece en éste,
lo que indica una presencia menor de FNZ en las AM que en las fracciones anteriores,
resultando un aspecto positivo. El primer conjunto de picos se ubica en un tiempo de
retencién de 16,70 minutos, siendo éstos de gran intensidad y presentando una presencia
relativa de 21,68%. El segundo conjunto de picos tiene un tiempo de retencién de 17,42
minutos, con una presencia relativa de 31,71%. Luego, el tercer conjunto posee un tiempo de
retencion de 19,07 minutos y una presencia porcentual de 36,34%. De estos 3 conjuntos de
picos, el que podria llegar a representar al Complejo2017-1 es el de tiempo de retencién 19,07
minutos, ya que no se ve representado en el cromatograma de la FNZ por ningun pico, lo que
indicaria la aparicidon de una posible nueva molécula (Figura 39). Ademas, este tiempo de
retencion presenta cierta similitud a 21,5 y 22,5 minutos de moléculas de FNZ unidas a °™Tc
lo que es sugerente ya que el dtomo de '8°Re presenta caracteristicas muy similares al &tomo
de ®°*™T¢%3. Tomando en cuenta los valores de porcentajes relativos de los conjuntos de picos
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expresados anteriormente, si el tercero representase al complejo de interés, seria muy
positivo, ya que su presencia porcentual es considerable. Por ultimo, se visualiza un pico con
tiempo de retencion de 26,13 minutos, que también podria llegar a corresponderse con la
molécula del Complejo2017-1 formado, y que posee una presencia relativa de 10,26%. Su
porcentaje relativo es el mas bajo entre los picos del cromatograma, esto indicaria que el
rendimiento de la reaccidén no seria muy alto si este fuese el complejo de interés.

2, 004 mAlU *1000

1, 00
3; Eo T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 min
Sustancia Tiempo de | Cuentas de area % Area (%)
retencidn (minutos)
Impureza 1 (REG #1) | 16,70 47029,73 21,68
Impureza 2 (REG #2) | 17,42 68786,18 31,71
Impureza 2 (REG #3) | 19.07 78826,20 36,34
(REG #4) 26,13 22254,43 10,26

Figura 38. Cromatograma de HPLC obtenido para las aguas madres de la filtracion del sistema de reaccion del
complejo FNZ-*3°Re en proporcion 1:1. También, estd presente el cuadro de purezas relativas de las diferentes
sefales.

Considerando el andlisis realizado a todos los cromatogramas de HPLC, el complejo formado
entre el ¥5Re y la FNZ parece estar presente en las AM obtenidas por la filtracion del sistema
de reaccién, dada la presencia de picos alternativos a los ya vistos en el cromatograma de la
FNZ obtenido, utilizando buffer de concentracién 2 mM como fase movil. La presencia del
complejo se analizara, luego de una cromatografia preparativa en fase C18, por microscopia
electrdnica de barrido.

En la Figura 40 se puede apreciar una foto de la cromatografia preparativa C18, en la que se
sembraron las AM, de forma tal que se purificara la fraccién que tentativamente pueda
poseer al complejo de interés.

A partir del sembrado de las AM en la TLC preparativa se obtuvieron 4 manchas: la mancha 1,
con un tono amarronado, intenso y que se encuentra en el origen de la placa; la mancha 2,
con un tono rosado palido, que se encuentra por debajo de la mancha violacea; la mancha 3,
gue es violdcea y se podria corresponder a la FNZ, comprobado por su Rf; finalmente, la
mancha 4 que es de un tono amarillento y posee un Rs mayor que el de la mancha 3.

Este anadlisis de cromatografia preparativa se realizd en fase reversa, fase estacionaria C18
con una fase movil buffer fosfato pH 2,5 al 1% de etanolamina 2 mM: MeOH 50:50, las
manchas 1-4 se corresponderian con registros REGH#4-REG#1 de la Figura 38,
respectivamente.
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El sélido obtenido luego de dicho procedimiento (ver materiales y métodos) se utiliza para la
obtencién del cromatograma de HPLC. Para realizarlo, se toma una punta de espatula de
dicho producto que se diluye en 50 uL de DMSO (ver figura 39)

Figura 39. TLC preparativa C18 con AM sembradas.
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Figura 40. Cromatograma de HPLC obtenido para la punta de espdtula del producto rotavaporado de la TLC preparativa de
las AM y su cuadro correspondiente de presencias porcentuales relativas.

En el cromatograma de la Figura 40, se obtuvo un Unico pico a los 23,38 minutos de tiempo
de retencién para el producto evaporado a vacio de la TLC preparativa para las AM. Aquel
representaria al complejo de interés FNZ-18°Re, ya que confirma que la reaccién de sintesis
del mismo fue exitosa y se encuentra en las AM.

Ademads, este tiempo de retencidon se asemeja al del complejo FNZ-**™Tc%2, lo que se
corresponde con la estructura que se esperaba obtener con Re de este complejo-. También
el hecho de que se visualice Unicamente este pico es concluyente de una Unica especie
(nuestro producto de interés), ya que se espera una mayor pureza del mismo luego de la
cromatografia TLC preparativa.
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7.10.Estudio por microscopia electronica de barrido del
complejo entre Re(CO)sBr y FNZ

La mancha 1 se extrajo de la placa de fase reversa, por extraccién con acetona, y se procedié
a realizar la microscopia electrénica de barrido. De una de las microscopias analizadas pudo
obtenerse un espectro completo, que revela el contenido de Re y ademas otros elementos
propios, y no de la estructura esperada (Figura 42).
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Figura 41. a) Microfotografia de los sdlidos seleccionados para ser estudiados. b)-e) Andlisis elemental de los sdlidos
seleccionados.

Lamentablemente en este estudio se evidencid alta proporcion de la fase estacionaria de la
cromatografia, evidenciado por la presencia de Si propio del Si-C18, y algo del disolvente de
reaccion y de siembra de la muestra, evidenciado por la presencia de S propio del
dimetilsulfoxido. Esto imposibilitd un correcto analisis elemental del complejo 18°Re-FNZ. Sin
embargo, algunos resultados interesantes pueden ser extraidos sobre el analisis de las
muestras:
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No hay atomos de fluor, lo que estaria mostrando una posible sustituciéon de este
atomo (por su alta capacidad como grupo saliente) por nucledfilos del medio de
reaccién (agua u otro nucleéfilo).

No hay atomos de bromo, lo que estaria indicando que éste es desplazado del
complejo de Re de partida y que tampoco queda como contraién del complejo.

Un cdlculo inicial de la féormula empirica del complejo (a partir de los datos
cuantitativos del andlisis, estudios no mostrados) indicaria que es posible (por la baja
relacidn de renio frente a carbono y oxigeno) que los seis ligandos del complejo inicial
(los cinco CO y el Br) son sustituidos, en estas condiciones de reaccidn, por seis FNZ.
Por la ausencia de contraidn, bromuro, en el complejo (excepto que fuese anién
hidroxilo) indicaria que la FNZ no estaria coordinando sobre la funcionalidad éxido del
N-6xido, por lo que las opciones son los electrones no-enlazados del NH, o del OH de
la FNZ, estando necesariamente uno de estos grupos desprotonados para mantener
la neutralidad del Re(l).
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8.Conclusiones

En la presente tesis se describid y evalud la funcionalidad de la FNZ como potencial agente
diagndstico en un modelo de cdncer de mama metastdsico simil fase 4 humano.

Se sintetiz6 de forma efectiva y exitosa al complejo FNZ-**™Tc, con una pureza
radioquimica del 95,7%. Este es estable en las condiciones de reaccién por al menos 24
horas y presenta una lipofilicidad adecuada para su pasaje a través de membranas
bioldgicas. In vitro se demuestra que la estabilidad del complejo radiomarcado se podria
ver alterada in vivo (ensayo de competencia con histidina) y se aprecia una unién a
proteinas en suero por al menos 3 horas.

In vivo el complejo evidencié que luego de 2 horas de inyectado IV, habia una alta
captacion por parte del tumor, reflejado en las relaciones tumor/musculo, tumor/sangre
y tumor/higado.

Por ultimo, la sintesis del complejo de referencia no radiactivo, el conjugado de FNZ ligado
a el 1¥5Re, se obtuvo eficientemente a partir de las aguas madres de la sintesis propuesta.
Se ha podido caracterizar eficientemente.

Aunque todavia se necesitan mayores estudios y evaluaciones de los radiofarmacos
basados en FNZ, los resultados obtenidos proporcionan informacidon sobre sus
perspectivas de aplicacidén en diagndstico oncoldgico que alientan a continuar con dicha
investigacién.
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9.Perspectivas

Dicho complejo se podria explorar en otros tipos de cadncer con caracteristicas hipdxicas
gue permitan una adecuada internalizacién, donde seria interesante evaluar su perfusiéon
sanguinea, ya que nos dara indicios de mejoras en la difusién pasiva hacia el tumor.

Ademas, se podria profundizar en nuevos complejos de otros derivados N-6xido, con
interesantes acciones farmacoldgicas. Esto implicaria nuevos experimentos de sintesis,
caracterizacién y evaluacion in vitro e in vivo.
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10.Abreviaturas

Bfx: 5-fluorobenzofuroxano

DMF: N, N- dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulféxido

EDTA: Acido etilendiaminotetracético

EtsN: Trietilamina

Et,O: Dietiléter

P-AF: p-aminofenol

EtOAc: Acetato de etilo

FNZ: N°>,N°-diéxido de 2-amino-7(8)-fluoro

MeOH: Metanol

EP: Eter de petréleo

'H 1H RMN: Resonancia Magnética Nuclear de protdn.

Tc-FNZ: Tc(CO)2(H20)n-N>,N0-diéxido de 2-amino-7(8)-fluoro

Re(CO)sBr: Bromuro de Pentacarbonilo de Renio

PRQ: Pureza Radioquimica

AM: aguas madres

SF: sélido filtrado

SRF: sélido remanente filtrado

FNZ-18Re: Complejo formado entre Re(CO)sBr y N°,N¥°-didxido de 2-amino-7(8)-fluoro
FNZ-*"Tc: Complejo formado entre Tc(CO)3(H20)3y N°,N*°-didxido de 2-amino-7(8)-fluoro

IV: Intravenoso
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