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1 - RESUMEN

Un elevado porcentaje de tumores sélidos presentan zonas hipoxicas y su
identificacion tiene gran importancia debido a que presentan mayor resistencia a la
quimioterapia por su pobre irrigacion y una mayor radiorresistencia por la baja pO-.

La Medicina Nuclear es una especialidad médica que utiliza compuestos radiactivos
conocidos como radiofarmacos, para fines diagnosticos o terapéuticos. Los
radiofarmacos de diagndstico emplean radionucleidos emisores vy, cuya radiacion de
alto poder de penetracion es detectada externamente y permiten la obtencion de
imagenes. En el presente trabajo se han desarrollado cinco compuestos con potencial
aplicacion para el diagnostico de tumores hipoxicos. Para ello, se han seleccionado
dos radionucleidos, ®"Tc y ®Ga. El primero de ellos es un emisor y, mientras que el
segundo es un emisor de positrones, del que se detecta la radiaciéon de aniquilaciéon
(fotones v).

La primera etapa del trabajo consistié en sintetizar ligandos adecuados para la
formacion de compuestos de coordinacion con los radionucleidos. Para ello, se ha
seleccionado la funcion 5-nitroimidazol como la unidad farmacoforica. Los
nitroimidazoles son compuestos biorreducibles que son irreversiblemente reducidos
en ceélulas con baja presion de O por accion de enzimas intracelulares originando
compuestos hidrofilicos que pueden quedar atrapados dentro de la célula por no
poder atravesar la membrana. Esta propiedad permite su utilizacion en la preparacion
de potenciales radiofarmacos para deteccion de tejido hipoxico.

Para la sintesis de los cinco ligandos, se toma como reactivo de partida el
Metronidazol®, farmaco antiparasitario comercial, al que mediante modificaciones
guimicas se le adicionan grupos quelantes adecuados para la formacién de complejos
con cada metal.

La estrategia utilizada para unir el tecnecio al ligando conteniendo el farmacoforo es a
través de la formacion de un complejo Tc(l)-tricarbonilico, en el que el metal se
encuentra coordinado por tres grupos carbonilo que estabilizan el estado de oxidacion
bajo, quedando tres posiciones de coordinacion libres para completar con el ligando

seleccionado. Para el caso del complejo con el primer ligando (L1), los resultados



muestran la formacion de una Unica especie con elevada pureza radioquimica, estable
por al menos 4 horas, mientras que para el complejo con el segundo ligando (L2) se
obtienen dos especies que se interconvierten en solucién y que juntas poseen una
elevada pureza radioquimica. En la sintesis del complejo de **™Tc con L3 se obtienen
nuevamente dos especies en equilibrio. La estabilidad para estos casos también
resulté ser mayor al 90% por al menos 4 horas.

La evaluacion fisicoquimica de los complejos se realizé mediante la determinacion de
lipofilicidad y unién a proteinas plasmaticas. Se encontraron valores de logP
intermedios 0 moderados que correlacionan con las cargas formales de los complejos
y elevadas uniones a proteinas plasmaticas.

Los resultados de los estudios de comportamiento biolégico en animales portadores
de tumor revelaron que los tres complejos de *™Tc presentan una muy elevada
captacion hepética. La captacion tumoral es moderada para los complejos 1y 2 (0.93+
0.21%/g y 1.33+0.32%/g, respectivamente a las 2 horas) y menor para el complejo 3
(0.75+£0.08%/g a 0.5 horas, disminuyendo con el tiempo). En todos los casos la
relacion tumor/musculo fue de muy buena a buena (3.19+£0.26, 1.9310.34 y 1.41+0.54
para C1l, C2 y C3, respectivamente a las 2 horas), con relaciones tumor/sangre
menores a la unidad.

Los estudios estructurales con renio estable para C2 indicarian que el ligando actua
de manera bidentada, mientras que para C3 las coordinaciones bidentada o tridentada
son compatibles con los resultados obtenidos.

Para los complejos de %Ga, la funcién 5-nitroimidazol se ha acoplado a una unidad
DOTA, agente quelante ampliamente utilizado para dicho metal. Las marcaciones de
los ligandos L4 y L5 con %Ga resultan en la formaciéon de una Unica especie, para
cada caso, de elevada pureza radioquimica, estables durante las 4 horas post-
marcacion. Su elevada hidrofilicidad y baja union a proteinas plasmaticas correlaciona
con los resultados biolégicos. El complejo de %Ga con L4, mostré una captacion
hepatica muy baja (0.34+0.07%), asi como una rapida depuracién sanguinea
(0.34+£0.07%) y alta eliminacién por via renal (91.40+0.40%) a las 2 horas post-
inyeccion. Las relaciones tumor/musculo y tumor/sangre son muy favorables

(4.96+£1.97 y 1.20+£0.43, respectivamente), mientras que la captacion tumoral es



levemente menor que para los complejos de %°™Tc (0.66+ 0.59%/g). Las
biodistribuciones del complejo de %Ga con L5 muestran un patrén muy similar al otro
complejo de %8Ga a las 0.5 horas post-inyeccion.

Como conclusidn, se ha trabajado en todas las etapas del disefio de un radiofarmaco,
y los resultados obtenidos son promisorios, aunque nuevos estudios seran necesarios

para continuar la caracterizacion de los complejos.



2 - INTRODUCCION

El microambiente tumoral esta constituido por el flujo sanguineo, la microcirculacion,
el aporte de oxigeno y nutrientes, el pH residual y el estado bioenergético y
metabdlico de un tumor. Este microambiente influye en las caracteristicas biologicas
de los tumores, como la tasa de proliferacion celular o el potencial de invasion
metastasico y angiogénico. También influye en la respuesta de los tumores al
tratamiento radioterapico y quimioterapico, o ambos, demostrandose el efecto de los
niveles bajos de oxigeno en la resistencia a la radioterapia externa, entre otras (1).

La hipoxia se produce cuando la demanda metabdlica de oxigeno de un tumor excede
los niveles aportados por la circulacién sanguinea, observandose valores de presién
parcial de oxigeno por debajo de 5 mmHg (2). Una revision reciente de la bibliografia
del tema describe diversos factores que contribuyen a un inadecuado transporte de
oxigeno e hipoxia (3). Entre ellos, se destaca una baja densidad vascular sobre el
tejido junto con un incremento en el consumo de oxigeno. Este aumento del consumo
es una consecuencia de la constante replicacion celular y crecimiento tumoral. La
angiogénesis promovida por factores del propio tejido surge como estrategia para
satisfacer esa demanda de oxigeno. Sin embargo, a menudo la velocidad de
formacion de nuevos vasos es insuficiente y se desarrollan regiones hipoxicas en las
gue las células se adaptan a esta condicion para sobrevivir (4,5).

El estado de hipoxia en un tejido origina tanto cambios metabdlicos como genéticos
(1). Entre las modificaciones metabdlicas se destacan la disminucion de fosforilacion
oxidativa y el aumento de la glucdlisis a causa de la falta de oxigeno. A su vez, este
aumento de la via de glucdlisis conlleva cambios importantes de pH, debido a la
acumulacién de acidos. La difusion de diéxido de carbono desde y hacia los vasos
sanguineos es una de las principales herramientas reguladoras de estos cambios de
pH, y la pobre irrigacion del tejido hipéxico contribuye a la disminucion del mismo (6).
Este metabolismo anaerdébico no es el Unico cambio que surge en las células
hipéxicas como mecanismo de adaptacion. La liberacion de factores transcripcionales
conocidos como factores inducibles por hipoxia o hypoxia-inducible factors (HIFs),

constituyen una pieza clave que activa la transcripcion de una diversa gama de genes



destinados a proteger las células de la hipoxia (7). La regulacién transcripcional de
decenas de genes bajo condiciones de baja presion de oxigeno esta mediada por la
unién del factor HIF-1. Dicho factor consiste en un heterodimero compuesto por dos
subunidades denominadas HIF-1a y HIF-1pB. La transcripcion génica se activa cuando
ambas subunidades se encuentran unidas. La subunidad HIF-1p ubicada a nivel
nuclear, por si sola no es capaz de activar esta transcripcion, por lo que es
imprescindible la translocacién de la subunidad citoplasméatica HIF-1o para la
dimerizacién. La figura 1 esquematiza el mecanismo bioquimico que permite regular la

disponibilidad de HIF-1a para su translocacion y formacién del factor HIF-1.

a. Normoxia
Fe?
2-0G
Ascorbato

. Degradacion
proteolitica

Genes blanco de HIF-1

Angiogénesis A// \\‘ Proteolisis

Eritropoyesis Regulacion de pH

Apoptosis Metabolismo glucidico

Proliferacion celular y spuervivencia

Fig. 1. Esquema de degradacién y activacién de HIF-1. (a) Condiciones
de normoxia. Degradacion de HIF-1la. (b) Condiciones de hipoxia.
Acumulacion de HIF-1a y formacion de HIF-1. (Esquema adaptado de
Expert Reviews in Molecular Medicine. Vol. 7; Issue 6; 15. Abril 2005).

En normoxia (niveles normales de presion parcial de oxigeno), el HIF-l1a es

hidroxilado por hidroxilasas (PHD1, 2 y 3) en presencia de oxigeno, Fe?*, 2-



oxoglutarato (2-OG) y ascorbato. Esta hidroxilacion y otros procesos de acetilacion
permiten que HIF-1a sea reconocido por una proteina denominada VHL la cual, junto
con subunidades de ubiquitinas, finalmente deriva en la degradacion de HIF-1a por el
proteosoma. En condiciones de hipoxia, la hidroxilacion se encuentra inhibida y VHL
no es capaz de unirse a HIF-1a para su posterior degradacion. Esto conduce a la
acumulacién de la subunidad y su translocacion al nucleo, donde se dimeriza con HIF-
1B. Una vez formado el HIF-1, éste reconoce secuencias promotoras de diversos
genes, recluta otros factores activadores de la transcripcién (p300/CBP) y permite la
transcripcion (8).

Estos genes activados regulan la sintesis de una amplia serie de proteinas que
abarcan desde enzimas respiratorias y transportadoras hasta hormonas involucradas
en la regulacién de la circulacion y la eritropoyesis. El papel de HIF-1 no se restringe
Unicamente a la induccion de una respuesta adaptativa a la falta de oxigeno, sino que
también participa significativamente en los mecanismos de reparacion celular. Como
consecuencia de todo esto, la hipoxia en los tumores puede inducir cambios que
permitan a las células superar la privacion nutritiva y favorecer el crecimiento sin
restricciones (9-15).

Las investigaciones clinicas llevadas a cabo durante las ultimas décadas han
demostrado que la prevalencia de zonas de tejido hipdéxico es una propiedad
caracteristica de los tumores solidos avanzados. Estas regiones se han encontrado en
una amplia gama de tumores malignos: cancer de mama, cuello uterino, prostata,
recto, pancreas, pulmoén, tumores cerebrales, sarcomas de tejido blando, linfoma no-
Hodgkin, melanomas malignos, tumores metastasicos de higado, entre otros (16-20).
La evidencia acumulada muestra que hasta un 50-60% de tumores sdlidos avanzados
pueden presentar hipoxia y/o zonas anoxicas. Ademas, la evidencia clinica y
experimental sugieren que dicha expresion génica inducida por HIF-1 en respuesta a
un ambiente hipdéxico contribuye a la progresion del tumor hacia metastasis (21,22).
Por otra parte, la hipoxia se asocia con una disminucion en la eficacia del tratamiento
guimioterapéutico. Esto no es solamente debido a la pobre difusion de los farmacos
desde los vasos hacia el tumor a causa de la menor irrigacion, como se pensaba en

un principio, sino también a los cambios en el fenotipo celular como consecuencia de
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la activacion de genes mencionada anteriormente (23,24). Ademas, también se asocia
con una resistencia a la radioterapia ya que la menor presion parcial de oxigeno hace
gue se forme menor cantidad de radicales libres de éste, causantes de la muerte
celular mediante dicho tratamiento.

El rol de la hipoxia en la evolucion tumoral y la resistencia a la terapia han llevado a
considerarla como un importante blanco terapéutico y grandes esfuerzos se dedican
para el desarrollo de agentes quimioterapéuticos con selectividad hacia este tipo de
tejido. En este sentido, dos grandes estrategias se han descrito (25). La primera de
ellas consiste en la utilizacién de pro-farmacos biorreducibles, que son activados por
reduccién enzimética en tejido hipoxico. Desde el punto de vista quimico, estos pro-
farmacos son variados, encontrandose moléculas con farmacéforos tales como grupos
nitro, quinonas, N-6xidos aromaticos y alifaticos (25), entre otros. El mecanismo de
accion esta mediado por la reduccion enzimatica de estas estructuras, lo que da lugar
a especies con actividad citotoxica, como se esquematiza en la figura 2. La
selectividad hacia el tejido hipoxico se explica por la irreversibilidad de la reduccion a
causa de la baja presion parcial de oxigeno, hecho que ha sido demostrado con

compuestos nitro (26).

Célula en normoxia

Reductasas .
Farmaco

Pro-farmaco Pro-farmaco —/mm——— \
‘7T (reducido)
or- @

Célula en hipoxia

( Reductasas \

Pro-farmaco —— Pro-farmaco :F (feaJcha;gg)

Acumulacion y

\_ Actividad citotoxica, )

Fig. 2. Mecanismo de accibn de pro-farmacos
biorreducibles.

Es importante destacar que este mecanismo de biorreduccion es diferente al

mecanismo de radiosensibilizacién de los mismos compuestos. La radiosensibilizacion
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se debe a la habilidad para reemplazar al oxigeno en la generacion de radicales libres
capaces de provocar un dafo irreparable sobre la doble hebra de ADN (25,27,28).
Algunos ejemplos de estos pro-farmacos se muestran en la figura 3.

oY
o
N-'/
o OH o HN/\/ ~
L+
\\}N
t )\
N NH,
o OH o HN
\/\ .
N
>
TPZ -
Banoxantrona (AQ4N) o
A~
NO, OH
N
H
NH / \ o N\/\Br
0N o ~._"
’ " ﬁ\N/\/Br
N o | o H
)/ 1 TH-302
Br 0S0,CH;

PR-104A

Fig. 3. Ejemplos de pro-farmacos biorreducibles selectivos hacia
células hipoxicas. Se encuentran sefialados los grupos que se
reducen.

La difusion desde los vasos sanguineos hacia las zonas hipoxicas junto con los
procesos metabdlicos a través de los cuales estos farmacos son biotransformados,
han resultado ser factores de gran importancia a la hora de evaluar la eficacia de su
accion. Por ello, se han dedicado grandes esfuerzos a la farmacomodulacion con el fin
de optimizar las propiedades fisicoquimicas de estas moléculas.

La segunda estrategia utilizada para el desarrollo de agentes terapéuticos busca
desarrollar inhibidores de blancos moleculares involucrados en la supervivencia de
células hipdxicas, tales como la familia de factores de transcripcion HIF (29,30).

Se ha demostrado que existe una extremada heterogeneidad entre la oxigenacion de

diversos tumores sélidos e inclusive se ha observado este mismo fenémeno dentro de
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un mismo tumor (31). La medida directa de la presion parcial de oxigeno a través de
electrodos ha comprobado lo anteriormente expuesto y es, hasta el dia de hoy, el
método diagndstico de referencia. Sin embargo, en la actualidad se tiende a sustituir
este tipo de procedimientos invasivos por métodos indirectos. Estos métodos pueden
consistir en un monitoreo de marcadores de hipoxia endégenos, como por ejemplo,
HIFs, o el uso de marcadores exdgenos, como el pimonidazol que se une
covalentemente a tioles de moléculas presentes en células hipoxicas. La figura 4
muestra la distribucion de pimonidazol y CA9, una enzima cuya expresion esta

mediada por HIFs y funciona como un marcador endégeno de hipoxia.

Fig. 4. Ensayo de inmunofluorescencia que
muestra la diferencia de distribucion del
pimonidazol, un marcador exdgeno de
hipoxia (color verde) y CA9, una anhidrasa
carbonica regulada mediante HIFs que
actia como marcador endégeno (color rojo).
En la imagen también se observan los vasos
sanguineos (color blanco) y la zona de
necrosis del tumor. (Imagen extraida de
Hoogsteen 1.J. et. al.,, Eur J Cancer, 45,
2906-2914, 2009).

50 pm

La extremada variabilidad obtenida en estudios con este tipo de marcadores (32) junto
con la importancia no soélo del diagnéstico de hipoxia sino también la cuantificacion de
su extension para establecer el pronostico y la estratificacion de ciertos tumores, ha
hecho que la comunidad cientifica dedique gran esfuerzo en la busqueda de nuevos
marcadores y nueva tecnologia, en especial no invasiva, que permita realizar un
correcto diagnostico (33-36). Es aqui donde la Medicina Nuclear, entre otras, ha
cobrado importancia como herramienta Util.

La Medicina Nuclear es una especialidad médica que utiliza radiaciones ionizantes
con fines diagnoésticos y terapéuticos. Para diagnostico, se emplean emisores y, cuya

radiacion de alto poder de penetracién es detectada externamente, asi como también
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emisores de positrones, de los cuales se aprovecha la radiacion de aniquilacion de
0.51MeV de alto poder de penetracion. En el caso de terapia, se emplean las
radiaciones de poco poder de penetracién como son las a y 7, con el fin de destruir
en forma selectiva y localizada el tejido a ser tratado (37).

A diferencia de otras técnicas que utilizan radiaciones ionizantes, la Medicina Nuclear
involucra la administracién al paciente de trazadores radiactivos, conocidos como
radiofarmacos. Un radiofarmaco es una sustancia quimica definida, que contiene al
menos un atomo radiactivo en su estructura, siendo apto para ser administrado en
seres humanos con fines diagndsticos o terapéuticos, como se mencioné previamente
(38).

El término radiofarmaco, a diferencia del de farmaco, no implica la existencia de un
efecto farmacolégico en el sentido estricto de la palabra. Su utilidad radica en su
potencial para diferenciar una anatomia, fisiologia o bioquimica anormal de una
normal, basandose en el patron de distribucion de este trazador en el organismo. A
pesar de esto, la OMS incluye a los radiofarmacos dentro de la categoria de farmacos
y por lo tanto, se encuentran incluidos en las farmacopeas oficiales (39).

Un estudio basico de Medicina Nuclear se esquematiza en la figura 5. El primer paso
consiste en la preparacion del radiofarmaco y su administracion al paciente, siendo la
via intravenosa la mas frecuente, aunque no es la Unica. A continuacion, se deja
transcurrir un tiempo apropiado para la distribucion del radiofarmaco y su
concentracion en el sitio de interés. Finalmente, se realiza la adquisicion de la imagen

mediante un detector externo.
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Fig. 5. Etapas de un estudio basico de Medicina Nuclear.

La principal ventaja de la Medicina Nuclear frente a otras modalidades de
imagenologia, tales como la Tomografia Computada o la Resonancia Magnética
Nuclear, es la posibilidad de estudiar la funcionalidad de los 6rganos y no solamente
su anatomia, ya que el mecanismo de captacion y retencion de los radiofarmacos
depende de dicha funcionalidad.

Dependiendo del tipo de emisor utilizado para estos estudios diagndsticos, la
tecnologia utilizada para tomar la imagen puede ser SPECT o PET.

La modalidad SPECT, o single-photon emission computed tomography, es utilizada a
nivel mundial y en Uruguay desde hace afos para obtener imagenes mediante el uso
de radiofarmacos que poseen emisores y, mientras que la modalidad PET, o positron
emission tomography, ha ganado cada vez mas terreno y permite la utilizacion de
radionucleidos emisores de positrones. Uruguay cuenta con SPECT desde el afio
1982, cuando el Centro de Medicina Nuclear del Hospital de Clinicas recibio el
equipamiento a través de la Organizaciéon Internacional de Energia Atomica (OIEA),
hecho que significé un importante avance en Medicina Nuclear en nuestro pais. Desde

principios del 2010, Uruguay también cuenta con la tecnologia PET en el Centro
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Uruguayo de Imagenologia Molecular (CUDIM), hecho que ha representado otro gran
avance.

En cualquiera de los dos casos, una adecuada seleccion del radionucleido a utilizar y
la molécula que lo vehiculiza es fundamental para lograr la maxima eficiencia de la
deteccion de la radiacion emitida con una minima dosis de radiacion absorbida por el
cuerpo del paciente.

A la hora de seleccionar el radionucleido, el tipo de radiacion emitida y su energia,
junto con el periodo de semidesintegracion y accesibilidad, resultan ser
consideraciones muy importantes a tener en cuenta.

Los radionucleidos metalicos son particularmente interesantes para el desarrollo de
radiofarmacos debido a sus propiedades nucleares tan variables (tipo de radiacion,
energia de sus fotones gamma o particulas beta, periodo de semidesintegracion) y su
rica quimica de coordinaciéon (40). La tabla 1 muestra algunos ejemplos de

radiometales y sus propiedades nucleares.

_ _ Modo de _Peri_odo de »
Radionucleido decaimi semidesintegracion Usos
ecaimiento
(horas)
9MTc y 6.0 Diagndstico
"(19% . Lo
sCy EﬁC((41°/3>) 127 Diagnostico y
B (40%) terapia
+ 0
%Ga gc(a%g;g) 1.1 Diagndstico
+ 0
87r gc((2737$3) 78 Diagndstico
0y B 63.8 Terapia
Hln EC 67.9 Diagnostico
153Sm B,y 46.8 Terapia
16640 B,y 26.4 Terapia
Y7y B,y 88.8 Terapia

Tabla 1. Propiedades nucleares de algunos radiometales utilizados para
diagnéstico y terapia en Medicina Nuclear. EC: decaimiento por captura
electronica.

Por otra parte, el uso de radionucleidos metéalicos ofrece una amplia variedad de
alternativas en el disefio y desarrollo de nuevos radiotrazadores. Dado que los

agentes quelantes del metal pueden tener un gran impacto en las propiedades
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biolégicas del complejo, es posible modificar la biodistribucion de los mismos
mediante cambios sistematicos en la region de coordinacion del metal (41).

El disefio de radiofarmacos con metales puede estar basado en diferentes estrategias.
Una de ellas, conocida como integrated approach, que consiste en simular mediante
el compuesto de coordinacién la estructura del compuesto bioactivo. Una aplicacién
interesante de esta estrategia es el desarrollo de radiofdrmacos capaces de
interaccionar con el receptor de estrégenos, sobreexpresado en algunos tipos de

tumores (48). Un ejemplo de éstos se muestra en la figura 6.

OH [¢]

Re—N
m
HO ) # HO

Fig. 6. Disefio de radiofarmacos de renio a partir de la molécula de estradiol
utilizando la estrategia integrated approach.

o
&
&~

Re
N/ \S

La segunda estrategia utilizada para la formacion de radiofarmacos con metales
implica la utilizacion de agente bifuncionales (BFCs, bifunctional chelates). Este
enfoque, conocido como pendant approach, se basa en la utilizacion de estructuras
moleculares capaces de, por un lado, coordinar al metal por medio de grupos donores
de electrones adecuados y, por otro lado, unirse covalentemente a la molécula que se
guiera marcar (que contiene el farmacdéforo) por medio de grupos quimicos capaces
de reaccionar con grupos presentes en la molécula en cuestion. En la mayoria de los
casos, estos agentes bifuncionales poseen también lo que se conoce como
espaciador con el fin de separar espacialmente la region de coordinacion del metal del
resto de la molécula y minimizar la posible interferencia entre el metal y la estructura

de la molécula original (figura 7).
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@ Espaciador Farmacoforo
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quelante

Fig. 7. Esquema de un agente bifuncional en el
desarrollo de un radiofarmaco.

La eleccion del BFC esta determinada por la naturaleza y el estado de oxidacién del
radiometal, asi como la posibilidad de conjugacion al farmacoforo. Actualmente, ésta
es la estrategia mas ampliamente utilizada para el disefio de radiofarmacos metalicos
y existen varios ejemplos de aplicacion exitosa de este concepto de marcacion. Entre
ellos se destacan los péptidos analogos a la somatostatina que, marcados con
diferentes radionucleidos metalicos, se han utilizado para diagnostico y terapia de
tumores neuroenddcrinos (42). La figura 8 muestra uno de ellos, en el que el péptido
octreotride ha sido conjugado a un agente bifuncional, DTPA, para su marcacion con

9mTc,

|
zZT

oo, /_\NJ?\N
Y

HOOC HOOC HOOC //

HN

Fig. 8. Estructura quimica del analogo de somatostatina DTPA-octreotide, ejemplo de
aplicacion del concepto pendant approach para su marcacion con radionucleidos
metalicos.

El TRODAT-1 es un radiofarmaco que ha sido ampliamente utilizado en la clinica

(figura 9). Este es un ejemplo de la aplicacion del método de pendant approach en la
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marcacion de una biomolécula no proteica, la cocaina, capaz de interaccionar con

receptores dopaminérgicos.

/CH3
N
B\/COCH\,,
= |
/OY \
(e]
Cocaina TRODAT-1

Fig. 9. Aplicacién de la estrategia pendant approach al desarrollo de
un radiofarmaco a partir de la cocaina como biomolécula.

En el presente trabajo, se han seleccionado dos radiometales para el desarrollo de
nuevos complejos con potencial aplicacion en el diagnéstico de hipoxia tumoral. Ellos
son el ®"Tc, radionucleido de mayor aplicacion en Medicina Nuclear mediante la
modalidad SPECT, y %Ga, radionucleido emisor de positrones que cada vez gana
mayor terreno en el campo de la Medicina Nuclear mediante PET. En ambos casos,
se han disefiado ligandos adecuados para la marcacién mediante pendant approach.
Como se acaba de mencionar, el ®®"Tc es el radionucleido mas utilizado en la
preparacion de radiofarmacos de diagnostico. Esto se debe a sus propiedades
nucleares ideales para la obtencion de imagenes: emision y pura con alto rendimiento
de fotones, energia de 140 keV capaz de detectarse externamente mediante SPECT,
y periodo de semidesintegracion de 6 horas, compatible con el tiempo requerido para
la preparacion de los radiofarmacos y el tiempo necesario para realizar el estudio de
Medicina Nuclear. A las propiedades nucleares favorables se debe agregar la facil
disponibilidad a partir de generadores de *°*Mo/*°"Tc.

Desde el punto de vista quimico, el tecnecio es un metal de la segunda serie de
transicion y puede presentar estados de oxidacion entre -1 y +7. La forma quimica
bajo la cual se obtiene el **™Tc a partir de su generador es el ion pertecneciato,
[**™Tc]TcO4, donde el metal se encuentra con estado de oxidacion VII (43). El primer

paso para la formacion de un complejo es la reduccién del Tc(VII) que se realiza, en la
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mayoria de los casos, con agentes reductores quimicos, como el cloruro de estafio Il y
el borohidruro de sodio, entre otros (44-45). Las formas reducidas poseen orbitales d
incompletos y forman facilmente compuestos de coordinacion con ligandos adecuados
gue posean atomos o grupos de atomos ricos en electrones capaces de formar el
enlace covalente coordinado. El estado de oxidacion final en el complejo depende de
diversos factores, entre los que se destacan el pH, la temperatura, la naturaleza del
agente reductor y el ligando, siendo este ultimo uno de los factores de mayor
influencia. Los ligandos, que actian como bases de Lewis en la formacion del
complejo, se clasifican segun los criterios de Pearson, de acuerdo a su dureza.
Ligandos duros son aquellos que presentan grupos donores de electrones de pequefio
tamafo, y en general, retienen carga negativa sobre ellos. Por el contrario, ligandos
blandos presentan mayor tamafio y menor densidad electronica. Los mismos criterios
pueden aplicarse en la clasificacion del metal, el que actia como acido de Lewis.
Teniendo ademas en cuenta que un acido duro de Pearson formara preferentemente
complejos estables con bases también duras, podemos saber qué tipo de donores
seran los preferidos por el tecnecio en sus distintos estados de oxidacion (46). En
estados de oxidacion altos (V, IV) la alta carga del centro metéalico lo convierte en
acido duro. La estabilidad se logra por coordinaciéon con bases duras, como los grupos
0Xo0, nitruro o nitreno. Estos grupos se unen directamente al atomo metalico formando
un nucleo o core en el que quedan aun sitios de coordinacion disponibles para unién a
los ligandos. Estos cores son relativamente inertes, no siendo alterados, en general, ni
por la formacién del complejo, ni por eventuales reacciones de sustitucion de ligandos
(46).

Numerosos radiofarmacos utilizados actualmente en Medicina Nuclear son complejos
de %MTc(V)-oxo, como el *"Tc-HMPAO, o el ®™Tc-ECD, ambos radiofarmacos
utilizados para evaluacién de perfusiéon cerebral (47). Sus estructuras se muestran en
la figura 10. Cabe destacar que los sistemas de atomos donores utilizados en estos
radiofarmacos, en especial el N2S> del ECD son muy importantes dentro de los oxo-

complejos de °"Tc(V).
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Fig. 10. Ejemplos de radiofarmacos utilizados en clinica con una
estructura **"Tc(V)-oxo. Ambos permiten evaluar la perfusion
cerebral.

Dentro de los complejos de Tc(V), otro core destacable es el Tc(V)-nitruro. Estos
compuestos, inicialmente desarrollados por Baldas y colaboradores (48), se
caracterizan por la presencia de un triple enlace terminal tecnecio- nitrogeno que deja
cuatro posiciones de coordinacion disponibles para la unién al ligando. Las mismas
pueden ocuparse mediante dos ligandos bidentados iguales o diferentes, dando lugar
a complejos simétricos 0 asimétricos, respectivamente. Los complejos simétricos
completan la esfera de coordinacion del core con dos moléculas de un ligando
bidentado que sea donor =, generalmente ditiocarbamatos. Los nitrurocomplejos
asimétricos, en cambio, requieren la combinacion de dos ligandos: uno
pseudotridentado de tipo aceptor ©, generalmente heterodifosfinas de estructura PNP,
con un coligando bidentado que sea donor n. Entre ellos, dos ejemplos que se han
publicado son el ®"TcN-NOET y el ®®"TcN-DBODC, ambos disefiados para imagenes

cardiacas (49) y sus estructuras se muestran en la figura 11.
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Fig. 11. Ejemplos de complejos con core Tc(V)-nitrido desarrollados para
imagenes cardiacas. El **"TcN-NOET es un complejo simétrico y el **"TcN-
DBODC es asimétrico.

Se han desarrollado también algunos nitrurocomplejos asimétricos de tipo “3+1”
formados por la combinacion de un ligando tridentado donor = conteniendo el set de
atomos donores [S7, N, S] y un ligando monodentado aceptor = de tipo PR3 como se

muestra en la figura 12 (50).

R /—\N
N N s

2 | L\\
AN
S PR

Fig. 12. Estructura general para complejos
Tc(V)-nitruro “3+1”.

La ventaja principal de este tipo de nitrurocomplejos radica en la posibilidad de utilizar
como coligandos monofosfinas disponibles comercialmente y de adecuada
estabilidad, mientras que las heterodifosfinas de estructura PNP son muy inestables y
de dificil sintesis.

Continuando con los complejos de Tc(V), otro core que ha sido utilizado es el Tc(V)-
nitreno, en el que un grupo nitreno se une directamente al metal dejando 5 posiciones
de coordinacion libres. EI HYNIC (hidracinonicotinamida) es una hidracina aromatica

gue ha sido ampliamente utilizada como agente bifuncional para la formacion de
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complejos de tecnecio con proteinas o péptidos. La coordinacién del metal se logra a
través de la formacién del core Tc(V)-nitreno, como se muestra en la figura 13.

L///," ! \\\\\\L
Llec |

L

Fig. 13. Core Tc(V)-nitreno formado por
HYNIC, utilizado como agente bifuncional.

En este core quedan cinco posiciones de coordinacion disponibles que deben ser
ocupadas por uno o mas coligandos. Una diversidad de moléculas han sido usadas
como coligando y los estudios coinciden en sefialar que la naturaleza de las mismas
tiene un efecto significativo en la estabilidad y biodistribucién del compuesto marcado.
Una de las mas utilizadas es la tricina o tris-(hidroximetil)-metilglicina, que da lugar a
la formacion de un namero variable de complejos isomeros en solucion (51).

El core Tc(V)-di-oxo o [Tc(V)O2]* no ha sido hasta el momento utilizado ampliamente
en la preparacion de radiofarmacos. Solamente el Tetrofosmin (Myoview®),
radiofarmaco utilizado en estudios de perfusion miocardica, presenta este core
coordinado con 2 moléculas del ligando 1,2-bis[di-(2-etoxietil)fosfinojetano. Sin
embargo, recientemente se han desarrollado una serie de pépticos marcados
haciendo uso de este core de Tc(V) que presentaron muy buenas propiedades
biolégicas (52-53). En el core di-oxo, la alta densidad de carga positiva del metal se
neutraliza mediante la unién en posicién trans de 2 grupos O% quedando 4 posiciones

de coordinacion disponibles en el plano ecuatorial del octaedro. Estas posiciones de
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coordinacion suelen llenarse con grupos donores duros, como por ejemplo los grupos
amino.

El tecnecio en estado de oxidacion Ill es un acido blando y por tanto se une
preferentemente a bases blandas que contienen grupos aceptores =, principalmente
fosfinas o isonitrilos. No existen, por lo tanto, grupos oxo, nitruro o nitreno unidos al
metal. Este estado de oxidacién no es demasiado comun en radiofarmacos, aunque
se observa en un radiofarmaco de segunda generacion, el Teboroxime (CardioTec®) y
mas recientemente, en los complejos de Tc(lll) “4+1” desarrollados por Pietzsch et. al.

(54) basados en el sistema donor NS3/CN o NS3z/P, como se muestra en la figura 14.

Fig. 14. Complejos Tc(lll) “4+1”
desarrollados por Pietsch et. al.

Si bien la aplicacion de este core al desarrollo de potenciales radiofarmacos no se ha
difundido ampliamente aun, el grupo de investigacion que lo desarroll6 lo ha utilizado
para la marcaciéon de diversos tipos de péptidos y de acidos grasos, entre otros.
(55,57).

El tecnecio en estado de oxidacion +1 presenta una configuracion d®, la que debe ser
estabilizada por ligandos deficientes en electrones como fosfinas, difosfinas e
isonitrilos, todos ellos dadores ¢ y aceptores n. La estructura mas comun en estas
condiciones es el Tc*, que forma compuestos octaédricos por coordinacion simultanea
de seis de ligandos monodentados. Un ejemplo de aplicacion clinica actual es el
radiofarmaco %°™Tc-Sestambi (Cardiolite®), utilizado como trazador de perfusién
miocéardica. Se trata de un complejo que contiene seis ligandos monodentados 2-

metoxiisobutilisonitrilo (58) y se muestra en la figura 15.

24



Fig. 15. Radiofarmaco %™Tc-Sestamibi,
ejemplo de aplicacion del core Tc”.

Sin embargo, otro core que ha ganado cada vez mas terreno en el campo de la
radioquimica y radiofarmacia es el Tc(l)-tricarbonilico o [Tc(CO)3]*. Se trata de un core
gue contiene al metal bajo el estado de oxidacion +1 coordinado y estabilizado por 3
moléculas de monoxido de carbono, también llamados ligandos carbonilo. En 1998,
Alberto et. al. (59) han propuesto la formacién a baja presion del acuocomplejo
tricarbonilico de Tc (I) fac[*®*™Tc(CO)s(H20)s]* (figura 16), el que puede ser utilizado

como precursor para obtener una gran variedad de potenciales radiofarmacos.

OH,

H 20///,,. “\\\\O H2
(Tc'

ocC | o

CcO

Fig. 16. Estructura del complejo precursor
tricarbonilico.

Se trata de un complejo en el cual tres de las posiciones de coordinacién son
ocupadas por los grupos carbonilo fuertemente unidos al metal. El enlace de

coordinacion entre el metal y los grupos carbonilo es muy estable debido a que estos
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ligandos son dadores c y aceptores n. El intenso campo de los ligandos resultante,
conjuntamente con la configuracion electrénica d® del metal, provoca una significativa
estabilizacién del estado de oxidacion +1 y evitan que éste pueda sufrir nuevas
reacciones de Oxido-reduccion. El resto de las posiciones de coordinacion disponibles
estan ocupadas por tres moléculas de agua débilmente unidas. Estas pueden ser
reemplazadas por ligandos que posean una combinacién de atomos donores con alta
afinidad por el metal.

Existe una amplia gama de posibles grupos donores para completar la esfera de
coordinacion de este core, desde grupos duros e hidrofilicos basados en &cidos
carboxilicos y aminas alifaticas, hasta otros blandos y lipofilicos, preferentemente
aminas aromaticas. También los grupos tiol, tioéter o fosfina se coordinan
adecuadamente con el precursor tricarbonilico. Los ligandos conteniendo este tipo de
grupos no solamente son simples de sintetizar sino que también aparecen en muchas
moléculas bioldégicamente activas, en particular en el aminoacido histidina presente en
muchas proteinas y péptidos. La figura 17 muestra ligandos tridentados adecuados

para la sustitucion de las 3 moléculas de agua del complejo precursor (60).

a) Ligandos end6genos

A CO,H COH
HN HS
\;N NH, NH,

Histidina Cisteina

b) Ligandos sintéticos

N COH = R
\N NH, \N \/
N /\(COZH @/T
S _
\ N S
NH, N ~

Fig. 17. Ejemplos de ligandos tridentados adecuados para la
formacion de complejos de Tc(l)-tricarbonilicos, (R= fragmento
variable).
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También se han descrito en varios trabajos ligandos bidentados para la formacion de
este tipo de complejos. Un ejemplo de ello lo constituyen los derivados de glucosa
desarrollados por Ferreira et. al. (61) que se muestran en la figura 18. Se trata de
complejos tricarbonilicos de tecnecio y renio con ligandos bidentados que contienen
una unidad de glucosa y un agente bifuncional, 3-hidroxi-4-piridinona. Estudios
espectroscopicos demostraron la presencia de una molécula de agua en los
complejos finales.

R
R a) [Re(CO)(H,0);]Br, MeOH, reflux, 2 h ! oH
N b) ™ Te(CO)(H,0)1", 75°C, 30 min s
| | ¢) ['"®Re0, I, BH;NH;, COy), 60°C, 15 _ | |
min = 0
OH ol | .OH,
(@] /M\
oc I
HLl—5

ML '5(C0)3(H20)
M =Re, ™ T¢, '*Re

= (0] )K/:\/\r
i L
N O 3
N Z OH HO
OAc H HO
/&/ i %
OCH;
AcO 4
AcO O HL
OAc l-[Lz OH
N =
Q
H?—IO OH
= o]
h @
N7 X

NH

N
o /OH

HL® CHa
Feralex-G

Fig. 18. Complejos tricarbonilicos de tecnecio y renio desarrollados a partir
de ligandos bidentados derivados de glucosa. Imagen extraida de la
referencia (61).

Estos complejos han sido obtenidos con altos rendimientos y han resultado ser
estables por al menos 24 horas frente a un exceso de cisteina e histidina, ligandos
tridentados adecuados para la coordinacion del metal bajo este tipo de core, tal cual

fue mencionado previamente (61).
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Otro ejemplo de la literatura acerca del uso de ligandos bidentados lo constituye el
trabajo publicado por Kniess T. et. al. (62), quienes han desarrollado nuevos agentes
bifuncionales bidentados para este tipo de complejos. La figura 19 muestra dos
ejemplos de complejos de Re(l)-tricarbonilicos en los cuales los ligandos actian como
bidentados, quedando un &tomo de bromo en la esfera de coordinacién. Cabe
destacar que el renio es capaz de formar estos mismos complejos debido a la similitud
en sus propiedades quimicas con el tecnecio, y el bromo, en este caso, reemplaza al

agua ya que el complejo precursor de Re(l)-tricarbonilico es [Re(CO)3Br3][NEt4]2.

OH
H,CH,PNO (1) NH
— >  PhP-_ [ _Br
-2 (i) /R\
— oc” | “co
Br
Br\| e Br CiC
R MeOH
e
oc” [ ~co
oC o)
|/
Php_ N
H,PNBr (2) N/ g
(if) oc” [ Neo
oc

Fig. 19. Complejos tricarbonilicos de renio desarrollados
a partir de nuevos agentes bifuncionales bidentados,
H.CH>PNO y H2PNBr. (Imagen extraida de Kniess T. et.
al. Inorg Chem, 42, 6130-6135, 2003).

A su vez, Bourkoula A. et. al. (63) han desarrollado complejos tricarbonilicos de
tecnecio y renio a partir de un ligando bidentado reconocido por el receptor EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidérmico), vinculado a algunos tipos de tumores.
El autor ha demostrado mediante técnicas espectroscépicas las estructuras de ambos
complejos y su estabilidad tanto en ensayos in vitro como in vivo. La figura 20

presenta las estructuras de dichos complejos.
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Fig. 20. Complejos tricarbonilicos de tecnecio y renio
desarrollados para un ligando bidentado con afinidad por el
receptor EGFR. (Imagen extraida de Bourkoula A. et al., Eur J
Med Chem, 44, 4021-4027, 2009).

Otra posibilidad mas reciente ha sido la introducciéon de ciclopendadienilos
derivatizados como potenciales ligandos para la preparacion de complejos de *MTc
conteniendo el core fac-[*"Tc(CO)s]*. La unidad ciclopentadienilo ofrece varias
ventajas que lo hacen potencialmente aplicable a la preparacion de radiofarmacos: es
pequefio, tiene bajo peso molecular y permite formar complejos estables y robustos
con Tc(l) partir del precursor fac[**™Tc(CO)s(H20)s]*. En la figura 21 se muestra la
estructura de estos complejos. Debe notarse que en este caso, el indice de
coordinacion pasa a ser 4, y no 6 como en los complejos tricarbonilicos previamente

ejemplificados.
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Fig. 21. Complejos de Tc(l)-tricarbonilicos con
ciclopentadienilos. El grupo R representa a la
unidad farmacoforica.

Esta estrategia ha sido aprovechada para la formaciéon de complejos de *°™Tc con
moléculas de pequefio tamafio (64-66) asi como también estructuras de mayor
tamafno, como péptidos (67).

Al dia de hoy, grandes esfuerzos se dedican para el desarrollo de nuevos cores de
tecnecio que permitan nuevas posibilidades en el campo de la radioquimica y
radiofarmacia con este metal. Sin embargo, la aplicacion de los nuevos cores en el
desarrollo de radiofarmacos no ha representado gran impacto hasta el momento. Aldn
asi, vale la pena destacar el core carbonilo-nitrosilo (figura 22) que se forma por
sustitucién de un ligando CO por un ligando NO en el core tricarbonilico. EIl grupo NO
es isoelectrénico con el CO y se coordina linealmente provocando un efecto aceptor
de electrones mas alto. La carga positiva adicional hace que el core sea mas duro,
presentado preferencia por otro tipo de grupos donores de electrones ampliando, por

tanto, las posibilidades en cuanto a ligandos (68,69).
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Fig. 22. Complejo precursor Tc(l)-carbonilo-
nitrosilo.
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Todos estos conceptos mencionados han sido empleados también en la preparacion
de potenciales radiofarmacos de %°™Tc para el diagnéstico de hipoxia tumoral. La
mayoria de ellos utilizan la funcion biorreducible nitroimidazol como farmacéforo.
Linder et. al. (70) presentaron el primer complejo de **"Tc con selectividad hacia tejido
hipoxico BMS181321 que se muestra en la figura 23. En este caso, el farmacéforo
empleado es un 2-nitroimidazol al cual se le conjugé la unidad quelante del tipo Na
para la formacién de un complejo de Tc(V)-oxo. Se trata de un compuesto neutro y
altamente lipofilico que presenta algunas desventajas, tales como inestabilidad
guimica, lenta depuracién sanguinea, elevada captacion hepatica e intensa
eliminacion gastrointestinal, por lo cual resulta inadecuado para la obtencién de
imagenes abdominales (71).

Unos afos despueés, Melo et. al. (72) desarrollan un nuevo complejo, BRU59-21, cuya
estructura también se muestra en la figura 23. En este caso, el farmacoéforo sigue
siendo el 2-nitroimidazol y las pequefias modificaciones que se le realizan a la unidad
guelante disminuyen su lipofilicidad y mejoran significativamente la estabilidad quimica

del complejo. Sin embargo, la captacion en tejido hipoxico no mejora y se evidencia un
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Fig. 23. Primeros complejos de *®*"Tc desarrollados con selectividad
hacia tejido hipdxico.

A partir de estos complejos, fueron introducidas diversas modificaciones y nuevas
estructuras han sido propuestas (73). Uno de ellos es el que se muestra en la figura

24 y se trata de un complejo de Tc(V)-dioxo cargado positivamente (74). El ligando
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consiste en una unidad quelante cyclam conjugada a cuatro unidades de AK2123, un
nitro-triazol utilizado como radiosensibilizador. Estudios in vivo mostraron una intensa
eliminacion renal y elevada relacién tumor/musculo (8.5 a 5 h post-inyeccion en ratas
portadoras de tumores mamarios). Sin embargo, la captacion tumoral resultd ser baja
debido a la escasa penetracion a través de las membranas plasmaticas,

imposibilitando su empleo en imagenes (73).

Fig. 24. Complejo *™Tc-cyclam-AK2123, con selectividad hacia
tumores hipdxicos.

Existen varios ejemplos de complejos utilizando cores de tecnecio mas recientes. Tal
es el caso del complejo de *°™Tc(V)-nitrido con el ligando NIET desarrollado por Chu
T. et. al. (75), en el que el ligando contiene un grupo 4-nitroimidazol como farmacoforo
y un grupo ditiocarbamato, ideal para la coordinacién del metal bajo este tipo de core.
Su estructura se muestra en la figura 25. El complejo formado es simétrico y su
comportamiento biolégico ha mostrado similares propiedades al complejo
BMS181321.

O,N

\_ S

H

Fig. 25. Ligando NIET: [2-(4-nitro-1H-imidazol-il)etil
ditiocarbamato de potasio] disefiado para la formacién
de un complejo de ®°™T¢(V)-nitrido simétrico.

SK
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Existen pocos ejemplos de aplicacion del core de Tc(l)-tricarbonilico en el desarrollo
de compuestos para deteccion de hipoxia. Uno de ellos es el complejo sintetizado por
Giglio J. et. al. (76) que se muestra en la figura 26. El ligando disefiado contiene un
sustituyente nitrobencilo como unidad farmacoférica (componente biorreducible)
conjugado al sustituyente piridinmetilaminoacétilo que actia como unidad quelante. Si
bien ha demostrado poseer una rapida depuracion sanguinea e intensa excrecion
renal y hepatobiliar, se trata de un compuesto que presenta baja captacién tumoral,

probablemente debido a su baja lipofilicidad.

N NO,
N
OCu, | N
/“Tc
oc” | \o
CO

Fig. 26. Ejemplo de complejo de Tc(l)-tricarbonilico
en el desarrollo de potenciales radiofarmacos para
diagndstico de tejido hipdxico.

También se encuentran ejemplos de ligandos con funciones nitroimidazdlicas
derivatizados para la formaciéon de complejos tricarbonilicos. Entre ellos, se destaca
un 5-nitroimidazol propuesto por Mallia M.B. et. al. (77) y los ligandos desarrollados en
el marco de la tesis doctoral de Giglio J. (78). En los tres casos se trata de ligandos

tridentados y sus estructuras se muestran en la figura 27.
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Fig. 27. Ligandos que han sido desarrollados para su marcacion mediante la
formacion de complejos de °™Tc(l)-tricarbonilicos. (a) Ligando desarrollado por
Mallia M.B. et. al. (b) Ligandos desarrollados por Giglio J., en el marco de su tesis
doctoral (78).

Hasta el momento, se han descrito los principales aspectos de la quimica de
coordinacion del **™Tc y sus aplicaciones en Medicina Nuclear, destacando ejemplos
relevantes de complejos con potencial aplicacion en el diagnostico de tumores
hipoxicos.

El segundo radiometal seleccionado para el desarrollo de esta tesis es, como ya fue
mencionado, el ®®Ga. Se trata de uno de los emisores de positrones metalicos mas
prometedores en Medicina Nuclear ya que puede ser producido mediante un sistema
de generador, el cual consiste en una matriz organica o inorganica que inmoviliza al
radionucleido padre, %Ge. Se han investigado diversos agentes para imagen basados
en este metal para estudios pulmonares, de perfusion cerebral y miocéardica, estudios
renales, hepatobiliares, imagenes tumorales, cerebrales y 6seas.

El galio natural esta presente bajo la forma de dos is6topos: 8°Ga (60% de abundancia
natural) y "*Ga (40% de abundancia natural). Del total de sus radiois6topos, soélo tres
son relevantes en Medicina Nuclear y pueden ser producidos para la preparacion de

radiofarmacos: ®¢Ga, ¢’Ga y ®®Ga. Tanto el ®®Ga como el %Ga son emisores de
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positrones, con un periodo de semidesintegracion de 9,5 horas y 68 minutos
respectivamente. Sin embargo, el %6Ga es producido mediante ciclotrén a través de la
reaccion nuclear %Zn(p,n)%Ga, y el ®Ga, como ya se menciond, es producido por
medio de un generador %Ge/%8Ga, lo que resulta en una mayor disponibilidad y, por lo
tanto, mayor comodidad para su uso en Medicina Nuclear. El ’Ga es un emisor
gamma de periodo de semidesintegracion de 78 horas, por lo que sus usos se limitan
a tecnologia SPECT. Su produccion se realiza por medio de ciclotron a través de la
reaccion %8Zn(p,2n)¢’Ga (79).

La quimica del galio mas relevante en radiofarmacia ocurre en el estado de oxidacion
+3, ya que es el mas estable en solucion acuosa.

En solucion acuosa, el Ga(lll) libre hidratado s6lo es estable bajo condiciones &cidas
(pH menor a 3). Cuando el pH aumenta, se produce la formacién del trihidroxido de
galio por hidrdlisis. A concentraciones por encima de la nanomolar, este compuesto
comienza a precipitar en ausencia de agente estabilizantes (entre pH=3 y 7). A pH
mas elevado, el solido se re-disuelve como ion Ga(OH)s. La figura 28 muestra los
equilibrios que se dan en solucién acuosa entre las diferentes especies de galio

formadas.

ApHentre3yT7:
Ga(H,0)s** + H,0 ——= Ga(OH)(H,0)s** + H,0*
Ga(OH)(H,0)s** + H,0 ~—= Ga(OH),(H,0),* + H,0*
Ga(OH),(H,0)," + H,O —— Ga(OH),, + H,O + 3H,0

A pH mayor a7:

Ga(OH)3 (s) + OH- eé Ga(OH)d-

Fig. 28. Equilibrios generados en solucion acuosa
para el galio.

A pH fisiologico (pH=7.4), el reparto entre la fraccidon soluble e insoluble es de 49:1,

por lo que se puede obtener una concentraciéon maxima del anién de 2,5x10°M sin
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superar la solubilidad del hidroxido de galio. Esto permite entonces que, tanto el
67Ga(OH)4s como el %8Ga(OH)4 existan en solucién a pH fisioldgico sin que precipite el
hidréxido de galio (asumiendo que el galio no co-precipita con otros metales traza
presentes en solucion).

Como el resto de los elementos del grupo Xl (B, Al, In), el galio se clasifica como
acido duro de Lewis, uniéndose fuertemente a bases de Lewis no polarizables y
altamente ibénicas. Por ello, su quimica de coordinacion estd dominada por atomos
donores como O, N y S. Ademas, es importante mencionar que esta quimica de
coordinacion es muy similar a la del Fe(lll) debido a sus similitudes en carga, radio
ibnico, numero de coordinaciéon 6 y configuracién electrénica. Por esta razon, sera
imprescindible que el complejo final de galio no presente intercambio del metal con
proteinas plasmaticas de gran afinidad por el hierro, tales como la transferrina. Como
ejemplo, las constantes de union del metal a la transferrina para el galio son: k1=20,3
y ko=19,3 (80). Para el hierro, son levemente mayores: ki1=22,8 y k»=21,5. A pesar de
gue muchos ligandos forman complejos con el galio que no son termodinamicamente
estables frente al intercambio con transferrina, algunos aun asi son utiles desde el
punto de vista de la radiofarmacia, ya sea porque su intercambio con la transferrina es
cinéticamente lento o porque pueden ser utilizados para marcar componentes
sanguineos en ambientes libres de transferrina.

Para el disefio de agentes bifuncionales para el galio, es importante tener en cuenta
gue éste se puede coordinar mediante ligandos polidentados, tanto ciclicos como de
cadena abierta (81). La mayoria de los ligandos disefiados para el Ga(lll) son
hexadentados, aunque se han descrito muchos otros que son estables in vivo y que
poseen numeros de coordinacién 4 y 5. Estos ligandos tetra y pentadentados, sin
embargo, son menos frecuentes que los primeros.

EDTA, DTPA, DFO y HBED (figura 29) son agentes bifuncionales que se han
empleado para marcar macromoléculas con lin, 67%8Ga, °0Y, para imagenes y
terapia de tumores (figura 29) (82-85). Sin embargo, la mayoria de estos complejos
mostraron baja estabilidad in vivo e in vitro, lo cual ha sido relacionado con la

tendencia de dichos complejos anionicos a la disociacién in vivo. Como consecuencia
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de esto, el radiometal pasa a unirse a la transferrina (y otras proteinas séricas) o se

aloja en érganos radiosensibles.

COH
HO,C
DTPA
CO,
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CO,H

o]

CO.H
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N COH

Hozc/\N/\/ ~ 0 o %
) HN—( HN—( NH,

HO,C / / /

2 (CHy)s (CHy)s (CHz)s (CHz)s (CHy)s
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o \OH o \OH & \OH

Fig. 29. Algunos agentes bifuncionales para Galio, de cadena abierta.

A su vez, Sun et. al. (86) midieron la estabilidad in vitro e in vivo de una serie de
guelantes para el Ga(lll) e In(lll) consistentes en ligandos mercapto-amino de
diferentes denticidades, destacandose algunos de ellos por su buena estabilidad.

Los quelantes macrociclicos, en particular los ligandos triaza, muestran una elevada
selectividad (conformacional y de tamafio) hacia los iones metélicos. La estabilidad
termodinamica de estos ligandos se debe a que el pequefio catidon se sitla o aloja
adecuadamente en la cavidad ciclica, quedando éste aislado de las especies
competitivas como la transferrina plasmatica. Esto se comprueba al observar las
constantes de disociacion tipicas de los complejos macrociclicos con el Ga(lll), que
presentan valores 10°-107 veces mayores que aquellos de cadena abierta. Algunos

ejemplos se muestran en la figura 30.
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NOTA NODASA

HOZC/\N/—\N/\COZH /(

CO,H

HO,C N/—\N COLH
<
COLH \

logK = 30,98 COzH

HO,C N N CO,H

logK = 21,33

Fig. 30. Agentes bifuncionales macrociclicos para Galio.

Los complejos que estos ligandos forman con el metal son menos sensibles a la
disociacion comparado con los complejos con agentes de cadena abierta. Por
ejemplo, el Ga-NOTA sufre disociacién a un pH muy bajo (pH no fisioldgico).

Un ejemplo de ligando tetraaza lo constituye el acido 1,4,7,10-tetraazaciclodecano-
1,4,7,10-tetraacético (DOTA). La estabilidad termodinamica del complejo Ga-DOTA es
menor que la del complejo Ga-NOTA debido a las mayores dimensiones de su
cavidad. Esto se concluye a partir de las constantes de disociacion de ambos
complejos: logK (Ga-DOTA) = 21,33, logK (Ga-NOTA) = 30,98. Sin embargo, a pesar
de su estabilidad mas baja, el Ga-DOTA es un complejo lo suficientemente estable
para ser utilizado en la clinica. En cuanto a la estructura, la cristalografia de rayos X
del complejo Ga-NOTA revela una geometria octaédrica, estando definida la cavidad
por un plano facial triaza y otro plano facial opuesto formado por los tres atomos de

oxigeno de los grupos carboxilatos (figura 31).
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Fig. 31. Complejo Ga-NOTA. Geometria octaédrica.

Como ya se menciono, el NOTA tiene una cavidad de menor tamafio que la del
DOTA, lo que resulta para éste ultimo en una estabilidad menor para el complejo con
galio. Para el complejo Ga(lll)-DOTA-D-Phe-NH>, el DOTA adopta una geometria cis-
pseudo-octaédrica en la que el plano ecuatorial esta formado por dos atomos de
nitrogeno del ciclo (transanulares) y dos oxigenos de los grupos carboxilatos
correspondientes. Las dos posiciones axiales estan ocupadas por los otros dos

nitrogenos restantes del anillo (figura 32) (81).

015

Fig. 32. Complejo Ga-DOTA. Geometria cis-pseudo-octaédrica.

Potenciales radiofarmacos para diversas aplicaciones se encuentran en investigacion

y otras en fase clinica con este radionucleido.
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Radiofarmacos de ®®Ga basados en octreotide se han desarrollado obteniéndose muy
buenos resultados. Uno de los primeros en surgir fue el 8Ga-DFO-octreotide, que
mostré tener una alta captacion tumoral y en corteza cerebral de ratas, aunque los
estudios clinicos en humanos fueron poco prometedores por la baja depuracion
sanguinea y la elevada unién a proteinas plasméaticas (87,88). Sin embargo, se han
desarrollado también otros compuestos, como ser %8Ga-DOTATOC (%8Ga-DOTA-Tyr3-
octreotide), %Ga-DOTATATE (%8Ga-DOTA-Tyr3-Thri-octreotide), %Ga-DOTANOC
(58Ga-DOTA-Nal3-octreotide) y ®Ga-DOTA-lanreotide. Con pequefias variantes entre
ellos, en su mayoria mostraron buenos resultados tanto in vitro como in vivo (89). La

figura 33 muestra a modo de ejemplo, la estructura del ligando DOTATOC.
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Fig. 33. Estructura del ligando DOTATOC.

También se han disefiado radiofarmacos basados en DOTA conjugado a péptidos
derivados de la hormona alfa-MSH, con afinidad por receptores MCI1-R,
sobreexpresados en melanoma (90). Estos mostraron una alta captacién tumoral y
baja retencion renal.

Este agente bifuncional también se ha a derivados de la bombesina, con una elevada
tasa de internalizacion en lineas celulares con receptores de bombesina AR4-2J (90).

Los resultados mostraron una alta captacion tumoral asi como también en érganos

gue poseen este tipo de receptores (intestino, pancreas).
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l. Velykian en 2005 (91) realiz6 la marcaciéon con %Ga de otro derivado de DOTA:
%8Ga-DOTA-hEGF, para visualizar la expresion tumoral del receptor para el factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). Esta misma autora también ha realizado marcaciones
de oligonucleétidos para detectar mutaciones en tumores, logrando que las
propiedades de hibridizaciéon de estos compuestos se mantengan inalteradas.

De estos radiofarmacos, al dia de hoy existen cinco péptidos que se encuentran en
etapa de investigacion: DOTATOC, DOTANOC, DOTA-lanreotide, DOTA-bombesina y
DOTA-gastrina (89).

Existen pocas aplicaciones de galio al desarrollo de compuestos para diagnostico de
hipoxia tumoral. Una de ellas ha sido propuesta por Mukai T. et. al. (92), quienes han
sintetizado un derivado de DOTA que contiene dos unidades 5-nitroimidazolil como

farmacéforo y lo ha marcado con 8’Ga. La estructura se muestra en la figura 34.

A (\ VA,
ey \> e

Fig. 34. Compuesto desarrollado por Mukai T. et. al.

Los resultados para este complejo muestran una elevada captacién tumoral, asi como
una rapida depuraciéon sanguinea e intensa eliminacion renal.

Como se desprende de lo expuesto anteriormente, al dia de hoy existen varios
trabajos cientificos con *MTc relativos a hipoxia. Sin embargo, alin no se cuenta con
un compuesto adecuado para deteccion de zonas hipdxicas en tumores. Por otro lado,
las publicaciones con %Ga vinculadas al tema son escasas. Es por ello que resulta
fundamental continuar avanzando en el desarrollo de nuevas estructuras.

El objetivo de este posgrado involucra el disefio, sintesis y evaluacion de compuestos
de coordinacion de tecnecio y galio conteniendo ligandos nitroimidazolicos, como

potenciales radiofarmacos con selectividad hacia tejido hipéxico. Para ello, se plantea
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avanzar en las diferentes etapas que constituyen un disefio racional, como se

describe mas adelante.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivos generales

El objetivo general de este posgrado es el disefio, sintesis y evaluacion de
compuestos de coordinacibn de tecnecio y galio conteniendo ligandos
nitroimidazélicos, como potenciales radiofarmacos con selectividad hacia tejido
hipoxico.

Para ello, se plantea abordar cada una de las etapas basicas del desarrollo de un
nuevo radiofarmaco, desde el disefio y la preparacién de los ligandos con la funcion
nitroimidazélica, hasta la evaluacién biol6gica de los complejos finales, pasando por
las etapas intermedias de preparacion de los complejos, caracterizacion estructural y
evaluacion fisicoquimica.

De esta manera, el trabajo propone una profundizacion en aspectos de quimica
organica, quimica de coordinacion del tecnecio y galio y modelos fisicoquimicos y

biologicos de caracterizacion de potenciales radiofarmacos.

3.2 — Objetivos especificos

1. Disefio y sintesis de ligandos nitroimidazolicos conteniendo grupos
guelantes adecuados para la preparacién de complejos de #°™Tc.
Para esta etapa de sintesis organica, se propone trabajar sobre el farmaco
Metronidazol®, un 5-nitroimidazol comercialmente disponible como agente
antiparasitario. El objetivo consiste en disefiar y optimizar diferentes rutas sintéticas
gue permitan incorporar sobre esta molécula grupos quelantes adecuados para la

formacion posterior de complejos tricarbonilicos con el metal.

2. Disefio y sintesis de ligandos nitroimidazo6licos conteniendo grupos
guelantes adecuados para la preparacién de complejos de %8Ga.
Asi como en la etapa anterior, también en ésta se partird del Metronidazol® y se

disefiaran rutas de sintesis que permitan incorporar grupos adecuados para el
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acoplamiento de la funcidén nitroimidazdlica al agente bifuncional DOTA para su

posterior marcacion con %Ga.

3. Preparacion de complejos de *MTc.
La marcacion de los ligandos correspondientes con *MTc implicara la utilizacién de
una de las estrategias mas recientes en Radiofarmacia: la formacién de complejos
Tc(l)-tricarbonilicos. Las marcaciones de este tipo implican la sustitucion del
precursor fac-[**"T¢(CO)3(H20)s]* con los ligandos nitroimidazélicos conteniendo
grupos donores adecuados.

4. Preparacion de complejos de %8Ga.
La marcacion de los ligandos correspondientes con %Ga implicara la formacién de
un complejo Ga(lll)-DOTA utilizando las técnicas de marcacion descritas en
Radiofarmacia.

5. Caracterizacion fisicoquimica de los complejos.
En esta etapa se propone determinar el comportamiento fisicoquimico de los
complejos previamente sintetizados, estableciendo para cada uno de ellos su
lipofilicidad, estabilidad en el medio de reaccion, en plasma y union a proteinas

plasmaticas.

6. Caracterizacion bioldgica de los complejos.
Implica la evaluacion de los complejos desde el punto de vista de su
comportamiento biolégico en modelos animales portadores de tumores solidos
hipéxicos. Se dara especial atencién no soélo al nivel de captacién tumoral, sino
también a su comportamiento farmacocinético, vias de eliminaciéon y érganos de

acumulacion.

En la tabla de la pagina siguiente se muestran los ligandos propuestos para su

marcacion con *MTc y 8Ga. Las rutas sintéticas se recogen en la parte experimental.
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Ligandos para complejos de *™Tc
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4 — PARTE EXPERIMENTAL

4.1 - Materiales

Todos los disolventes utilizados durante la sintesis de los ligandos fueron destilados
previamente y, en el caso que correspondiente, secados. Se utilizaron reactivos
comerciales de Sigma-Aldrich, Fluka, Merck, entre otros. El avance de las reacciones
y la pureza de los productos se examinaron mediante cromatografia en capa fina
(TLC), utilizando silica-gel o alimina, con indicador UV en placas de poliéster. El
revelado de dichas cromatografias se realiz6 mediante exposicion a luz ultravioleta a
254 nm, exposicion a vapores de iodo o asperjado con una mezcla de etanol:acido
sulfurico:anisaldehido (95:1:4) (v/vlv). Para las cromatografias en columna se utilizo
silica-gel (Merck, 60-230 mesh) o aliumina neutra (Merck, 70-230 mesh). Los
espectros de resonancia magnética nuclear, *H-RMN y 3C-RMN, se realizaron en un
equipo Bruker DRX-400 (400 MHz), utilizando los disolventes deuterados que se
indican en cada caso y empleando tetrametilsilano como referencia interna.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de punto de fusion Electrothermal
9100.

Los espectros infrarrojos se registran en un espectrofotometro Bomen MB-102 FT-IR
en el rango 4000-200 cm™ en pastillas de KBr al 1%.

Los espectros de masas fueron registrados por Impacto Electronico (El) en un MSD
Hewlett Packard 5973 o por lonizacion Electrospray (ESI) en un Hewlett Packard LC /
MS Serie 1100.

El metronidazol empleado en la sintesis de todos los ligandos fue de calidad USP
(Farmacopea de los Estados Unidos de América), y fue proporcionado por
Laboratorios Gramén-Bago del Uruguay S.A.

Los kits Isolink™, Mallinckrodt Medical B.V. empleados en la preparacion del
precursor tricarbonilico fueron proporcionados por Covidien. El monéxido de carbono
gaseoso fue de alta pureza de AGA-Speciality Gas, Cleveland, EEUU.

La sal sodica del acido [2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil]ditiocarbamico (L1), asi

como también el hidrobromuro de 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilamina fueron
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sintetizados en el Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias en el
marco de la tesis de doctorado del Dr. Javier Giglio (78).

El [®"Tc]NaTcOs empleado en todas las marcaciones fue eluido de un generador
BW/*MTc Tecnonuclear, Industria Argentina, proporcionado por el Centro de Medicina
Nuclear del Hospital de Clinicas.

El [*8Ga]GaCl; empleado en todas las marcaciones fue eluido de un generador
%8Ge/%8Ga Eckert & Ziegler (IGG 100-50M), en el Centro Uruguayo de Imagenologia
Molecular (CUDIM). Para su elucién fue utilizada una solucién de écido clorhidrico 0.1
N ultra puro de Merck a flujo de 1.8 mL/min empleando bomba peristaltica.

Para las determinaciones de actividad se emple6 una camara de ionizacion
CAPINTEC CRC5 o ALFANUCLEAR ACT-15P. También se utilizaron espectrémetros
de centelleo solido con cristal de Nal(Tl) de 3x3 pulgadas de pozo acoplado a una
tarjeta multicanal ORTEC y con cristal de Nal(Tl) de 3x3 pulgadas plano acoplado a

un sistema analizador monocanal ORTEC.

4.2 — Métodos

4.2.1. — Sintesis de ligandos

4211 - Sintesis de N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)-1H-1,2 3-

triazol-4-iljmetilamina (L 2)

4.2.1.1.1 — Sintesis de [2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)]etil metilsulfonilo.

Una solucion de cloruro de metilsulfonilo (1.6 mL, 21 mmoles) en diclorometano
anhidro (3 mL) fue adicionada gota a gota a una suspension de 2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etanol (metronidazol) (3.0 g, 17.5 mmoles) y trietilamina (3.7 mL, 26.3
mmoles) en diclorometano (60 mL) a 20°C bajo atmdésfera de nitrogeno. Luego de 4
horas de agitacion, la mezcla es filtrada y el sélido es lavado con agua (2 x 50 mL)
(3.32 g, 76%). Los datos espectroscépicos que confirman la identidad del producto

coinciden con los publicados (93).
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4.2.1.1.2 — Sintesis de [2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)]etilazida.

Una solucion del derivado sulfonilo sintetizado anteriormente (3.32 g, 13.35 mmoles) y
azida de sodio (0.96 g, 14.7 mmoles) en dimetilformamida anhidra (37 mL) es
calentada a 100°C durante 1 hora. A continuacion, la mezcla es enfriada y se le
agrega una solucion saturada de cloruro de sodio (100 mL) luego de lo cual se realiza
la extraccién del producto con acetato de etilo (3 x 50 mL). Posteriormente, la fraccion
organica es lavada con solucién saturada de cloruro de sodio (2 x 50 mL), secada con
sulfato de sodio anhidro y evaporado el disolvente a presion reducida para obtener un
producto de color amarillo-anaranjado (1,7 g, 71%). Los datos espectroscopicos que
confirman la identidad del producto coinciden con los publicados (93).

4.2.1.1.3 - Sintesis de N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)-1H-1,2,3-
triazol-4-iljmetilamina (L2).

Una solucion de ascorbato de sodio (0.30 g, 1.49 mmoles) y sulfato de cobre (Il) (0.47
g, 2.97 mmoles) en agua (15 mL) se adiciona sobre una solucion de la azida
sintetizada anteriormente (1.50 g, 7.42 mmoles) y N-metilpropargilamina (0.63 mL,
7.42 mmoles) en tert-butanol (15 mL) bajo agitacion continua a 20°C. La mezcla se
deja reaccionar hasta el dia siguiente cuando se le incorpora nuevamente ascorbato
de sodio (0.15 g, 0.75 mmoles). Pasadas 24 horas de agitacion a temperatura
ambiente, la reaccion se detiene por NO,

9 10
evaporacion del tert-butanol bajo presion —

reducida y a la mezcla acuosa remanente NY‘ N\/S\N 4\3 2 N/l
se le agrega una solucién de hidroxido de \( 6 \ H

sodio 33% (60 mL). A continuacion se 7 N==N
realizan extracciones con acetato de etilo (4 x 60 mL). Las fracciones organicas se
juntan, se secan con sulfato de sodio anhidro y el disolvente es evaporado a presion
reducida. Se obtiene un sélido marrén claro (0.92 g, 47%). PF: 86.5-88.9 °C. 'H-RMN
(CD30OD:D20) 6 (ppm): 2.00 (s, 3H, H-7), 2.37 (s, 3H, H-1), 3.80 (s, 2H, H-2), 4.87 (t, J

= 3.0 Hz, 2H, H-6), 4.91 (H-5)!, 7.79 (s, 1H, H-4), 7.98 (s, 1H, H-9). 3C-RMN

! Sefial de metileno superpuesto con la sefial del agua del disolvente.
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(CDsOD:D20) 5 (ppm): 11.8 (C-7), 33.9 (C-1), 44.9 (C-2), 46.1 (C-6), 49.1 (C-5), 123.9
(C-4), 131.6 (C-9), 138.7 (C-10), 145.7 (C-3), 151.0 (C-8).

IR (KBr) v (cmt): 1366 (NO2), 1527 (NO2), 3402 (N-H).

MS, miz. 264 (M*- H, 20%), 248 (M*- OH, 22%), 218 (M*- HNO,, 9%), 44
(CHsNHCH2', 100%).

421.2 - Sintesis de la sal sdédica del &acido N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-ietil)-1H-1,2,3-triazol-4-illmetilditiocarbamico (L3)

Sobre una suspensién de hidruro de sodio (33 mg, 1.36 mmoles) en tetrahidrofurano
anhidro (15 mL) enfriado a 0°C bajo atmosfera de nitrégeno, se agrega el compuesto
L2 sintetizado previamente (300 mg, 1.14 NO,

mmoles) y disulfuro de carbono (0.1 mL, —

1.70 mmoles). La mezcla se agita durante : 2

\/\ \
30 minutos luego de los cuales el bafio de
N

= )\

hielo es retirado y se comienza el 7 S$Na
calentamiento a reflujo. La reaccion se detiene a las 4 horas y el disolvente es
evaporado, obteniéndose un sélido marrén (319 mg, 77%) que corresponde a L3. H-
RMN (CDs0OD:D;0) & (ppm): 1.98 (s, 3H, H-7), 3.50 (s, 3H, H-1), 4.84 (t, J = 3.2 Hz, H-
6), 4.90 (H-5)2, 5.48 (s, 2H, H-2), 7.97 (s, 1H, H-9), 8.05 (s, 1H, H-4). 13C-RMN
(CD30D:D20) & (ppm): 12 (C-7), 41 (C-1), 46 (C-6), 49 (C-5), 51 (C-2), 125 (C-4), 132
(C-9), 139 (C-10), 142 (C-3), 151 (C-8).

IR (KBr) v (cm'%): 1050 (S-CS-N), 1151 (C-N), 1364 (NOy), 1539 (NOy).

2 Sefial de metileno superpuesto con la sefial del agua del disolvente.
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42.1.3 — Sintesis del &acido 10-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilaminocarbonil

metil]-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético (L4)

4.2.1.3.1 — Sintesis de 10-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilaminocarbonilmetil]-
1,4,7-tris(tert-butoxicarbonilmetil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano.

Se disuelve el hidrobromuro de 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilamina en agua y
se ajusta a pH 12 con solucién acuosa de hidréxido de sodio 33%. A continuacion, se
realiza la extraccion de la amina neutra con diclorometano (10 x 20 mL). Rendimiento
de la extraccion: 57%. Se disuelve la amina neutra (12.8 mg, 0.075 mmoles) junto con
1,4,7-tris-(tert-butoxicarbonilmetil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-10-acetato de N-
hidroxisuccinimida (éster DOTA-mono-NHS-tris-t-butilo) (50 mg, 0.075 mmoles) en
diclorometano anhidro (3 mL) y la reaccion se agita a 20°C durante 5 dias. Luego de
este periodo, se interrumpe la reaccion evaporando el disolvente bajo presion
reducida. El producto es purificado
mediante cromatografia en columna 12 13 H Oz
de alimina y un gradiente de 3+O

diclorometano y metanol como fase ’ Oll[
movil. Se obtiene un aceite de color g )J\/N N\)J\

amarillo (21 mg, 47%). H-RMN 2+0 N 0+1

(CDCl3) & (ppm): 1.45 (m, 27H, H-1, 2 !

H-2, H-3), 1.70-4.10 (sa + s, 29H, H-4 hasta 15, H-17, H-19), 4.46 (t, J = 6.0 Hz, 2H,
H-18), 6.81 (t, J = 6.4 Hz, 1H, H-16), 7.90 (s, 1H, H-20).

MS, m/z: 707 (M* - OH, 1%), 554 (M* - 170, 1%), 107 (M* - 617, 10%), 56
(CH2=C(CHs3)2, 57%), 41 (CH>=CHCH3, 100%), 28 (CH2=CH2, 19%).

4.2.1.3.2 - Sintesis del acido 10-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-
iletilaminocarbonilmetil]-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético (L4).

La reaccion de desproteccion del producto anterior se realiza en todos los casos en el
dia anterior al momento de la marcaciéon con %Ga para garantizar la integridad del
ligando. El derivado sintetizado en la reaccién anterior (21 mg, 0.029 mmoles) se

disuelve en cloroformo (1 mL) y se agrega un exceso de acido trifluoroacético (0.046
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mL, 0.60 mmoles) y la mezcla es
calentada a reflujo bajo agitacion ;o 6 /—\ 7 N \/18\ )§
continua. Luego de 4 horas de \ﬂj\'\' N/I"/ 17 N7y 20
calentamiento, la reaccibn se ° j © )’=N
detiene y el disolvente es

evaporado bajo presion reducida. 2HO

H-RMN (D20) & (ppm): 2.60-4.40
(sa+ s, 29H, H-4 hasta 15, H-17, H-19), 4.55 (t, 2H, H-18), 8.35 (s, 1H, H-20).

O
o S
(Z
SZ
o
T

42.1.4 — Sintesis del acido 10-{[N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)-

1H-1,2,3-triazol-4-illmetilaminocarbonilmetil}-1,4,7-tris(tert-butoxicarbonilmetil)-1,4,7,10

-tetraazaciclododecano (L5)

4.2.1.41 - Sintesis de 10-{[N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)-1H-
1,2,3-triazol-4-iljmetilaminocarbonilmetil}-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7--tris-
(tert-butilacetato).

Se disuelve la N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetilamina (L2) (19.8 mg, 0.075 mmoles) junto con el éster DOTA-mono-NHS-tris-t-
butilo (50 mg, 0.075 mmoles) en diclorometano anhidro (3 mL) y la reaccidn se agita a
20°C durante 5 dias.

Luego de este periodo, 3 B =N NO2
12 13 , \ 20

. C 6
se Interrumpe la reaccion 3 9 / \ [ N N
WK\N N/Y ~ N \19/\N N\ 22

por evaporacion  del 3 o1 4l 18
L*N
150 1

disolvente bajo presion

2 Q10 21
. N N
reducida. El producto es | O)J\S/ \ / \4)]\0_}»1
purificado mediante ) o8 .

cromatografia en columna de silica y un gradiente de diclorometano y metanol como

fase movil. Se obtiene un aceite de color amarillo (31 mg, 49%). 'H-RMN (CDCls) &

51



(ppm): 1.46 (m, 27H, H-1, H-2, H-3), 1.80-3.70 (sa + 2s, 30H, H-4 hasta 15, H-16, H-
21), 4.81 (m, 4H, H-19 y H-20), 7.92 + 8.25 (2s, 1H, H-18)3, 7.94 (s, 1H, H-22).

MS, m/z: 514 (M* - 315, 1%), 264 (L2*, 1%), 248 (L2*-17, 3%), 56 (CH2=C(CHa)2,
75%), 41 (CH>=CHCHg3, 100%), 28 (CH>=CH>, 42%).

4.2.1.4.2 - Sintesis del &cido 10-{[N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)-
1H-1,2,3-triazol-4-iljmetilaminocarbonilmetil}-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-
triacético (L5)

Al igual que para L4, la desproteccion del producto de la reaccién anterior es realizada
un dia antes al momento del marcado con %Ga para garantizar su integridad. El
derivado sintetizado en la reaccién anterior (40 mg, 0.046 mmoles) se disuelve en
cloroformo (2 mL) y se agrega un exceso de acido trifluoroacético (0.070 mL, 0.92
mmoles) y la mezcla es calentada a reflujo bajo agitacion continua. Luego de 4 horas
de calentamiento, la reaccion se detiene y el disolvente es evaporado bajo presion

reducida.

4.2.2 — Sintesis de los complejos de *™Tc

4.2.2.1 — Sintesis del precursor tricarbonilico fac-[*°*"Tc(CO)3(H.0)3]* (59)

En un vial de vidrio se coloca carbonato de sodio (4.0 mg), borohidruro de sodio (5.0-
7.0 mg) y tartrato de sodio y potasio (20.0 mg). A continuacion, el vial es sellado y
purgado con monoxido de carbono gaseoso durante 15 minutos. Posteriormente, se
adiciona la solucién de [*®™Tc]NaTcO4 (20-50 mCi o 185-1850 MBq, 0.5-1.0 mL) eluido
a partir de un generador de **Mo/**"Tc. La mezcla es calentada a 75°C durante 20
minutos. La pureza radioguimica es determinada por HPLC empleando un
cromatégrafo liquido Shimadzu LC-10 AS, acoplado a un detector y Parken con una
columna Phenomenex Luna 5 um C18 de 15 cm de longitud. La elucion se realiza

utilizando un gradiente de 1 mL/min compuesto por un buffer fosfato-trietilamina

3 Ver Discusion.
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pH=2.5 (A) y metanol (B). El gradiente de ambos disolventes se muestra a

continuacion.

Tiempo (min) % A % B
0-3 100 0
3-6 100-75 0-25
6-9 75-66 25-34
9-20 66-0 34-100
20-27 0 100
27-30 0-100 100-0

Finalmente, el precursor es neutralizado con una solucion de fosfato diacido de sodio

(390 mg/mL). El pH se controla con tira de papel.

4.2.2.2 — Sintesis del precursor tricarbonilico fac-[**"Tc(CO)s(H-O)s]* a partir de kit

comercial.

Sobre un kit liofilizado Isolink™, que contiene tetraborato de sodio (2.85 mg),
carbonato de sodio (7.15 mg), tartrato de sodio (8.50 mg) y boranocarbonato de sodio
(2.85 mg), se agrega [*®™Tc]NaTcO4 (5-50 mCi 6 185-1850 MBq, 0.5-1.0 mL) eluido a
partir de un generador de *Mo/*°MTc. A continuacion, el vial se calienta en un bafio de
agua a ebullicion durante 20 minutos. El producto obtenido es controlado por HPLC
utilizando el sistema descrito en 4.2.2.1. y antes de realizar la sustitucion con los

ligandos, se neutraliza de la misma manera que se describe el 4.2.2.1.

4.2.2.3 — Sintesis del complejo tricarbonilico con L1

La sustitucién del precursor fac-[**"Tc(CO)s(H20)s]" se realiza agregando la solucién
del precursor neutralizado sobre un vial que contiene L1 (4.0 mg) disuelto en
dimetilsulfoxido (200 uL). A continuacion, la mezcla es calentada a 75°C durante 30

minutos y la pureza radioquimica es evaluada mediante HPLC con una columna
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Waters uBondapak™ C18 de diametro 3.9 mm y 30 cm de longitud. La elucién se
realiza utilizando un gradiente de 1 mL/min compuesto por un una solucién de acido
trifluoroacético (TFA) 0.1% (v/v) en agua (A) y una solucion de TFA 0.1% (v/v) en
acetonitrilo (B). El gradiente de ambos disolventes se muestra a continuacion:

Tiempo (min) %A %B
0-3 100 0
3-10 100-0 0-100
10-22 0 100
22-24 0-100 100-0

4.2.2.4 - Sintesis del complejo tricarbonilico con L2

La sustituciéon del precursor fac-[**™Tc(CO)s(H20)3]* se realiza agregando la solucién
del precursor neutralizado sobre un vial que contiene L2 (4.0 mg) disuelto en metanol
(200 pL). A continuacion, la mezcla es calentada a 75°C durante 30 minutos y la
pureza radioquimica del complejo se controla mediante el sistema de HPLC descrito
en4.2.2.1.

4.2.2.5 — Sintesis del complejo tricarbonilico con L3

La sustituciéon del precursor fac-[**"Tc(CO)s(H20)s]" se realiza agregando la solucién
del precursor neutralizado sobre un vial que contiene L3 (4.0 mg) disuelto en metanol
(200 pL). A continuacion, la mezcla es calentada a 75°C durante 30 minutos y la
pureza radioquimica del complejo se controla mediante el sistema de HPLC descrito
en4.2.2.1.
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4.2.3 - Sintesis de los complejos de %Ga

4.2.3.1 - Sintesis del complejo con L4

Una solucién de [(8Ga]GaCls eluida de un generador de %Ge/®®Ga (10-20 mCi, 2.0
mL) se coloca en el vial de reaccién junto con el ligando previamente disuelto en agua
destilada (18-20 nmoles, 200 pL) y una solucién de acetato de sodio 1.14 M (400 pL)
hasta alcanzar un pH de 4.5. A continuacién, la mezcla es calentada durante 15
minutos a 95°C. La pureza radioquimica del complejo se controla mediante el sistema
de HPLC descrito en 4.2.2.3.

4.2.3.2 — Sintesis del complejo con L5

Una solucién de [(8Ga]GaCls eluida de un generador de %Ge/®®Ga (10-20 mCi, 2.0
mL) se coloca en el vial de reaccién junto con el ligando previamente disuelto en agua
destilada (18-20 nmoles, 200 uL) y una solucién de acetato de sodio 1.14 M (400 pL)
hasta alcanzar un pH de 4.5. A continuaciéon, la mezcla es calentada durante 15
minutos a 95°C. La pureza radioquimica del complejo final es evaluada mediante

HPLC utilizando el mismo sistema que se describe en 4.2.2.3.

4.2.4 — Caracterizacion fisicoquimica de los complejos

4.2.4.1 — Determinacion de la lipofilicidad

La lipofilicidad de los complejos sintetizados es evaluada a pH = 7.4 mediante la
determinacién del coeficiente de particion octanol/buffer fosfato 0.1 M. Para ello, se
colocan en un tubo de centrifuga la fase organica (octanol, 2 mL) y la fase acuosa
(buffer fosfato 0.1 M, pH = 7.4, 2.0 mL). A continuacién, se agrega la solucion
conteniendo el complejo (100 pL) y la mezcla es agitada mediante agitador vértex

durante 2 minutos. Posteriormente, se centrifuga durante 5 minutos a una velocidad
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de 5000 rpm en una centrifuga EVA Ill y una vez que ambas fases estan separadas,
se realizan 2 tomas de cada una de ellas (entre 2-50 ulL) y se mide la actividad de
cada una de ellas en un contador de centelleo sélido. Se realizan 3 repeticiones de

cada experiencia.

4.2.4.2 — Determinacion del porcentaje de unidn a proteinas plasmaticas

La union a proteinas plasmaticas es determinada mediante exclusion molecular. Para
ello, se emplean columnas de exclusién molecular GE Healthcare illustra MicroSpin G-
50. En primer lugar, el buffer de conservacion de las columnas es extraido mediante
centrifugacion de las mismas durante 1 minuto a 4000 rpm. A continuacion, se
siembra sobre cada columna 50 uL de plasma incubado con el complejo a 37°C
durante una hora, y luego de 2 minutos las columnas son centrifugadas nuevamente
durante 1 minuto a 4000 rpm. Finalizada esta etapa, se mide la actividad eluida de la

columna y la retenida en ella en un equipo de centelleo sadlido.

4.2.4.3 — Determinacién de la estabilidad en el medio de reaccion

La estabilidad de los complejos sintetizados en el medio de reaccion es evaluada
mediante incubacion de la mezcla a temperatura ambiente, controlando la pureza
radioquimica del complejo mediante el sistema de HPLC empleado en cada caso a 1,

2, 3y 4 horas post-inyeccion.

4.2.4.4 — Determinacién de la estabilidad en plasma

La estabilidad en plasma es evaluada mediante la incubaciéon de los complejos (100
uL) con un pool de plasma humano (1000 uL) a 37°C. Alas 0.5, 1, 2, 3y 4 horas de
incubacion, se realiza una toma de muestra (200 plL) y, una vez extraida, se precipitan
las proteinas plasméticas con etanol absoluto frio (-15°C, 200 plL) seguido de
incubacion durante 5 minutos en freezer. Una vez completada la precipitacion, las

muestras son centrifugadas a 15000 rpm durante 5 minutos a 0°C. Finalmente, la
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pureza radioquimica del complejo en el sobrenadante es analizada mediante HPLC
bajo las mismas condiciones en las que fue evaluada la reaccion de marcacion para

cada caso.

4.2.5 — Caracterizacion bioldgica de los complejos de ®™Tc y %8Ga

La caracterizacion biolégica de los complejos fue evaluada mediante biodistribucion
en ratones C57 hembras de 3 meses de edad, portadores de tumores inducidos. Los
animales fueron adquiridos en el Bioterio del DI.LA.VE. (Direccién de Laboratorios
Veterinarios, Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca). La manipulacion de los
mismos se realiza teniendo en cuenta las normas vigentes sobre el manejo de
animales de experimentacion (Ordenanza sobre el uso de animales de
experimentacion, docencia e investigacion universitaria) y todo el protocolo utilizado
en el trabajo de esta tesis ha sido previamente aprobado por el Comité de Etica de
Experimentacion Animal de la CHEA (Comision Honoraria de Experimentacion
Animal).

Los tumores fueron inducidos por la inoculacién de 3x10° células de Carcinoma de
Lewis de pulmén murino 3LL provistas por el Dr. Alejandro Chabalgoity y la Dra. Maria
Moreno del Laboratorio de Vacunas Recombinantes del Instituto de Higiene de la
Facultad de Medicina, UdelaR.

Las células fueron inoculadas por via subcutanea en el dorso sobre el miembro
posterior derecho, y las biodistribuciones se realizan entre 20 a 30 dias post-
inoculacién, cuando el tumor alcanza un tamafio aproximado de 1.5 x 0.5 x 0.5 cm.
Cabe destacar que el modelo utilizado ha sido evaluado previamente durante el
desarrollo de la tesis doctoral del Dr. Javier Giglio (78) y los estudios histopatolégicos
realizados por el Prof. Dr. Veterinario José Pacheco de la Catedra de Anatomia
Patoldgica, Facultad de Veterinaria, UdelaR, confirman la malignidad de los tumores,
concordante con las caracteristicas de las células inoculadas y la existencia de zonas

hipdxicas.
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Los estudios de biodistribucion se realizan inyectando los complejos por via
intravenosa (3 animales por tiempo) y transcurrido el tiempo de biodistribucién
establecido (0.5, 1 y 2 horas post-inyeccién), los animales son sacrificados por
traccion cervical. Los 6rganos, tejidos y muestras de interés son extraidos, pesados y
su actividad medida en un contador de centelleo sélido, realizando las correcciones

por geometria correspondientes para cada caso.

4.2.6 — Preparacion de complejos con renio estable para los ligandos L2y L3

Los complejos de Re(l)-tricarbonilicos fueron sintetizados mediante reaccion de

intercambio de ligandos utilizando fac-[NEts].[Re(CO)sBrs] como precursor.

4.2.6.1 — Sintesis del complejo precursor fac-[NEts]o[Re(CO)3Br3]

4.2.6.1.1 — Sintesis del complejo ReBr(CO)s (94)

En un bal6n de vidrio con agitacion magnética y atmosfera de nitrégeno, se agrega el
reactivo del partida Re2(CO)10 (1.0 g, 1.5 mmoles) disuelto en hexano (50 mL) y Brz
(0.26 g, 1.6 mmoles). Inmediatamente se forma un precipitado que corresponde al
producto deseado. Se continla la agitacion a temperatura ambiente hasta la
desaparicion del color del bromo. El hexano es removido por evaporacion a presion
reducida a temperatura ambiente y el precipitado es purificado mediante sublimacion a

presion reducida (aproximadamente 10 atm.) a 90°C.

4.2.6.1.2 — Sintesis del complejo fac-[NEt4]2[Re(CO)zBrs] (95,96)

Se suspende el bromuro de tetraetilamonio (1 g, 4.76 mmoles) en el disolvente 2,5,8-
trioxanona (diglima) (300 mL) bajo atmoésfera de nitrdgeno. La suspension es
calentada a 80°C y se agrega el producto sintetizado en la etapa anterior, el
ReBr(CO)s (0.85 g, 2.10 mmoles) disueltos en diglima (30 mL) caliente. La mezcla es
calentada a 115°C durante 12 horas, observandose la formacion de un precipitado

blanco. El sélido es separado por filtracién y lavado con etanol frio.

58



4.2.6.2 — Sintesis de los complejos Re(l) tricarbonilicos de L2 y L3

Para la preparacion de estos complejos se disuelve el precursor tricarbonilico de renio
sintetizado en la etapa anterior (49 mg, 64 nmoles) en una soluciéon de agua:metanol
(2:1) (20 mL). A continuacion, se agrega el ligando correspondiente (L2 o L3, 64
nmoles) y se agita vigorosamente a 70°C. La reaccion se controla mediante HPLC-UV
y se detiene cuando se observa desaparicidon de reactivos. Las condiciones de analisis
son las descritas en 4.2.2.1. En ambos casos se obtuvieron solidos que fueron
filtrados, redisueltos en metanol y analizados mediante HPLC y analisis elemental.
Resultado para L2: tr (tiempo de retencién) en HPLC: 16 minutos, Analisis elemental:
C: 26.31%, H: 3.05%, N: 15.50%, S: 0.00%. Resultado para L3: tr en HPLC: 21
minutos, Analisis elemental: C: 26.56%, H: 2.30%, N: 14.25%, S: 9.13%.
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5 - RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 — Sintesis de los ligandos

5.1.1 - Sintesis de N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-i)etil)-1H-1.2,3-triazol-
4-illmetilamina (L 2)

El disefio de este ligando tuvo por objetivo la conjugacion del farmacéforo con un
grupo 1,2,3-triazol, funcion extremadamente versétil que proporciona un atomo de
nitrégeno donor (nitrdgeno 3 del 1H-1,2,3-triazol) como lo es el nitrogeno del anillo
imidazodlico de la histidina, ligando de propiedades muy buenas para la coordinacion
en complejos Tc(l)-tricarbonilicos. La ventaja adicional de este heterociclo consiste en
su sencilla sintesis por medio de la reaccion de cicloadicion [4+2] de Huisgen,
catalizada por el Cu* (97). Esta reaccion es la mas representativa del concepto Click
Chemistry, que involucra a un conjunto de reacciones rapidas, de alta selectividad y
confiabilidad (98). La cicloadicion [4+2] de Huisgen entre azidas y alquinos terminales
catalizada por Cu* ha sido utilizada ampliamente para la sintesis de 1,2,3-triazol-1,4-
disustituidos (99):

R
+
. B Cu
R——N——N——N 4+ =R —> N \
R\~
N
Azida Alquino 1,2,3-triazol-1,4-disustituido

Fig. 35. Cicloadicion [4+2] de Huisgen.

Existen en la literatura antecedentes del uso de dicha reaccion en la sintesis de
ligandos para este tipo de complejos (100). El objetivo que se persigue en estos casos
es la utilizacion de dicha reaccibn como herramienta para la incorporacién sobre el
farmacdéforo de atomos donores que puedan coordinar al metal. Para ello, en una

primera instancia se incorpora a la molécula que contiene el farmacéforo, a través de
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un conector, un grupo azida y posteriormente, se realiza la cicloadicion con un alquino
gue contenga otras funciones ricas en electrones que también actien como atomos
donores en el complejo final (figura 36). Existe una segunda opcion, que consiste en

incorporar el triple enlace sobre la molécula que contiene al farmacaforo.

NO,

\(\/\\/vf/
\

N:N
Fig. 36. Atomos donores de electrones en L2.

A modo de sintesis, las principales ventajas de esta reaccion se pueden resumir de la

siguiente manera:

- Es unareaccion de gran eficiencia.

- La selectividad de reaccion entre azidas y alquinos es muy elevada, lo cual
minimiza las reacciones cruzadas.

Para la preparacion de este ligando, la estrategia fue la sustitucién del grupo hidroxilo

del metronidazol por un grupo azida y su posterior cicloadicion a una molécula de N-

metilpropargilamina (figura 37). De esta manera, se estarian incorporando dos

posibles atomos donores: un N del triazol y el N del grupo amina secundaria, lo que

conduciria a un ligando del tipo bidentado como se indica en la figura 36.
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Fig. 37. Ruta sintética para la preparacion de L2.

El agrupamiento azida fue incorporado sobre el metronidazol de acuerdo a la técnica
propuesta por Hay et. al. (93) en la que el alcohol es transformado en el
correspondiente metansulfonato, lo cual favorece el ataque nucleofilico de la azida de
sodio en una segunda instancia. La ruta de sintesis se muestra en la figura 37.

La cicloadicion es catalizada por Cu(l), que se genera in situ por reduccion del Cu(ll)
en presencia de ascorbato de sodio.

La caracterizacion estructural de L2 se realiz6 mediante el empleo de espectroscopia
'H-RMN y ¥C-RMN, asi como también experimentos COSY, HSQC y HMBC. A modo
de ejemplo, se muestra a continuacion el analisis de los espectros obtenidos para este
ligando.

La figura 38 muestra el espectro de 'H-RMN para el producto obtenido. Se pueden
observar las sefales integradas y asignadas a cada uno de los grupos de protones de
la molécula. Los dos grupos de protones metilicos de la estructura aparecen, como es
esperable, en la regiébn de & bajos. La asignacion de ambas sefiales se realizo
teniendo en cuenta que el C-1 (segun numeracion en figura 38) estd unido a un
heteroatomo (N), por lo que sus protones estan mas desblindados, y por lo tanto, se
necesita menor campo magnético externo para que éstos resuenen. Como
consecuencia, la sefial aparece a 6 mayores. Los protones metilénicos de la molécula
pertenecen a tres carbonos: C-2, C-5 y C-6. Estos dos ultimos se encuentran en
entornos quimicos similares, por lo que sus sefiales son muy cercanas. Los protones

de C-6 aparecen como un triplete a 4.87 ppm. Esta sefial se correlaciona con la sefial
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del C-6 (46.1 ppm), hecho que se manifiesta en el experimento HSQC (figura 39a).
Adicionalmente, el experimento de HMBC (figura 40) muestra la correlacion de estos
protones con las sefiales de C-10 y C-8. Por otro lado, la sefial de los protones de C-5
aparece superpuesta con la sefal del agua presente en el disolvente. Este hecho se
confirma a través de los experimentos de HSQC (donde la sefial esta acoplada a la
del C-5, ver figura 39b) y HMBC (donde se correlacionaba con la sefial de C-4). De no
superponerse, no habria acoplamiento en ninguno de los dos casos.

En la region de protones arométicos, se observan dos sefales, correspondientes a H-
4 (7.79 ppm) y H-9 (7.98 ppm). La asignacion de estas dos sefiales se explica
mediante el experimento de HMBC, en el que el protén a 7.79 ppm se encuentra
correlacionado con el C-3, y el protén de 7.98 ppm se correlaciona con C-10y C-8. Es
importante destacar que la presencia del protdon H-4 es el factor determinante para

confirmar que la reaccion efectivamente tuvo lugar y el triazol fue formado.
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Fig. 38. Espectro de *H-RMN para L2 (la numeracion ha sido arbitrariamente asignada).

64



H-RMN

- 10

=15

o
»

H6 4 OO RUORORRSSS ¥ | [

S 3 fie

- T v y 3
—_ 800 $50 500 430 400

(b)
Fig. 39. (a) Experimento HSQC de L2. Las lineas punteadas indican claramente las sefiales
correlacionadas. (b) Ampliacién del HSQC, donde se muestra claramente que la sefial de un
grupo de protones metilénicos (H5) se superpone a la sefial del agua del disolvente, y
presenta acoplamiento con un C del producto.
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Fig. 40. Experimento de HMBC de L2.

Los experimentos HSQC y HMBC son Uutiles para la confirmar la correcta asignacion
estructural realizada a partir del *H-RMN asi como para asignar sefiales en el 13C-

RMN. En la figura 41 se muestra el espectro de *C-RMN.

I
m;lé-c 100 s0

Fig. 41. Espectro *C-RMN de L2.
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Otro experimento que ha sido utilizado para la completa caracterizacion estructural es
el H-COSY, que pone en manifiesto acoplamientos proton-protén de carbonos
adyacentes. Para el caso de L2, el Unico acoplamiento que deberia observarse es el
que ocurre entre los protones en posicion 5y 6.

La espectrometria de masas de este compuesto no permite observar la presencia del
ion molecular de m/z = 265. Sin embargo, se observan varios fragmentos que indican
la presencia del producto. La figura 42 muestra algunos de ellos con su

correspondiente abundancia.
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Fig. 42. Algunos fragmentos de L2 generados en el experimento de
espectrometria de masas.

La cicloadicién [4+2] puede ocurrir bajo diferentes condiciones de reaccién, catalizada

por metales o modificacion térmica, pero en el primer caso, la reaccidn transcurre en
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forma regioselectiva dando lugar a un anico triazol (de los dos posibles) en un
porcentaje mayor al 90%. Si bien podria esperarse en un principio la formacion de dos
triazoles disustituidos isémeros (triazoles 1,4- y 1,5-disustituidos), hay evidencias
previas de que el cation Cu* favorece especificamente la obtencion del isomero 1,4-
disustituido (101-102). En la figura 43 se muestran los posibles isémeros del L2.

Y\A N v \(\/\ N

N\N

Isémero 1,4-disustituido Isémero 1,5-disustituido

Fig. 43. Isébmeros de L2.

Estudios de NOE-diff (Nuclear Overhauser Effect Difference) irradiando diferentes
protones de la molécula (proton del triazol y protones del metileno unido a la amina
alifatica) demuestran que el isémero obtenido en la reaccion es el 1,4-disustituido, que
en el caso del presente trabajo es el isbmero apto para una correcta coordinacion
posterior del ®™Tc. Por ello, es adecuado este tipo de catdlisis para el L2.

El experimento NOE-diff ha sido tradicionalmente muy utilizado para la determinacion
de interacciones 'H-'H (efecto NOE) a través del espacio en moléculas de tamafio
pequefio y mediano. En el caso de L2, es esperable que las interacciones entre
determinados protones se manifiesten de manera diferencial dependiendo del isbmero
gue esté presente. Esto significa que es posible que en un isémero particular, las
conformaciones que puede adoptar la molécula permitan que ciertos protones se
acerquen en el espacio y sean evidenciados en estudios de NOE-diff. Este fendmeno
es lo que le aporta la utilidad al estudio y permite evaluar la presencia de formas
isoméricas o conformacionales.

El experimento se basa en la adquisicion de dos espectros de protén por separado,
uno en el que durante un largo periodo de relajacién se irradia una resonancia de

protdn en concreto, y en el segundo donde se irradia una zona vacia del espectro. El
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resultado de restar estos dos espectros muestra los cambios en intensidad producidos
por el efecto NOE en aquellas sefiales cercanas en el espacio al proton irradiado.
Para L2, diversos experimentos de NOE-diff fueron realizados en los que se irradiaron
diferentes protones a fin de determinar qué isémeros estaban presentes. Los
resultados mas relevantes se describen a continuacion.

Cuando el proton irradiado es el H-4 (proton del triazol), se espera que presente
efecto NOE con aquellos protones que espacialmente estén mas cercanos teniendo
en cuenta el isomero presente y las conformaciones que la molécula pueda adoptar

en cada caso. La figura 44 muestra estas posibles interacciones.

NO,

NO, HN H2: 3.79ppm

" \_ ”%g H>\‘ngpi NC{“V\NJ%/\H

H7: 2.00ppm N—7/—N

Iz
/

H7: 2.00ppm N

Isémero 1,4-disustituido Isémero 1,5-disustituido

Fig. 44. Interacciones proton-proton esperadas para cada isomero en un
experimento de NOE-diff al irradiar H-4 en el ligando L2.

Como se puede observar, se espera que en ambos isémeros aparezca un efecto NOE
con los protones H-7 y H-2. Sin embargo, si el isomero 1,4-disustituido estuviera
presente, también deberia esperarse un efecto con los protones H-5. Efectivamente,
al realizar el experimento a tres tiempos de mezclado diferentes (250, 500 y 750 ms),
se observan los tres efectos NOE. Se puede concluir, por lo tanto, que el isbmero 1,4-
disustituido esta presente, pero no se puede afirmar sobre la presencia o ausencia del
otro isémero, por lo que fue necesario irradiar otros protones de la molécula. La figura
45 muestra las interacciones esperadas para cada isémero cuando los protones

irradiados son H-2.
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Fig. 45. Interacciones proton-proton esperadas para cada isbmero en un experimento
de NOE-diff al irradiar H-2 en el ligando L2.

En este caso, si el isdmero 1,5-disustituido estuviera presente, deberia observarse
efecto NOE entre los protones H-2 y los protones H-5. En el experimento, esta sefal
esta ausente y solamente se observan las otras tres sefialadas en la figura. La
conclusién que se puede extraer es que no hay evidencia de que el isomero 1,5-
disustituido esté presente, lo cual coincide con antecedentes bibliograficos sobre la
catalisis por cobre.

Para verificar este resultado, se irradié un tercer grupo de protones, H-5. La figura 46

muestra las interacciones esperadas por efecto NOE para este caso.

NO,

|
— /Hflm‘ppm /:{ /ﬁ H2: 3.79ppm
\Yj\& N Vg P N
A U Y

H7: 2.00ppm H7: 2.00ppm

Isémero 1,4-disustituido Isémero 1,5-disustituido

Fig. 46. Interacciones protdn-proton esperadas para cada isbmero en un experimento
de NOE-diff al irradiar H-5 en el ligando L2.

En este caso, la interaccion esperada para el isobmero 1,5-disustituido con H-2 no se
observa a ningun tiempo de mezclado, por lo que este experimento permite reafirmar

la conclusion obtenida en el caso anterior.
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Por lo tanto, los estudios de NOE-diff realizados permiten concluir que la cicloadicion
[4+2] catalizada por Cu® transcurre en forma regioselectiva, como ha sido descrito

previamente.

5.1.2 - Sintesis de la sal sddica del acido N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-
1-iDeti)-1H-1,2,3-triazol-4-illmetilditiocarbamico (L3)

Este ligando contiene un grupo ditiocarbamato capaz de formar complejos con
tecnecio. Como fue mencionado previamente en la introduccion, la principal aplicacién
de esta unidad quelante en radiofarmacia ha sido para la formacién del complejos de
Tc(V)-nitrido. Sin embargo, en el presente trabajo se utilizara para la formacion de un
complejo Tc(l)-tricarbonilico debido a que también la sal del ditiocarbamato es capaz
de coordinar al metal de esta forma.

En la sintesis, se toma como reactivo de partida el ligando L2 sobre el cual se
incorpora el grupo ditiocarbamato en la amina secundaria. Para esta reaccion se
procede segun la técnica descrita por Goubert y col. (103) levemente modificada, cuyo

esquema se muestra a continuacion.

-+
S SNa

Fig. 47. Esquema de sintesis de L3.

La mezcla de reaccion, una vez completada la misma, se evapora para eliminar el
disolvente junto con el exceso de disulfuro de carbono obteniéndose el producto como
un solido marron claro. ElI producto es caracterizado mediante técnicas
espectroscopicas.

Los espectros obtenidos se analizaron de manera similar que para el caso de L2.
Dado que el grupo quimico incorporado no aporta nuevos grupos de protones a la

molécula, en el espectro de 'H-RMN no se observa la aparicion de nuevas sefiales.
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Sin embargo, se observa un claro corrimiento de aquellos protones metilicos y
metilénicos adyacentes al nitrdgeno sobre el cual se introdujo el tiocarbonilo, asi como
también del proton aromatico del triazol. La figura 48 permite realizar una comparacion

de todas las sefiales en dichos espectros.

NO, NO,
9 10 9 10

N N > 2 2 1 N N 2 4 2 1
ﬁ/ \/\N \3 N/ S v\N AN N/

6 6

\ : \ 1
7 N==N 7 N==N S)\S'N'a
L2 L3

Senales del espectro 'H-RMN para ambos
compuestos (ppm)

L2 L3
H-1 2.37 3.50
H-2 3.80 5.48
H-4 7.79 8.05
H-5 4.91 4.90
H-6 4.87 4.85
H-7 2.00 1.98
H-9 7.98 7.97

Fig. 48. Comparacion de las sefiales del espectro *H-RMN para los ligandos L2 y L3. Se
observa un claro corrimiento de los protones cercanos al N donde se incorporé el grupo
tiocarbonilo, esto es, H-1, H-2 y H-4.

El corrimiento de estas sefiales es indicador de la modificacion quimica introducida en
la molécula, pero no confirma la generacién del grupo ditiocarbamato como tal, ya que
éste no aporta nuevos protones. Si bien en el espectro de *C-RMN es esperable una
nueva sefal correspondiente a C-11 (numeracion segun figura 48), en este caso,
dicha sefial no se observa. La falta de sefial para el carbono tiocarbonilico puede ser
el resultado de un mayor tiempo de relajaciéon para dicho carbono, por la presencia de
los atomos pesados de S. Aungque no se debe descartar la presencia de equilibrios
conformacionales, tiéxido-tiocarbonilo, que conduce a sefiales anchas que puedan ser

detectadas en el experimento de carbono 13.
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Por este motivo, se recurrid a la espectroscopia IR para verificar la presencia del
nuevo grupo incorporado. La figura 49 muestra los resultados. En ella, se observa una

superposicion de una regién ampliada de ambos espectros IR.

1600 1400 1200 1000 800

Fig. 49. Superposicion de la regién entre 800-1700 cm™ de los espectros IR de L2 (verde) y
L3 (rojo). Las bandas en el entorno de 1050 y 1150 cm confirman la presencia del grupo
ditiocarbamato.

La banda de absorcién caracteristica del enlace C-S en el agrupamiento S-CS-N suele
aparecer en el entorno de 1050 cm™. A su vez, la banda de absorcion del enlace C-N,
para el mismo agrupamiento, puede aparecer en el rango 1000-1400 cm™. En la figura
49 se observa que en el espectro de L3 aparecen dos bandas de absorcién a 1050.22
y 1150.76 cm™ que no se aprecian en el espectro de L2. Estas bandas pueden ser

adjudicadas, por lo tanto, a la presencia del grupo ditiocarbamato en la molécula.

5.1.3 - Sintesis del acido 10-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilaminocarbonilmetil]-

1.,4,7,10-tetraazaciclododecano-1.,4,7-triacético (L4)

Para el caso de galio, se han propuesto una gran variedad de grupos quelantes tanto
de cadena abierta como macrociclos. En su gran mayoria se trata de compuestos
hexadentados debido a que la quimica del galio en solucion acuosa se reduce al

estado de oxidacion lll, metal que contiene 6 posiciones de coordinacién.
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Los quelantes macrociclicos, en particular los ligandos tri- y tetra-aza, muestran una
elevada selectividad (conformacional y de tamafio) hacia muchos iones metalicos. La
estabilidad termodinamica de estos ligandos se debe a que el pequefio catién, en este
caso, galio, se aloja adecuadamente en la cavidad ciclica, quedando éste aislado de
especies competitivas. Esto se comprueba al observar las constantes de disociacion
tipicas de los complejos macrociclicos con el Ga(lll), que presentan valores 10°-107
veces mayores que aquellos de cadena abierta. Es por esta razén que se ha

seleccionado el DOTA como agente bifuncional para coordinar al 8Ga (figura 50).

0O OH
HO —_

N N

(0]
0]
N N
OH

HO o

Fig. 50. Estructura quimica del agente
bifuncional DOTA.

La molécula contiene grupos acidos carboxilicos, por lo que la estrategia empleada
para acoplarlo al ligando nitroimidazolico es mediante la formacion de un enlace
amida. Para ello, se conté con un derivado de metronidazol disponible en nuestro
grupo de investigacion, sintetizado en el marco de la tesis doctoral del Dr. Javier Giglio
(78), que contiene una amina primaria en lugar del grupo hidroxilo, como se muestra

en la figura 51.

N

Fig. 51. Estructura del derivado de metronidazol con grupo amina.

N
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La formacion del enlace amida ocurre por ataque nucleofilico del nitrégeno de la
amina sobre un grupo acilo activado. Una de las estrategias mas empleadas para la
sintesis de este reactivo es por activacion in situ del &cido carboxilico mediante el
empleo de diciclohexilcarbodiimida (DCC) en presencia de N-hidroxisuccinimida
(NHS).

La DCC genera una O-acilisourea altamente reactiva capaz de ser atacada
nucleofilicamente. Este ataque puede ser directamente por la amina, sin embargo,
este procedimiento puede traer como inconveniente la formacion de N-acilurea como

producto secundario no deseado (figura 52).

| e ve

D N = N

° 7 o 0

(AN
O-acilisourea @
(0] (0]
)J\ )J\ [¢]
) | N )L O\ I /O
) )J\
R NHR' N N
H H
DCU

H
N-acilurea

Fig. 52. Formacion de amidas con agente de acoplamiento DCC.

Por esta razén, se utilizan nucledfilos que compitan con el rearreglo de la O-
acilisourea y que permitan la formaciéon de un intermedio lo suficientemente reactivo
frente al agregado de la amina. Uno de ellos es la NHS, que se muestra en la figura
53.
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HO——N

)J\ + NHS

R NHR

O-acilisourea

DCU
Fig. 53. Formacién de amidas con los agentes de acoplamiento DCC y NHS.

Sin embargo, esta reaccion no evolucion6 adecuadamente ya que se obtuvieron en
todos los casos productos polisustituidos de dificil purificacion. En la figura 54 se
muestra la ruta de sintesis propuesta y en la tabla 3 se indican las condiciones
ensayadas. En todos los casos, los reactivos utilizados fueron DOTA, DCC, NHS y la
amina (que se agrega en una segunda etapa). La solucion de DCC fue agregada gota
a gota manteniendo la reaccion en bafio de hielo y las relaciones molares se

mantuvieron en todos los casos en 1.

HO,C—\./ '\ /~CO,H HO,CN ) /\002H

NN DCC/NHS
Sy 29 - < ;
HOZC\/ _/ \/[( diferentes condiciones HOZC\/ _/ \/[(

(disolventes, tiempos,
pHs)

NO,

N N "NH;

HO,C N/ \/~COH
Cy 2O
HOZC\/N\_/N\/[( J%

<o e oo

Fig. 54. Ruta de sintesis propuesta para L4.
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Ajuste de Temperatura y tiempos de Observaciones y
pH reaccion Resultados

20°C. A los 6 dias de Se purifico por

S . . cromatografia en
r i6n r la amin
THE i eaccion, se agrego la amina columna.

y luego, se dejo 24 horas Resultados: Productos

mas . o
polisustituidos
20°C. Alas 24 horas de

Reactivos | Disolvente

THF Se agrego reaccion, se agregoé la amina Resultados: Productos
trietilamina T . polisustituidos
y luego, se dejo 4 dias mas
Se purifico por
DOTA, p 20°C. Alas 24 horas de cromatografia en
DCC, Se agrego . . .
H20 s reaccion, se agregd la amina columna.
NHS, trietilamina - p . .
Amina y luego, se dejo 5 dias mas Resultados: Productos

polisustituidos

20°C. Alas 24 horas de
CH2Cl./DMF - reaccion, se agregoé la amina
y luego, se dejd 4 dias mas

Resultados: Productos
polisustituidos

Se purifico por

20°C. Alas 24 horas de cromatografia en
CH2Cl./DMF - reaccion, se agregoé la amina columna.
y luego, se dej6 4 dias mas | . Resultados: Productos

polisustituidos
Tabla 3. Condiciones ensayadas para la activacién y derivatizacion del DOTA.

Debido a esto, la conjugacion del farmacoforo a la unidad quelante se ha llevado a
cabo a través del uso de reactivos derivados de la molécula de DOTA, mostrados en

la figura 55.

OH o

Ester DOTA-NHS ]
Ester DOTA-NHS protegido

Fig. 55. Derivados de DOTA.

Se trata de dos reactivos disponibles comercialmente en los que uno de los cuatro

grupos acidos se encuentra ya activado con una unidad de NHS. Dichos reactivos ya
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son susceptibles de ser atacados por un nucledfilo como la amina para formar el
enlace amida. La diferencia entre ambos reactivos es que uno de ellos posee el resto
de las funciones &cidas protegidas con grupos tert-butilos.

La mayor dificultad que se ha presentado en las reacciones con el éster DOTA-NHS
(figura 55) ha sido su baja solubilidad en disolventes organicos, como el
diclorometano. Los grupos amina y acidos carboxilicos en la molécula hacen que el
reactivo se disuelva muy bien en agua pero no asi en disolventes organicos, lo
contrario de lo que ocurre con las aminas derivadas del metronidazol, cuya solubilidad
en la fase acuosa es limitada, en especial cuando el grupo amino se encuentra
mayoritariamente en su forma neutra, Unica forma capaz de realizar el ataque
nucleofilico durante el acoplamiento con el DOTA.

En este sentido, el éster DOTA-NHS protegido (figura 55), con sus grupos acidos
carboxilicos protegidos bajo la forma de grupos ésteres tert-butilicos, ofrece la ventaja
de ser soluble en diclorometano, al igual que las aminas reactivos. Asi, el
acoplamiento de este compuesto con la amina primaria derivada del metronidazol se
ha llevado a cabo en diclorometano bajo agitacion continua a 25°C durante 48 horas,
obteniéndose el producto deseado con un rendimiento de 45% luego de una
purificacion en columna de alimina y un gradiente de diclorometano-metanol como

fase movil. La reaccion se esquematiza en la figura 56.

4’~o o (N/_\N/\g/o;N N/=<NN02 . ‘N‘O\g/\('\‘/_\“/\g/n\/\%\;
+B\/NWN¥/<O \T A +;\/

° o+ J hand %o+

Ester DOTA-NHS protegido

Fig. 56. Primera etapa de la sintesis de L4.

La espectroscopia de H-RMN para este compuesto confirma su identidad, aunque no
ha sido posible asignar cada una de las sefales a los diferentes grupos de protones,
debido a que las mdultiples conformaciones de la molécula generan sefales poco

definidas, anchas. De todas maneras, se verifica la formacién del producto debido al
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corrimiento de las sefiales de los protones metilénicos de la amina de partida
(comparando con el espectro H-RMN realizado por el Dr. Javier Giglio bajo las
mismas condiciones y disolvente) y por la presencia a 6.80 ppm de un triplete
correspondiente al protdén del grupo amida formado.

Dado que en la formacion del complejo entre el DOTA y el %Ga estan implicados,
ademas de los atomos de nitrégeno del anillo, dos de los grupos acidos carboxilicos,
es preciso realizar la desproteccion del compuesto antes de la marcacion (figura 57).

AI*O\H/\N/_\N/\”/H\/\N)N\;Z CF3COOH "o NN H\/\N L
+£\/( ) O )=N c:m H}(\( )/\g/ )i\?

5 ¢ s N
(@) (0]
OH

Fig. 57. Segunda etapa de la sintesis de L4.

Para ello, el producto de la reaccion anterior se hizo reaccionar con un exceso de
acido trifluoroacético en cloroformo. Esta desproteccion es realizada inmediatamente
antes de la marcacion del ligando, a fin de garantizar la integridad del mismo. La
espectroscopia de H-RMN mostr6 que los grupos tert-butilos fueron removidos en

este proceso.

5.1.4 — Sintesis del acido 10-{[N-metil-1-[1-(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)-1H-

1,2 3-triazol-4-ilmetilaminocarbonilmetil}-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1.4,7-

triacético (L5)

Este ligando, al igual que L4, contiene una unidad de DOTA como agente quelante
para la coordinacién del 8Ga. La conjugacion al farmacéforo nitroimidazol también se
logr6 mediante la formacién de un grupo amina. Para esto, se utlizaron como
reactivos de partida el éster DOTA-NHS (figura 55) y L2, que contiene una amina

secundaria a través de la cual se da la union (figura 58).
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+ N

Fig. 58. Primera etapa de la sintesis de L5.

Esta reaccion ocurre a temperatura ambiente en diclorometano, y se obtiene el
producto deseado con un rendimiento de 50% siguiendo la técnica descrita
anteriormente.

La caracterizacion estructural del producto fue realizada mediante 'H-RMN
obteniéndose, al igual que para el ligando anterior, un espectro con sefales anchas
correspondientes a los protones metilénicos del macrociclo y que se superponen con
los singuletes de los protones metilicos o metilénicos de la porcion imidazdlica que fue
conjugada. Estas sefiales anchas que se observan estan probablemente vinculadas a
la presencia de numerosas conformaciones del macrociclo en solucién. Sin embargo,
este espectro posee otra particularidad. En la region de protones aromaticos se
observa, como lo muestra la figura 59, que las sefiales correspondientes a los
protones del triazol y del imidazol aparecen como varios singuletes en la regién 7.90-

8.25 ppm.
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Fig. 59. Espectro H-RMN de L5. Ampliacion de la region de protones
aromaticos. Estas sefiales se corresponden a los protones imidazolico y
triazolico de las distintas conformaciones.

Si se hubiera comprobado la presencia de los dos regioisbmeros posibles de L2, este
fendbmeno podria estar asociado a la reaccion del DOTA tanto con el triazol 1,4-
disustituido como con el 1,5-disustituido. En ese sentido, el entorno del protén del
triazol se veria sensiblemente modificado entre un caso y otro y, por lo tanto, las
sefiales en el espectro serian diferentes para ambos isbmeros. Sin embargo, los
experimentos presentados anteriormente en la discusion permiten afirmar que el
derivado 1,5-disustituido no se formé durante la reaccion catalizada por Cu*. De
hecho, si esto fuera real, se podria haber esperado un patrén similar en el *H-RMN del
propio L2, aunque también es cierto que tal vez, la conjugacion con DOTA sea el
factor que aporte ese entorno significativamente diferente para ambos isbmeros que
haga que se manifieste en este espectro.

Debido a ello, se decidié evaluar si este hecho se podia explicar por la presencia de

diferentes conformaciones de la molécula, el mismo motivo por el cual se atribuye las
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sefiales anchas de los espectros tanto de L4 como L5. Para ello, se llevé a cabo el
mismo espectro 'H-RMN a baja temperatura, a fin de minimizar el equilibrio
conformacional, que permite analizar cada conformacion. La figura 60 muestra la

misma region del espectro que la figura anterior, pero realizado a -10°C.

— &0
— [Ta = T e r
=t = = =
o (= = C
[a} I I P _—TIZI
) — 60
<o
I :
' C 40
— 30
— 20
| C
W :_ X
e L e L) :—I]
T | T T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I T T T T | T
8.250 8.200 8.150 8.100 8.050 8.000 7.950 7.900
ppm (1)

Fig. 60. Espectro *H-RMN de L5, realizado a -10°C.

Como se puede observar, sefiales envolventes, al bajar la temperatura comienzan a
definirse en nuevos singuletes, lo que indica que a esta temperatura, las diferentes
conformaciones se definen mejor ya que disminuye la velocidad de intercambio entre
las distintas especies. Por lo tanto, y a modo de conclusion, se puede decir que L5
posee un equilibrio conformacional responsable de las particularidades mencionadas
en su espectro.

La desproteccion de los grupos acidos carboxilicos fue realizada de la misma manera
gue para L4 inmediatamente antes de la marcacién con ®Ga, a fin de garantizar la
integridad del mismo (figura 60). Al igual que en el caso anterior, la espectroscopia de

'H-RMN mostré que los grupos tert-butilos fueron removidos en este proceso.
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Fig. 60. Segunda etapa de la sintesis de L5.
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5.2 - Sintesis de los complejos de *MTc

5.2.1 — Sintesis del precursor tricarbonilico fac-[**"Tc¢(CO)3(H-0)s]*

La primera etapa en la sintesis de los complejos tricarbonilicos de ®®™Tc consiste en la
preparacion del acuo-complejo conteniendo el core tricarbonilico con el metal en el
estado de oxidacion +1, el fac-[**"Tc(CO)s(H20)s]*. Este se utiliza como complejo
precursor o complejo intermedio dado que las tres moléculas de agua coordinan al
metal a través de enlaces labiles, lo cual permite una sencilla sustitucion por ligandos
gue contengan grupos adecuados para coordinar al metal en ese estado de oxidacion.
La sintesis de este precursor puede realizarse de dos maneras diferentes. Una de
ellas parte de monoxido de carbono gaseoso en presencia de un reductor, borohidruro
de sodio, en un medio de reaccion fuertemente alcalino dado por tartrato de sodio y
potasio y carbonato de sodio. La segunda posibilidad emplea un kit comercial que
contiene boranocarbonato de sodio que actia como dador de CO in situ y como
reductor al mismo tiempo. El contenido liofilizado del kit también contiene carbonato
de sodio para generar el medio alcalino. Ambas alternativas se basan en el mismo
principio, Unicamente se modifica el reductor y la fuente de CO y han resultado de
gran utilidad ya que son capaces de dar una reaccion cuantitativa a presion
atmosférica, a diferencia del procedimiento tradicional de preparacion de estos
complejos que requiere altas presiones y altas temperaturas. Por el contrario, en estos

casos, la reaccidon ocurre a presién atmosférica y a temperaturas entre 75y 100 °C,
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debido a la baja concentracion del metal y la alta afinidad del centro metélico para
capturar tres moléculas de mondxido de carbono como forma de estabilizar el estado
de oxidacién +1.

Una vez sintetizado dicho precursor, la pureza radioquimica es controlada a través de
un sistema de HPLC de fase reversa. El perfil de elucién obtenido es el que se

muestra en la figura 61.

Precursor tricarbonilico de mTc

70000 -~
60000 -
50000 -
40000 -
30000 -~
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10000 -

Actividad

O P M‘ y

0 10 20 30
Tiempo (min)

Fig. 61. Perfil cromatografico (HPLC) del precursor
tricarbonilico fac-[**"Tc(CO)3(H20)s]".

A patrtir del cromatograma de la figura 61, se puede concluir que la reaccidén ocurre en
forma cuantitativa, ya que se obtiene un Unico pico de pureza radioquimica mayor a
90% con un tiempo de retencion de 4 minutos (78), correspondiente al acuo-complejo
tricarbonilico. El andlisis evidencia la ausencia de pertecneciato (potencial impureza,
reactivo de partida) el cual tiene un tiempo de retencion de 12 minutos en idénticas

condiciones cromatograficas.

5.2.2 - Sintesis del complejo tricarbonilico con L1

El ligando L1 contiene en su estructura un grupo ditiocarbamato. Este grupo ha sido
introducido al metronidazol por sintesis quimica en el marco de la tesis doctoral del Dr.
Javier Giglio (78) con el fin de coordinar el tecnecio mediante la formacion de nitrido-

complejos de Tc(V). En este caso, se aprovecha el mismo ligando para la formacién
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del complejo tricarbonilico, como una nueva estrategia de marcacion. Los grupos
donores de electrones son dos azufres.. Por ello, la estructura propuesta contiene a
L1 actuando como ligando bidentado, sustituyendo dos moléculas de agua del

precursor, como se muestra en la figura 62.

NO,

CO

Fig. 62. Estructura propuesta para el
complejo tricarbonilico con L1.

La sustitucion del precursor con este ligando da lugar a una especie con una pureza
radioquimica mayor al 80%. En los casos en los que su pureza resulto entre 80 y 90%,
se realizo la purificacion de la misma mediante extraccion del pico cromatografico

obtenido por HPLC. La figura 63 muestra un cromatograma del complejo obtenido.

Complejo tricarbonilico de L1
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Fig. 63. Perfil cromatografico (HPLC) para el complejo
tricarbonilico de L1.
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5.2.3 - Sintesis del complejo tricarbonilico con L2

El ligando L2 contiene en su estructura como grupos donores de electrones para la
coordinacion a un nitrégeno del grupo 1,2,3-triazol y el nitrégeno de la amina
secundaria. La estructura propuesta para este caso involucra a L2 actuando como

ligando bidentado, y se muestra en la figura 64.

+
NO,
= HN -~
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Fig. 64. Estructura propuesta para el complejo
tricarbonilico con L2.

La sustitucion del precursor con este ligando da lugar a dos especies mayoritarias,
con tiempos de retencion de 15 y 16 minutos en el sistema de HPLC descrito
previamente. Entre ambas especies, la pureza radioquimica alcanzé en todos los
casos valores por encima del 90%, siendo la de mayor tiempo de retencion la que se
forma en mayor proporcion, con una relacion aproximada de 2,5:1. El perfil

cromatografico se muestra en la figura 65.

Complejo tricarbonilico de L2
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Fig. 65. Perfil cromatografico (HPLC) para el complejo
tricarbonilico de L2.
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Cuando se purifica la especie mayoritaria (tr=16 min) por aislamiento del pico
cromatografico de HPLC, los controles de estabilidad en el tiempo demuestran la
aparicibn nuevamente de la especie minoritaria, tr = 15 min. Esto se muestra en la
figura 66.

25000

15000
20000 -

15000 -

Actividad

10000 -

Actividad

10000 -

5000 -
5000 -

[,‘—M—_——J_;.mg D_.L‘ 2 NL =

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min) Tiempo (min)

(a) (b)

Fig. 66. (a) Perfil cromatogréfico de la especie mayoritaria luego de su purificacion mediante
HPLC. (b) Perfil cromatografico de la especie mayoritaria purificada, 4 horas post-purificacion.
Se puede observar la aparicion de la segunda especie minoritaria.

Estos resultados indican que la especie mayoritaria se interconvierte en la especie
minoritaria, y éstas podrian corresponder a diferentes maneras de coordinacion del
ligando. Por lo tanto, toda la caracterizacion fisicoquimica y biologica del complejo se
ha realizado tomando el total de la actividad, sin purificar.

En el cromatograma de la figura 66b se puede observar también la aparicién de una
especie con menor tiempo de retencion, correspondiente al complejo precursor (fac-
[**™Tc(CO)3(H20)3]"). Durante la reaccion de marcacion, el ligando siempre se
encuentra en exceso frente al radiometal que, en este caso, esta bajo la forma de
precursor tricarbonilico. Cuando se realiza la purificacion del complejo obtenido
mediante extraccion del pico cromatografico, se consigue separar la especie
radiomarcada deseada del resto de las especies (marcadas o no) con tiempos de

retencion diferentes. Esto implica la separacion también del ligando en exceso que no
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se encuentra formando parte del complejo, ya que posee un tiempo de retencion
diferente (7.2 minutos, determinado mediante UV). Por lo tanto, la aparicién de
precursor tricarbonilico puede explicarse por el hecho de que una vez purificado el
complejo, ya no se tiene exceso de ligando, y las moléculas de agua del disolvente
logran desplazar parte del ligando que estaba formando la esfera de coordinacion.

5.2.4 - Sintesis del complejo tricarbonilico con L3

En este caso se trata de otro agrupamiento ditiocarbamato como coordinante, por lo
gue al igual que para los complejos anteriores, la estructura propuesta involucra a L3
actuando como ligando bidentado a través del grupo ditiocarbamato, aunque se sabe
gue en la estructura del ligando existen otros grupos donores de electrones capaces

de coordinar al metal (figura 67).

Fig. 67. Estructura propuesta para el complejo *°"Tc(l)-
tricarbonilico con L3.

La sustitucion del precursor con este ligando da lugar a dos especies mayoritarias,
con tiempos de retencion de 21 y 22 minutos en el sistema de HPLC descrito
previamente. Entre ambas especies, la pureza radioquimica alcanzé en todos los
casos valores por encima del 90%, siendo la de menor tiempo de retencion la que se

forma en mayor proporcion. El perfil cromatografico se muestra en la figura 68.
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Complejo tricarbonilico de L3
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Fig. 68. Perfil cromatografico (HPLC) para el complejo
tricarbonilico de L3.

Al igual que para el complejo anterior, la especie minoritaria es generada a partir de la
especie mayoritaria, hecho que se ha puesto de manifiesto al intentar separarlas
mediante extraccion del pico por HPLC. Por lo tanto, la caracterizacion fisicoquimica y

biologica se ha llevado a cabo con ambos picos.

5.3 - Sintesis de los complejos de %8Ga

5.3.1 - Sintesis del complejo con L4

Como ya fue discutido anteriormente, el DOTA es uno de los agentes bifuncionales
mas utilizados para la marcacion con galio, y las marcaciones con este tipo de
agentes macrociclicos en general involucran procesos de calentamiento, como en
este caso, 15 minutos a 95 °C. Otro factor importante a la hora de la marcacién es el
ajuste de pH.

El indice de coordinacion para el galio es 6, por lo que el DOTA forma el complejo de
coordinacion a través de los cuatro atomos de nitrogeno del macrociclo y dos de sus
grupos carboxilatos libres. La estructura propuesta para el complejo se muestra en la
figura 67.
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Fig. 67. Estructura propuesta para el complejo con L4.

Luego de la marcacion, la pureza radioquimica del complejo fue evaluada mediante

HPLC, obteniéndose una Unica especie con tiempo de retencion de 10.1 minutos con

una pureza mayor a 90% en todas las oportunidades. En la figura 68 se muestra el

perfil cromatografico del producto obtenido y del reactivo de partida: %GaCls.
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Fig. 68. (a) Perfil cromatografico (HPLC) para el reactivo de partida, tricloruro de galio. (b)

Perfil cromatografico (HPLC) para el complejo de Ga(lll) con L4.
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5.3.2 - Sintesis del complejo con L5

Al igual que para el complejo anterior, la reacciobn de marcacion de este ligando
requiere un periodo de calentamiento a 95°C con pH controlado.

La estructura propuesta para el complejo formado se muestra en la figura 69.

Fig. 69. Estructura propuesta para el compuesto con L5.

Una vez finalizada la reaccion de marcacion, se realizo el control por HPLC, donde se
observo la formacion de una Unica especie con un tiempo de retenciéon de 10.8

minutos y pureza radioquimica mayor a 90% en todos los casos (figura 70).
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Fig. 70. Perfil cromatografico (HPLC) para el complejo
formado con L5.
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5.4 - Caracterizacion fisicoquimica de los complejos

5.4.1 - Lipofilicidad

La lipofilicidad se expresa como el coeficiente de particion del complejo entre un buffer
fosfato 0.1 M pH = 7.4 y octanol. En la tabla 4 figuran los valores de logP obtenidos
para los cinco complejos preparados que seran denominados a partir de ahora C1 a
C5, siendo C1, C2 y C3 los complejos °™Tc(l)-tricarbonilicos con L1, L2 y L3,
respectivamente. C4 y C5 corresponden a los complejos de %8Ga con L4 y L5, también

respectivamente.

Tabla 4. Lipofilicidad
Complejo logP (n=3)
C1 -0.16 + 0.06
Cc2 -0.82 £ 0.02
C3 147 £0.11
C4 -1.65 £ 0.05
C5 -3.30 £ 0.10

La lipofilicidad es un parametro muy importante en un farmaco ya que la misma es el
resultado de la interaccion de los diferentes atomos con el medio y condiciona muchos
parametros de interés biolégico. Estos complejos de coordinacion no poseen un
transportador que les posibilite atravesar la membrana celular, por lo que su llegada al
citoplasma es mediante la difusion pasiva a través de la membrana. Para ello, el
complejo debe tener una lipofilia adecuada de modo de favorecer ese pasaje, el cual
esta determinado por la ley de Fick:
dQ/dt = -D.A.K/h (Ci— Ce)

en donde la cantidad del complejo que atraviesa la membrana depende de factores
como el coeficiente de particion octanol/buffer (K), la difusion (D), el area (A), el
espesor de la membrana (h) y las concentraciones hacia ambos lados de la misma (Ci:
interior, Ce: exterior).

No es aconsejable que la lipofilia de un complejo sea excesivamente alta, porque en

ese caso tendria una baja eliminacion renal y una alta eliminacion hepatobiliar.
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Ademas, presentard una lenta depuracion de los tejidos no blanco. En general, los
valores de logP entre -0.5y 2 a pH = 7.4 se consideran 6ptimos para un buen pasaje a
través de una membrana biolégica (104).

Los resultados obtenidos para los complejos evaluados son consecuentes con lo
esperado de acuerdo a las estructuras propuestas para ellos. La baja lipofilicidad de
C2 concuerda con el hecho de tratarse de un complejo cargado positivamente,
mientras que la elevada lipofiia de C3 correlaciona adecuadamente con la
caracteristica de ser un complejo neutro. EI complejo C1 resulté ser levemente
hidrofilico. Si bien la estructura propuesta es neutra y una lipofilia mayor podria
esperarse, el resultado obtenido es un valor intermedio y razonable. Evidentemente, la
diferencia estructural entre ambos complejos, que radica en la presencia del 1,2,3-
triazol en C3, incide en la lipofilicidad. Por otro lado, los complejos de %¢Ga, C4 y C5
presentan elevada hidrofilicidad, lo cual también es esperable teniendo en cuenta que
se trata de una caracteristica comun a muchos complejos con DOTA por contar con
un agrupamiento &cido carboxilico, ionizable al pH de estudio, que incide en esta
propiedad fisicoquimica. Es razonable por lo tanto, esperar que los estudios biologicos
de los complejos de %8Ga muestren una elevada eliminacién renal, asi como una alta
depuracion de los tejidos. Si bien los valores de lipofilicidad obtenidos podrian predecir
gue dichos complejos no atravesaran adecuadamente las membranas biologicas,
dicho parametro no es el Unico que esta involucrado en el proceso y se debe tener
presente que su influencia debera determinarse con los datos biologicos.

La correlacion de la lipofilicidad de los compuestos con el comportamiento biolégico se

discute mas adelante.

5.4.2 — Unién a proteinas plasmaticas

La determinacion de la union a proteinas plasmaticas (UPP) se realiz6 mediante el
método de exclusion molecular por tratarse de un procedimiento rapido y reproducible.
En general, es deseable que los valores de UPP sean bajos, debido a que Unicamente
la fraccion libre del complejo sera capaz de atravesar las membranas celulares (103).

Ademas, la UPP es uno de los factores determinantes en la depuracién sanguinea,
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siendo ésta generalmente mas lenta para aquellos compuestos que presentan
elevadas UPP. Esto significa que si el complejo presenta un valor elevado de UPP, en
general, no se encontrard disponible para permear hacia las células y tendra una lenta
depuraciéon sanguinea. Para los complejos sintetizados, los resultados de UPP se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Unién a proteinas plasmaéticas

Complejo % UPP (n=6)
C1 83.8+1.1
Cc2 51.5+0.9
C3 67.1+x2.1
C4 23+0.1
C5 4.1+0.2

Claramente, los complejos de °*™Tc poseen una elevada unién a proteinas, siendo la
mayor para C1.

Es importante considerar que la UPP puede originarse por dos fendbmenos. Uno de
ellos sucede cuando el complejo simplemente presenta una elevada afinidad por las
proteinas plasmaticas, asi como lo presentan el resto de los farmacos. El otro
fendmeno implica que esta UPP esté dada por una baja estabilidad del complejo, lo
cual lleva a una transquelacion del metal. Esto significa que el ligando es desplazado
por grupos donores de electrones de las proteinas. Como consecuencia, el
radionucleido queda unido a ellas y el complejo se descompone.

Si bien existen varios ejemplos en la bibliografia en los que se destacan complejos
estables de %9™Tc(l)-tricarbonilicos con ligandos bidentados, también esta citado que
en algunos casos pueden ser inestables debido a la permanencia de una molécula de
agua en la esfera de coordinacion. Dado que ésta continta siendo un ligando labil
para el metal, la elevada UPP podria deberse a su desplazamiento por grupos
donores presentes en las proteinas, como por ejemplo, histidina (excelente ligando
para complejos tricarbonilicos) y cisteina. Esta es la principal desventaja que presenta
el uso de ligandos bidentados en algunos casos y es lo que explicaria los resultados
obtenidos de UPP.
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En cuanto a los complejos C4 y C5, el valor de UPP resulté ser muy bajo, lo cual
confirma la elevada estabilidad del complejo con DOTA.

5.4.3 — Estabilidad en el medio de reaccion

La estabilidad de los complejos en el medio de reaccién fue evaluada hasta 4 horas

post-marcacion, resultando ser mayor a 90% en todos los casos.

5.4.4 — Estabilidad en plasma

El ensayo se realiza a fin de predecir la estabilidad de los complejos frente a un medio
fuertemente competitivo como el biologico. EI método implica la incubacién de la
muestra con un pool de plasma humano a 37 °C y el control de la pureza radioquimica
a diferentes tiempos utilizando el sistema de HPLC asociado a cada complejo. Para
esto, es necesario precipitar las proteinas plasmaticas y por lo tanto, solamente se

determina la estabilidad de la fraccion libre del complejo.

Salvo para C2, todos los complejos resultaron ser 100% estables en plasma en el
periodo evaluado. En el caso de C2, la estabilidad fue menor, siendo de un 85% luego
de las 2 horas post-marcacion.

5.5 — Caracterizacion biologica de los complejos de ®¥"Tc y ®Ga

5.5.1 — Biodistribucién en animales portadores de tumores inducidos

La biodistribucion en animales portadores de tumores fue realizada en ratones C57
inoculados subcutaneamente con células 3LL (carcinoma de Lewis murino) y los
tiempos de biodistribucién fueron 0.5, 1 y 2 horas post-inyeccion del complejo por via
intravascular. Dicho modelo bioldgico fue seleccionado por tratarse de la Unica linea

celular murina disponible que origina zonas hipdxicas. La hipoxia fue confirmada
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mediante el estudio de anatomia patolégica durante el desarrollo de la tesis doctoral
del Dr. Javier Giglio (78).

5.5.1.1 — Complejos de *°™Tc

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para los complejos C1, C2 y C3.
Para cada uno, se informa el porcentaje de dosis inyectada captada en cada érgano,
asi como el porcentaje de dosis inyectada por gramo y las relaciones tumor/musculo y

tumor/sangre (X £ on.1, N=3).
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Complejo 1

Tabla 6(a)
% Actividad en organo
Organo 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Sangre 4.48 +0.16 5.19 £ 0.67 51 +1.1
Higado 40.10 + 3.60 37.90 + 9.80 31.80 +5.70
Corazoén 0.12 £ 0.03 0.13 +0.04 0.07 + 0.01
Pulmon 1.37 £0.05 1.50 £ 0.35 1.53 +0.04
Bazo 3.90 + 0.56 2.71 £0.89 3.96 +0.24
Rifnon 3.93 £0.79 3.90 +1.20 5.00 £ 1.50
Tiroides 0.04 £0.02 0.06 +0.01 0.04 + 0.01
Musculo 3.47 £0.62 3.57 £0.60 2.69 +0.62
Tumor 1.61 +0.35 1.79 +0.16 1.97 +0.30
Ves. Biliar 1.01 £0.02 2.09 +0.60 1.41 £0.92
Estomago 1.03 + 0.60 1.10 £ 0.55 1.06 + 0.05
Intestino 12.10 £ 1.50 15.90 £1.90 17.20 £ 6.60
Vejiga + Orina 21.90 + 3.90 21.40£7.20 26.10 £4.90
Tabla 6(b)
% Actividad / gramo
Organo 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Sangre 3.08 +0.15 3.69 +0.50 3.50 £ 1.00
Musculo 0.39 £ 0.07 0.41 £0.07 0.30 £ 0.09
Tumor 0.77 £ 017 0.89 £ 0.06 0.93 +£0.21
Tabla 6(c)
Relaciones
Relacién 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Tumor/Musculo 2.05 +0.67 2.19 +0.37 3.19+0.26
Tumor/Sangre 0.25 £ 0.06 0.24 +0.03 0.27 £0.02
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Fig. 71. Gréfico de biodistribucion del Complejo *°™Tc(I)-tricarbonilico de L1 (Complejo 1).

De la tabla 6(a) y del grafico se desprende que el complejo 1 posee una moderada
depuracion sanguinea con una elevada captacion hepatica. La captacion en el resto
de los érganos es baja (menos del 5%) y su eliminacién se da de manera combinada
por via hepatobiliar (17.2 + 6.6 % a las 2 horas) y urinaria (26.1 £ 4.9 % a las 2 horas).
La captacion tumoral fue moderada para todos los tiempos, siendo maxima para 2
horas post-inyeccion (0.93 + 0.21 %/gramo). Dado que la captacidbn en musculo
resulté ser baja (0.39 = 0.07 %/gramo a 0.5 horas y 0.30 £ 0.10 %/gramo a 2 horas),
las relaciones tumor/musculo son favorables para todos los tiempos estudiados,
llegando a 3.19 + 0.26 a las 2 horas, cuando la captacion en musculo es minima. Sin
embargo, la relacion tumor/sangre es desfavorable para todo el periodo evaluado
(0.25 £ 0.06 a 0.5 horas y 0.27 £ 0.02 a 2 horas) debido a que la actividad sanguinea
es moderada (3.08 + 0.15 %/gramo a 0.5 horas) y no hay depuracion significativa

durante el periodo del estudio.
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Es importante resaltar que a pesar de que la captacion tumoral no es alta, habria una
retencion selectiva ya que la actividad en tumor se mantiene constante, y debido a
ellos, la relacion tumor/masculo crece con el tiempo.

Como conclusién, se trata de un complejo con un perfil de biodistribucién poco
adecuado para su uso como radiofarmaco, dado que la elevada captacion hepatica y
baja relacion tumor/sangre permitirian obtener una pobre imagen tumoral.

Es importante recordar que el ligando L1 utilizado para la formacion de este complejo
fue sintetizado por el Dr. Javier Giglio durante sus estudios de doctorado (78),
llevando a cabo su marcacién mediante la formaciéon de un complejo *°™Tc(V)-nitrido.
El comportamiento biologico de dicho complejo en el mismo modelo animal revel6 una
captacion hepéatica mucho menor (menor al 10% en todo el periodo), aunque su
eliminaciéon también fue combinada por via hepatobiliar y urinaria. La captacion
tumoral se mantuvo alrededor del 1.0% en todo el periodo evaluado, lo cual es
comparable con el complejo presentado en este trabajo. Las relaciones tumor/muasculo
y tumor/sangre también presentan diferencias. En el primer caso, el complejo *°™Tc(l)-
tricarbonilico posee valores significativamente mejores (3.19 + 0.26 a 2 horas) que el
complejo ®™Tc(V)-nitrido (1.15 + 0.32), mientras que para la relacién tumor/sangre, la
situacion es la inversa, presentando éste ultimo valores un poco mayores (0.65 *
0.21). Por lo tanto, la conclusién que se puede tomar es que la marcacién del mismo
ligando utilizando estrategias diferentes (distintos cores de tecnecio) afecta
significativamente el comportamiento bioldgico final, y por ello, constituye una

herramienta interesante para modular las propiedades de estos radiofarmacos.
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Complejo 2

Tabla 7(a)
% Actividad en organo
Organo 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Sangre 7.42 +0.86 8.6 +1.2 4.70 +1.30
Higado 27.10£4.90 28.7+ 4.6 17.04 + 0.56
Corazon 0.26 £ 0.05 0.23 +0.01 0.18 £ 0.03
Pulmoén 0.74 £0.13 0.65+0.13 0.44 +0.04
Bazo 0.49+0.18 0.44 + 0.26 0.27 £ 0.04
Rifdn 6.92 + 0.54 717 £0.14 4.89 +0.94
Tiroides 0.21 £0.05 0.18 £0.02 0.15 +£0.03
Musculo 9.00 + 1.60 7.81 +£0.24 6.28 £ 0.49
Tumor 2.40 £ 0.28 1.89 + 0.60 2.85 +0.69
Ves. Biliar 0.70 £ 0.25 0.90 £ 0.30 2.35 +0.96
Estémago 2.67 £0.40 525 +0.72 3.11 £0.53
Intestino 21.70 £ 2.90 32.00 + 1.40 27.10 = 0.81
Vejiga + Orina 24.20 £ 7.00 6.33 £ 0.88 31.20 + 3.10
Tabla 7(b)
% Actividad / gramo
Organo 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Sangre 4.83 +0.43 55+1.1 3.11 £0.74
Musculo 0.96 £0.15 0.82 £ 0.02 0.69 £0.10
Tumor 1.10 £ 0.20 0.85+0.22 1.33+£0.32
Tabla 7(c)
Relaciones
Relacion 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Tumor/Musculo 1.17 £ 0.27 1.04 + 0.30 1.93 +0.34
Tumor/Sangre 0.23 £ 0.05 0.16 £ 0.07 0.44 £ 0.15
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Fig. 72. Gréfico de biodistribucion del Complejo **"Tc(l)-tricarbonilico de L2 (Complejo 2).

Como se puede apreciar, el complejo 2 presenta una elevada captacion hepatica, asi
como alta captacion a nivel renal y muscular. En cuanto a la captacién tumoral, su
comportamiento es levemente mejor que C1, llegando a un valor de 1.33 + 0.32
%/gramo a las 2 horas post-inyeccion. La relacion tumor/musculo, sin embargo, no es
tan favorable, siendo de 1.93 £ 0.34 a las 2 horas. Esto es debido a que el misculo
presenta el doble de %actividad/gramo que el complejo 1, 0.69 + 0.10. Su relacion
tumor/sangre mejora con el tiempo, desde 0.23 = 0.05 a 0.5 h hasta 0.44 + 0.15a 2
horas, debido a la depuracién sanguinea. Sin embargo, continda siendo un valor poco
favorable.

Como conclusion, este complejo también presenta un comportamiento biolégico poco
adecuado, principalmente por su elevada captacion hepética y baja depuracion de
sangre y tejido muscular.

Comparativamente, el complejo 2 presenta una mayor captacién sanguinea y una
eliminacién mas rapida que el complejo 1, tanto por via hepatobiliar como urinaria.

Estos hechos concuerdan con una menor lipofilicidad.
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Complejo 3

Tabla 8(a)
% Actividad en organo
Organo 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Sangre 3.08 £0.65 1.91 £ 0.56 0.83 £0.21
Higado 50.60 £ 1.60 53.77 £0.28 64.10 £ 7.00
Corazén 0.39 £ 0.04 0.34 £ 0.01 0.22 £0.03
Pulmén 2.14 £0.15 1.87x0.16 1.34 £ 0.34
Bazo 3.55 +£0.37 3.77 £0.73 3.00 £0.64
Rifnoén 1.97 £0.04 1.53x+0.14 1.14£0.23
Tiroides 0.08 £ 0.01 0.06 £ 0.01 0.04 £0.02
Musculo 7.50+£1.10 6.00 £ 0.67 3.16 £0.59
Tumor 0.50 £0.36 0.23 £0.03 0.27 £0.20
Ves. Biliar 0.95 £ 0.03 2.52 £0.54 0.96 £ 0.09
Estémago 2.70 £ 1.60 2.69+0.19 1.80 +1.40
Intestino 17.80 £ 1.90 18.50+1.20 17.70 £ 2.20
Vejiga + Orina 2.04 £0.09 1.80+1.20 1.26 £ 0.27
Tabla 8(b)
% Actividad / gramo
Organo 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Sangre 2.02 £ 0.61 1.32 £ 0.41 0.54 £0.15
Musculo 0.80 £ 0.09 0.67 £0.06 0.32 £0.06
Tumor 0.75+£0.08 0.65 £ 0.01 0.43 £0.08
Tabla 8(c)
Relaciones
Relacion 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Tumor/Musculo 0.97 £ 0.22 0.98 +0.10 1.41 +0.54
Tumor/Sangre 0.40 £ 0.15 0.52 +0.15 0.90 + 0.41
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Fig. 73. Gréfico de biodistribucion del Complejo **"Tc(l)-tricarbonilico de L3 (Complejo 3).

Este complejo presenta una captacion sanguinea intermedia, de 3.08 £ 0.65 % a 0.5
horas, que disminuye hasta 0.83 = 0.21 % a las 2 horas post-inyeccion. La eliminacion
principalmente por via hepatobiliar, concuerda con su alta lipofilia. Presenta, ademas,
una muy elevada captaciéon hepatica.

A diferencia de los complejos C1 y C2, la captacion tumoral es maxima a 0.5 horas
(0.75 £ 0.01 % actividad/gramo) y disminuye con el tiempo (0.65 £ 0.01 %/g a 1 hora 'y
0.43 + 0.08 %/g a 2 horas). Presenta la menor relacion tumor/muasculo debido a la baja
captacion tumoral (1.41 £ 0.54 a 2 horas). Sin embargo, a causa de la baja captacion
sanguinea (0.54 + 0.15 % actividad/gramo a 2 horas), tiene una mejor relaciéon

tumor/sangre que los anteriores, aunque aun insuficiente (0.90 + 0.41 a 2 horas).

Por lo tanto, a modo de conclusiéon sobre los resultados de biodistribuciones de los

tres complejos de %°™Tc, se puede mencionar que todos ellos presentan como
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principal desventaja una elevada captacion hepética, asi como moderada captacion
tumoral. C1 es el que muestra mejor relacion tumor/musculo, pero las relaciones
tumor/sangre son bajas para los tres casos.

Una consideracion especial se debe hacer acerca de los niveles tan elevados de
actividad en higado y el vinculo que pueda tener esto con la tasa de union a proteinas
plasméticas.

Estudios de Schibli et. al. (105) acerca de la influencia de la denticidad del ligando,
indican que los complejos formados con quelantes bidentados son mas susceptibles
de permanecer retenidos en higado y riflones que los correspondientes complejos con
guelantes tridentados. La razén que explica este comportamiento esté relacionada con
la molécula de agua que queda formando parte del complejo en el caso de utilizar
ligandos bidentados. El enlace de coordinacion 1abil que mantiene con el metal hace
gue sea susceptible de intercambio con grupos dadores de electrones presentes en
proteinas plasmaticas (105,106). Este fenbmeno es lo que podria explicar los valores
tan elevados de unidn a proteinas plasmaticas que presentan los tres complejos, y por
ende, la captacion hepatica.

La figura 74 compara L2 con un ligando sintetizado en el marco de la tesis doctoral del
Dr. Javier Giglio (78). La diferencia entre ambos compuestos es la presencia de un
grupo carboxilico que convierte al segundo en un ligando tridentado capaz de

desplazar las tres moléculas de agua del precursor tricarbonilico.
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(b) Estructuras propuestas para los complejos

Comparacion entre ambos complejos **"Tc(l)-tricarbonilicos

Propiedad Con L2 Con ligando tridentado
% UPP ) 51.5+0.9 13+3
Captacion hepatica 27.10+£4.90 9.42 +2.30
Captacion renal’ 6.92 + 0.54 1.12+£0.27

"Valores obtenidos a 0.5 horas post-inyeccién en el modelo bioldgico previamente mencionado.

(c)

Fig. 74. (a) Estructuras de los ligandos bidentado (L2) y tridentado (sintetizado por Javier
Giglio, en el marco de su tesis doctoral, 78). (b) Estructuras propuestas para los complejos
de **MTc(l)-tricarbonilicos con ambos ligandos. (c) Comparacion de algunas propiedades
bioldégicas de ambos complejos.

Lo que se puede observar es que el complejo con el ligando tridentado posee una
tasa de unién a proteinas plasmaticas significativamente mas baja, asi como una
captacion hepatica y renal menor. Estos datos apoyan la teoria que explica el
comportamiento biolégico de L2 a través de la denticidad del ligando y la presencia de
una molécula de agua unida labilmente al metal.

Como se desprende de lo anteriormente expuesto, una via de modulacién de las
propiedades de un radiofarmaco del tipo de C1, C2 y C3 consiste en agregar al
ligando un tercer grupo quimico que actie como donor de electrones y permita una

coordinacion del metal de manera tridentada.
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Existe también una segunda alternativa que consiste en la formacién de complejos

Tc(l)-tricarbonilicos mixtos del tipo [2+1] (107), en los cuales las 3 moléculas de agua

del precursor son sustituidas por la accion simultdnea de un ligando bidentado y uno

monodentado. La unidad farmacoférica puede estar incluida en cualquiera de los dos

ligandos, como se muestra en la figura 75. Este concepto aporta una mayor

versatilidad y flexibilidad al disefio.

Farmacoforo
A A Farmacéforo
Ali,,. | B A, | B
OC(T|C\CO OC(T\CO
CO CO
(@) (b)

Fig. 75. Esquema de complejos de Tc(l)-tricarbonilicos mixtos del tipo
[2+1]. (@) EI farmacoforo se encuentra en la unidad bidentada. (b) El
farmacoforo se encuentra en la unidad monodentada.

En la literatura se pueden encontrar numerosos trabajos que utilizan esta estrategia

(108-111) y constituye un punto de partida para continuar profundizando con este tipo

de ligandos.
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5.5.1.2 — Complejos de %8Ga

Complejo 4
Tabla 9(a)
% Actividad en organo
Organo 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Sangre 4.03 +£1.92 1.89 +£0.75 0.34 £ 0.07
Higado 1.11 £0.20 0.68 £0.25 0.22 £0.06
Musculo 2.98 £0.78 2.03+£0.29 0.52 +0.21
Tumor 1.31 £0.93 1.31 £0.64 0.70 £0.25
Intestino 1.28 + 0.54 1.02 +0.13 0.47 +0.07
Vejiga + Orina 87.40 £5.20 88.00 £ 13.80 91.40 £0.40
Tabla 9(b)
% Actividad / gramo
Organo 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Sangre 3.20 +1.30 1.24 +0.41 0.26 + 0.06
Musculo 0.46 £ 0.26 0.22 £0.02 0.09 £0.03
Tumor 1.11 £ 0.46 0.84 £0.26 0.66 £ 0.59
Tabla 9(c)
Relaciones
Relacion 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Tumor/Muasculo 2.47 +0.98 4.26 +0.54 4.96 +1.97
Tumor/Sangre 0.30 £ 0.08 0.70 £0.21 1.20+£0.43

Si bien se extrajeron los mismos 6rganos que para los complejos de %™Tc, los que
presentaron porcentajes de dosis inyectada menores a 0.50% no se muestran por
considerarse captacion insignificante. La figura 76 muestra de manera gréfica los
datos de la tabla 9(a).
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Fig. 76. Gréfico de biodistribucion del Complejo 8Ga-L4 (Complejo 4).

El complejo 4 presenta una baja captacion sanguinea y hepatica que disminuyen con
el tiempo hasta valores menores al 1%. Su eliminacion es completamente por via
urinaria, eliminandose ya el 87.4 + 5.2 % a la media hora post-inyeccion. Esto se
correlaciona muy bien con la elevada hidrofilia del complejo. La captacion muscular
también es baja y el porcentaje de dosis inyectada en tumor se mantiene constante
durante la primera hora, disminuyendo levemente a las dos horas post-inyeccion.

El porcentaje de actividad por gramo de tumor es maximo para la media hora (1.11 £
0.46 %). Sin embargo, la relacion tumor/musculo mejora a medida que pasa el tiempo
(alcanzando un valor de 4.96 + 1.97 a 2 horas) ya que la captacion en musculo
disminuye significativamente. Por otro lado, la relacion tumor/sangre se vuelve
favorable recién a las 2 horas, donde llega a 1.20 £ 0.43.

Como conclusion, se trata de un complejo con un perfil biolégico que presenta
captacion moderada en el tumor, buenas relaciones tumor/muasculo y tumor/sangre y
rapida eliminacién por via urinaria.
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Complejo 5

Tabla 10(a)

% Actividad en organo

Organo 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.’
Sangre 1.58 +0.27 25.54 +1.67 30.25 + 3.44
Higado 1.03 +£0.04 5.27 £1.46 556 +0.76
Corazodn 0.12 £0.03 0.92 £ 0.21 1.32+£0.18
Pulmon 0.11 £0.02 1.41 +£0.03 1.77 £ 013
Bazo 0.11 £0.03 0.64 +0.09 0.58 + 0.06
Rinon 0.82 +£0.10 21.86 £ 1.29 13.70 £ 6.12
Musculo 1.43+0.25 21.64+4.54 23.03 +2.73
Tumor 0.79 £ 0.43 9.76 + 2.68 10.27 £ 0.07
Vesicula biliar 0.02 £ 0.01 0.06 £0.03 0.12 £0.03
Estémago 0.06 + 0.01 0.87 +0.29 1.09 £ 0.20
Intestino 0.95+0.28 521 +£0.91 7.58 +0.54
Vejiga + Orina 90.55+1.85 3.42 +1.82 0.89+0.14
Tabla 10(b)
% Actividad / gramo
Organo 0.5 hs. 1 hs.’ 2 hs.’
Sangre 1.16 £0.13 15.00 £ 1.04 17 2.7
Musculo 0.17 £0.02 2.07 +0.42 211 +0.35
Tumor 0.83+0.16 3.91 +1.15 3.24 +1.52
Tabla 10(c)
Relaciones
Relacion 0.5 hs. 1 hs. 2 hs.
Tumor/Musculo 493 +1.51
Tumor/Sangre 0.73 £0.22

Ver discusion.

Los resultados de biodistribucion para este complejo llaman claramente la atencion

debido a que a 1 hora y 2 horas post-inyeccion, el patron del comportamiento
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biolégico cambia significativamente, aumentando su captacion en sangre y 6rganos
muy vascularizados. La primera conclusion a la cual se arriba es que el complejo
experimenta un metabolismo intenso que altera la integridad del compuesto y, por lo
tanto, modifica claramente su patron de biodistribucién. A fin de verificar esta
hipotesis, se realiza un nuevo experimento de biodistribucién en animales normales.
Para esto, se utilizan cuatro ratones CD1, hembras, de tres meses de edad. Cabe
destacar que para este estudio se utiliza una cepa diferente (el modelo utilizado para
todo el trabajo implic6 ratones C57). Salvo por este punto, el procedimiento fue
llevado a cabo en idénticas condiciones. Los resultados se muestran en la siguiente
tabla.

Tabla 11(a)

% Actividad en organo
Organo 1.0 hs.
Sangre 1.46 +0.71
Higado 0.79 £0.19
Corazon 0.06 + 0.03
Pulmén 0.15 +0.03

Bazo 0.03 + 0.01
Rifén 0.84 +0.16
Mdsculo 1.46 + 0.43
Vesicula biliar 0.01 +0.01
Estémago 0.11 £ 0.06
Intestino 1.30 + 0.41
Vejiga + Orina 92.11 £1.91

Tabla 11(b)

% Actividad / gramo
Organo 1.0 hs.
Sangre 0.77 £ 0.36
Musculo 0.12 +0.03

Claramente el patron de biodistribucién es diferente si se compara con el patron

obtenido para el mismo tiempo en el estudio anterior con animales portadores de
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tumor. En este caso, se puede observar una captacion muy baja en sangre y musculo,
e insignificante para el resto de los 6rganos, junto con una elevada eliminacion renal.
Esto significa que la hip6tesis acerca del metabolismo del complejo no explica el
patrén observado. De lo contrario, se podria esperar que en los ratones normales se
observara el mismo fendémeno.

Con el fin de encontrar una nueva hipoétesis para explicar este hecho, se analizo el
modelo bioldgico utilizado. La inoculacién de células de carcinoma de Lewis murino
3LL en ratones C57 genera el desarrollo de un tumor palpable alrededor de 20-30 dias
luego de la inoculacién. Este tumor desarrolla una regién hipéxica que permite su
utilizacion como modelo para evaluar los complejos desarrollados durante este
trabajo. Sin embargo, se ha observado que el crecimiento de los tumores es muy
variable, obteniéndose un rango de tamafos bastante amplio. Esto no solo afecta la
extension de la hipoxia generada, sino también la homeostasis general del animal,
modificando incluso determinados procesos bioquimicos. Durante el trabajo se ha
observado que los ratones cuyo patron de biodistribucion se altera significativamente
poseen tumores de gran tamafo (mayor a 2.0 gramos), mientras que el resto de los
animales poseen tumores pequefios, ho mayores a 1.5 g. La razon por la cual este
factor pudiera estar vinculado al patron de biodistribucion alterado no se ha
encontrado. Sin embargo, otros hallazgos permiten suponer que el tamafio del tumor
influye, por ejemplo, dos animales cuyos tumores superaron los 3.0 gramos de peso,
utilizados durante los estudios para el complejo C4, han tenido que ser descartados
por presentar valores igualmente modificados, mientras que un raton del grupo de 2
horas post-inyeccion para C5 presentd una biodistribucién similar a los de 0.5 horas,
presentando un tumor de menos de 1.0 gramos de peso. Sin embargo, al contar sélo
con un raton, su dato también ha debido ser descartado. Por lo tanto, la conclusion
final es que los datos de 1 y 2 horas no son significativos y deberan repetirse,
prestando especial atencion al tamafio de los tumores. Esto no se ha podido llevar a
cabo por falta de disponibilidad de animales C57 pero representa un punto de partida
para la continuacién del trabajo a futuro.

La figura 77 muestra de manera gréfica los principales resultados de la biodistribuciéon

del complejo C5 a la media hora post-inyeccion.
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Fig. 77. Gréfico de biodistribucion del complejo %8Ga-L5 (Complejo C5).

Se trata de un complejo similar al anterior, con baja captacion hepatica, muscular y
renal, asi como una rapida depuracion sanguinea y elevada eliminacién renal, factor
gue correlaciona muy bien con su elevada hidrofilia.

A este tiempo corto, presenta una muy buena relacién tumor/masculo (4.93 + 1.51) vy,
si bien la relacion tumor/sangre no es adecuada (0.73 £ 0.22), deberan evaluarse a
tiempos mas largo para estudiar su evolucion.

Como conclusion, se trata de un complejo que debera evaluarse in vivo nuevamente,
pero los datos preliminares de 0.5 horas indican que su perfil puede ser adecuado

para su uso como radiofarmaco.

5.5.2 — Correlacion entre parametros fisicoguimicos y biolégicos

En muchos casos, los parametros fisicoquimicos son una herramienta muy util para
predecir el comportamiento biolégico de un compuesto, principalmente su ruta de
eliminacién y su capacidad de atravesar membranas bioldgicas.
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Si bien el nUmero de complejos es bajo, el siguiente andlisis vincula los datos de UPP
y lipofilicidad con la tasa de eliminacion en las biodistribuciones.
La figura 78 muestra la correlacién entre la unién a proteinas plasmaticas y el

porcentaje de eliminacion total de los complejos (por via urinaria y hepatobiliar).
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Fig. 78. Correlacion entre la unibn a proteinas plasmaticas

(UPP) vy la eliminacién total de los complejos a 0.5 horas post-

inyeccion.
Tal como se puede apreciar, existe una correlacion lineal de manera tal que a mayor
unién a proteinas plasmaticas, menor es la eliminacion del complejo. Esto sucede
debido a que unicamente la fraccion libre de los compuestos es capaz de ser
eliminada, ya sea por via renal como por via hepatobiliar.

La mejor correlacion entre la lipofilicidad y la eliminacién se observa a las 2 horas. La

figura 79 muestra dicha relacion.
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Fig. 79. Correlacion entre la lipofilicidad y la eliminacién total de
los complejos a las 2.0 horas post-inyeccion.

La figura 79 muestra un comportamiento cuadratico tipico de los parametros
dependientes de la lipofilia. En este caso, los complejos mas hidrofilicos se eliminan
mas rapidamente que aquellos con menor hidrofilicidad. Sin embargo, si la lipofilia
aumentara aun mas, la eliminacién podria verse incrementada debido a un aumento
de la eliminacién hepatobiliar.

Si se vincula la lipofilicidad con la eliminacion exclusivamente por via urinaria, se
observa la tendencia esperada: los complejos mas hidrofilicos presentan mayor
eliminacién, mientras que los mas lipofilicos, se eliminan en menor proporcion a traves
de la orina. Sin embargo, no se ha encontrado para este caso una correlacion
matematica que se ajuste al modelo, quizas por falta de datos, ya que el n para este

caso es bajo.

5.6 — Preparacion de complejos con renio estable para los ligandos L2y L3
Como se menciond anteriormente, no es posible predecir con certeza las estructuras

de los complejos de **MTc debido a que los ligandos presentan varios &tomos donores

de electrones que son capaces de coordinar al metal.
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Para realizar la elucidacion estructural de estos complejos, no es posible trabajar con
9¥MTc, ya que se obtiene del generador en concentraciones entre 10”7 y 101° M. Dado
gue no existe un isétopo del tecnecio estable, se debe recurrir a otra estrategia. Una
de las posibilidades es utilizar el **Tc, que si bien es un emisor B, posee un periodo
de semidesintegracion de 2.1x10° afios y puede manipularse en cantidades de
miligramos, siempre y cuando se disponga de un laboratorio equipado para la
manipulacion de radionucleidos en estado sélido. La segunda estrategia consiste en la
preparacion de complejos analogos de renio estable. El renio es un metal de la tercera
serie de transicion y pertenece al mismo grupo que el tecnecio. Por otra parte, debido
al fenébmeno de contraccién lantanida, los radios atdmicos de ambos metales son muy
semejantes entre si, siendo de 136 pm para el tecnecio y 137 pm para el renio. Por
todo ello, las propiedades quimicas de ambos metales son casi idénticas. Teniendo en
cuenta estos hechos, puede anticiparse con alta probabilidad que complejos analogos
de Tc y Re van a tener el mismo tamafio, estructura, momento dipolar, carga formal y
lipofilicidad en casi todos los casos.

En este trabajo, se ha comenzado con la caracterizacioén estructural de los complejos
para los ligandos L2 y L3. Esta etapa incluyé la sintesis del complejo precursor
tricarbonilico de renio, analogo al complejo precursor de °™Tc, la sustitucién con el

ligando correspondiente y estudios de analisis elemental.

5.6.1 — Preparacion del complejo precursor [NEts]o)[Re(CO)3Br3]

El complejo precursor de renio, al igual que el de tecnecio, contiene al metal en estado
de oxidacion | coordinado por tres ligandos carbonilo. En lugar de moléculas de agua,
éste contiene atomos de bromo, ya que su sintesis no es llevada a cabo en solucién
acuosa. Son ellos quienes, en la etapa de sustitucién, seran desplazados por los
ligandos. La carga formal es -2, ya que los atomos de bromo poseen carga negativa, y
por lo tanto, como contraién de este complejo aparecen dos iones de tetraetilamonio.

La ruta sintética se esquematiza en la figura 80.
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Fig. 80. Ruta de sintesis del complejo precursor de Re(l)-tricarbonilico.

La sintesis del complejo transcurri6 en dos etapas. La primera de ellas toma como
reactivo de partida el complejo Re>(CO)i0. En este paso ocurre una sustitucion
nucleofilica que da lugar a Re(CO)sBr cuya purificacion se realiza mediante
sublimacién y su estructura fue confirmada mediante espectroscopia IR.

La segunda etapa consiste en la reaccion de este complejo intermedio con bromuro
de tetraetilamonio para incorporar dos atomos de bromo por medio de la sustitucion
de dos carbonilos. De esta manera se consigue obtener el producto deseado, cuya

estructura fue confirmada mediante espectroscopia IR.

5.6.2 — Complejo de renio con L2

La sustitucion del complejo precursor con L2 fue realizada con cantidades
equimoleculares de ambos reactivos disueltos en una solucion de agua:metanol 1:1
bajo agitacion continua y calentamiento a 75°C durante 3 horas.

El control de la reaccion fue llevado a cabo mediante HPLC-UV utilizando el sistema
descrito anteriormente en la parte experimental. La figura 81 muestra los

cromatogramas, con deteccion UV, de los reactivos de partida.
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Fig. 81. Cromatogramas UV de los reactivos de partida. (a) Precursor Re(l)-tricarbonilico.
(b) Ligando L2.

A las tres horas de reaccion, ambos reactivos se han consumido casi por completo, y

el cromatograma obtenido es el que se muestra en la figura 82.
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Fig. 82. Cromatograma HPLC-UV para el crudo de
reaccion luego de 3 horas de agitacion a 75 °C.

Como se observa, a este tiempo practicamente no se evidencia la presencia de
ligando o de precursor. Los diferentes productos formados aparecen con mayores
tiempos de retencion y entre ellos, se destacan dos especies con tg = 15.2 y 16.2

minutos, los mismos tiempos que las especies obtenidas con el complejo de %°™Tc
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(figura 65). Es esperable, dado lo explicado anteriormente, que se trate de complejos
anélogos.

Ademas de esta observacion, al finalizar la reaccién se observé la presencia de un
solido en el balon de reaccion, el cual fue filtrado, lavado con agua y secado en estufa
a 40°C. Este solido fue evaluado por medio de andlisis elemental y los resultados se

comparan con los valores tedricos de la estructura propuesta en la figura 83.

NO,

-~
— NH
- N ’ B
I N S
co
Estructura propuesta
Analisis elemental
Porcentaje Valores tedricos Valores experimentales
C 25.25 26.31
H 2.93 3.05
N 15.85 15.50
S 0.00 0.00

Fig. 83. Valores experimentales de analisis elemental para el sélido obtenido
en la reaccién de sustitucién con L2. Comparacion con los valores tedricos
para la estructura propuesta.

Lo que se puede observar es que los valores experimentales obtenidos para el sélido
son muy similares a los calculados de manera tedrica para la estructura propuesta, en
la que el ligando actia como bidentado. Si se comparan los valores obtenidos con los
tedricos para otras estructuras, por ejemplo, en la que el ligando actia como
monodentado, o en la que hay mas de una molécula de ligando por core, lo que se
observa es una diferencia significativa entre los datos experimentales y los tedricos
para cada estructura. Por lo tanto, este estudio preliminar indica que la sustitucién
ocurrié satisfactoriamente, y es altamente probable que el complejo formado contenga
una molécula de ligando por core, y éste actia como ligando bidentado,
permaneciendo un atomo de bromo en la esfera de coordinacién. Es imposible

mediante este analisis establecer qué atomos estan involucrados en los enlaces de
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coordinacion, sin embargo, resulta una aproximacion y un primer paso en la
elucidacion estructural del complejo C2. Se requerirdn nuevos analisis, como RMN,
espectroscopia IR, espectrometria de masa y cristalografia de rayos X (en caso de

obtener el complejo bajo la forma de cristales) para confirmar la estructura.

5.6.3 — Complejo de renio con L3

La sustitucidon con L3 fue realizada de la misma manera que para el caso de L2. Dado
gue esta reaccion también se controlé6 mediante el mismo sistema de HPLC-UV, la
figura 84 muestra el cromatograma obtenido para el ligando. Para el precursor de

Re(l)-tricarbonilico, el perfil cromatografico corresponde al mostrado en la figura 81.
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Fig. 84. Cromatograma HPLC-UV de L3.

Luego de 3 horas de reaccién, los reactivos se consumieron casi totalmente, y el

cromatograma que se obtuvo al controlar la mezcla se muestra en la figura 85.
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Fig. 85. Cromatograma HPLC-UV de la mezcla de
reaccion luego de 3 horas de agitacién a 75°C.

En este cromatograma se puede observar una especie con un tiempo de retencion de
21 minutos, al igual que la especie mayoritaria que se formaba durante la marcacion
con *MTc,

En este caso también se formo un solido durante la reaccion. Este fue filtrado, lavado
con agua y secado en estufa a 40°C. Una pequeiia parte fue redisuelta en metanol y

controlada mediante el mismo sistema de HPLC-UV, obteniéndose el cromatograma
gue se muestra en la figura 86.
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Fig. 86. Cromatograma HPLC-UV del sélido obtenido
en la reaccion entre el precursor de renio y L3.
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Dado que el solido coincide con la especie que se forma durante la marcacion con
®¥MTc, se le realiz6 un andlisis elemental para poder obtener mas informacién sobre
Su estructura.

La figura 87 muestra la comparacion de los resultados obtenidos con los valores
tedricos de la estructura propuesta para este caso.

NO, N
/ \/\N S/’/I \Br
N 1, “ \\
N \N¢ ‘Re.
N o™ ' o

Estructura propuesta
(L3 actuando como ligando bidentado)

Analisis elemental

Porcentaje Valores teéricos Valores experimentales
C 24.35 26.56
H 2.04 2.30
N 14.20 14.25
S 9.29 9.13

Fig. 87. Valores experimentales de analisis elemental para el solido
obtenido en la reaccion de sustitucion con L3. Comparacion con los
valores tedricos para la estructura propuesta.

En este caso, si bien hay una diferencia en el %C, para el resto de los elementos el
resultado muestra una similitud entre los datos experimentales y los teoricos
calculados para la estructura propuesta. Los valores tedricos para otras estructuras en
las que el ligando coordina de manera monodentada o hay mas de una molécula de
ligado por core, se apartan significativamente de los datos experimentales. Sin
embargo, al comparar estos datos con los valores tedricos para el complejo donde el
ligando actia de manera tridentada (figura 88), se observa que también para este

caso existe una similitud.
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Estructura alternativa
(L3 actuando como ligando tridentado)

Analisis elemental

Porcentaje Valores tedricos Valores experimentales
C 27.54 26.56
H 2.31 2.30
N 16.06 14.25
S 10.50 9.13

Fig. 88. Valores experimentales de andlisis elemental para el solido
obtenido en la reaccion de sustitucion con L3. Comparacion con los
valores tedricos para la estructura alternativa (L3 actuando como
ligando tridentado).

Si bien los valores de %N se apartan, los de %C presentan mayor similitud. Por lo
tanto, estos datos no permiten concluir acerca de la denticidad del ligando en el
complejo preparado. La estructura propuesta originalmente correlaciona mejor con los
resultados de UPP y biodistribucion, debido a las razones previamente mencionadas.
Sin embargo, es necesario continuar con esta etapa de caracterizacion estructural

para poder extraer conclusiones.
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6 — CONCLUSIONES

En el marco de la maestria se han sintetizado con éxito cuatro nuevos ligandos
conteniendo el grupo 5-nitroimidazol como farmacéforo para su marcacién con °™Tc o
®%8Ga. Todas las rutas de sintesis han partido del metronidazol, comercialmente
disponible, y sobre él, se llevaron a cabo modificaciones quimicas necesarias para
incorporar grupos de atomos donores adecuados para la formacion de complejos de
coordinacion con uno u otro metal. Todas las estructuras generadas fueron
confirmadas mediante espectroscopia de RMN vy, en algunos casos, espectroscopia
IR y espectrometria de masas.

Las marcaciones de L1, L2 y L3 se realizaron mediante la formacién de complejos
9¥mTc(l)-tricarbonilicos. Para el caso del primer ligando, los resultados mostraron la
formacion de una unica especie con elevada pureza radioquimica, estable por al
menos 4 horas, mientras que para el segundo ligando, se obtuvieron dos especies
gue se encuentran en equilibrio en solucion y que juntas poseen una elevada pureza
radioquimica. Para L3 se obtuvieron nuevamente dos especies en equilibrio. La
estabilidad para estos casos también resulté ser mayor al 90% por al menos 4 horas.
Las marcaciones de L4 y L5 con ®Ga resultaron en la formacion de una Unica especie
de elevada pureza radioguimica, estables durante las 4 horas post-marcacion.

La evaluacion fisicoquimica de los complejos se realiz6 mediante la determinacion de
lipofilicidad y union a proteinas plasmaticas. Este ultimo parametro resultd ser elevado
para los complejos de tecnecio, mientras que para los complejos de ®Ga presentaron
una baja unién.

En cuanto a la lipofilicidad, los complejos de ®8Ga resultaron ser los mas hidrofilicos (-
1.65 + 0.05 para el complejo 4, -3.30 £ 0.10 para el complejo 5), mientras que los
complejos de °™Tc mostraron un valor de logP intermedio (-0.82 + 0.02 para el
complejo 2, -0.16 £ 0.06 para el complejo 1) o moderado (1.47 + 0.11 para el complejo
3), que correlacionan con las cargas formales de los complejos.

Los resultados de los estudios de comportamiento biolégico en animales portadores
de tumor revelaron que los tres complejos de °™Tc presentan una muy elevada

captacion hepdtica, siendo una desventaja para su utilizacion como radiofarmacos. La
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captacion tumoral es moderada para los complejos 1y 2 (0.93 £ 0.21 %/g y 1.33 +
0.32 %lg, respectivamente a las 2 horas) y mas baja para el complejo 3 (0.75 + 0.08
%l/g a 0.5 horas, disminuyendo con el tiempo). Si bien para todos los casos la relacion
tumor/musculo fue buena (3.19 + 0.26, 1.93 £ 0.34 y 1.41 + 0.54 para C1, C2 y C3,
respectivamente a las 2 horas), en ningun caso las relaciones tumor/sangre fueron
favorables, resultando en todos los casos menor a la unidad. Por lo tanto, los estudios
desarrollados hasta el momento indican que estos complejos no resultarian
adecuados para ser utilizados como radiofarmacos, y deberian introducirse cambios
guimicos que permitan modular las propiedades fisicoquimicas y el comportamiento
biolégico de manera de disminuir la captacion hepatica y favorecer la depuracion
sanguinea.

Para el complejo de %Ga con L4, los estudios de biodistribuciones mostraron una
captacion hepatica muy baja (0.34 + 0.07%) asi como una rapida depuracion
sanguinea (0.34 = 0.07%) y alta eliminacion por via renal (91.40 £ 0.40 %) a las 2
horas post-inyeccidon, hecho que correlaciona muy bien con su elevada hidrofilia. Las
relaciones tumor/musculo y tumor/sangre son favorables (4.96 + 1.97 y 1.20 £ 0.43,
respectivamente), mientras que la captacion tumoral es levemente menor que para los
complejos de ?°™Tc (0.66 + 0.59 %/g). Las biodistribuciones del complejo de ®Ga con
L5 muestran un patréon muy similar al otro complejo de ®8Ga, 0.5 horas post-inyeccion
aunque a mayores tiempos el patron se ve significativamente modificado, aumentando
la captacion en sangre y los érganos mas vascularizados. Se ha atribuido este hecho
a la variabilidad del modelo experimental, encontrandose que estos datos alterados
estan vinculados con un tamafio tumoral por encima de 2.5 gramos. Estudios en
animales normales apoyan la hipotesis ya que el patron de biodistribucion se modifica
completamente.

Finalmente, se ha comenzado con la etapa de elucidacion estructural de los complejos
de **"Tc mediante la sintesis de los complejos analogos de Re(l)-tricarbonilicos. Tanto
para L2 como L3 se obtuvieron productos que fueron aislados y estudiados mediante
analisis elemental. Para el primer caso, el andlisis confirmé la estructura propuesta,
donde se considera a L2 como ligando bidentado, mientras que para el caso de L3,

los datos experimentales no permiten concluir acerca de la denticidad del ligando
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pudiendo tratarse de un complejo bidentado o tridentado. Si bien los resultados del
analisis elemental no permiten establecer qué atomos participan en los enlaces de
coordinacion, representa un comienzo y un punto de partida para futuros analisis de
RMN, espectroscopia IR, espectrometria de masas y cristalografia de rayos X.

Como conclusion final, a lo largo de este posgrado, se ha trabajado en todas las
etapas béasicas del desarrollo de un radiofarmaco, desde la seleccién del farmacoforo
y la sintesis de los ligandos, pasando por el proceso de marcacion, de caracterizacion

fisicoquimica y biolégica y comenzando con la elucidacion estructural.
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7 — PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados obtenidos han generado una base sobre la cual continuar nuevos

estudios. Las principales perspectivas futuras de este trabajo se describen

brevemente a continuacion:

7
L X4

7
A X4

Resulta fundamental continuar el trabajo de elucidacion estructural de los
complejos con renio estable a fin de confirmar los hallazgos preliminares sobre la
denticidad del ligando y la coordinacién del metal.

Como se discutié anteriormente, la elevada union a proteinas plasméaticas de los
complejos de **™Tc¢ puede estar vinculada a una transquelacion del metal por parte
de grupos donores de electrones presentes en dichas proteinas. Dicho fenémeno,
si se comprobase, estaria alterando la integridad de los complejos y podria ser la
causa de un comportamiento biolégico no deseado. Estudios mediante
espectrometria de masas de los experimentos de union a proteinas podrian aportar
informacion util acerca del modo en que los complejos se unen a las proteinas
plasmaticas.

Para una adecuada comprension del comportamiento biolégico de los compuestos,
se propone realizar ensayos de estabilidad frente a homogenatos de higado,
principalmente para los complejos de *°*™Tc, para los cuales la captacion ha sido
elevada. Si bien este hecho puede vincularse a la elevada unién a proteinas
plasmaticas, nuevos ensayos permitiran establecer si existe 0 no metabolismo de
los complejos preparados.

A fin de generar complejos de *°®"Tc mas estables y evitar la transquelacién con
grupos proteicos, se deberian realizar esfuerzos para emplear la estrategia [2+1]
utilizando coligandos monodentados que sustituyan la molécula de agua que queda
formando parte de la esfera de coordinacion. Para esto, se debera optimizar la
formacion de los nuevos complejos y caracterizarlos a fin de comparar las
propiedades. La segunda estrategia que podra ser utilizada, es el disefio de
ligandos analogos a los de la presente tesis, con un tercer grupo de atomos

donores de electrones, de manera de obtener ligandos tridentados.
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% Los estudios de biodistribucion del complejo de ®Ga con L5 deberan ser
profundizados, prestando especial atencion al tamafio de los tumores desarrollados
para establecer si existe relacion entre éstos y el patrén obtenido de biodistribucion.

% Estudios con cultivos celulares en condiciones de oxia e hipoxia permitiran
confirmar la selectividad de los mejores complejos por células con baja presion de
oxigeno. Para ello, existen varios modelos a utilizar, entre los cuales se destacan
los cultivos en monocapa (como el desarrollado por el Dr. Javier Giglio en el marco
de su tesis doctoral, 78) y los esferoides, modelos tumorales tridimensionales que
desarrollan gradientes de presion parcial de O2 dando lugar a regiones hipoxicas.
Los esferoides constituyen un excelente modelo para evaluar este tipo de
complejos, y si bien actualmente no se encuentran disponibles en nuestro pais, se
podra contar con ellos proximamente a través del Centro Uruguayo de
Imagenologia Molecular.
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