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1.1 Cancer

El cuerpo humano est4 constituido por diferentes tipos celulares y tejidos. Las células normales
crecen, se dividen, maduran y mueren en respuesta a un grupo de sefnales reguladoras. La estricta
regulacion de la dindmica celular y de sus funciones, aseguran el reemplazo de células muertas o

dafiadas, asi como la creacion de nuevas células en respuesta a las necesidades del organismo.

La palabra cancer es un término que abarca un grupo diverso de enfermedades caracterizadas por
la presencia de células que no responden a los controles normales de la division. En una célula
cancerosa una o mas sefiales regulatorias se interrumpen, lo que lleva a una proliferacion celular
alterada. El cancer es causado por alteraciones a nivel del ADN que la célula no es capaz de
reparar; dicha inestabilidad génica deriva en cambios morfolégicos y proliferacion celular
descontrolada, que lleva a la formacion de una creciente masa de células anormales llamada
tumor. Los tumores pueden ser clasificados como benignos o malignos. Los tumores benignos
son aquellos en los que las células permanecen localizadas. Sin embargo en el caso de los
tumores malignos, las células pueden invadir el tejido circundante y diseminarse a otros drganos

del cuerpo, formando tumores secundarios, llamados metéstasis [1, 2].

Los cambios genéticos que subyacen al proceso de oncogénesis alteran varias propiedades
fundamentales de las células, que les permiten evadir los controles de crecimiento normal hasta
adquirir un fenotipo maligno. Las células no so6lo no requieren sefales externas inductoras del
crecimiento celular, sino que evaden las sefiales de restriccion celular. El proceso metastasico
ocurre en multiples etapas que requieren que las células cancerosas escapen del tumor primario,
sobrevivan en la circulacion sanguinea, alcancen un 6rgano blanco, extravasen el parénquima y
continuen asi su proliferacion. Dicho proceso es el resultado de una interaccion dindmica entre

las células tumorales y el microambiente que las rodea [3].

1.1.1 Incidencia

El céncer es una enfermedad causada por multiples factores, entre los cuales se encuentran el
ambiente, los habitos alimenticios y factores genéticos, entre otros [4]. El cancer se encuentra
entre las principales causas de muerte en el mundo. Segiin la American Cancer Society una de
cada 8 muertes que ocurren en el mundo es por causa del cancer, representando la segunda causa

de muerte en paises desarrollados y la tercera en paises en vias de desarrollo [5]. Los paises
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Latinoamericanos donde se observan las tasas de mortalidad mas elevadas son Uruguay,
Barbados, Peru, Argentina y Chile. En Sudamérica los tipos de cancer mas frecuentes entre los
hombres incluyen céncer de pulmoén, prostata, estdbmago y colorrectal. En las mujeres
encontramos entre los mas frecuentes y con mayor tasa de mortalidad, al cancer de mama, cuello

de utero, colorrectal, piel y pulmon [6].

1.1.2 El cancer como enfermedad genética

El cancer es en esencia un proceso genético, y el desarrollo del mismo generalmente requiere de
varios pasos, cada uno afectado por multiples factores. Algunos de estos factores son
dependientes de la constitucion génica del individuo y otras dependientes del entorno y habitos
de vida. Los genes asociados al desarrollo del cancer se pueden dividir en dos grupos, proto-

oncogenes y genes supresores de tumores [7].

Los proto-oncogenes son un grupo de genes que cuando mutan causan que las células normales
se vuelvan cancerosas. Las mutaciones en los proto-oncogenes son tipicamente dominantes, y la
version mutada del proto-oncogen se denomina oncogen. La mayoria son genes altamente
conservados desde un punto de vista evolutivo, y estdn vinculados a funciones normales basicas
de las células. Generalmente, los proto-oncogenes codifican proteinas que estimulan la division
celular, inhiben la diferenciacion celular y detienen la muerte celular. Los oncogenes
frecuentemente presentan un aumento en la produccion de dichas proteinas llevando a un
incremento de la division celular, disminucion de la diferenciacion celular e inhibicion de la

muerte celular, todas estas caracteristicas del fenotipo celular tumoral [8, 9].

Los genes supresores de tumores, estan involucrados en el control del crecimiento celular,
limitando el crecimiento y division celular inapropiada. Mutaciones en este tipo de genes, lleva a

la pérdida o disminucion de su funcién aumentando la susceptibilidad de desarrollar cancer.

Otro grupo de genes que cuando son afectados contribuyen a la progresion del cancer son los
genes de reparacion del ADN. Una inactivacion de dichos genes lleva a un aumento en la tasa de

mutaciones [10].
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1.2 Lanpiel

La piel es el mayor organo del cuerpo humano. Actlia como barrera protectora que aisla al
organismo del medio que lo rodea, al tiempo que actiia como sistema de comunicacién con el

entorno. Esta constituida por tres capas: epidermis, dermis, e hipodermis (Figura 1.1).

La epidermis es la capa mas superficial del cuerpo humano. El grosor de la epidermis varia desde
0,07 al,4 mm en palmas y plantas de los pies. Esta formada por dos grupos principales de células,
los queratinocitos y las células dendriticas. Los queratinocitos son las células mas abundantes de
la epidermis, se renuevan continuamente por mitosis desde la capa basal y sufren un
desplazamiento hacia la superficie del epitelio por proliferacion de las células de la capa basal.
En su transito, los queratinocitos, pierden su nicleo y acumulan filamentos de queratina en su
citoplasma. Los cambios estructurales que sufren los queratinocitos permiten la distincién de una
organizacion estratificada del epitelio, a partir de lo cual se pueden distinguir el estrato basal,

espinoso, granuloso y corneo [11].

Células
ESCAMOSAs
Epidermis — { b e s Epidermis
e, : ey i .| Dermis
Melanocito N ; : i
an < } Hipodermis
sudloripara b
Célula basal Vaso sanguines :

Glandula sudoripara
Vaso linfatico

Foliculo piloso

Figura 1.1: Estructura de la piel. El cuadro ampliado muestra un esquema de la unidad epidérmica de melanina.
(Fuente: www.cancer.org)

La epidermis contiene dos grupos de células dendriticas, las células de Langerhans y los
melanocitos. Las células de Langerhans se localizan en la piel en las capas superiores del estrato
espinoso y ocasionalmente en la dermis. Una de las funciones principales de las células de
Langerhans es la presentacion de antigenos, por lo que estas células juegan un rol fundamental en

la inmunidad de la piel. Los melanocitos, a diferencia de las células de Langerhans, se localizan

9
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en la capa basal de la epidermis, en el foliculo piloso, ojos, oido y meninges. Presentan en su
interior unos organelos denominados melanosomas; responsables de la sintesis, almacenamiento

y transporte del pigmento melanina.

Alrededor de un melanocito se agrupan aproximadamente unos 36 queratinocitos, que a través de
las E-cadherinas conforman la unidad epidérmica de melanina [12]. Proyecciones dendriticas de
los melanocitos permiten el paso de melanina a los queratinocitos basales, resultando en la
pigmentacion de la piel (Figura 1.1) [13]. Asi, la acumulacién de los melanosomas sobre el
nucleo de la célula de los queratinocitos en proliferacion, protegen el ADN nuclear del dafio
causado por la ionizacion o radiacion que provocan los rayos ultravioleta del sol [14, 15].
Factores de crecimiento producidos por los queratinocitos, tales como: factor de crecimiento de
fibroblastos basico, endotelina-1 y hormona estimulante de los melanocitos, se unen a sus
receptores en los melanocitos y favorecen la sobrevida de los mismos, y la formacion de

dendritas para aumentar el paso de melanosomas a los queratinocitos.
1.2.1 Biologia del melanocito y la pigmentacion de la piel

La principal funcion del melanocito epidérmico es la produccion del pigmento melanina. En la
sintesis de melanina el aminodcido tirosina es modificado por la enzima tirosinasa a DOPA y
¢ésta, a su vez es oxidada a DOPA quinona. A partir de este precursor pueden ser sintetizados dos
tipos de melanina, las eumelaninas (pardo-negruzcas) y las feomelaninas (pardo-rojizas), éstas

ultimas por adicion de cisteinas, y las eumelaninas por polimerizacion de quinonas.

Bajo condiciones fisioldgicas la sintesis, almacenamiento y transporte de melanina en el
melanocito, es realizada por el melanosoma. Los melanosomas son organelos grandes (500 nm) y
su estructura se correlaciona con el tipo de melanina que producen, si generan eumelanina son
elipticos y contienen una matriz fibrilar y si producen feomelanina son redondeados y con matriz
globular. Los melanosomas se originan a partir de precursores endosomales que luego atraviesan
por una serie de etapas de maduracion [16]. El desarrollo del melanosoma involucra 4 etapas
distinguibles por microscopia electronica, que van desde una etapa I con pre-melanosomas no
pigmentados, una estriacion (II), deposicion de melanina (III), hasta completa melanizacion (IV).
Finalmente los melanosomas son trasportados por las dendritas del melanocito hacia los

queratinocitos circundantes [17].

10
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La pigmentacién basal de la piel depende del tipo, nimero y tamafio de los melanosomas
transferidos a los queratinocitos, lo cual es determinado genéticamente. Sin embargo,
los melanocitos de la piel también pueden mostrar la capacidad de adaptar sus capacidades
melanogénicas a un numero de estimulos extracelulares, generadas por el organismo como
factores paracrinos y endocrinos, o por el ambiente externo, como la radiacion ultravioleta. Por
ejemplo, la regulacion de la sintesis de melanina, en particular eumelanina, es estimulada en
primer lugar por radiacién ultravioleta, lo que genera fotoproductos de ADN que llevan a la

liberacion de factores autdcrinos y paracrinos.
1.2.2 MCIR

Se han identificado mas de 100 locus involucrados en la pigmentacién de la piel, siendo el
receptor de la melanocortina 1 o MCIR uno de los principales. E1l MCIR humano es un receptor
transmembrana, que pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G o GPCR,
también conocidos como receptores transmembrana de siete dominios. En los mamiferos esta
relacionado, por las caracteristicas de su secuencia y de unién a ligando, a cuatro receptores
adicionales de melanocortinas (MC2R a MC5R), caracterizados cada uno de ellos por diferentes
patrones de expresion y funciones fisioldgicas [18, 19, 20]. MCI1R se expresa principalmente en
los melanocitos, a pesar de que se ha detectado en varios tipos de células adicionales, incluyendo
las células del sistema inmunologico, lo que sugiere que podria estar implicado en efectos

antiinflamatorios [21].

La activacion de la via de MCI1R por uniéon de un ligando agonista, resulta en una cascada de
sefializacion AMP ciclico dependiente que estimula la expresion del factor de transcripcion MITF
(Figura 1.2). Dicho factor es considerado el principal regulador del melanocito y de la
melanogenesis, ya que activa una variedad de genes relacionados con la superviviencia del
melanocito y activando la enzima tirosinasa TRP-1, enzima clave en la biosintesis de melanina.
[22] Los ligando agonistas del MCIR incluyen la hormona alfa-melanocito estimulante o a-MSH
que es secretada por lo queratinocitos y la hormona adrenocorticotropina o ACTH. Por otra parte,

la proteina de sefnalizacion agouti o Asip presenta una accion antagonista del MCIR [23].

11
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Someoy TN/

MC1R

lg_;g?/

ﬁ genes blanco de MITF
Nico I AWy

Figura 1.2: Esquema de la via de sefalizacion mediada por MC1R. EL MC1R presente en la membrana
plasmatica de los melanocitos es activado por melanocortinas en particular a-MSH. La activacién de MC1R lleva a un
aumento del nivel de cAMP via adenilato ciclasa, que induce la expresién MITF. La sintesis de MITF y su transporte al
nucleo regulan los genes requeridos para la melanogensis [22, 23].

cAMP

Si bien la actividad basal del MCIR se mantiene por la secreciéon de ligandos agonistas
autocrinos o paracrinos, y/o por actividad constitutiva del receptor; los UVR representan el
principal estimulo ambiental que conduce a la activacion intensa del MCIR en los melanocitos,
impulsado principalmente por la secrecion de a-MSH por los queratinocitos [24, 25]. Como
resultado, el MCIR aumenta la cantidad de eumelanina contenida en la piel y produciendo
bronceado, que funciona como un filtro solar leve, protegiendo la piel del dafio solar y el cancer.
Reduce también la generacidon especies reactivas del oxigeno y mejora los mecanismos de
reparacion del ADN en los melanocitos, manteniendo asi su estabilidad gendémica y de

prevencion de la transformacion maligna de melanoma [26, 27].

Extensos estudios genéticos y funcionales en los seres humanos y en ratones han revelado que
MCIR es un determinante importante no solo de la pigmentacion constitutiva en los mamiferos,
sino también, de la pigmentacioén adquirida (como el curtido) y la sensibilidad UV en los seres
humanos. Variantes polimoérficas naturales de MCIR han sido asociadas con el fenotipo de

cabello rojizo y piel clara [28], que se caracteriza por la incapacidad de bronceado y tendencia a

12
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quemaduras ante la exposicion a radiacion UV. Asi como también se ha relacionado con el

desarrollo de cancer de piel inducido por UV, en particular, melanoma [29].
1.2.2.1 Estructura del MC1R

Las GPCRs son resistentes a la cristalizacion, por lo tanto la informacion estructural MCRs surge
de modelados a partir de andlisis de multiples secuencias y microscopia electronica de baja
resolucion de la estructura de bacteriorhodopsin y la estructura cristalina de la rodopsina [30].
MCIR es una proteina integral de membrana de 317 aminoacidos en el hombre y 315 amioacidos
en el raton, con las caracteristicas estructurales de los GPCRs, es decir, un dominio extracelular
N-terminal, siete dominios transmembrana (TM), y un fragmento intracelular C-terminal (Figura
1.3). Algunos trabajos sefalan que el MCIR parece experimentar dimerizacion constitutiva como
parte de su estructura cuaternaria [31]. Variantes naturales de MCIR son capaces de formar
homodimeros, y heterodimeros con la variante proteica de tipo salvaje, lo que tiene amplia gama
de consecuencias funcionales incluyendo la modulacion de propiedades farmacologicas tales

como la afinidad de los ligandos y entre otras la eficacia de la sefalizacion [20].

@ Residue mutated in RHC (R o r} alleles Residuo mutada en fenotipo cabello rojizo v piel clara

Posicidn de mutaciones naturales

Potencial sitio de N-glicosilacion
Potencial blanco de fosforilacidn

Resiudo Cys inovolucrado en formacién de enlace disulfuro
Meotivo Dileucina

O Position of natural mutations

. Potential N-glycosylation site

. Potential phosphorylation target

. Cys residue likely involved in disulfide bonds
@ Dileucine-like motif

O Potential acylation site

ceeeeCe

Potencial sitio de acetilacion

Figura 1.3: Estructura del MC1R. Adaptado de Garcia Borron, 2005 [20].
13
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Dominio N-terminal

MCIR pertenece a una clase de proteinas de membrana que utilizan el primer dominio TM como
una sefial de anclaje no escindible, y que dirige el trafico de la proteina hacia la membrana
citoplasmatica [32].Una mutacion a nivel de la Ser6 a Ala causa una disminucion significativa de
la afinidad para agonistas radiomarcados [33]. Un residuo de Cys cerca del limite de la region N-
terminal y el dominio TM1, se conserva en todos MCRs y es necesario para la integridad
estructural, ya que su mutaciéon a Gly [34] o Ala [31] inactiva el receptor. Una probable
explicacion es su participacion en la formacion de un enlace disulfuro intramolecular con una
Cys situada en el tercer bucle extracelular o, alternativamente, contribuir a la dimerizacion de

receptores.

Bucles extracelulares

Los bucles extracelulares de MCIR son pequefios. El tercer bucle de los MCR esta
excepcionalmente conservado en comparacion con la mayoria de los GPCR. Es rica en Pro y
residuos Cys. Mutaciones de los residuos Glu269 y Thr272 a Ala, disminuye la afinidad de la
unién de sus agonistas, lo que sugiere la participacion de estos residuos en el reconocimiento de
los ligandos [33]. La pérdida del enlace disulfuro intramolecular entre Cys267 y Cys275 suprime
la funcion del receptor [34], lo que sugiere una funcién estructural importante, manteniendo

unidos los dominios TM 6y 7.

Bucles intracelulares

Los bucles intracelulares de los GPCR proporcionan las interfaces de union para las proteinas
relacionadas con sefializacion intracelular. Seis mutaciones a nivel del segundo bucle intracelular
de MCIR, ocurren naturalmente en el ser humano, al menos cuatro de estos variantes son formas
producen pérdida de funcion total o parcial, lo que subraya la importancia de esta region para la
funcion MCIR. Otro elemento critico para la funcion del receptor es el tripéptido '*'DRY'®,
caracteristico de los receptores de la clase, y que se encuentra en la interfaz entre dominio

transmembra 3 y segundo bucle [35].

Dominios transmembrana

Para las GPCRs clase A, el sitio de union al ligando consiste en una regién formada por la
contribucion de varios fragmentos de TM. Modelos tridimensionales sugieren la existencia de

una region altamente cargada que contiene Glu94 (TM2), Aspl17 y Aspl21 (TM3), e interactua
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con los residuos de Arg en la His-Phe-Arg-Trp (HFRW) farmacéforo presente en las
melanocortinas [30, 36]. Un modelo de activacidon del receptor propone que la presencia de la
carga positiva modificaria la conformaciéon de TM2 y TM3, y el movimiento de TM3 efectuaria
una alteracion de la estructura de segundo bucle. La nueva conformacion de esta region, que
contiene la secuencia peptidica conservada DRY y otros residuos, permitiria un acople funcional

con la proteina Gs [37].

Otro sitio de interaccion con el ligando estad formado por una serie de residuos aromaticos,
situados cerca de la parte extracelular de los dominios TM4, 5 y 6, que también contribuyen a la

unidn por el ligando interactuando con los residuos aromaéticos del farmacoforo [38].

Extremo C-terminal

La cola citosolica C-terminal de la MCIR contiene 19 aminoacidos, de los cuales seis son
conservados en los MCRs. Dentro de GPCRs, este es un dominio involucrado en: (i) interaccion
del complejo ligando-receptor con proteina G  (ii) disposiciéon correcta del receptor y
disponibilidad en la membrana plasmatica (iii) sefales de trafico intracelular de la proteina.
Ademas, esta region contiene a menudo Ser y Thr residuos cuya fosforilacion media la

internalizacion del receptor [20].

1.3 Cancer de Piel; Melanoma

El melanoma es la forma mas agresiva de cancer de piel, desarrollando tumores con gran
capacidad metastésica. Si bien es la forma menos frecuente de cancer de piel (5 %), da cuenta del
75 % muertes por cancer de piel [39]. El melanoma es una enfermedad que surge de la
transformacion maligna de un tipo celular, el melanocito. Los melanocitos se localizan
predominantemente en la piel, pero también se lo puede encontrar en la retina, tracto

gastrointestinal, leptomeninges y mucosas.

Su estudio ha cobrado particular interés en las ultimas décadas debido a un aumento notorio en su
incidencia y mortalidad en paises como Estados Unidos, Australia y Nueva Zelanda. En Estados
Unidos el riesgo acumulado de desarrollar melanoma a lo largo de la vida pas6 de 1 cada 1500 en
el afio 1935 a 1 cada 74 en el 2000, y ocupa el quinto lugar en la incidencia de cancer en hombres

y el sexto lugar en mujeres, siendo, en cada sexo, responsable de 4% del total de los tumores
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malignos [40, 41]. El impacto de esta enfermedad puede evidenciarse con los datos difundidos
por la International Agency of Cancer Research, en los cuales los mayores registros de incidencia
de melanoma se observan en Queensland Australia, con una tasa de 55.8 casos por 10° en

hombres y 41.1 casos por 10° en mujeres [42].

En Uruguay la Comision Honoraria de Lucha contra el Cancer, ha registrado una incidencia de
melanoma para el periodo 2002-2006, de 4.52 casos en hombres y 3.49 en mujeres (por cada
100.000 habitantes), presentando un promedio anual de mortalidad de 87 fallecimientos (1.9
casos en hombres y 0.89 en mujeres por 100.000 habitantes) en el periodo 2004-2008 [43, 44].
Globocan 2008 ubica a El Salvador, Honduras, Argentina y Uruguay entre los paises con mayor

incidencia en melanoma de América Latina (figura 1.4).

Melanoma: Ambos Sexos, todas las edades
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Figura 1.4: Melanoma, incidencia 'y mortalidad en las Américas. (Adaptado de Globocan 2008)
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La causa en el aumento de incidencia se cree estd relacionado en parte por una mejora en los
métodos de deteccion, y por un aumento en la exposicion a la radiacion ultravioleta solar. El
prondstico de la enfermedad estd muy relacionado con el grado de avance de la enfermedad al

momento de su deteccion.

1.3.1 Progresion de Melanoma

Aunque la patogénesis del melanoma es compleja, es probable que implique interacciones entre
los factores ambientales, la acumulacion de alteraciones genéticas secuenciales, la activacion de
oncogenes, inactivacion de genes supresores de tumores, y alteracion del sistema de reparacion
de ADN. Tres pasos se han propuesto en la progresion tumoral del melanoma maligno. En un
tumor en estadio temprano, el melanoma puede ser confinado a la epidermis y solo mostrar un
crecimiento radial (o lateral) del crecimiento. Cuando el melanoma progresa, se puede convertir
en melanoma microinvasor, en la que las extensiones microscopicas invaden la dermis papilar
superficial. Melanomas mds avanzados pueden progresar a la fase de crecimiento vertical, que se
caracteriza por el crecimiento invasivo con participacion discernible profundamente en la dermis

(Figura 1.5) [45, 46].
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Figura 1.5: Progresion del melanoma maligno. (Fuente: J Lomas, 2008)
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1.3.2 Factores de Riesgo

La transformacion de los melanocitos a las células tumorales se produce tanto en pacientes
genéticamente predispuestos y normales. Se estima que aproximadamente entre un 5 - 10% de los
casos de melanoma presentan una predisposicion genética debida a la transmision de un gen de
susceptibilidad. Los principales genes identificados son el gen supresor de tumor denominado
pl6 (CDKN2A) y el oncogen CDK4. Ambos genes relacionados con el control del ciclo celular,
siendo p16 el mas frecuentemente implicado (25% de los casos) [47, 48]. En Uruguay, un estudio
de susceptibilidad hereditaria en 14 familias uruguayas con historia de melanoma familiar,
confirma mutaciones a nivel de CDKN2A [49]. Sin embargo, variaciones en genes de gran
prevalencia y baja penetrancia, como el MCIR (conocidas como variantes de cabello pelirrojo),

podrian ser de mayor importancia en determinar la susceptibilidad de la poblacion general [50]

La lista de factores fenotipicos relacionados con el desarrollo de melanoma es larga. Algunos de
ellos son individuos de piel muy blanca, de cabello rubio o pelirrojo, con pecas, lunares y lunares

displasicos, presentan incapacidad de broncearse y sufren quemaduras ante la exposicion solar.

Se estima que un 65% de los melanomas son relacionados con la exposicion solar, tanto asi que
el reciente aumento de las tasas de incidencia ha sido atribuido parcialmente al incremento de la
cantidad de luz solar (rayos UV-B de 290-315 nm de longitud de onda) que alcanza la superficie
del planeta, como consecuencia posiblemente de la alteraciones de los niveles de ozono
atmosférico. Un estudio reciente ha comprobado que la exposicion a radiacion UV artificial,

también aumenta el riesgo de padecer melanoma [51].

Otros factores de riesgo incluyen, padecimiento Xeroderma Pigmentoso, inmunosupresion,

exposiciones quimicas, etc.
1.3.3 Deteccion temprana de melanoma

El diagnostico del melanoma depende en primer lugar de la deteccion de la lesion a nivel de la
piel y de la confirmacion patoldgica mediante la realizacion de una biopsia de piel. La deteccion
inicial muchas veces surge del propio paciente que consulta a su médico por notar lesiones
pigmentadas en la piel, y otras veces por la deteccion a nivel de atencidon primaria, que al notarlo
deriva al paciente a un dermatologo. La mayoria de las personas tienen lunares (nevos), y casi

todos son inofensivos. La sefial mas importante para detectar el melanoma es identificar algin

18



Introduccion

lunar nuevo en la piel o uno existente, que haya cambiado en tamafo, forma o color. Una guia
para distinguir entre un lunar normal y uno que no lo sea, es la observacion de las siguientes
caracteristicas: lunares que presentan asimetria, borde irregular, méas de dos colores, diametro
mayor a 5 mm y evolucion en el tiempo (Figura 1.6). Otras senales de advertencia son la

inflamacion, sangrado y cambio de sensibilidad [52].

Figura 1.6: Criterios para la deteccidon temprana de melanoma cutaneo. (Fuente: The Americam Academy of

Dermatology)

1.3.4 Diagnoéstico y clasificaciéon

El diagndstico por un especialista dermatdlogo, buscard la identificacion de la lesion,
confirmacion histopatoldgica y estadificacion de la enfermedad, con el fin de abordar el
tratamiento. Historicamente una clasificacion histopatoldgica divide a los melanoma segun el
grado de invasion en 4 grupos principalmente: melanoma con diseminacion superficial,

melanoma nodular, lentigo maligno melanoma y lentiginosis acral [53].

Una vez confirmado el melanoma se aplican otros criterios de clasificacion. El sistema TNM (T:
tamafio del tumor ; N: afectacion o no de los ganglios linfaticos regionales ; M: presencia o no de
metastasis a distancia), por ejemplo, es un sistema de estadificacion que permite clasificar la
progresion del cancer. Con este fin utiliza el tamaio y la extension del tumor primario, grado de
afectacion linfatica, y la presencia de metastasis. Criterios aprobados internacionalmente [54]
establecen la siguiente clasificacion: estadio I y II, se compone de los pacientes sin metastasis

regionales o distantes. En el estadio III, los pacientes tienen metéstasis ya sea en los ganglios
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linfaticos regionales o en los sitios intralinfaticos. Por ultimo el estadio IV, los pacientes tienen

metastasis viscerales.

Un sistema de clasificacion mas reciente, agrupa a los melanomas en subtipos segun las
caracteristicas moelculares de los disitntos melanoma. La clasificacion molecular de la

enfermedad permite guiar acciones terapéuticas especificas de acuerdo al tipo de tumor [55].

1.3.5 Factores Pronésticos

El prondstico del melanoma estd muy relacionado con el grado de avance de la enfermedad al
momento de su deteccion. El espesor tumoral, la ulceracion y el indice mitdtico, son importantes
indicadores de la supervivencia en aquellos con enfermedad menos avanzada. Por ejemplo,
pacientes con un estadio 1A, con lesion menor de 1 mm de grosor, sin ulceracion tienen una
sobrevida de 93 % a los 10 afos. Los pacientes con enfermedad en estadio IIC (es decir, lesion
de mas de 4 mm de espesor con ulceracion) tienen una sobrevida de 53% a los 5 afios y un 39 %
a 10 afios. Pacientes con un estadio IIIA, lesién de cualquier grosor, sin ulceracidon, con
metastasis microscopica) tienen un 70% a los 5 afios la tasa de supervivencia, mientras que un
estadio ITIIC, con metastasis y ganglios linfaticos afectados tienen un 33% de sobrevida a los 5
anos. En los pacientes con estadio IV de la enfermedad, el sitio de la metastasis y el nivel de
lactato deshidrogenasa son los factores prondsticos mas importantes. Los pacientes que tienen
metastasis en la piel o en los sitios distantes se clasifican en el grupo M1a. Estos pacientes tienen
una tasa de supervivencia al afio de 62%. Los pacientes con metastasis en los pulmones se
clasifican en el grupo M1b y tienen una supervivencia del 53% al afio, mientras que aquellos con
metastasis en sitios viscerales tienen peor pronostico con una tasa de supervivencia del 33% al
afio. Dos niveles de elevados de lactato deshidrogenasa en 24 h, clasifica a un estadio IV en el

grupo M1c independientemente del sitio de metastasis [56, 57].

1.3.6 Técnicas de imagen en el diagnostico de melanoma

En vista de la relacion existente entre el grado de avance y la expectativa de vida, la
identificacion precoz y reseccion del melanoma primario ofrecen las mejores posibilidades de

cura, mientras que el melanoma metastésico es casi siempre fatal.

En dermatologia, una de las herramientas de diagnostico mas utilizadas para la identificacion de

alteraciones pigmentadas es la dermatoscopia. Es una técnica de diagnostico por imagen no
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invasiva aplicada a las lesiones de la piel, fundamentalmente tumores cutdneos pigmentados, que
permite la observacion de una serie de parametros en cada lesion que traducen una estructura
histopatologica. Una vez identificada la lesion el diagndstico es confirmado mediante una biopsia

y su estudio histopatologico.

Una caracterizacion mas extensa comprende biopsia del ganglio centinela, asi como distintas
técnicas de imagen en busca de sitios de metastasis. Cuando la via linfatica es invadida por el
tumor la gravedad de la enfermedad aumenta, esto hace que el estudio de las vias y ganglios
linfaticos sea de gran importancia. Historicamente, la forma de evaluar los ganglios linfaticos de
una region del cuerpo era removerlos todos con cirugia y examinarlos microscopicamente. La
evaluacion de los ganglios vecinos experimentd un gran progreso con la “técnica del ganglio
centinela”. La misma consiste en una inyeccion subdérmica o intradérmica de una sustancia de
contraste (colorante y/o material radiactivo) en la vecindad del melanoma. Luego, se busca con
un método de deteccion externa, cudl es el grupo ganglionar que recibe la linfa procedente del
tumor, y asi identificar el o los ganglios a remover con cirugia minima radioguiada (en el caso de
uso de n radiotrazador). Este ganglio llamado "centinela" es analizado microscdpicamente: si se
halla comprometido por tumor, se sigue adelante y se remueven los ganglios de esa region
anatomica "vaciamiento ganglionar". Si el ganglio centinela se halla libre de melanoma, se
presupone que el resto de los ganglios en esa region también estard libre de metastasis, y no se
requiere extender la cirugia. En Uruguay la técnica de linfocentellografia para la deteccion de
melanoma maligno fue desarrollada en 1984, utilizando como radiotrazadores **™Tc-coloide de
Azufre y de Renio [58]. Posteriormente en nuestro medio, en el afio 1996, se propuso y
desarroll6 la evaluacion centellografica en pacientes con melanoma utilizando un radiocoloide de
uso habitual en perfusion miocardica, el *Tc-MIBI [59]. Debido a su alto valor pronéstico, la
detecciéon del ganglio centinela con linfocentellografia y las biopsias radioguiadas son

procedimientos utilizados de rutina en melanoma cutaneo [60, 61].

El uso reciente del radiofarmaco "*FDG (2-Desoxi-2-fluoro-D-glucosa), un andlogo de glucosa,
en PET-CT es un método bien aceptado para el diagndstico oncoldgico. Sin embargo, la
sensibilidad de dicha técnica para el diagnostico de melanoma en estadios iniciales es de un 30%
[62]. En estadios III y IV, es una modalidad 1til, en particular para ayudar a detectar metastasis
en tejidos blandos, ganglios linfaticos y metastasis viscerales [63]. Sin embargo, resultados falsos

negativos se han informado en lesiones pequefias con un didmetro > 0.3-0.5 cm, por ejemplo,
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metastasis subcutanea [64] o metastasis de pulmoén [63], ademads de resultados falsos positivos en

presencia de lesiones inflamatorias [65].

Es asi que seria deseable el desarrollo de nuevas modalidades de imagenes moleculares
especificas, adaptadas para la evaluacion in vivo y no invasiva de pacientes con melanoma en el

diagnostico de extension lesional y monitoreo terapéutico.

1.4 Imagenologia molecular y medicina nuclear

La imagen molecular comprende la visualizacion, la caracterizacion y medicion de los procesos
biologicos a nivel molecular y celular, en seres humanos y en otros organismos vivos. Para ello

genera imdgenes en dos o tres dimensiones. Las técnicas utilizadas incluyen iméagenes obtenidas
mediante el empleo de radiotrazadores, resonancia magnética nuclear, imagenes opticas,

ultrasonido y otras [66].

Uno de los grandes campos de aplicacion de las imagenes moleculares es la oncologia. La
imagenologia molecular combina métodos de imagen no invasiva, con herramientas de biologia
molecular y celular. Inicialmente, la imagenologia en medicina nuclear se basaba en una
visualizacion estructural y anatdémica. Més adelante, avances en biologia molecular, medicina
nuclear y radiofarmacia, entre otras disciplinas, hicieron posible visualizar procesos celulares y
bioquimicos. Actualmente, la bisqueda de nuevos radiotrazadores, se basa en la busqueda de
moléculas dirigidas especificamente a blancos o marcadores moleculares, que permitan la

caracterizacion del tejido in vivo.

Las técnicas de imagenologia molecular PET y SPECT son modalidades de imagen que utilizan
moléculas marcadas radioactivamente y que se distribuyen en el organismo luego de su

administracion. Las imagenes son formadas por deteccion externa de la radiacion emitida.

La camara gamma es un dispositivo de captura de imagenes que consta de un equipo de deteccion
de radiacion gamma. A partir de varias proyecciones o cortes bidimensionales se puede realizar
una reconstruccion tridimensional que es lo que se denomina un SPECT. Para el uso de
centellografia gamma y SPECT, las moléculas son marcadas con radionucleidos emisores gamma

puros (Figura 1.7).

22



Introduccién

En el caso de PET la molécula es marcada con un radionucleido emisor de positrones, los que por
aniquilacion producen 2 fotones en direcciones opuestas de 511 KeV. Los detectores de un
tomografo PET estan dispuestos en anillo alrededor del paciente, la deteccion en coincidencia de

los fotones generados en cada aniquilacion permiten la construccion de la imagen (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Esquema del proceso de adquisién de una imagen PET
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En la medicina clinica es tan importante conocer la fisiologia, como la morfologia en condiciones
normales y patolégicas. Técnicas como la CT y la RM, que han sido determinantes para el
diagnostico morfoldgico. Es asi que la imagen molecular tiende a la fusion de técnicas como la
TC y la RM, junto con el PET y SPECT, combinando la informacion funcional con la anatomica

[67].

1.5 Radiofarmacos

Un radiofairmaco es una sustancia quimica definida, que contiene atomos radiactivos en su
estructura, y que por su forma farmacéutica y tipo de radiacion, es apto para ser administrado en
seres humanos con fines de diagnostico o terapia en medicina nuclear. La gran mayoria son
moléculas organicas e inorganicas de composicion definida, y son administrados por via venosa.
También pueden ser macromoléculas marcadas radioactivamente, como anticuerpos

monoclonales o sus fragmentos.

1.5.1 Radiofarmacos peptidicos

El uso de radiopéptidos en oncologia nuclear, es un paso importante en el camino hacia la
imagenologia molecular. Los péptidos son moléculas de gran importancia bioldgica debido a su
participacion en gran parte de los procesos fisiologicos. Estan involucrados en el control y
modulacion de la funcion celular, comunicacion inter-celular, asi como también son claves en la
activacion o supresion de vias de sefializacion intracelular mediante interacciones no covalentes
con proteinas receptoras. Si bien existen algunos péptidos nativos que se utilizan actualmente
como drogas (insulina, calcitonina y oxitocina), los agentes peptidicos con aplicacion terapéutica
generalmente son analogos peptidicos que mimetizan el ligando nativo, es decir que su
farmacdéforo imita al del péptido nativo en el espacio tridimensional y que retiene la capacidad de

interactuar con su diana bioldgica, y producir un efecto bioldgico agonista o antagonista [68].

Los radiopéptidos son herramientas atractivas para el diagnostico y tratamiento del cancer debido
a que una variedad de tumores sobreexpresan receptores para péptidos reguladores u hormonas
péptidicas. Los mejores ejemplos que ilustran estos conceptos son los andlogos de somatostatina
radiomarcados, que actualmente se emplean en la clinica para el diagnético y terapia de tumores

que sobreexpresan receptores de somatostatina (Figura 1.9) [69, 70]
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Figura 1.9: Ejemplo de anélogo de la somatostatina humana

Los radiopéptidos presentan algunas ventajas respecto de los anticuerpos radiomarcados. Por
ejemplo, tienen menor respuesta inmunogénica, rapida distribucion y gran especificidad por su
blanco molecular. Ademdas pueden ser sintetizados, modificados especificamente de forma de
aumentar su estabilidad y propiedades farmacocinéticas, sin las limitaciones impuestas por los
sistemas de produccion bioldgicos. Los péptidos al eliminarse mas rapido de la circulacion que
los anticuerpos (elevado peso molecular), logran relaciones de captacion blanco/no blanco
mayores. Cuando se comparan con moléculas pequefias los péptidos presentan elevada
especificidad y mayor afinidad, baja acumulacién en organos, baja toxicidad y una mayor
tolerancia a las modificaciones quimicas sin perder afinidad por su blanco. Sin embargo los
farmacos peptidicos presentan algunas desventajas como ser su baja estabilidad metabdlica
consecuencia de la rapida degradacion por peptidasas. Esto origina efectos biologicos de corta
duracién y baja biodisponibilidad oral por lo que deben ser administrados de manera subcutanea

o por via intravenosa [71, 72].

Existen algunos requisitos para el uso de péptidos como radiofarmacos, en primer término es
conveniente que el receptor o molécula blanco se encuentre sobre-expresado o tenga expresion
unica para la enfermedad. El radioligando debe retener la afinidad y en el caso de aplicaciones

radioterapéuticas su internalizacion es necesaria para lograr mayores tiempos de residencia. Otro
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aspecto importante a tener en cuenta es la estabilidad metabdlica, no solo de la secuencia

peptidica sino también del péptido radioconjugado [73].

1.5.1.1 Desarrollo del radiotrazador

Un radiopéptido especificamente dirigido estd constituido por un péptido biolégicamente activo
acoplado a un agente quelante bifuncional o AQB, en el caso de radiometales, o a un grupo
prostetico en el caso de la incorporacion de haldgenos radioactivos como el fluor o iodo. La
biomolécula funciona como transportadora del radionucleido al sitio donde se ubica el blanco
molecular especifico (Figura 1.10). Su localizacion estd basada en interacciones con su receptor
especifico, y son principalmente, sus propiedades quimicas las que condicionan la ruta
metabdlica del radiofdrmaco dentro del organismo. Un agente quelante es una molécula que
puede ser unida covalentemente a la molécula vector y que también es capaz de quelar al
radiometal, la eleccion del mismo queda determinada por la naturaleza y estado de oxidacion del
radiometal. La eleccion del radioisétopo depende de las aplicaciones médicas que se pretenden
para el radiofarmaco. La ventaja principal de esta estrategia es la posibilidad de conservar la
afinidad del péptido por su receptor mediante un cuidadoso disefio e incorporacion del

radionucleido.

Figura 1.10: Agente de imagen molecular
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Entonces, el paso inicial en el desarrollo de un radiofarmaco peptidico, una vez definido el

blanco molecular, comienza con el hallazgo o disefio de la molécula bioldgicamente activa. Esta

etapa del proceso puede ser abordada mediante distintas estrategias de sintesis [74]:

(@)

Diseflo racional de la biomolécula peptidica: donde ya se conoce la estructura del ligando
o donde se tiene conocimiento de la estructura del receptor o su sitio de union. En base a
informacion estructural del sitio de unién es posible seleccionar aquellos compuestos
cuya interaccion sea mas probable, para luego ser sintetizado y evaluado en ensayos

bioldgicos

(b) Quimica combinatoria: involucra la sintesis rapida de un gran nimero de moléculas

(c)

diferentes, pero estructuralmente relacionados. Se basa en reacciones de moléculas
organicas sencillas, con puntos de diversidad y su unidén sistematica en todas las
combinaciones posibles.

Libreria de fagos: consiste en la seleccion de péptidos sin necesidad de un conocimiento
estructural del receptor o blanco. Las secuencias peptidicas son seleccionadas de una gran
poblacion de fagos que exponen este tipo de moléculas en su superficie. El procedimiento
de seleccion consiste en unir los fagos a una diana de interés inmovilizada. Los fagos no
adheridos son eliminados con varios lavados y posteriormente los fagos unidos son

seleccionados.

Una vez identificada la secuencia peptidica de reconocimiento, distintas estrategias permiten

mejorar la afinidad, estabilidad metabdlica y farmacocinética del precursor.

1.5.1.1.1 Optimizacion de la afinidad

Una estrategia puede ser la modificacion del compuesto inicial mediante sustituciones de un

aminoacido por otro. Otro enfoque es la creacion de compuestos multiméricos, en los cuales una

molécula presenta varios sitios de unién. El aumento de afinidad en estos casos puede ser debido

a una unioén cooperativa, que aumente la afinidad (para moléculas capaces de unir a dos blancos

moleculares al mismo tiempo), o debido a un aumento aparente de la concentracion de ligando

[74].
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1.5.1.1.2 Optimizacion de la estabilidad metabdlica

Los péptidos lineales tienen muy baja estabilidad metabdlica. Una variedad de peptidasas
presentes en sangre, higado y rifion, degradan al péptido en minutos antes de realizar su funcion.
Dichas enzimas pueden clasificarse en dos grupos, las exopeptidasas y las endopeptidasas. Las
primeras degradan el enlace amida N- o C- terminal, mientras que las endopeptidasas hidrolizan

enlaces amida dentro de la secuencia peptidica.

Existen varias estrategias para evitar la degradacion enzimatica. Una de ellas es la ciclacion de la
estructura peptidica, de esta forma el extremo N-terminal es conjugado con el C-terminal,
impidiendo la degradacion por exopeptidasas. Ademads, en el caso de péptidos ciclicos con un
tamafio de ciclo pequefio, puede limitar el acceso de las endopeptidasas, ya que las mismas
requieren una conformacion mas extendida para su accion. El problema de esta estrategia es que
la secuencia biol6gicamente activa queda fija en una conformacion espacial, lo que puede llevar a
una disminucién, o en el mejor de los casos, a un aumento de la afinidad por el receptor. Un
ejemplo de andlogos peptidicos ciclicos que mejoraron su estabilidad son los péptidos RGD

especificos para integrinas [73].

Otro abordaje para aumentar la estabilidad, se enfoca en la sustitucion de aminoacidos naturales
por sus andlogos enantioméricos D o por aminodcidos no naturales. Algunas endopeptidasas
tienen sitios de degradacion especifico, por ejemplo la tripsina es especifica por Arg y Lys,
mientras que la quimotripsina es especifica por Trp, Tyr y Phe, entonces la sustitucion de estos

por sus analogos no naturales inhiben su accidon enzimatica [75].

Otra estrategia atractiva y ampliamente utilizada incluyen modificaciones a nivel del enlace
amida, consiste en el reemplazo del enlace peptidico por un enlace sustituto. Enlaces isosteros
estratégicamente colocados también puede mejorar las propiedades de biodisponibilidad y
transporte [67]. Generalmente, los isOsteros no restringen conformaciones globales, pero tienen
influencia sobre la estructura secundaria a través de diferentes enlaces de hidrogeno y longitud de

la cadena peptidica. Esta estrategia ha sido utilizada para estabilizar andlogos de neurotensina.

1.5.1.1.3 Optimizacion de la farmacocinética

A veces es necesario mejorar propiedades del metabolismo del péptido relacionadas con su

depuracion sanguinea, vias de eliminacidon, union a proteinas, etc. Frecuentemente no toda la
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secuencia peptidica es necesaria para el reconocimiento del blanco, por lo tanto, existen
fragmentos de la secuencia que toleran modificaciones. Los abordajes que permiten variacion de
las propiedades farmacocinéticas incluyen conjugacion de carbohidratos, adicién de fragmentos
de polietilenglicol o aminoéacidos hidrofilicos [75]. Los efectos de dichas modificaciones
dependen mucho de las caracteristicas de la estructura lider, por lo que sus efectos no son
facilmente predecibles. En ocasiones la propia estrategia de marcacion puede servir para
modificar la farmacocinética, ejemplos de estos cambios se observan con el uso agentes quelantes
como el DTPA o DOTA. Marcaciones con ~“"Tc de péptidos derivatizados con HYNIC

modifican sus propiedades farmacocinéticas segun los coligandos que utilizan [77].
1.5.2 Radiofarmacos de Diagnéstico

Dependiendo de sus aplicaciones médicas, los radiofarmacos se pueden dividir en dos clases: de
diagnéstico y de terapia. Los radiofarmacos de diagnoéstico en el caso de la centellografia gamma
contienen radionucleidos que emiten radiacion gamma con una energia entre 30 y 300 KeV. En el
caso de los radiofarmacos para PET, los radionucleidos utilizados son emisores de positrones por

ejemplo '°F, ''C, "0 [72].

En general, los radiofarmacos de diagnéstico no presentan actividad farmacologica debido a que
se administran en cantidades trazadoras en el rango nano y pico molar. Su objetivo principal es
obtener de una forma no invasiva la descripcion detallada de la morfologia de acuerdo a la
funcién en estudio sin tener efectos farmacoldgicos. Requieren que su pureza radioquimica o
PRQ sea mayor a 90%, puesto que la inyeccion de una mezcla diversa de especies del
radionucleido disminuye la captacion en el 6rgano blanco, y aumenta innecesariamente la dosis

de la radiacion en 6rganos no blancos [78].

Los radiofarmacos de diagndstico son predominantemente complejos metalicos. Los mismos son
de particular interés por su amplio rango de propiedades quimicas y nucleares (tipo de radiacion,

1 ®™T¢ es el

periodo de semidesintegracion, gran capacidad de coordinacion, etc). Entre éstos e
, . e .. L ., 111

mas ampliamente utilizado en medicina nuclear, si bien se usan también el ~ 'In, 7Ga entre otros.

También se pueden incorporar isétopos no metalicos a moléculas organicas, como es el caso de

gy 1251 79, 80]
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1.5.3 Propiedades del Techecio-99m

La eleccion del radioisotopo depende ampliamente de las propiedades fisicas y nucleares,
disponibilidad y costos. Uno de los is6topos con mayor utilidad en medicina nuclear es el
metaestable ™ Tc con un periodo de semidesintegracion (T;,) de 6.01 h, decae por transicion
isomérica mediante la emision de un foton gamma de 142 Kev al isdtopo relativamente estable

PTc (T1, =2,5 x 10 afios).

El ™ T¢ es un radioisotopo perteneciente al Grupo VII B correspondiente a la 2* serie de los
metales de transicion. El tecncecio presenta multiples estados de oxidacion que van desde -1 a
+7, siendo los mas estables el estado +7 (TcOy4) y +4 (TcO;). Posee un indice de coordinacion de
4 a 9. La quimica del tecnecio es dominada por la formacion de complejos en los cuales el metal
deficiente de electrones actia como aceptor de electrones provenientes de atomos o grupos

funcionales capaces de donar electrones.

1 99m;

En soluciéon acuosa, e Tc esta presente en la forma més estable como anién pertecneciato

#™TcOy4. Debido a que el tamafio y la carga son similares a las del I, la biodistribucion del
POy es similar a la observada para el anion del yodo. Sin embargo, debido a la estabilidad y
poca reactividad del *™TcO, , el mismo no puede ser quelado o incorporado directamente a una
molécula, motivo por el cual es necesaria una previa reduccion del estado de oxidacién con

agentes reductores adecuados [81].

El *™Tc es producto del decaimiento B~ del *’Mo (T;, = 66 h), y es obtenido a partir de
generador. En 1958 cientificos del Brookheaven National Laboratory crearon el primer
generador. Un generador *’Mo-"""Tc esta basado en la adsorcion del radionucleido padre Mo en
una columna de alimina, mientras que el **™Tc se obtiene por decaimiento del *’Mo. E1 **™Tc se
obtiene en forma de **™TcOy por elucion de la columna con una solucion salina. La produccion
comercial de generadores de *’Mo -"""Tc es llevada a cabo mediante fision nuclear de ***U o por

irradiacion neutrénica del **Mo [82] (Figura 1.11). El suministro de **™

Tc a través de generador,
permite la disponibilidad permanente a bajo costo del radionucleido en cualquier servicio de
medicina nuclear, en comparacion con otros radionucleidos. En la figura 1.11 se muestra un

esquema del decaimiento radiactivo del ’Mo y del *™Tc.
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El *™Tc se obtiene del generador como el anién pertecneciato, **"TcO4 (+7), para que sea
incorporado por un agente quelante, debe ser reducido a un estado de oxidacion menor con mayor
reactividad quimica. Una vez reducido a estados de oxidacion menores, el Tc es capaz de unirse a
un gran namero de moléculas orginicas e inorganicas bajo la forma de complejos de
coordinaciéon. Debido a que durante este proceso se puede obtener una mezcla de estados
reducidos del Tc, es de gran importancia controlar las condiciones de reaccion de modo de
obtener en mayor proporcion la especie de interés. También es importante evitar la formacion de
especies hidrolizadas del Tc como lo es el TcO, 6xido hidratado, ya que ademas de disminuir el

rendimiento del marcado, puede interferir en el procedimiento diagnostico.
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Figura 1.11: A) Generador *Mo -*"Tc B) Decaimiento radiactivo del *Mo y del *™Tc

El agente reductor utilizado con mayor frecuencia es el Sn™, el mismo presenta baja toxicidad y
buen poder reductor, obteniéndose elevados rendimientos de marcado. Se lo puede utilizar bajo la
forma de cloruro, fluoruro, citrato o tartrato. Por lo tanto en la mayoria de las preparaciones con

%mT¢, en el preparado final pueden estar presentes por lo menos tres especies radiactivas:

o P™¢ libre bajo la forma de *™TcO,’, que no ha sido reducido por el agente reductor

empleado.

o "¢ reducido que no reaccioné con el agente ligando y se encuentra como

9mTc0,.H,0

o Compuesto de interés marcado con *™Tc
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1.5.3.1 Radiofarmacos de **"Tc

Los radiofarmacos de tecnecio son utilizados en muchas aplicaciones diagnosticas. Debido a sus
multiples estados oxidacién presenta una gran versatilidad quimica, haciendo posible la
formacion de complejos con caracteristicas especificas. Pueden ser clasificados en productos de

primera, segunda y tercera generacion.

Los radiofairmacos de primera generacion se utilizan para determinar funciones fisiologicas
basicas e inespecificas. Consisten generalmente en formulaciones de un vial estéril y liofilizado,
que contiene SnCl, como agente reductor y que son reconstituidos mediante la adicion del
pertecneciato. A modo de ejemplo pueden citarse el pirofosfato y el azufre coloidal para estudios

6seos y hepaticos respectivamente.

Una segunda generacion de radiofarmacos surgié con la necesidad de disefiar complejos de
tecnecio en los cuales la biodistribucion y captacion en el blanco dependen exclusivamente de su
lipofilicidad, tamafio y carga. Son compuestos disefiados tomando en consideracion los

conocimientos acerca de la quimica del ™

Tc y la relacion estructura-actividad para optimizar la
captacion en el organo blanco. Esta generacion incluye radiofairmacos de uso corriente en la

clinica para estudios de perfusion cerebral y de miocardio.

Posteriormente surgio el desarrollo de una tercera generacioén de radiofAirmacos que consistio en
la marcacion de moléculas y biomoléculas con una actividad biologica especifica. Debido a que
la captacion por blanco molecular reside en que la molécula marcada sea biologicamente activa,
las estrategias de marcacion deben apuntar al mantenimiento de las propiedades bioquimicas y

fisioldgicas de la molécula [83].
1.5.3.2 Estrategias de marcacién con *"Tc

En la busqueda de radiofairmacos especificamente dirigidos a blancos moleculares, se han
desarrollado distintas estrategias que permiten la union del *™Tc a péptidos y proteinas. Dentro
de las estrategias de marcado podemos distinguir entre: enfoque integrado, uso de agentes

quelantes bifuncionales, o una estrategia hibrida [79].

El enfoque integrado, consiste en el reemplazo de un fragmento del ligando por un quelante no

natural, de forma de que se produzcan alteraciones minimas en el tamafio, conformacion y
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afinidad por el receptor. En esta estrategia la incorporacion del metal quelado constituye parte
importante del motivo de unién (Figura 1.12). Sin embargo, esta estrategia ha llevado a ligandos
con menor afinidad, probablemente el cambio de enlaces C-C por enlaces del metal con —N, —O,

—S tienen gran impacto en el tamafio y conformacion llevando a una disminucion de la afinidad

[84].

Figura 1.12: Esquema del enfoque integrado. (Fuente: S Liu, 2003)

La estrategia de agentes bifuncionales se basa en el uso de una biomolécula con afinidad por un
receptor blanco, un AQB que sea capaz de unirse a la biomolécula y coordinar al metal, siendo
opcional la utilizacion de un espaciador en el caso de querer preservar el sitio bioactivo o para
modificar propiedades farmacocinéticas (Figura 1.13). La molécula vector puede ser una
proteina, péptido, moléculas organicas, etc. La eleccion del AQB esta determinada por la
naturaleza y estado de oxidacion del radiometal. Este enfoque es uno de los mas utilizados,
debido a que permite conservar las propiedades de reconocimiento de la molécula vector, y elegir
cuidadosamente el agente bifuncional. Esta estrategia también permite un enfoque indirecto, ya

99m

que es posible preformar el complejo de ~"Tc con un AQB y posteriormente este complejo se

conjuga a la molécula de interés [79, 80].

Biomolécula

[ Espaciador ‘@

Agente Cluelante

Figura 1.13: Esquema del enfoque bifuncional
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El enfoque hibrido, el radiometal es quelado por una secuencia de tres péptidos (Gly,Gly,Gly;
Cys,Gly,Gly; Gly,Cys,Cys o Cys,Gly,Cys) que presenten un grupo de atomos donadores de
electrones. Esta secuencia peptidica puede ser parte de una estructura linear, o ser parte de la

conformacion de un péptido ciclico (Figura 1.14) [80, 85].

(G G

Péptido

Péptido lineal e
ciclico

L H N

Figura 1.14: Esquema del enfoque integrado. (Fuente: S Liu, 2003)

1.5.4 Agente bifuncional HYNIC

El grupo 6-hidrazinonicotinil (conocido como HYNIC), un derivado del sistema heterociclico
piridina, es ampliamente utilizado como agente bifuncional, y ha sido conjugado a diferentes
biomoléculas en el desarrollo de radiofarmacos de *’™Tc. Abrams y colaboradores fueron los
primeros en describir la sintesis de HYNIC y la evaluacion in vivo de bioconjugados de HYNIC
[86]. Desde entonces se ha utilizado con éxito en la marcacion de anticuerpos, y biomoléculas
pequenias como péptidos y nucledtidos; siendo un agente bifuncional que permite marcaciones
répidas, en condiciones moderadas y con elevada eficiencia [70, 87, 88]. HYNIC es conjugado a
las biomoléculas mediante la formacion de un enlace amida a través de la reaccion del éster
activado de un derivado de HYNIC con una amina presente en la biomolécula (Figura 1.15), o en

el caso de péptidos mediante el acople directo.
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Figura 1.15: Uso de HYNIC como BFC. Representacion de las estructuras propuestas para los
radioconjugados formados utilizando tricina como coligando [79,80].

HYNIC puede coordinar al metal a través del atomo de N del anillo de piridina y/o 4&tomo de N
del grupo hidrazino, siendo ademdas necesaria la utilizacion de coligandos para completar la
esfera de coordinacion del tecnecio. Algunos coligandos comtinmente utilizados se muestran en
la Figura 1.16, donde la eleccion de los mismos permiten modificaciones en propiedades como la
hidrofilicidad y farmacocinética del compuesto [77]. El uso de distintos coligandos si bien ha
permitido gran versatilidad de los complejos disefiados, también genera cierto grado de
incertidumbre a la hora de determinar la estructura de la esfera de coordinacion, y en como

optimizar los complejos.

El uso de coligandos generalmente resulta en la formacién de una mezcla de complejos de
coordinaciéon, mediante la formacion de una mezcla de isomeros. De los coligandos mas
estudiados, se ha observado que el uso del tricina, coligando bidentado en un sistema de ligandos
binario (Figura 1.17), es mas favorable para la reduccion y formacion del complejo inicial con
tecnecio. Sin embargo, se ha observado estabilidad relativamente baja en soluciones diluidas y la
formacion de varios complejos de tecnecio. Por otro lado, el uso de EDDA como coligando

genera menor cantidad de complejos con mayor estabilidad, pero la eficiencia de marcacion es
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menor. Los derivados de trifenilfosfina si bien reducen el nimero de complejos, son voluminosos
y aportan gran hidrofobicidad [89].

HO
C——NH
//\\\—CDOH NH HN—
HO OH / \
HOOC COOH
a
SOy S0y b
O
:I: ~p~ i X OH
/
N
d

S0y

Figura 1.16: Coligandos mas utilizados para la marcacién de HYNIC con omTe: a) Tricina; b) EDDA; c)
derivado hidrosoluble de trifenilfosfina; d) acido nicotinico [79,80].
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Figura 1.17: Algunas de las representaciones propuestas para complejos de 9MTC-HYNIC. Sistema de ligandos

binario utilizando tricina como coligando. (Fuente: Liu, Shang, 2005)
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Con el fin de reducir en nimero de complejos, Liu y colaboradores han evaluado sistemas
ligandos ternarios utilizando tricina y trifenilfosfina como coligandos [Tc (HYNIC-
BM)(tricina)(TPPTS)]. En dicho complejo ternario, HYNIC actiia como ligando monodentado
debido a la presencia de los coligandos. Diferentes isomeros pueden formarse (Figura 1.18), por
ejemplo, HYNIC puede actuar como ligando monodentado en presencia de una tricina
tetradentada y trifenilfosfina monodentada, sin embargo en complejos macrociclicos HYNIC
puede participar como ligando bidentado desplazando el enlace de la trifenifosfina y la tricina
actuando como ligando tridentado. Ademas cuando HYNIC actlia de manera monodentada se
pueden generar dos isdmeros conformacionales debido a la libre rotacion en el agente quelante.

Esto podria explicar la presencia de los diferentes isomeros encontrados [90].

H
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H
OH ~O-H OH OH OH ~0-H OH ~O-H
HYNIC monodentado HYNIC bidentado Posible isomeros conformacionales

99m

Figura 1.18: Sistema de ligando ternario de ™ Tc: posibles estructuras utilizando tricina como coligando, L=

trifenilfosfina. (Fuente: S Liu, 2005)

1.5.5 HYNIC: grupos protectores

El grupo hidrazino libre, presente en derivados de HYNIC como en conjugados HYNIC-
bimolécula, tiene una alta susceptibilidad a dar reacciones de oxidacion por accion de la luz.
Debido a este tipo de reacciones, las cuales pueden provocar la descomposicion del agente
bifuncional, este debe ser almacenado a bajas temperaturas en frascos ambar y preferentemente
bajo la forma de una sal (generalmente clorhidrato o trifluoroacetato). Ademads, la elevada
nucleofilia del grupo hidrazino libre puede dar reacciones con moléculas electréfilas. Por
ejemplo, puede reaccionar con aldehidos y cetonas presentes en muchos materiales plasticos y en
el caso del derivado Suc-HYNIC, el cual presenta un agrupamiento éster activado en su

estructura, puede reaccionar consigo mismo conduciendo a reacciones de polimerizacion.
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Varias proteinas han sido marcadas utilizando HYNIC como agente bifuncional, la reaccién de
conjugacion con el agente bifuncional ocurre a través de la formacion de un enlace amida, entre
el grupo éster activo de un derivado de HYNIC con los grupos amino libre presentes en la
proteina (e-amino de los residuos de lisina o N-terminal) [86, 88]. Debido a que las reacciones de
conjugacion ocurren con un exceso molar de HYNIC, y de que el grupo hidrazino reactivo se
pueda encontrar libre en solucion acuosa, es muy probable que el éster activado también
reaccione con el grupo hidrazino altamente nucleofilico, lo cual puede conducir a reacciones de
polimerizacion de HYNIC. Por este motivo, es de vital importancia el uso de analogos de
HYNIC que presenten el grupo hidrazino protegido (Figura 1.19), evitando de esta forma
interferencia del grupo hidrazino durante la conjugacion y permitiendo una proteccion contra la
oxidacion y el bloqueo del mismo por formacién de una hidrazona debido a la presencia de

aldehidos contaminantes.

Este tipo de reacciones no deseadas puede hacer muy dificil mantener la pureza y estabilidad del
complejo HYNIC-biomolécula durante el proceso de sintesis. Para prevenir la descomposicion o
degradacion del conjugado se han logrado sintetizar diferentes derivados de HYNIC los cuales
presentan al grupo hidrazino adecuadamente protegido. Los principales grupos protectores
utilizados son el t-butoxicarbonil (Boc) [92], trifluorometilcarbonil (TFA) [93] y agrupamientos
hidrazona [93] (Figura 1.19). En este sentido, la formacion de hidrazonas, en los conjugados
HYNIC-biomolécula, tiene como ventaja que su formacion puede darse eficientemente en un
medio anhidro y posteriormente durante el proceso de radiomarcado en medio acuoso se lleva a

99m

cabo la desproteccion y formacion del complejo con “""Tc via hidrazino libre en un solo paso

1 99m

[93]. El rendimiento de la formacion del complejo entre el ~ " Tc con el ligando bifuncional y co-

ligando depende ampliamente de la cinética de la hidrolisis de la hidrazona, asi como de la
concentracion total del conjugado de HYNIC-biomolécula en la mezcla de reaccion. Cuanto
mayor sea el grado de hidrolisis de la hidrazona, mayor sera el nimero de grupos hidrazino libres

1 99m

disponibles para coordinarse a Tc, por tanto aumentard el rendimiento de marcado del

complejo formado con **™

Tc. Sin embargo, la hidrélisis no necesita ser completa, dado que
generalmente hay varios equivalentes del conjugado Biomolécula-HYNIC-hidrazona en exceso

por equivalente de tecnecio en la reaccion.
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Figura 1.19: Derivados de HYNIC con grupo hidrazino protegido

El marcado de péptidos sintéticos con *’"Tc via HYNIC, es una estrategia ampliamente utilizada.
Se han descrito varias estrategias de conjugacion, marcacion y mayor variedad de coligandos [77,
88]. Debido a que los péptidos pueden resistir temperaturas mas elevadas y condiciones quimicas
mas extremas que las proteinas, es posible pensar en estrategias de conjugacion y marcacion con
el grupo reactivo hidrazino protegido. Algunos trabajos describen el acople directo sitio
especifico de HYNIC protegido con el grupo Boc durante la sintesis automatica en fase sélida,
siendo desprotegido en el ultimo paso de sintesis del péptido durante la etapa de desanclaje de la
resina en condicion de acido trifluoroacético [91]. Otro grupo describié que el andlogo protegido
con un grupo triflurometilcarbonil puede ser marcado con **™Tc sin necesidad de exposicion
previa del grupo quelante, y que la formacion de dicha proteccién ocurre como un producto
secundario debido a las condiciones de desanclaje durante la sintesis del péptido en fase solida

[95].
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Antecedentes y Justificacion

El melanoma, como se menciond anteriormente, es uno de los canceres humanos mas agresivos.
Este tipo de cancer da cuenta del 5% de todos los canceres de piel, sin embargo es el responsable
del 75% de las muertes relacionadas con el cancer de piel. Su tasa de incidencia ha presentado el
mayor crecimiento en el mundo, observandose también un aumento en la incidencia y mortalidad
en nuestro pais. La sobrevida de los pacientes portadores de melanoma esta directamente
relacionada con un diagnostico precoz y preciso de la enfermedad; asi como también de una

evaluacion correcta de la terapéutica aplicada al paciente.

El diagnostico primario de melanoma es clinico y confirmado mediante una biopsia del sitio de
lesion. El uso de técnicas de imagen para evaluar la progresion de la enfermedad, se ha limitado
al uso de agentes de imagen no especificos de melanoma. Entre ellos, el ™ Tc-coloide es
utilizado de rutina para el estudio del drenaje linfatico del ganglio centinela. Mientras que el

18 s . ., .
FDG se utiliza como agentes de imagen para deteccion de metastasis, en etapas avanzadas de la

enfermedad [62, 61].

La sobreexpresion del receptor MCR1 en células de melanoma [96, 97], ha impulsado el
desarrollado de varios analogos de a-MSH (hormona melanocito estimulante) radiomarcados
para su uso como agentes especificos para imagenologia molecular y como potenciales agentes
terapéuticos oncologicos. El nimero de receptores funcionales oscilan entre 1.000-6.000 en
células humanas de melanoma y 5.000-8.000 receptores en células de melanoma murino [98, 99].
Es asi, que siguiendo el mismo principio que el empleado en el desarrollo de los andlogos de la
somatostatina radiomarcados [72], se han desarrollado varios analogos de a-MSH para su uso

como potenciales agentes especificos para imagenologia molecular y terapia de melanoma.

a-MSH es un tridecapéptido siendo su secuencia [Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-
Gly-Lys-Pro-Val-NH;]. Tras la union del agonista, el MCIR es rapidamente internalizado [98].
Estudios de relacion de bioactividad y estructura mostraron que la secuencia His-Phe-Arg-Trp es
la minima secuencia requerida para mediar la funcién melanotropica, y que la sustituciéon en Met
y Phe’ por Nle y D-Phe respectivamente, resulté en un analogo muy potente (NDP-MSH) con

una concentracion inhibitoria de 0.21 nM y mayor estabilidad metabdlica [100].

En la busqueda de andlogos mas afines, especificos y estables, han surgido una variedad de
analogos ciclicos (figura 2.1). Se ha visto que en comparacidon con sus precursores lineales, la
fijacion de la estructura secundaria en forma de un giro beta, permite una conformacion menos

flexible que aumenta la afinidad por el sitio de unidon al receptor. Entre las estrategias mas
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utilizadas se encuentran, las ciclaciones a través de enlaces disulfuro intramolecular entre
residuos de Cys, o mediante una lactama intramolecular entre residuos Glu o Asp y Lys [100], y

basadas en metales de coordinacion [102].

De los andlogos desarrollados como potenciales agentes de imagen para SPECT, los
radionucleidos que se han utilizado con mayor frecuencia han sido el *"Tc y ''In. El ""'In es
otro is6topo muy utilizado en centellografia, decae por captura electronica con la emisién de
fotones gamma de 173 KeV y 247 KeV (con 89 y 95 % de abundancia isotdpica
respectivamente). Su periodo de semidesintegracion es de 67,9 h, y es producido por ciclotron a

través de la reaccion nuclear Cd(n,p)'''In [103, 104].

En este sentido, dichos andlogos de a-MSH presentan como agentes quelantes DTPA y DOTA

111

para coordinancion de In y MAG2 o una secuencia aminoacidica CysGlyCysGly para

coordinar *™Tc¢ [104]. Por ejemplo, analogos lineales de NDP conteniendo MAG2 o

9

CysGlyCysGly como quelantes fueron marcados con *°™Tc presentando relaciones captacion

tumoral 6.52+1.11 y 4.17 £1.34 % A/g respectivamente a los 30 min. En otra oportunidad un

, . . 111
andlogo conteniendo 2 secuencias de MSH fue marcado con

In via DTPA para la realizacion
de un estudio clinico para imagen de melanoma, observandose una sensibilidad de deteccion del
89% [105]. Una variedad de analogos marcados con "1 via DOTA ha sido estudiada con el fin
lograr elevada captacion tumoral y una disminucidon de la captacion inespecifica a nivel renal

[104].

Otra estrategia que también ha sido utilizada, es la ciclacion del péptido a través de la
coordinaciéon con 4tomos de Re y Tc. Dicha estrategia ha sido utilizada por Quinn y
colaboradores, en la cual el ciclo es generado por coordinacion del Re por tres residuos
sulfhidrilos de las Cys**'® y un N del enlace amida Cys* [103]. Estos péptidos ciclicos de Re no
solo han demostrado ser resistentes a la degradacion proteolitica y quimica, sino que también
presentan elevada bioactividad y eliminacion renal mas favorable. Sin embargo, en la busqueda
de analogos que reduzcan la captacion inespecifica por el rifidn surge otro analogo ciclico de Re
que incorpora la sustitucion de la Lys'' por una Arg'' (ReCCMSH(Arg'"), asi como también se
obtuvo el analogo estableciendo el ciclo con *™Tc durante la marcacion. Comparaciones entre
"n-DOTA-ReCCMSH(Arg'"), "'In-DOTA-ReCCMSH, *™TcCCMSH(Arg'") y *"TcCCMSH
mostraron que los andlogos con la Arg'' presentaron la mayor captacion a nivel tumoral, y la

menor acumulacion en rifiones, obteniéndose claras imagenes micro-SPECT-CT en ratones con
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melanoma (ver tabla 1.2). Cabe destacar, que ReCCMSH(Arg'") y otros analogos, también ha
sido marcado con una variedad de radionucleidos emisores de positrones como el ®*Ga, **Cu y

86Y, utilizando distintos agentes quelantes como lo son DOTA, NOTA, CBTE2A [106, 107].

Otra variedad de péptidos ha sido desarrollada utilizando la estrategia de ciclacion por una
lactama intramolecular. Uno de ellos, desarrollado por Rasposinho, el analogo p-Ala’-Nle*-cyc-
[Asp’-His-D-Phe’-Arg-Trp-Lys'°]-NH,, ha sido marcado con *™Tc mediante un complejo con
tricarbonilo, *"Tc¢(CO);. que mostrd buena captacion tumoral y moderada captacion inespecifica
a nivel de rifones, higado e intestinos lo que sugiere que la biodistribucion estd dominada por el
caracter hidrfobico del complejo (figura 2.1) [108]. Miao y colaboradores han trabajado variando
el tamafo del ciclo de los analogos, logrando buena captacion tumoral y menor captacion a nivel

de rifiones de la que presentan los andlogos ciclados mediante enlace disulfuro [109].

Radiopéptido ciclico-metal Modelo T (h) %Alg %Alg Tumor/  Tumor/  Tumor/ Ref
Tumor Tumor Rifién Rifion sangre musculo

SPECT

[* Tc]CCMSH B16/F1 1 10.920.5 22.6+2.7 0.48 6.8 63 [85]
['""In]DOTA-Re-CCMSH B16/F1 2 114429  8.98+0.8 1.3 163 228 [103]
['"'In]DOTA-Re-CCMSH(Arg"") B16/F1 2 17.3£2.5  8.7+1.3 2.0 16 576 [106]
[®"Tc]CCMSH(Arg"") B16/F1 1 14.0+26 11.7¢14 1.2 16 61 [1086]
[*"Tc]pz1-BA-Nle-c(DHFRWK) B16/F1 4 11.3¢1.8  32.1¢1.6 0.35 6.8 61.4 [108]
['""In]DOTA-c(K-Nle-EHFRWGRPVD) B16/F1 2 9.5+1.4  16.2¢1.9 0.59 106 68 [109]
['"'In]DOTA-GE-c(K-Nle-EHfRWGRPVD)  B16/F1 2 104414  13.1+25 0.8 74 173 [109]

Figura 2.1 Datos in vivo de analogos ciclicos de a-MSH para SPECT.

En resumen, a lo largo de varios afios, se ha observado para los analogos que las distintas
estrategias de ciclacion, eleccion de agente quelante y radionucleido, afectan las propiedades
farmacocinéticas y la captacion tumoral, siendo necesario una disminucion de la acumulacion en
los 6rganos de excrecion. Sin embargo, a pesar de un aumento de la incidencia a nivel mundial
no existen al momento agentes de imagen especificos para melanoma. Es asi que seria deseable el
estudio de analogos de MSH marcados con radionucleidos disponibles en nuestro medio, tales

1 99m:

como son el *”™Tc¢ como agente SPECT y "*F como agente de imagen PET. En este sentido, por

su costo, accesibilidad y tecnologia ampliamente difundida, lograr el desarrollo de un
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99m

radiofdrmaco de ~"'Tc especifico para diagnostico de melanoma tendria gran aplicacion en el

sistema de salud.

Por otra parte, el radiofarmacos PET 2—(18F)—ﬂuoro—2—deoxi—D—glucosa ("*FDG), es sin duda uno
de los radiofarmaco mds importante a nivel mundial en uso clinico, debido no solo a su
aplicacion en el estudio de patologias muy diversas, sino también a sus caracteristicas
metabolicas y a la rapidez de su sintesis [110, 111]. En este sentido, el nimero de radiofairmacos
PET utilizados principalmente en estudios de investigacion presenta un constante crecimiento
hasta la fecha, sin embargo unos pocos (como la "*FDG o ''C-metionina) presentan un uso en la
practica clinica habitual. La sintesis de estos radiofairmacos presenta caracteristicas peculiares
que la diferencian notablemente de los procedimientos de preparacion de radiofarmacos en

Medicina Nuclear [112].

Al trabajar con isétopos de vida media muy corta (20 y 110 minutos para ''C y '°F,
respectivamente), debe considerarse en primer lugar el tiempo de sintesis para buscar
procedimientos que reduzcan al mdximo el numero de pasos. Estos deben transcurrir con gran
eficiencia y la reaccion de incorporacion del isdtopo debe darse en los pasos finales de la
metodologia sintética. Asi, se reduce tanto el tiempo total de sintesis como el nimero de
sustancias obtenidas como producto secundario de la reaccion. La sintesis se lleva siempre a muy
pequeiia escala (habitualmente pocos miligramos), lo que implica un exceso de precursor y por lo
tanto es necesario utilizar un sistema de purificacion adecuado del producto final, siendo un
equipo HPLC lo mas habitual. En el esquema general de sintesis, se debe contar con un
compuesto (precursor frio) adecuado que tenga un centro reactivo sobre el que se produzca la
sustitucion o adicion del isétopo emisor de positrones durante la sintesis, en el que los grupos que
no deben reaccionar estén protegidos con alglin sustituyente adecuado. En este esquema sintético
surgen dificultades como obtener un precursor adecuado, conseguir una reaccion directa con
pocos productos secundarios y lograr un sistema de purificacion que permita separar

eficientemente el producto final deseado. El '

F es el radionucleido que presenta mayor uso en
PET, el cual cuenta con caracteristicas nucleares y quimica excelentes [113, 114]. El fluor-18
puede obtenerse en dos formas quimicamente diferentes: i6n fluoruro o flior molecular. El
método mas utilizado para marcar tanto biomoléculas (como péptidos o anticuerpos) como
grupos prostéticos que posteriormente se unen a la biomolécula de interés, es mediante

reacciones de sustitucion nucleofilica, tanto alifaticas como aromaticas, con ‘*F~ promovido
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generalmente en presencia de un aminopoliéter (Kryptofix 2.2.2), lo cual requiere generalmente

el desarrollo previo de una metodologia de sintesis utilizando "F [114, 115].

Un claro ejemplo lo constituye la radiosintesis de la ["*F]FDG (Figura 2.2).

AcO HO
OAc 1) K['8F]F-K,2,, CH3CN OH
OAc 85°C, 4min OH
OTf
2) NaOH, T.amb, 2min

18

OAc 60-65% on . F

[18F]FDG

Figura 2.2: Esquema de la radiosintesis de [**F]JFDG

Las reacciones de sustitucion en derivados aromadticos requieren sustituyentes electron aceptor
(ej. grupos nitro-,ciano-, carbonilo) ubicados en posiciones para u orto a los grupos salientes (ej.
grupos halogenos, nitro o trimetilamonio). Recientemente este tipo de reacciones ha sido llevada

a cabo con buenos rendimientos en derivados heterociclicos del sistema piridina [117, 118, 119].

En la Figura 2.3 se muestra la metodologia de radiosintesis utilizada para la preparacion del
['®F]A-85380, un trazador para el receptor nicotinico. En este sistema heterociclico, el
desplazamiento nucleofilico de un buen grupo saliente, via mecanismo de adicion-eliminacion,
ocurre con mayor facilidad que en el anillo de benceno, particularmente en las posiciones 2 y 4,
las cuales se encuentran activadas por al dtomo de nitrégeno en el anillo. En este sentido, es
sabido en la reactividad de sistemas heterociclicos, que grupos salientes adecuadamente
sustituidos en derivados como por ejemplo de N-6xido de piridina, son usualmente sustituidos
bajo condiciones mas suaves mediante un mecanismo de adicidon-eliminacidén via un anidon
estabilizado por la funcion N-o0xido [120, 121]. Asi, la N-oxidaciéon en estos sistemas
heterociclicos aumenta considerablemente la velocidad de reaccion de los procesos de sustitucion

nucleofilica.
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KI'8FIF-Kago
DMSO CF3CO2H

N o] N o N o]
| \ N/ 150°C, 2min | \ N/ CH,Cl, H \ /

Boc o Boc T.amb, 1min N
*MegN Microondas 18¢ 18¢
100W, 3min 18E1E A
SOy ['°F]F-A-85380

Figura 2.3: Ejemplo de marcacién con ®F de un derivado de piridina

Las sustituciones nucleofilicas son realizadas generalmente en solventes polar apréticos (como
DMSO o acetonitrilo) bajo calentamiento convencional a elevadas temperaturas o mediante
radiacion de microondas durante cortos periodos de tiempo, lo cual es algo muy ventajoso
tratandose de radionucléidos de corta vida media. En relacion a esto, en los ultimos afos, la
utilizacion de radiacion de microondas en sintesis organica para aumentar las velocidades de
reaccion ha tenido una gran influencia tanto en la sintesis orgdnica convencional como en la

sintesis en fase solida, dirigida a la obtencion de moléculas bioactivas, farmacos y radiofarmacos.

En base a lo anteriormente desarrollado, seria prometedor estudiar nuevas estrategias de
marcacion de analogos a-MSH con '*F, mediante disefio de una metodologia sintética adecuada
que involucre derivados del sistema N-6xido de piridina como nuevos grupos protéticos. Estos
podrian permitan en forma suave y eficiente tanto la incorporacion del radionucleido '*F como su
union con andlogos de a-MSH, como aproximacion al desarrollo de un radiofarmaco PET

dirigido al diagnostico especifico de melanoma.
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Objetivos

El presente trabajo, tiene como objetivo general estudiar estrategias de marcacion de analogos de

la hormona alfa melanocito estimulante (a-MSH) con *™

Tc, utilizando derivados del ligando
bifuncional hidrazinonicotinamida (HYNIC), para su aplicacion como potenciales radiofarmacos

de diagnostico especificos para melanoma.

3.1 Objetivos especificos

» Se plantea inicialmente la sintesis de Clorhidrato de 6-hidrazinonicotinato de N-hidroxi-
succinimidilo (Suc-HYNIC) mediante una sintesis organica asistida por microondas. Asi
como también la obtencion de otros analogos del ligando bifuncional HYNIC, como ser
los derivados HYNIC-Boc, HYNIC-TFA, HYNIC-hidrazona y los éster activados (Suc-
HYNIC) de estos tres derivados. Posteriormente se estudiaran condiciones de marcacion
con *’™Tc de los analogos obtenidos como modelo de reactividad quimica, y en segundo
lugar se estudiard el efecto del pH y la temperatura en el proceso de

desproteccidn/marcacion sobre estos derivados.

» En segundo lugar, como un estudio inicial en la aproximacion al desarrollo de un
radiofdrmaco PET se propone el disefio y la sintesis de derivados del sistema
heterociclico N-6xido de piridina adecuadamente sustituido para su uniéon a la
biomolécula en estudio e incorporacion del radionucleido '*F mediante reaccién de

sustitucion nucleofilica aromatica.

» Finalmente se plantea la obtencion de un anéalogo ciclico de a-MSH derivatizado con el
agente bifuncional HYNIC. Se estudiaran condiciones de conjugacion en solucion de los
derivados de HYNIC, con un andlogo ciclico de a-MSH. Se estudiard la marcacién con
#"T¢ de los andlogos peptidicos obtenidos utilizando distintos coligandos, asi como su

evaluacion in vitro e in vivo. En la evaluacion bioldgica in vitro se realizaran ensayos en

células B16 F1 con el fin de evaluar la unién del péptido por su receptor, asi como
también determinar el grado de internalizacion y externalizacion del mismo. Con el fin de
determinar la estabilidad de los derivados marcados y su comportamiento in vivo, Se

plantearon estudios de biodistribucion y adquisicion de imagenes centellograficas y

SPECT en un modelo de melanoma murino inducido con células B16 F1.
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Sintesis Organica

4.1 Metodologia experimental: Generalidades

En este apartado se detallan los procedimientos experimentales de obtencion y andlisis
espectroscopico de los compuestos (intermedios y finales) obtenidos por sintesis organica

convencional, asi como también mediante la aplicacion de energia de microondas.

Los disolventes utilizados fueron purificados y secados por métodos convencionales. Otros
reactivos fueron adquiridos en empresas comerciales: Acido 6-cloronicotinico, hidrato de
hidrazina (50-60% N,H,), di-ter-butil dicarbonato (97%), DCC (99%) (Sigma-Aldrich), y Eter
Sulfrico (Quimica Gamma), TFA (Sigma-Aldrich). Cloroformo y Metanol seco (Sigma-
Aldrich).

Los grados de avance de las reacciones y la pureza de los productos se examinaron por
Cromatografia en Capa Fina. Se utiliz6 silica gel con indicador fluorescente sobre placas de
poliéster (Alugram® Sil G/UV254) u 6xido de aluminio con indicador fluorescente sobre placas
de poliéster (Poligram® Alox N/UV254). Las fases mdviles usadas han sido mezclas (en distintas
proporciones) de acetato de etilo y éter de petroleo, éter etilico y éter de petrdleo, y
diclorometano y metanol. Los métodos de revelado utilizados fueron: a) exposicion a la luz
ultravioleta (254 nm), b) exposicion a vapores de yodo y ¢) asperjado con una mezcla de etanol:
acido sulfurico: anisaldehido (95:4:1) (v/v/v) y posterior quemado. Para las cromatografia en

columna se utiliza silicagel (Kieselgel, tamafio 0.063-0.2 mm, J. T. Baker).

Los experimentos con radiacion de microondas fueron realizados en un sistema multimodo WX-
4000 de EU Chemical Instrument Co, con un rango de potencia de 100 — 1000 W. Se utilizaron
reactores de Teflon sellados con una capacidad de 60 mL y 20mL. La temperatura fue
monitoreada mediante una fibraoptica protegida con una cubierta de teflon, insertada
directamente en el medio de reaccion. Las mezclas de reaccidon fueron agitadas con un sistema
magnético de rotacion ubicado debajo de la cavidad del microondas. . La temperatura y presion

fueron monitorizados con el software comercial brindado por el fabricante

Los espectros de RMN se realizaron en un equipo Bruker DPX 400 (400 MHz) utilizando los
disolventes indicados en cada caso y Tetrametilsilano como estdndar interno. Los valores de

desplazamiento quimico son descriptos en unidades de & (ppm) y las multiplicidades segun s:
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singulete, d: doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete, c: cuarteto, q: quinteto, m: multiplete, sa:

sefial ancha.

La espectrometria de masa fue realizada utilizando equipos LC/MSD-Serie 100 Hewlett—Packard
con el método de Ionizacion por Electrospray (IES-EM), equipo Shimadzu QP-2010 mediante
impacto electronico (IE-EM). Los espectros de masa de alta resolucion (AR-EM) se obtuvieron
en un espectrometro Bruker Daltonics modelo MicrO TofQ, con el modo ESI+. Los puntos de

fusion fueron determinados en un equipo Electrothermal 9100.
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4.2 Sintesis de Suc-HYNIC y sus derivados

4.2.1 Acido 6-hidrazinonicotinico (1)

Una mezcla de Acido 6-cloronicotinico (1.0 g, 6.35 mmol), hidrazina monohidrato (3.17 g, 66
mmol) y H,O (3.2 mL) es colocada en un reactor de teflon cerrado herméticamente y calentada a
160 °C durante 5 min. (Potencia maxima = 300 W, P max = 5 atm). Posteriormente la mezcla se
enfria, se acidifica a pH 5.5 por el agregado lento de HCI 12 M, y el precipitado formado se filtra
a vacio, se lava con etanol, éter y se coloca en desecador durante 24 hs obteniéndose 0.89 g
(92%) un solido color crema. El producto obtenido se utiliza en el proximo paso sin otra

purificacion.

0] O
HO =z HO Z
X X NH,
N7 el NT N7
H
Acido 6-cloronicotinico 1

'H RMN (DMSO-d6) & (ppm): 6.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-5), 7.86 (dd, J = 8.8 Hz, J = 2.4 Hz, 1H, H-4),
8.35 (sa, 1H, NH), 8.53 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-2). *C RMN (DMSO-d6) & (ppm): 105.87 (C-5), 114.94 (C-3),

139.07 (C-4), 151.09 (C-2), 160.61 (C-6), 167.26 (COOH).IES-EM, m/z: 154.1 (M* +H).

4.2.2 Acido 6-t-(butoxicarbonil)hidrazinonicotinico (2, HYNIC-Boc)

A una solucion de 1 (0.150 g, 0.98 mmol) en una mezcla de agua (1 mL), t-BuOH (1 mL), y
NaOH (0.045 g, 1.13 mmol) se afiade di-tert-butil dicarbonato (0.224 g, 1.03 mmol). El tubo de
reaccion es sellado, colocado en la cavidad del horno microondas y se aplica una potencia de 100
W durante 5 min (Tmax=60 °C). Seguidamente la mezcla se enfria y el volumen de reaccion es
reducido a la mitad a través de destilacion a presion reducida. Posteriormente la fase acuosa se
acidifica a pH 5 mediante la lenta adicion de HCI 1 N, para su extraccion con AcOEt (3 x 50

mL). La fase organica se seca sobre Na,SOs, se filtra y evapora el disolvente a presion reducida
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para dar un sélido de color amarillo. Finalmente el crudo de reaccidon se purifica por
cromatografia en columna (SiO,, Eter de petréleo:EtOAc (1:1)), obteniéndose 3 como un sélido

amarillo palido (0.148 g, 60 %).

HO =

\
'
H,C

CHs

CHs

'H RMN (Acetona-d6) & (ppm): 1.45 (s, 9H, CHs), 6.76 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 8.11 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-
4), 8.15 (s, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, NH), 8.73 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H-2). *C RMN (Acetona-d6) & (ppm): 27.54
(C(CHs)s), 79.72 (C(CHy)s), 104.94 (C-5), 117.30 (C-3), 138.76 (C-4), 150.80 (C-2), 155.76 (NHCO),
163.23 (COOH), 165.99 (C-6). ESI-EM, m/z: 254.2 (M™ + H). IE-EM (70 eV) m/z: 294 (M" — CO, —

(CH2)sC, 29%), 277 (18%), 250 (25%), 236 (15%), 180 (29%), 136 (89%). PF: 274-276 °C.

4.2.3 6-(2-t-Butoxicarbonil)hidrazinonicotinato de N-hidroxisuccinimidilo (3, Suc-HYNIC-
Boc)

A una solucion de N-hidroxisuccinimida (0.109 g, 0.949 mmol) en THF seco (8 mL) se le afiade
2 (0.240 g, 0.949 mmol) y diciclohexilcarbodimida (0.195 g, 0.949 mmol), la mezcla se
homogeniza y se la irradia con energia de microondas (400 W, 8 min, Tmax = 80 °C). Se deja
enfriar la mezcla a temperatura ambiente y la diciclohexilurea precipitada es removida por
filtracion, y el disolvente destilado a presion reducida. El residuo obtenido se purifica por
cromatografia en columna (SiO,, mezcla de Eter de petroleo:EtOAc) para dar un sélido color

crema (0.273 g, 82 %).
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O. _CH,

O
AN
N H/ T ><
H:C  CHs,

'H RMN (Acetona-d6) & (ppm): 1.46 (s, 9H, CHs), 2.95 (s, 4H, CH,), 6.85 (d, J= 8.8 Hz, 1H, H-5), 8.18 (dd,
J= 8.8 Hz, J= 1.6 Hz 1H, H-4), 8.38 (s, 1H, NH), 8.55 (s, 1H, NH), 8.81 (d, J= 2.4 Hz, 1H, H-2); *C RMN
(Acetona-d6) § (ppm): 25.45 (CH,), 27.52 (C(CHs)s), 79.98 (C(CHs)s), 105.50 (C-5), 111.75 (C-3), 138.88
(C-4), 151.82 (C-2), 155.53 (CONN), 161.04 (COON), 169.84 (CON), 177.10 (C-6). AR-EM: calculado

(M+H)", m/z = 351.1305, hallado (M+H), m/z = 351.1331. PF: 148-150°C.

4.2.4 Clorhidrato de 6-hidrazinonicotinato de N-hidroxisuccinimidilo (4, Suc-HYNIC)

Se disuelve 3 (0.100 g, 0.286 mmol) en una soluciéon de Dioxano/HCI (4 mL), la cual se prepara
mediante barboteo del HCI (g) en Dioxano durante 10 min. Se deja reaccionar con agitacion a
temperatura ambiente durante 20 h. El precipitado formado es filtrado y lavado repetidamente
con éter etilico anhidro y colocado en desecador durante 20 h. El producto de interés se obtiene

como un sélido amarillo palido (0.078 g, 95%).

o)
o)
N
\O /
O NH- HCI

X

N~ NS

H

4

'H NMR (DMSO-d6) & (ppm): 2.88 (s, 4H, CH,), 7.03 (d, J= 8.0 Hz, 1H, H-5), 8.22 (dd, J= 8.0 Hz, J= 4 Hz

1H, H-4), 8.86 (d, J= 4.0 Hz, 1H, H-2), 10.62 (sa, 1H, NH). *C RMN (DMSO-d6) & (ppm): 25.98 (CH,),
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109.23 (C-5), 112.63 (C-3), 139.15 (C-4), 151.05 (C-2), 159.47 (C-6), 161.08 (C=00), 170.14 (C=ON),

AR-EM, calculado (M+H)*, m/z = 251.0780, hallado m/z: 251.0761 (M™ + H).

4.2.5 Acido 6-(2-trifluoroacetil)hidrazinonicotinico (5, HYNIC-TFA).

Una disolucion de 1 (0.1 g, 0.65 mmol) en acido trifluoroacético (2 mL), se homogeniza y se la
irradia con energia de microondas durante 10 min a 80°C (100 W). Luego de enfriar la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente, el exceso de acido trifluoroacético es destilado a presion
reducida y seguidamente se afiade una mezcla de hexano y AcOEt 9:1 (5 mL). Finalmente el
precipitado obtenido es lavado con hexano y éter sulfurico, obteniéndose el producto deseado
como un so6lido color crema (0.144 g, 89%). El producto obtenido se utiliza en el proximo paso

sin otra purificacion.

HO =

/

e

5

'H NMR (DMSO-d6) & (ppm): 6.89 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H-5), 8.09 (dd, J = 2.0 Hz, J = 8.8 Hz, 1H, H-4), 8.64
(d, J = 1.6 Hz, 1H, H-2), 9.92 (sa, 2H, NH). **C NMR (DMS0-d6) & (ppm): 109.23 (C-5), 113.01 (C=OCF;,
q, J = 297 Hz), 118.91 (C-3), 139.59 (C-4), 148.02 (C-2), 158.18 (C=0OCFs3, q, J = 31 Hz), 158.58 (C-6),
166.29 (COOH). AR-EM, calculada m/z: 250.0440 (M+H)", hallada m/z: 250.0442 (M+H)". IE-EM: 249

(M*, 21%), 180 (100%), 152 (25 %), 138 (20.5%), 123 (34%), 69 (42%). PF: 114-116°C.

4.2.6 6-(2-Trifluoroacetil)hidrazinonicotinato de N-hidroxisuccinimidilo (6, Suc-HYNIC-
TFA).

Se disuelve el derivado Suc-HYNIC-Boc 3 (0.1 g, 0.29 mmol) en acido trifluoroacético (2 mL),
la mezcla se homogeniza y se la irradia con energia de microondas durante 10 min a 80°C (100

W). Luego de enfriar la mezcla de reaccion, el exceso de acido trifluoroacético es destilado a
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presion reducida y seguidamente se anade una mezcla de hexano y AcOEt 9:1 (5 mL). El
precipitado formado es lavado con la misma mezcla, aislandose por filtracion el producto de
interés como un so6lido amarillo verdoso (0.088 g, 89%). El producto obtenido se utiliza en

siguientes experimentos sin otra purificacion.

'H NMR (DMSO-d6) & (ppm): 2.88 (s, 4H, CH,), 6.80 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-5), 8.16 (dd, J = 2.4 Hz, J = 8.8
Hz, 1H, H-4), 8.80 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-2), 10.03 (s, 1H, NH), 11.78 (sa, 1H, NH). *C NMR (DMSO0-d6) &
(ppm): 25.72 (CH,) 107.19 (C-5), 111.87 (C=OCFs3, q, J = 287 Hz), 129.16 (C-3), 139.40 (C-4), 152.11 (C-
2), 156.14 (C=OCF3, q, J = 36 Hz), 161.25 (C=00), 161.95 (C-6), 170.91 (C=ON). AR-EM, calculada m/z:
369.0423 (M+Na)"; hallada m/z: 369.0409 (M+Na)". EI-EM m/z: 346 (M", 7 %), 277 (5.7 %), 232 (100 %),

122 (35 %).

4.2.7 (E)-6-(2-benziliden)hidrazinonicotinato de N-hidroxisuccinimidilo (7, Suc-HYNIC-
hidrazona).

A una disolucion de 1 (0.148 g, 0.967 mmol) en DMF seca (4 mL) se le afiade benzaldehido
(0.104 mL, 1.04 mmol) y se coloca durante 45 minutos a 60 °C con agitacion. Seguidamente se
agrega DCC (0.20 g, 0.980 mmol), N-Hidroxisuccinimida (0.113 g, 0.983 mmol) y la mezcla se
coloca con agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas. La DCU formada se filtra y se
lava con 3mL de AcOEt. A continuacion se anade H,O (40 mL) y se lleva a cabo extracciones
con AcOEt (8 x 10.0 mL). La fase organica se seca sobre Na,SOs, se filtra y evapora el
disolvente a presion reducida. Al residuo obtenido se le agregan 3 mL de una mezcla Hexano:

AcOEt (1:1) y el precipitado formado se filtra, se lava con la misma mezcla y se coloca en
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desecador durante 24 h, obteniéndose la hidrazona de interés 4 (como isémero geométrico E)

(0.240 g, 73%) como un so6lido color crema.
a O

'H RMN (DMSO-d6) 5: 2.89 (s, 4H, H-a), 7.39-7.48 (m, 4H, H-c + H-d+ H-5), 7.74-7.76 (m, 2H, H-b), 8.19
(dd, 1H, J = 2.4 Hz, J = 8.9 Hz, H-4), 8.20 (s, 1H, H-f), 8.81 (d,1H, J = 2.4 Hz, H-2), 11.86 (s, 1H, H-e).
3C RMN (DMSO-d6) & (ppm): 24.7 (C-a), 105.9 (C-5), 126.8 (C-b), 128.8 (C-c) 129.1 (C-d), 135.0 (C-

C=N), 138.9 (C-4), 143.0 (C-f), 152.9 (C-2), 160.4(COO0O), 167.2 (C-6), 170.9 (CON).

4.3 Sintesis de derivados de N-6xido de piridina

4.3.1 N-6xido de acido 6-cloronicotinico (8)

A una solucién de H,O, 30 % (2.5 mL) enfriada exteriormente con bafio de hielo/agua, se le
afiade acido trifluoroacético (5 mL), y seguidamente acido 6-cloronicotinico (0.150 g, 0.955
mmol). La mezcla se homogeniza y se deja reaccionando a temperatura ambiente durante 24 hs.
Se reduce el disolvente destilando a presion reducida, y por agregado de 10 mL de AcOEt
precipita un so6lido marron. El precipitado obtenido es filtrado y lavado con éter etilico para dar el

producto deseado como un so6lido color crema (0.083 mg, 76 %).
@]

HO | N
=
@T cl

®
8
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'H RMN (DMSO-d6) & (ppm): 7.73 (dd, J = 8.8 Hz, J = 1.6 Hz, 1H, H-4), 7.92 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5),

8.68 (d, J=2.0 Hz, 1H, H-2).

4.3.2 6-Cloronicotinato de N-hidroxisuccinimidilo (9)

A una disolucion de N-hidroxisuccinimida (0.292 g, 2.54 mmol) en THF seco (6 mL) se le afiade
Acido 6-cloronicotinico (0.400 g, 2.54 mmol) y diciclohexilcarbodimida (0.523 g, 2.54 mmol), la
mezcla se homogeniza y se la irradia con energia de microondas durante 15 min a 120°C (300
W). Luego de enfriar la mezcla de reaccion se destila el disolvente a presion reducida. Por
agregado de una mezcla AcOEt/Hexano (1:1) precipita un residuo blanco, que finalmente es
purificado por cromatografia en columna (SiO,, mezclas de Eter de petroleo:EtOAc) para rendir

el derivado de interés como un sélido blanco (0.188 g, 28 %).

'H RMN (CDCls) §(ppm) : 2.95 (s, 4H, CH,), 7.53 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 8.35 (dd, J = 8.4 Hz, J=2.4
Hz, 1H, H-4), 9.13 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-2). ™ C RMN (CDCl3) & (ppm): 25.09 (CH,), 120.42 (C-3), 123.90

(C-5), 139.76 (C-4), 152.50 (C-2), 151.7 (C-6), 158.5 (C=00), 168.42 (C=ON).

4.3.3 N-butil-6-cloronicotinamida (10)

A una disolucion de N-hidroxisuccinimida (0.1461 g, 1.27 mmol) en THF seco (6 mL) se le
afiade Acido 6-cloronicotinico (0.200 g, 1.27 mmol) y diciclohexilcarbodimida (0.261 g, 1.27
mmol), la mezcla homogeniza y se la irradia con energia de microondas (300 W, 10 min, 120 °C).
Se controla evolucion de la reaccion mediante cromatografia en capa fina (Silica, AcOEt/Eter de
petréleo (1:1)) para comprobar la formacion del derivado precursor 9. Seguidamente se afiade N-
butilamina (0.138 mL, 1.39 mmol), y se aplica una potencia de 300W en la cavidad del horno de
microondas durante 5 minutos (Tmax = 70°C). Finalmente se deja enfriar la mezcla a temperatura

ambiente, la diciclohexilurea precipitada es removida por filtracion, y el disolvente destilado a
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presion reducida. El residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna (SiO,, mezclas de

Eter de petroleo:EtOAc) para rendir el derivado 10 como un sélido blanco (0.219 g, 82 %).

\

10

'H RMN (CDCl) 5 (ppm): 0.97 (t, J = 7.2 hz , 3H, H-a), 1.42 (m, 2H, H-b), 1.63 (m, 2H, H-c), 3.48 (m, 2H,
H-d), 6.26 (s, 1H, NH), 7.42 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 8.10 (dd, J = 8.4 hz, J = 2.8 Hz, 1H, H-4), 8.74 (d, J
= 2.0 Hz, 1H, H-2). * C RMN (CDCl;) 5 (ppm): 13.04 (CH,CH3), 19.73 (CH,CHs), 31.19 (CH,CH,CHy),
39.58 (CH,NH), 123.90 (C-5), 129.2 (C-3), 137.89 (C-4), 146.76 (C-2), 153.65 (C-6), 164.87 (C=0). El-

EM m/z: 212 (M™, 7 %), 170 (24 %), 140 (100%), 112 (25 %).

4.3.4 N-6xido de N-butil-6-cloronicotinamida (11)

Se disuelve 10 (0.620 g, 2.9 mmol) en 10 mL de 4cido trifluoroacético, se coloca el balon de
reaccion en bafio de hielo y se afiade lentamente una solucion de perdxido de hidrégeno 30%
(10mL). Posteriormente se incuba a 75 °C durante 8 h y luego se deja reaccionando durante toda
la noche a temperatura ambiente en agitacion. El acido trifluoroacético es destilado a presion
reducida. Se neutraliza con NaOH 1 M y se realizan extracciones con CH,Cl, (5 x 10 mL), se
neutraliza la fase organica, se seca sobre Na,SOy, se filtra y el disolvente es destilado a presion
reducida. El residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna (SiO; f,5n, mezclas de

CH,Cl,/MeOH) para rendir el compuesto 11 como un so6lido blanco (0,305 g, 46 %).
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'H RMN (DMSO-d6) & (ppm): 0.90 (t, J = 7.2 hz , 3H, H-a), 1.32 (m, 2H, H-b), 1.50 (m, 2H, H-c), 3.26 (m,
2H, H-d), 7.70 (dd, J = 6.4 hz, J = 2.0 Hz, 1H, H-4), 7.91 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 8.73 (t, 1H, NH), 8.80
(d, J = 1.6 Hz, 1H, H-2). **C (DMSO-d6) & (ppm): 13.43 (CH,CHs), 19.83 (CH,CHs), 30.87 (CH,CH,CH>),
39.90 (CH,NH), 124.58 (C-4), 127.53 (C-5), 131.97 (C-3), 139.42 (C-2), 142.7 (C-6), 162.01 (C=0). EI-EM

m/z: 228 (M™, 27 %), 211 (17 %), 172 (34%), 156 (100 %), 140 (61 %), 112 (20%).
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4.4 Resultados y Discusion

4.4.1 Sintesis de Suc-HYNIC y derivados

Con el objetivo de sintetizar tanto Suc-HYNIC como sus derivados en nuestro laboratorio de
forma réapida y eficiente, se estudiaron distintas condiciones de reaccion basadas en la aplicacion
de radiacion de microondas, utilizando un reactor comercial multimodo, con el fin de mejorar los

rendimientos y reducir tiempos de reaccion.

Muchos trabajos cientificos publicados recientemente presentan el uso de la radiacion de
microondas como una gran ventaja frente al calentamiento en placas eléctricas o bafios de aceite,
debido a los cortos tiempos de reaccion necesarios, ademas de la simplicidad del equipamiento.
Hay que tener en cuenta que, aunque la longitud de onda de esa radiacion va desde 1 cm hasta 1
m la mayoria de este rango esta dedicado al radar y las telecomunicaciones por lo que, para evitar
interferencias, las longitudes de onda de los hornos microondas estan restringidas entre 12.2 cm

hasta 33.3 c¢m, es decir 2.45 GHz o0 900 MHz.

El mecanismo de actuacion de la radiacion de microondas consiste en provocar la rotacion de los
dipolos o iones de cada reactivo, haciendo que las moléculas polares o i6nicas se alineen y luego
relajen en el campo oscilante de la radiacion electromagnética. Cuando la energia de la rotacion
de esos dipolos o iones se disipa se produce el calentamiento del material. El calentamiento
eficiente permite, en un amplio espectro de reacciones, reduccion de tiempo de reaccion, mayor
conversion, diminucién de la cantidad de disolvente y/o reactivos, logrando un enfoque mas

amigable con el medio ambiente [122].

Para la sintesis del clorhidrato de 6-hidrazino nicotinato de N-hidroxi-succinimidilo 4, la
metodologia de trabajo se bas6 en una técnica modificada de la sintesis desarrollada por Abrams
y colaboradores [86]. En base a los antecedentes en nuestro grupo de trabajo [123], la
optimizacion del proceso surge a partir de la secuencia de 4 reacciones que se muestran en la

figura 4.1.
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NH,NH; H,0
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1, HYNIC 2, HYNIC-Boc
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N\O)k@\ HCI / Dioxano )KQ
O
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H
4, Suc-HYNIC clorhidrato 3, Suc-HYNIC-Boc

Figura 4.1: Metodologia sintética para la obtencién de Suc-HYNIC clorhidrato 4.

El primer paso de la sintesis consistio en una SyAr sobre el acido 6-cloro nicotinico, donde el
halégeno es desplazado por el nucleodfilo hidrazina. Las distintas condiciones de reaccion
ensayadas y los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4.1. Se optimizaron las condiciones
de reaccion alcanzando un rendimiento del 92% cuando se calentd a 160°C bajo radiaciéon de MO

durante 5 min (Entrada 4, Tabla 4.1.) en un reactor de teflon sellado.

En estas condiciones pudimos disminuir la cantidad de hidrazina monohidrato utilizada en las
condiciones descritas inicalmente por Abrams. y col. (Entrada 1, Tabla 4.1), mejorando el
procedimiento de purificacion del producto final y trabajando con una menor cantidad (4 veces

menos) de un agente altamente toéxico como la hidrazina.

Seguidamente el grupo hidrazino en 1 es protegido mediante el grupo Boc, a través de reaccion
del grupo hidrazino con el anhidrido de Boc (Boc),0. Las condiciones de reaccion estudiadas y
los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.2. Dado el bajo rendimiento obtenido
utilizando las condiciones descriptas por Abrams y col (entrada 1, Tabla 4.2) y la naturaleza
zwitterionica de HYNIC, se ensayd una condicidén tipica de proteccion de aminodcidos,
utilizando (Boc),O en condiciones basicas en presencia de una mezcla de t-BuOH/H,O [124].
Bajo estas condiciones logramos obtener el producto de interés con buen rendimiento luego de su

purificaciéon (entrada 2, Tabla 4.2). Realizando esta reaccion mediante calentamiento por
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radiacion de microondas se redujo el tiempo de reaccion a 5 min con similar rendimiento (entrada

3, Tabla 4.2).

(o) O
HO X Condiciones HO X
—_— >
= P NH,
N o N H/
Acido B-cloronicotinico 1, HYNIC

reactivo comercial

Entrada Reactivos * Condiciones ° Rendimiento(%) °
1 6-CI-Nic (1 eq), NH,NH, (20eq) reflujo, 240 min 83
2 6-CI-Nic (1 eq), NH,NH, (5eq) MO, 100°C , 20min 40
3 6-CI-Nic (1 eq), NH,NH, (5eq) MO, 120°C , 30min 67
4 6-CI-Nic (1 eq), NH,NH, (5eq) MO, 160°C , 5min 92

Tabla 4.1: Condiciones estudiados para la obtenciéon de HYNIC 1. En la tabla se muestra la relaciéon molar de los
reactivos y condiciones de calentamiento.. * Acido 6-cloronicotinico: 6-Cl-Nic. ® Mo (calentamiento por microondas). °El % de

rendimiento obtenido luego del procesamiento de reaccion

Entrada Reactivos Condiciones® Rendimiento (%)b
1 1/ (Boc),0 / Et;N /DMF T amb, 16h 20
2 1/(Boc),0 / NaOH/H,0O-t-BuOH T amb, 3h 60
3 1 /(Boc),O/NaOH//H,0O-t-BuOH 100 W, 5min 60

Tabla 4.2: Condiciones estudiados para la obtencién de HYNIC-Boc 2.  Calentamiento por microondas, T amb

(Temperatura ambiente). ® Se informa % de rendimiento obtenido luego del proceso de purificacion.

La etapa de sintesis de Suc-HYNIC-Boc 3 consisti6 en la activacion del grupo acido carboxilico
en 2 por la formacion del agrupamiento éster, mediante reaccion de HYNIC-Boc en presencia de
NHS y DCC. En la Tabla 4.3 se presentan las condiciones estudiadas y los resultados obtenidos.
En las condiciones clasicas descritas por Abrams y col. para esta reaccion (entrada 1, Tabla 4.3)
se obtiene el compuesto 3 en moderado rendimiento luego de 16 h de reaccion a temperatura
ambiente. Cuando se llevd a cabo la sintesis asistida por radiacion de microondas se logrod
aumentar los rendimientos y disminuir drasticamente los tiempos de reaccion (entradas 3 y 4,
Tabla 4.3). La mejor condicion de reaccion encontrada fue irradiando la mezcla de reaccion a 400

W de potencia durante 5Smin en presencia de THF como disolvente de reaccion. También
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observamos que llevando a cabo la reaccion a T amb durante 4 h en THF se obtuvo el derivado 3

en muy buen rendimiento (entrada 2, Tabla 4.3).

La eleccion de este disolvente radica en la facilidad de eliminar del medio de reaccion la
diciclohexilurea formada como producto secundario de reaccidon, ya que esta es insoluble en
THF. En la Figuras 4.2-4.4 se muestran los espectros de 'H-RMN, HSQC y HBMC
correspondiente al derivado 3, donde se observan las sefiales correspondientes a los distintos

tipos de protones y carbonos presentes en la molécula.

Entrada Reactivos Condiciones # Rendimiento (%) °
1 2 /DCC/NHS T.amb, 16 h, DMF 38
2 2 /DCC/NHS T.amb, 4h, THF 84
3 2 /DCC/INHS 200W, 20 min, THF 50
4 2 / DCCINHS 400 W, 8min , THF 82

Tabla 4.3: Condiciones estudiados para la obtenciéon de Suc-HYNIC-Boc. En la tabla se muestran reactivos,

. . - . b ) . i b
medio de reaccion, condiciones de calentamiento. = Calentamiento por microondas, T amb (Temperatura ambiente). ~ Se

informa % de rendimiento obtenido luego del proceso de purificacion.

En el espectro de 'H-RMN se puede apreciar claramente el patron caracteristico para los protones
aromaticos Hb-d, presentes en un anillo de piridina (sistema electronico n deficiente) disustituido
con un grupo electron donor por efecto resonante (posicion 6 del anillo) y con un grupo electron
aceptor por efecto resonante (posicion 3 del anillo). El Hd resulta claramente el proton que
aparece mas blindado a 6.84 ppm, por lo tanto a campos mas altos (desplazamientos mas bajos),
por el efecto electronico sobre el anillo heterociclico del grupo hidrazino protegido. En el otro
extremo se encuentra el Hb mas desblindado a 8.81 ppm (campos mas bajos o desplazamientos
mas altos), por efecto tanto electronico del anillo de piridina, efecto resonante e inductivo del
heteroatomo (Figura 4.5), como por el efecto electronico del grupo éster. Por otra parte, las
sefales como singuletes a 1.46 ppm (integracion 9H) y a 2.95 ppm (integracion 4H),

corresponden al agrupamiento Boc y Suc, respectivamente.
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Figura 4.2. Espectro de 'H-RMN en acetona-gs de Suc-HYNIC-Boc

En el espectro HSQC (Figura 4.3) se puede apreciar claramente la correlacion bidimensional de
cada tipo de proton con su correspondiente carbono en la molécula (correlacion H-C a un enlace).
Las sefiales de los C 2,4 y 5a 151, 138 y 105 ppm, respectivamente, marcan claramente el fuerte
efecto electronico ejercido tanto por el propio anillo heterociclico como por los dos sustituyentes
presentes en la molécula. Por otra parte, del espectro HMBC (correlacion H-C a mas de un
enlace, Figura 4.4) se puede obtener la informacion para identificar las sefiales de C que no se
encuentran unidos a un enlace con 4tomos de hidrogeno. Por ejemplo las sefales que
corresponden al carbono cuaternario del agrupamiento Boc (79 ppm) y al carbono del grupo

carbonilo de la amida (169 ppm).
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Figura 4.3 Espectro HSQC en acetona-qsde Suc-HYNIC-Boc
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Figura 4.5 Representacion de efectos electronicos presentes en el anillo de piridina.
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Finalmente el Suc-HYNIC (4) fue obtenido bajo la forma de clorhidrato mediante desproteccion
del grupo Boc bajo condiciones acidas (Figura 4.6). Cuando ensayamos condiciones de reaccion
asistida por radiacion de microonda, variando la potencia, temperatura y tiempos de irradiacion,

no se observaron mejoras en el rendimiento para la obtencion del producto deseado 4.

O 0 I;N‘< @ 0 /NHZ_HCI
N —NH O Dioxano / HCI \ —NH
N\O N - N\O N
20h, T.amb, 95%
o o]
3, Suc-HYNIC-Boc 4, Suc-HYNIC

Figura 4.6: Esquema de reaccion para la obtencién de Suc-HYNIC clorhidrato.

Para la sintesis de los derivados de HYNIC que incorporan el grupo protector trifluoroacetilo,
HYNIC-TFA 5 y Suc-HYNIC-TFA 6, se ensayaron dos metodologias sintéticas las cuales se
muestra en la Figura 4.8. Inicialmente utilizando HYNIC 1 como material de partida en presencia
de acido trifluoroacético, bajo radiacion de microonda a 80°C durante 10 min (100 W de
potencia), se obtuvo el andlogo HYNIC-TFA 5 con un rendimiento de 89%. Similar rendimiento
fue obtenido cuando se llevo a cabo la reaccidon a temperatura ambiente durante 24h. En la Figura
4.7 se presenta el espectro de masa (mediante impacto electrénico, EI-EM) del derivado 5. En el
mismo se observa una relacion m/z de 249 correspondiente al i6n molecular (M "), y un patrén de
fragmentacion en concordancia con la estructura propuesta. Por ejemplo, el fragmento m/z=180
de abundancia 100% confirma la fragmentacion a través del enlace CF3-CO, caracteristico de la

pérdida del grupo trifluorometilo (m/z = 69).
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Figura 4.7 Espectro de masa del derivado HYNIC-TFA 5.

Seguidamente, cuando se ensayd sobre el derivado HYNIC-TFA una condicion clésica para la
obtencién del éster activado en presencia de NHS y DCC, no fue posible obtener el producto
deseado 6. En base a este resultado, para la obtenciéon de Suc-HYNIC-TFA se procedio a la
reaccion de Suc-HYNIC-Boc 4 en presencia de un exceso de acido trifluoroacético. Cuando esta
reaccion se realiza en un largo periodo de tiempo, en una primera etapa se daria la desproteccion
del grupo Boc, seguida de la reaccion de trifluoroacetilacion del grupo hidrazino. Rendimiento
similar (89%) se obtuvo para el compuesto 6 con una disminucion notoria del tiempo de reaccion

cuando se aplico radiacion de microondas durante 10 min a 80°C.

El derivado Suc-HYNIC-TFA se caracteriz6 mediante RMN y EM. En las Figuras 4.9 y 4.10 se
muestran los espectros de 'H y *C RMN, respectivamente. En el espectro de 'H RMN del
producto 6, es posible apreciar las sefales tipicas del anillo de piridina en la region de
aromaticos. Las sefiales de NH del grupo hidrazino aparecen mas desblindados (desplazamientos
mas altos) respecto de las sefiales que aparecen para el andlogo Suc-HYNIc-Boc. Esto se podria
explicar tanto por efecto inductivo electron atrayente del agrupamiento trifluoroacetilo, como por
la formacién de enlace de hidrogeno intramolecular entre F y HN (formacion de anillos de 5y 6
miembros). En la caracterizacion mediante °C RMN del producto 6, se observa un acoplamiento
heteronuclear a uno (F3-C-) y dos (F3C-CO) enlaces entre °C y los dtomos de F del grupo
trifluoroacetilo (Figura 4.10). Este tipo de acoplamiento se debe a que el fluor natural es 100%
monoisotdpico apareciendo como '°F con un niimero cuéntico de espin I = %, por lo tanto

producira acoplamiento con el "°C.
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Es asi, que las sefiales de los atomos de carbono, se desdoblan por el acoplamiento con el fluor,
llegando a percibirse dicho fendmeno en las sefales de los d&tomos de carbono ubicados hasta
cuatro enlaces. Asi resulta factible de verificar la presencia de flaor (F) en la molécula mediante
la Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13, ya que la presencia del &tomo de fltor tiene un
acoplamiento caracteristico de mas de 100 Hz a un enlace y de varias decenas de Hz en el
segundo enlace, dependiendo de la molécula en cuestion [125]. En este sentido, para nuestro
compuesto 6 observamos en el espectro de *C RMN una sefial como cuarteto a 115 ppm con una
J=287 Hz (acoplamiento a un enlace) y otra sefial (cuarteto, acoplamiento a dos enlaces) a 156
ppm con una J=36 Hz (Figura 4.10). Por lo tanto, los acoplamientos *C-'"°F resultan ttiles para

determinar la presencia de este elemento en compuestos organicos.

O
0 (@]
N N
HO N o |
= O =
N NHNH, N NHNHBoc
1, HYNIC 4, Suc-HYNIC-Boc
Cond 1) ac. trifluoroacético/ Tamb, 24 h
99%
Cond 2) &c. trifluoroacético/ 80°C,10 min
ac. trifluoroacético/ 80°C,10 min 89%
89%
H F
N~ F
NHS, DCC THF
5, HYNIC-TFA Tamb, 24 h 6, Suc-HYNIC- TFA

Figura 4.8: Condiciones estudiadas para la obtencion de los derivados 5y 6.
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La obtencion de un analogo de HYNIC protegido con el grupo hidrazona se realizé mediante una
metodologia sintética convencional (Figura 4.11). En este sentido, el grupo hidrazino de HYNIC
es protegido por formacion de una hidrazona, a través de reaccion de condensacion del grupo
hidrazino con benzaldehido. El paso siguiente consistio en la activacion del grupo acido
caboxilico por la formacion del éster 7, para su estudio como agente bifuncional en la
conjugacion al péptido anélogo de alfa-MSH en solucion. Bajo estas condiciones el éster activado
7 fue obtenido en bajo rendimiento, lo cual se puede deber a la presencia de agua en el disolvente

de reaccion, provocando hidrdlisis de la hidrazona y/o del éster activado.

0 O
0
HO AN i) benzaldehido, DMF, 60°C, 45min N
- 0 o
N= NHNHz i) Suc-OH, DCC, 24h, T.amb N NS
1 H
R=30%

7, Suc-HYNIC-hidrazona

Figura 4.11: Metodologia sintética para la obtencion de Suc-HYNIC-hidrazona 7.

4.4.2 Derivados de N-6xido de Piridina

Como un estudio inicial en la aproximacién al desarrollo de un radiofarmaco PET nos
planteamos el disefo y la sintesis de derivados del sistema heterociclico N-6xido de piridina, para
su union a la biomolécula en estudio e incorporacion del radionucleido '*F mediante reaccion de
sustitucion nucleofilica aromatica. Si bien la funcionalidad N-6xido en el anillo de piridina es un
activador frente a la SgAr por efecto dador de electrones (Figura 4.12), la SyAr a nivel del C-6 se
veria favorecida mediante un mecanismo de adicion-eliminacion via un anion estabilizado por la
funcién N-oxido y por la presencia de un adecuado grupo saliente. Es asi que en este periodo de
trabajo y en base a que nuestro laboratorio contaba con el Acido 6-cloronicotinico, un derivado
de piridina adecuadamente sustituido en C6 con un grupo saliente, el cual fue utilizado en la
sintesis de los derivados de HYNIC, nos plantemos un camino sintético para la obtencion de los

grupos prostéticos derivados de N-0xido de 6-Fluoropiridina (Figura 4.13).
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Figura 4.12: Reactividad del sistema N-6xido de piridina

0 l 0
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Figura 4.13: Metodologia sintética propuesta para la obtencién de los derivados de

N-6xido de 6-Fluor-nicotinamida
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En primer lugar, la obtencion del derivado 8 se llevo a cabo como modelo de reactividad para
estudiar condiciones de oxidacion del anillo de piridina. Con este objetivo, se evaluaron distintas
condiciones de oxidacion del Acido 6-cloronicotinico, las que se resumen en la Tabla 4.4. En las
condiciones correspondientes a las entradas 1 y 2 (Tabla 4.4) se utilizé agua oxigenada 100 vol
de concentracion como agente oxidante. Bajo estas condiciones de reaccon fue necesario el uso
de gran exceso de agente oxidante durante largos tiempos de reaccion para la obtencion del
derivado 8 en buenos a moderados rendimientos. Ademas, cuando utilizamos otro agente
oxidante, mas estable y manejable como el complejo urea perdéxido (UHP) (entrada 3, Tabla

4.4), obtuvimos el compuesto deseado 8 con similar rendimiento en corto tiempo de reaccion.

Con el fin de obtener un andlogo que simule el efecto en la reactividad de un enlace peptidico, se
utiliz6 la butilamina como amina reactiva para la formacion del enlace amida, en el derivado 11
por ejemplo. En un primer paso se evaluaron condiciones de reaccion tanto a temperatura
ambiente como calentamiento por radiacion de microondas para la obtencion de la butilamida 10,
utilizando como reactivos de partida, tanto el adcido 6-cloro nicotinico como el éster activado 9
(Figura 4.14). Bajo las condiciones ensayadas los productos de interés se obtuvieron en forma
sencilla y con buenos rendimientos globales, reduciendo los tiempos de reaccion al aplicar

energia de microondas.

Posteriormente, condiciones similares de oxidacion fueron ensayadas para la obtencion del N-
oxido de piridina 11 a partir de la butilamida 10. Cuando se utiliz6 el complejo UHP y anhidrido
trifluoroacético como mezcla oxidante en diclorometano a temperatura ambiente, el compuesto
deseado fue obtenido en bajo rendimiento (Figura 4.14). Mientras que un moderado rendimiento
se obtuvo cuando se utiliz6 agua oxigenada 30% (100 volimenes de concentracion) y acido

trifluoroacético como sistema oxidante.
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O O
Oxid
HO N HO | N
= B~
N Cl N Cl
b
o
Entrada Condiciones Rendimiento (%)

1 H202, CH3C02H /T amb, 24 h 50
2 H,0,, CF;CO,H / 50°C, 18 h 76
3 UHP, (CF3;C0O),0, ACN/ T amb, 1 h 45

Tabla 4.4: Condiciones de oxidacién ensayadas para la obtencion del N-6xido del &cido 6-cloronicotinico.

1) A= Tamb, 24 h. B = Tamb, 24 h. R=77%
2) A=300W, 120 °C, 10 min. B =300 W, 120 °C, 10 min. R =82%

|

O Butilamina
DCC/NHS 0
O N EGN/THF
| ~ 3N N
N7 >cl il
N~ ~Cl
10
3) T méax 120 °C, 300 W, 15 min. R=28% 3.1) 70 °C, 300W, 5 min. R = 88%
3.1) 70 °C, 200W, 5 min. R = 89%
: 0 :
E A E H202, CF3COzH
L N N ; 50°C / 8h / 46%
H | @ =
N~ Scl 0
" | UHP, (CF5C0),0, CH,Cl,

T.amb / 20h / 26%

Figura 4.14: Sintesis de la N-butil 6-cloro-nicotinamida 10.
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Finalmente se estudiaron distintas condiciones de SyAr a partir del derivado de N-6xido de
piridina 11 en presencia de "’F", donde distintos tiempos de reaccion, disolventes y temperaturas
fueron evaluadas (Tabla 4.6). El seguimiento de las reacciones fue determinada mediante CCF y
'H-RMN. Cuando se utiliz6 ACN como disolvente a diferentes tiempos de reacciéon y
temperaturas, desde temperatura ambiente a calentamiento a reflujo (77°C), se recupero el 100%
del material de partida en todos los casos. Dado estos resultados, decidimos ensayar otros
disolventes de reaccién a temperaturas mas elevadas. Cuando se estudido la SyAr sobre el
derivado 11 a 150°C durante pocos minutos bajo radiacion de microondas en presencia de DMSO
o DMF, se recupera Unicamente el reactivo de partida. Sin embargo al utilizar DMSO como
disolvente calentando a 120°C durante 1 h, se obtuvo un crudo de reaccion formado por una
mezcla compleja de productos. A través de la espectroscopia de '"H RMN se identificaron 5

productos (derivados 10-14, Figura 4.15), los cuales se resumen en la Tabla 4.6.

O K* 19F- 0]
18-crown -6
RHN ‘ X RHN ‘ X
?\l/ cl Condiciones (?\l/ F19

1 |

Disolvente Condiciones Productos?
CHsCN T amb, 24 h 100 % Reactivo de partida 11
50 °C, 1h 100 % Reactivo de partida 11
reflujo 2 h 100 % Reactivo de partida 11

DMSO 120°C, 1h

Tmax 150 °C, 10 min, 300W

Mezcla de compleja productos: 10, 11,

N-butil-6-fluor-nicotinamida 12

N-Oxido de N-butil-6-fluor-nicotinamida 13
N-Oxido de N-butil-6-hidroxi-nicotinamida 14

100 % Reactivo de partida 11

DMF Tmax 150 °C, 12 min, 400W

100 % Reactivo de partida 11

Tabla 4.5: Condiciones de reaccion ensayadas para la obtencion de N-Oxido de N-butil-6-fluor-nicotinamida.
2E| seguimiento de la reaccion se realizé mediante "HRMN
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Entre los productos identificados se encontraron los derivados 11 y 10, este tltimo resultado de
una desoxigenacion del reactivo de partida. Esto se puede deber a la presencia de agua en el
disolvente de reaccion y al ataque de un segundo equivalente de '°F para formar fluor molecular,
como se representa en el mecanismo propuesto de la Figura 4.15 (A). Ademas, en el crudo de
reaccion se identificaron sefiales de protones arométicos con acoplamiento 'H-"F
correspondientes a la N-butil-6-fluoro-nicotinamida 12 y al N-Oxido de N-butil-6-fluoro-
nicotinamida 13. Otro derivado, también presente en la mezcla, seria el producto de sustitucion
con H,O o "OH, este Gltimo generado en la deoxigenacion del derivado 11, el derivado de N-
Oxido de N-butil-6-hidroxi-nicotinamida 14. Indicativo de este producto, es la presencia de una
sefial en el "H-RMN a 6.50 ppm (doblete blindado) correspondiente al proton H5, lo cual sugiere
la presencia de un grupo dador electronico por efecto resonante en posicion 6, como el grupo
hidroxilo. En base a los resultados obtenidos dirigidos a la obtencién de N-Oxido de 6-fluor-
nicotinamida y como proyeccion de este trabajo, seria conveniente estudiar condiciones de SNAr
utilizando derivados de nicotinamida sustituidos con otros grupos funcionales que constituyan
mejores grupos salientes, como por ejemplo sustituyentes NO, o N(CH3);". Dado que no se
disponia en nuestro laboratrorio de precursores adecuados, que su sintesis involucraria varios
pasos sintéticos de optimizacion y al tiempo de trabajo en esta tesis, este punto sera estudiado

mas adelante en nuestro grupo de investigacion.

A)
R \ R R
’ N (\F' A
~ ’ F |
Y= —_ »
N N cl > N g
| F,. OH
g Com
1 10
B)
R R
X ] X R AN
‘ F | “OH o H,0
- |
® ®
%
T cl T F T OH
On n=0,10 On n=0,12
] : o)
n=11 © n=1,13 8" n=1,14

R=-CONH(CH,);CH3

Figura 4.15: Productos identificados en la SyAr a partir del derivado de N-6xido de piridina.
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Marcacién y evaluacion de analogos de a-MSH con %" Tc

5.1 Metodologia experimental: Generalidades

En este apartado se detallan los procedimientos experimentales para la obtencion de analogos de

99m

o-MSH, su marcacion con ~ Tc y su caracterizaciéon biologica. A continuacidén se describen

reactivos y materiales utilizados.

Nitrogeno gaseoso de alta pureza (AGA); Tricina, SnCl,, DMSO, Trietilamina, Acetato de Etilo
(J. T. Baker); H,O bidestilada; NaCl (Fluka-Garantie); Acetona (May & Baker); EtOH (BioPak),
HCl (36,5-38,0%) (Merck); ITLC-SG (Pall Corporation); Whatman 1 mm (Whatman

International Ltd); Generador *’Mo-"""Tc¢ (TecnoNuclear).
Se emplearon los siguientes equipos:

Calibrador de dosis Capintec CRC7, Contador de centelleo solido de pozo: detector de cristal de

Nal(Tl) de 3°x3” asociado a un analizador monocanal ORTEC).

HPLC fueron realizados en un equipo Agilent Serie Infinity 1200 equipado con detector GABI
Star y una columna de fase reversa C18 (300 mm x 4.6 x 10 um) Thermo Scientific Hypersil
ODS, el detector UV se establecid en 280 nm. A continuacion se describen los métodos
utilizados, Método 1: gradiente de 35 min utilizando como fase movil Agua/TFA 0.1% (A) y
ACN/TFA 0.1% (B), 0-10 min 0-45% B, 10-30 min 45-65% B, 30-35 min 100% B. Método 2:
gradiente lineal Agua/TFA 0.1% (A) y ACN/TFA 0.1% (B), 0-20 min 0-100% B.

Cromatografia en capa fina se realizo utilizando ITLC-SG con distintas fases modviles, NaCl
0.9% se utilizd par *"Tc-coligando y **"TcOs (Rf = 1), 50% ACN para determinar **"Tc-
coloide (Rf=0).

Las imagenes centellograficas se realizaron en una gamma camara (Modelo Sophy DSX, Sopha
Medical, Buc, France); conectada en serie con un sistema computacional (Mirage Segami,

Columbia, MD) calibrado para detectar la radiacion gamma de 140 keV del *™Tc

Las imagenes micro-SPECT y micro-CT se realizaron en un equipo MicroCAT II™CT/SPECT;

Siemens Pre-Clinical Solutions, Knoxville, TN.
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5.2 Estudio de las condiciones de desproteccion de los derivados de
HYNIC

Procedimiento general para la marcacién de los derivados de HYNIC con *™Tc.

En primer lugar, a 20 pL de HYNIC, HYNIC-Boc y HYNIC-TFA disueltos en DMSO (2
pug/ul), se les afiadié 150 uL de una solucién de tricina (100 mg/mL en agua, 83.7 umol), 15 pL
de SnCl,.2H,0 (1 mg/mL en HCI1 0.1 M, 66.5 nmol, previamente purgado con corriente de N;) y
100 puL of *™TcO, (37-111 MBq). La mezcla se incubod durante 30 min a 75 °C, pH final 5 y se
controlé por HPLC. La pureza radioquimica se determind mediante cromatografia en capa fina

utilizando ITLC-S y ACN 50% como fase movil.

Estudios de condiciones de desproteccion para los derivados de HYNIC.

Los derivados HYNIC, HYNIC-Boc y HYNIC-TFA fueron disueltos en DMSO seco a una
concentracion 2 mg/mL. Posteriormente fracciones de 40 pg (20 uL) de los ligandos fueron
diluidos (volumen final 200 pL) con un buffer acetato de sodio 0.1 M (pH 5) o con buffer fosfato
0.01M (pH 7.4). Las mezclas fueron incubadas a 20, 37 y 75 °C durante 45 min y fueron
evaluadas mediante HPLC. Todos los controles de HPLC fueron realizados utilizando el método

1, como se describio anteriormente.

5.3 Sintesis de anélogos de alfa- MSH derivatizados con HYNIC.

La sintesis y caracterizacion de los analogos peptidicos alfa-MSH-ciclico-Renio y HYNIC.cyc-
MSH se llevaron a cabo en el Laboratorio del Dr. Fabio Gallazzi , Structural Biology Core,
University of Missouri, Columbia (USA). La sintesis del andlogo alfa-MSH-ciclico-Renio fue

llevada a cabo seglin la metodologia de sintesis en fase solida que se describe en literatura [125].
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54 Ensayo in vitro de union competitiva

La concentracion de péptido requerida para inhibir el 50% de union del radioligando o ICsy, es
determinada incubando '** I-TyrNDP con concentraciones crecientes de HYNIC-cyc-MSH.
Con este fin, 0,5 millones de células B16/F1 son incubadas en placa estéril de 24 pocillos, en
medio de cultivo DMEM (conteniendo 25mM HEPES, BSA 0.2%), durante 24 hs a 37° C. Luego
de lavar las células con medio de cultivo, cada pocillo es incubado durante 2 h; con

125 .Tyr-NDP y concentraciones crecientes de HYNIC-cyc-

aproximadamente 50.000 cpm de
MSH en un rango de 10" a 10° M en presencia de 0,3 mL de medio de unién. Se colecta el
medio de union, se lavan las células con PBS (1X, 0,2% BSA, pH 7.4) y se lisan con 0,5 mL de
NaOH IM durante 5 min. Finalmente se mide la radioactividad presente en las células, en un
contador de pozo de Nal. La curva de unién competitva se obtiene graficando % de unién '* I-
Tyr’-NDP en funciéon de la concentracion de HYNIC-cyc-MSH. El valor de ICsy se obtuvo

utilizando el Software GraphPad Prism.

55 Marcacion con ®™Tc de analogos de a-MSH-HYNIC

5.5.1 Condiciones de marcacion

Se estudiaron distintas condiciones de marcacién de cyc-MSH-HYNIC con *™Tc utilizando

99 e
"T¢ se utilizd

Tricina, EDDA y 4cido Nicotinico como coligandos. Para las marcaciones con
como agente reductor SnCl,. Todos los solventes empleados fueron previamente purgados con N,
gas. Las purezas radioquimicas se determinaron por HPLC método 2 y en CCF utilizando ITLC-

SG.

Coligando Tricina

Ciento cincuenta pL. de una solucion de Tricina (100 mg/mL en H,O, 83.7 umol) es afiadida a 20
pug de HYNIC-cyc-MSH (1 pg/uL, 14.6 nmol), seguidamente se adicionan 15 uL de una solucion
de SnCl, recién preparada (1 mg/mL en 0.1 M HCI, 66.5 nmol) y 37-400 MBq de **™TcO, (hasta
500 pL). Posteriormente se controla pH 4.5 y se incuba durante 20 min a 50 °C en un bafio de

agua.
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Coligando EDDA

Doscientos cincuenta pL de una solucion de EDDA (20 mg/mL en PBS, pH 7, 0.01M, 28.4
umol) es anadida a 20 pg de HYNIC-cyc-MSH (1 pg/uL, 14.6 nmol), seguidamente se adicionan
15 pL de una solucién de SnCl, recién preparada (1 mg/mL en 0,1 M HCI, 66.5 nmol) y 45-333
MBq de *™TcOy4 (hasta 500 pL). Posteriormente se controla pH 6 y se incuba durante 30 min a

70 °C en un bafio de agua.

Coligando Tricina-Acido Nicotinico

En un vial 8 mg de tricina (0.047 mmol) y 1.4 mg de acido nicotinico (0.013 mmol) se
solubilizan en 0,8 mL de agua y se adiciona 0,05 mL de HCl 2.0 M. En el otro vial 10 mg de
SnCl,.2H,O0 se solubilizan en 0.5 mL de HC1 2.0 M y 0.05 mL de esta solucion se incorporan al
vial que contiene la solucidon de coligandos. Finalmente se ajusta el volumen total de la solucion a
10 mL con NaCl 0.9%. Para la marcacion se incuba durante 30 min a 50 °C, una mezcla que
contiene 20 pg de HYNIC-cyc-MSH (1 pg/puL, 14.6 nmol), 15 pL de la solucion
SnCl,/Coligandos, 148 MBq *™TcO4 a un pH final 5 (acetato de amonio 1 M).

Coligando Tricina-EDDA

En un vial 8 mg de tricina (0.047 mmol) y 4 mg de EDDA (0.057 mmol) se solubilizan en 0,8
mL de agua y se adiciona 0.05 mL de HCl 2.0 M. En el otro vial 10 mg de SnCl,.2H,O se
solubilizan en 0.5 mL de HCI 2.0 M y 0.05 mL de esta solucion se incorporan al vial que
contiene la solucion de coligandos. Finalmente se ajusta el volumen total de la soluciéon a 10 mL
con NaCl 0.9%. Para la marcacion se incuba durante 30 min a 50 °C, una mezcla que contiene 20
pug de HYNIC-cyc-MSH (1 pg/pL, 14.6 nmol), 15 pL de la solucion SnCl,/Coligandos, 148 MBq

#™TcO4 aun pH final 5 (acetato de amonio 1 M).

5.5.2 Purificacién de *"Tc-HYNIC-cyc-MSH

El control y separacion de los complejos peptidicos marcados se realizo mediante HPLC
utilizando el método 1. Posteriormente se diluyo la fraccion purificada con aproximadamente 500
uL de PBS 0.1 M pH 7.4 y se redujo el ACN aplicando una corriente de N,. Finalmente, se

controla pH y se anade PBS 0.1 M pH 7.4 en caso de ser necesario.
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5.5.3 Coeficiente de particién o Log P

Para evaluar los valores de Log P, se purificaron por HPLC distintos conjugados de HYNIC-cyc-
MSH marcados con *™Tc utilizando Tricina, EDDA, Tricina-EDDA y Tricina-Acido Nicotinico
como coligandos. El disolvente fue eliminado y los conjugados marcados (20 uCi) fueron
reconstituidos en PBS (pH 7.4, 0.1M, 20 mL). Tubos conteniendo 500 pL de Octanol y 500 pL
de la fraccion de péptido disuelta en PBS, fueron vigorosamente agitados durante 1 min y
centrifugados a 14.000 RPM durante 10 minutos. Tres fracciones de 100 puL fueron colectadas de
ambas fases, para la medicion de cuentas un contador de pozo de Nal. El coeficiente de reparto se

obtuvo como el log (cuentas en octanol/cuentas en fase acousa).

5.5.4 Estabilidad in vitro

5.5.4.1 Estabilidad en buffer fosfato salino

Se estudi6 la estabilidad de los conjugados **™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y **"Tc-HYNIC-
cyc-MSH/EDDA. Para evaluar la estabilidad in vitro, se purificaron por HPLC los conjugados
P e HYNIC-cyc-MSH/Tricina y **"Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA con el método previamente
descripto. Se incubd una alicuota de 50 uCi de cada complejo en 500 uL. de PBS (0.1M, pH 7.4)
a 37° C, durante 1, 2 y 4 h. Cada experimento fue realizado por triplicado y controlado por
HPLC. La estabilidad de **™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina se evalud en presencia de un exceso de
coligando. En este sentido, se incubo una alicuota de 50 puCi del complejo en 400 uLL de PBS (0.1
M, pH 7.4) y 100 pL de Tricina (100 mg/mL) a 37° C durante 1,2 y 4 h.

5.5.4.2 Estabilidad en SFB y unidon a proteinas plasmaticas

Para estudiar la estabilidad de *’™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y ™Tc-HYNIC-cyc-
MSH/EDDA en Suero Fetal Bovino (SFB), ambos complejos fueron purificados por HPLC con
el método previamente descripto. Posteriormente, se incub6 una alicuota de 50 pCi en 500 pL de
SFB a 37° C, durante 1, 2 y 4 h. Las proteinas fueron precipitadas con 500 pL. de ACN y
centrifugadas (1750 g, 5 min, 4° C). Se midi¢ la actividad del precipitado y del sobrenadante en
contador de pozo de Nal. Finalmente el sobrenadante fue analizado por HPLC para evaluar la

estabilidad de los complejos de *™Tc.
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5.5.5 Estudios in vitro de unién

Los estudios de unién, internalizacion y externalizacion celular fueron realizados en células
murinas B16/F1. Medio millon de células B16/F1se sembraron con medio de cultivo en placa de
24 pocillos, durante toda la noche para permitir la adhesion celular a las mismas. Luego de lavar
una vez con medio de cultivo, las células fueron incubadas a 25 °C durante 20, 40, 60, 90 y 120
min con 300.000 cpm en 300 pL. de medio DMEM-0.2%BSA y se lavo dos veces con PBS-
0.2%BSA pH 7.4, 0.01M. La internalizacion del radiopéptido se determind cuantificando el
péptido unido a membrana e internalizado. Para esto se lavo las células con una solucién buffer
acida (acetato de sodio 40 mM, pH 4.5) con el fin de remover el radiopéptido unido a la
membrana. La actividad remanente dentro de las células se obtuvo mediante la lisis con NaOH 1
N durante 5 min. La actividad unida a membrana e internalizada se contd en un detector gamma.
Para determinar el grado de externalizacion celular del péptido marcado, las células fueron
incubadas con *"Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y *"Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA durante 2 h a
25 °C, luego se removio la actividad extracelular y las células fueron incubadas con 300 uL de
medio nuevamente a 25 °C durante 20, 40, 60, 90 y 120 min. Transcurridos los tiempos de
incubacion respectivos, se midio la actividad presente en el medio, unido a membrana e

internalizado.
5.5.6 Evaluacion Biolégica in vivo

La evaluacion biologica de los complejos de ™ Tc-HYNIC-cyc-MSH se 1levo a cabo mediante la
realizacion de estudios de biodistribucion y adquisicion de imagenes centellograficas. Todos los
procedimientos con animales fueron aprobados por la Comision Honoraria de Experimentacion
Animal. Los ensayos fueron realizados en ratones normales C57 BL/6J, entre 6 - 10 semanas de
edad y 18-24 g. Se desarrolld un modelo animal de melanoma por inoculacion de células
tumorales. La linea celular de melanoma murino B16-F1 se obtuvo de la coleccion American
Type Culture Collection y se mantiene en el medio de Dulbecco modificacion Eagle (DMEM)
(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) suplementado con un 10% de suero fetal bovino
(PAA Laboratories GmbH) y glutamina 2 mM (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany). Los
tumores son inducidos por administracion subcutanea de 2.5 x 10> células de melanoma B16-F1
en 0,1 mL de buffer fosfato salino. Luego de 10 a 15 dias de la inoculacion aproximadamente, los

tumores adquieren una masa entre 0.2 — 0.3 g. El volumen del tumor se estima utilizando la
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siguiente ecuacion (volumen del tumor (mm®) = (2d x D)/2 donde d and D son el didmetro mas

corto y el mas largo en mm, respectivamente.
5.5.6.1 Estabilidad in vivo

La evaluacion de la estabilidad in vivo de **™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y **™Tc-HYNIC-cyc-
MSH/EDDA fue realizada en ratones normales C57 BL/6J. Ambos complejos fueron purificados
por HPLC con el método previamente descripto. Se inyectd una actividad entre 1-3 MBq, por via
intravenosa a través de la vena de la cola. Luego de una hora se colect6 una fraccion de orina y se

control6 por HPLC.
5.5.6.2 Estudios de Biodistribucion

Los estudios de biodistribucion de *’™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y **™Tc-HYNIC-cyc-
MSH/EDDA se realizaron en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma (n=4). Se inyectd una
actividad entre 1-3 MBq, por via intravenosa a través de la vena de la cola. Los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical luego de 1, 2, 4 y 24 h post inyeccion. El tumor, érganos y
tejidos de interés fueron disecados, pesados y su actividad medida en un contador de centelleo
solido. La actividad captada en los tejidos normales y tumor fue expresada como porcentaje de
actividad por gramo de organo/tejido (%Act/g) y como el porcentaje de actividad inyectada
(%Act). El valor total de sangre se consider6 como un 7% del total del peso corporal. La
captacion especifica en el tumor se determin6 mediante la administracion de 20 ug de HYNIC-
cyc-MSH, 30 min previos a la inyeccidon de los radioconjugados. Para el andlisis estadistico se
utilizé test de t de Student para datos no apareados, se eligio un nivel de 95% de confianza para

determinar diferencias significativas entre los compuestos, con un p < 0.05.
5.5.6.3 Imagenes

Para los estudios de imagen, ratones portadores de melanoma murino fueron inyectados con
aproximadamente 11-37 MBq de *™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y *™Tc-HYNIC-cyc-
MSH/EDDA a través de la vena de la cola. Luego de 1 o 2 h de la administracion, los animales
son inmovilizados mediante anestesia general (Ketamina—Xilazina, 100-10 mg/ Kg
intraperitoneal) para la adquisicion de imdagenes estaticas con la gamma camara o micro-
SPECT/CT. Todas las preparaciones administradas fueron controladas previamente por HPLC,

para confirmar la ausencia de péptido no marcado. Estudio de captacion especifica para > ™Tc-
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HYNIC-cyc-MSH/Tricina se realizé mediante la adquision de imagen micro-SPECT/CT a 2 h,
previa administracion de 20 ug de NDP frio.
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5.6 Resultados

5.6.1 Estudio de las condiciones de desprotecciéon de los derivados de HYNIC

Uno de los agentes quelantes bifuncionales mas utilizados para la marcacion de biomoléculas con
#™T¢ es el derivado de 6-hidrazinonicotiamida, conocido como HYNIC. Su popularidad se basa
en que permite marcaciones eficientes, en condiciones moderadas. Habitualmente se utiliza en la
forma de éster activado (Suc-HYNIC) para su conjugacion en solucion al péptido a través de un
amino N-terminal o a través de un amino de una Lys. Abrams y colaboradores fueron los

primeros en describir su sintesis, y su uso como agente quelante bifuncional, desde entonces ha

sido ampliamente utilizado para la marcacion de péptidos y proteinas [77, 86].

En primer lugar, en esta etapa del trabajo se estudiaron condiciones de marcacion con *’™Tc tanto
de HYNIC 1, como de los andlogos que presentan al grupo hidrazino protegido con el
agrupamiento Boc y TFA, derivados 2 y 5, respectivamente, como modelo de reactividad

quimica.

La eleccion de ensayar estos dos ultimos derivados radica en estudiar la posibilidad que puedan

ser marcados con 99m

Tc sin necesidad de desproteccion previa del grupo quelante hidrazino.
Cuanto mayor sea el grado de desproteccion del grupo hidrazino en las condiciones de
marcacion, mayor sera el numero de grupos hidrazino libres disponibles para coordinarse al
9™Tc, por tanto aumentard el rendimiento de marcado del complejo formado con *™Tc. Sin
embargo, la desproteccién no necesita ser completa, dado que generalmente hay un exceso de
equivalentes del conjugado Biomolécula-HYNIC respecto de los equivalentes de tecnecio en la
reaccion. En ese sentido, y sumado a que los péptidos pueden resistir temperaturas mas elevadas
y condiciones quimicas mas extremas que las proteinas, es posible pensar en estrategias de

conjugacion entre analogos de alfa-MSH y derivados de HYNIC, y posteriormente la marcacion

con el grupo reactivo hidrazino protegido.

En este sentido y como modelo de reactividad quimica se estudio la marcacion de los andlogos de
HYNIC 1, 2 y 5, los cuales se marcaron con > "Tc y utilizando tricina como coligando. En la
figura 5.1 se presenta el cromatograma obtenido para la marcacion de HYNIC 1. En la entrada i)
se observa el perfil de HPLC de HYNIC con un tiempo de retencién proximo a 8 min, mientras

que, en ii) y iii) se presentan los perfiles UV y gamma del radioconjugado **"Tc-HYNIC.
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En este control de marcacion se observa un patréon de varios picos en un rango de 6.5 — 10.0
minutos, presentando dos picos mayoritarios en el entorno de 8§ minutos, con una pureza
radioquimica mayor al 98%. Este patron de varios picos, indicaria la formacion de mas de un
complejo para el radioconjugado obtenido, lo cual es concordante con los resultados descritos en
literatura, dado los diferentes isomeros que pueden formarse y que HYNIC puede coordinar en

forma mono- o bidentada.

Los analogos 2 y 5 se marcaron con * "Tc¢ en presencia de tricina y SnCl, durante 45 min a 75
°C, con la misma eficiencia (>98%) que su analogo desprotegido. Sin embargo las condiciones
no fueron suficientes para lograr una completa desproteccion, observandose una conversion del
50 % en el caso de HYNIC-Boc 2 y 85 % en el caso de HYNIC-TFA 5 (Figura 5.2). En este
sentido, destacar que se obeserva un patrén de picos similar (HYNIC-Boc) o en menor niimero
(HYNIC-TFA), en el perfil gamma con respecto a su analogo desprotegido. Es ultimo resultado
estaria indicando una restricion en los tipo de radioconjugados obtenidos, ya sea por una menor
posibilidad de isémeros formados o por el tipo de coordinaciéon que presenta el sistema 6-

hidrazino nicotinico.
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Figura 5.1: Perfil de HPLC de HYNIC y ®™Tc-HYNIC. (i) UV HYNIC, (ii) UV *™Tc-HYNIC, (iii) perfil
gamma de ®™Tc-HYNIC
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Figura 5.2: Cromatograma de HYNIC-Boc (izquierda), HYNIC-TFA (derecha), y su marcacién con
e (i) UV HYNIC, (ii) UV HYNIC-grupo protector, (iii) UV ggmTc-HYNIC-grupo protector, (iv) perfil gamma

de ggmTc-HYNIC-grupo protector.
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Dado los bueno resultados obtenidos en las marcaciones de los derivados de HYNIC 2 y 5 con

99m,

Tc, en segundo lugar estudiamos el efecto del pH y la temperatura en el proceso de

desproteccion/marcacion sobre estos derivados. Los resultados obtenidos de evaluar el efecto del

pH y la temperatura en la desproteccion de los analogos de HYNIC protegidos con Boc (2) y

TFA (5), se presentan en la figura 5.3. En todas las condiciones el grado de conversion a la forma

hidrazino libre es mayor para el derivado 5 respecto del observado para 2.

En cuanto a la desproteccion del derivado HYNIC-TFA 5, un pH 5 permitid6 mayores

conversiones que incubaciones a pH 7, asi como también, se observd que en ambas condiciones
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de pH un aumento de la temperatura resulté en mayor conversion a la forma hidrazino libre. La
maxima desproteccion se obtuvo cuando se incubo a pH 5 a 75 °C, condicion de pH y
temperatura similar a la utilizada durante la marcacion con *™Tc, lo que hace suponer que el pH
y la temperatura son dos factores muy importantes en la desproteccion/marcacion para este
derivado. En este sentido, la desproteccion del derivado HYNIC-Boc se encuentra principalmente
influenciada por el efecto de la temperatura, alcanzando un valor de desproteccion entre 20-30%
a 75°C para ambos valores de pH en estudio (pH 5 y 7, Figura 5.3). Estos resultados preliminares,
indicarian la posibilidad de marcar moleculas o biomoleculas con **"Tc via agente bifuncional
HYNIC, con el grupo hidrazino adecuadamente protegido, bajo condiciones suaves de

radiosintesis.
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Figura 5.3: Condiciones evaluadas en la desproteccién del grupo hidrazino para los derivados HYNIC-Boc y
HYNIC-TFA.
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5.6.2 Conjugacién de analogos de alfa- MSH con Suc-HYNIC y sus derivados

Inicialmente, se estudiaron condiciones de conjugacion en solucion de los derivados de HYNIC:
Suc-HYNIC-Boc 3, Suc-HYNIC 4 y Suc-HYNIC-hidrazona 7 con un analogo peptidico de alfa-
MSH, el analogo alfa-MSH-ciclico-Renio (Figura 5.4, A), el cual fue desarrollado por el grupo
del Prof. Thomas Quinn de la Universidad de Missouri. La estrategia seleccionada consistio en la
utilizacion de ésteres activados de HYNIC para su conjugacion en solucion al péptido a través del

grupo amino de la lisina.

Diferente condiciones de reaccion fueron ensayadas tanto en medio acuoso como en disolventes
organicos anhidros, como ACN o DMSO, a temperatura ambiente y bajo calentamiento
convencional (50°C). En todos los casos, no fue posible obtener una conjugacion y/o purificacion
eficiente con los derivados de HYNIC utilizados y el andlogo peptidico de alfa-MSH. En la
mayoria de las condiciones ensayadas, al controlar el avance de reaccion mediante HPLC, los
perfiles de cromatograma con deteccion UV mostraban la presencia de multiples picos. Estos nos
estarian indicando la conjugacion de los derivados de HYNIC activados a varios niveles con el
derivado de alfa-MSH. Por ejemplo, podriamos pensar en derivatizaciones con grupos reactivos
del derivado peptidico, como por ejemplo grupo guanidina en arginina, imidazol en histidina e
indol en triptéfano. Por lo tanto, para evitar este tipo de posibles reacciones secundarias seria
adecuado contar con el péptido adecuadamente protegido a estos niveles o llevar a cabo la
sintesis del péptido y su derivatizacion a HYNIC utilizando una estrategia de sintesis en fase

solida.

En base estos resultados y en colaboracion con el laboratorio del Prof. Quinn estudiamos la
conjugacion mediante sintesis orgédnica en fase solida del acople directo utilizando el ligando
bifuncional desarrollado anteriormente HYNIC-Boc 2 y el analogo Ac-Lys-ReCCMSH(Arg'")
(Figura 5.5, paso I). Seguidamente, mediante tratamiento con TFA 80% se produce tanto el
desanclaje del péptido de la resina de Rink amida como la desproteccion del grupo Boc (Figura
5.5, paso II). Finalmente, se ensayaron condiciones puestas a punto para la ciclacion del péptido
con un agente de intercambio derivado de oxo renio 187 (Figura 5.5, paso III) [124]. Bajo estas
condiciones no fue posible obtener dicho conjugado debido a un desplazamiento del metal Renio
durante las condiciones de reaccion. Posiblemente esto es debido a una competencia del grupo
hidrazino libre y/o atomo de nitrogeno del anillo de piridina con los tiolatos del derivado

e . .y 187
peptidico por la coordinacioén con el “'Re.
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Figura 5.5: Derivatizacion de HYNIC-Boc con Ac-Lys-ReCCMSH(Arg™) y ciclacién con Renio
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Dado los resultados desarrollados anteriormente, se seleccion6 el andlogo de alfa-MSH ciclico de
10 aminoécidos (HYNIC-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)GPV-CONH,) que se representa en la
figura 5.6, para la derivatizaciéon con HYNIC-Boc y asi evitar los inconvenientes mencionados.
Con este derivado peptidico, del cual se conoce presenta muy buena afinidad por el receptor
MCRI, se realizé una conjugacion con el ligando bifuncional HYNIC-Boc mediante estrategia de

sintesis en fase sélida [101].

Brevemente, la misma consistid en un primer paso de anclaje y posteriores reacciones de acople
directo de los aminoécidos adecuados (utilizando la estrategia de sintesis Fmoc y resina Rink
amida) y posterior conjugacion con el ligando bifuncional HYNIC-Boc, todo esto llevado a cabo
en fase solida en un sintetizador automatico. Seguidamente, una reaccion de desproteccion
selectiva de los residuos de Asp y Lys con TFA 2.5%, permitiendo una reaccion de ciclacion
mediante una lactama intramolecular entre los mismos. Finalmente se llevo a cabo el desanclaje
del péptido de la resina y desproteccion del grupo hidrazino, que a los efectos de este trabajo

denominaremos “HYNIC-cyc-MSH”.

Las condiciones de desanclaje del péptido conjugado se llevan a cabo en presencia de acido
trifluoroacético (TFA), lo cual genera dos andlogos peptidicos principalmente (Figura 5.7), los
cuales fueron caracterizados por HPLC-EM. En el perfil de purificaciéon con un tiempo de
retencion de 18.44 min se obtiene el derivado que contiene HYNIC con el grupo hidrazino
desprotegido (IES-EM HYNIC.cyc-MSH: 1371.9, Figura 5.8). Mientras que, en el minuto 21.75
se obtiene el derivado peptidico que contiene el grupo hidrazino protegido con un grupo
trifluoroacetilo (IES-EM HYNIC-TFA-cyc-MSH: 1467.4, Figura 5.9). De esta forma a partir de
una purificacion utilizando equipamiento de HPLC preparativo se obtuvieron de forma pura las
dos variantes del cyc-MSH: HYNIC-cyc-MSH y HYNIC-TFA-cyc-MSH. Estos dos conjugados

nos permitieron continuar con las actividades planteadas en el trabajo de tesis.
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Figura 5.6: Anéalogo ciclico de MSH derivatizado con HYNIC
HYNIC-cyc-MSH (HYNIC-NIe-cyc[Asp-H-dPhe-RW-Lys]GPV-CONH>)
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Figura 5.7: Perfil cromatografico de la sintesis de HYNIC-cyc-MSH. Para la purificacién se seleccionan los
picos mayoritarios con tiempo de retencion 18.44 y 21.75 min
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Figura 5.8: EM HYNIC-cyc-MSH. Corresponde a la muestra colectada en TR 18.34-19.34
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Figura 5.9 EM HYNIC-TFA-cyc-MSH. Corresponde a la muestra colectada en TR 21.74-22.79

Por otra parte, estudios de estabilidad por HPLC y EM del derivado HYNIC-TFA-cyc-MSH

provistos por el Dr. Gallazzi (Universidad de Missouri) mostraron una inestabilidad de la

proteccion del grupo trifluoroacetilo cuando se incub6 el péptido en condiciones acidas (Figura

5.10). Estos resultados van en el mismo sentido que las observaciones previas obtenidas para el

analogo HYNIC-TFA vy su desproteccion en funcion del pH (punto 5.6.1). Por este motivo y

debido que la marcacion de ambos derivados peptidicos conducen al mismo complejo marcado

(resultado no mostrado), durante esta tesis se continu6 trabajando con la forma hidrazino libre, es

decir con del derivado HYNIC-cyc-MSH.
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Figura 5.10: control de estabilidad del derivado HYNIC-TFA-cyc-MSH
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5.6.3 Ensayo in vitro de unién competitiva

El ICs¢ o la concentracion de péptido requerida para inhibir el 50% de union del radioligando, fue
determinada utilizando ' I-Tyr’-NDP, un andlogo de MSH radioiodinado con afinidad
picomolar por el receptor MCI1R, en competencia con HYNIC-cyc-MSH [97]. Se utilizaron
concentraciones crecientes de HYNIC-cyc-MSH en un rango de 10! a 10° M. La curva de
unién competitva se obtiene graficando % de unién '* I-TyrNDP en funcién de la
concentracion de HYNIC-cyc-MSH (Figura 5.11). Bajo estas condiciones se obtuvo un valor de

ICso de 6.5 nM para HYNIC-cyc-MSH.

|C50
120
100f

80f

60+ |050= 6.48 nM

401

% Radioactividad

20F
0-
e b losasaas bl ol
101¢ g= 1gEte 10° [0a 107
Concentracion (M) de HYNIC-cyc-MSH

Figura 5.11: Curva de union competitva entre analogos de alfa-MSH y receptor MCR1

5.6.4 Marcacion con *"Tc de HYNIC-cyc-MSH

5.6.4.1 Condiciones de marcacion

HYNIC-cyc-MSH se marco con rendimiento superior a 95 + 4 % cuando se utilizd tricina como

coligando a 50°C durante 20 min, con actividades especificas entre 7.5 y 26.9 GBqg/umol. El

99m

complejo " Te-HYNIC-cyc-MSH/Tricina se separd exitosamente del péptido no marcado a
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través de HPLC, con tiempos de retencion de 14.5 min y 15 min respectivamente. En la figura
5.12 se indica la region colectada en la purificacion; también es posible apreciar la formacion de

los distintos complejos de **™Tc debido al uso de coligandos.

miTT mr
200
100
n] - - T p— - - e - - - - - - - -
a,00 5,00 10,00 15,00 Z0,00 Z5,.00 win
CP3 *1000 b
0,0
o,.0 —
a,o00 5,00 10,00 15,00 z0,00 25,00 win

Figura 5.12: Perfil de purificacion de *™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina

HYNIC-cyc-MSH se marc¢ utilizando EDDA como coligando con un rendimiento de 64 + 12 %
cuando se incub6 a 70°C, 30 min. Rendimientos de 42% y 59% se obtuvieron cuando se incub6 a
50 °C durante 20 y 30 min respectivamente. Se alcanzaron actividades especificas entre 3 y 23

GBg/umol. El complejo *™

Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA se separd exitosamente del péptido no
marcado a través de HPLC con tiempos de retencion de 15 min y 15.5 min respectivamente

como se aprecia en a figura 5.13.
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Figura 5.13: Perfil de purificacion de *"Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA
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En las marcaciones utilizando dos coligandos, tricina-EDDA y tricina-dcido nicotinico, se
obtuvieron rendimientos de 15% y 60% respectivamente, en las condiciones estudiadas. Dichas
marcaciones fueron realizadas, para una evaluacion del efecto que tienen dichos complejos en el
coeficiente de reparto. Por este motivo, para la realizaciéon de esta tesis no se optimizaron las

condiciones de marcacion.

5.6.4.2 Coeficiente de reparto o Log P

Se estudiaron distintos complejos HYNIC-cyc-MSH marcado con *™Tc utilizando Tricina,
EDDA y Acido Nicotinico como coligandos. De los radiomarcados obtenidos se evalud el
caracter hidrofilico mediante el célculo del coeficiente de reparto octanol-agua. Los valores
obtenidos se muestran en la Tabla 5.1. Todos los complejos estudiados mostraron ser hidrofilicos,
siendo el ™ Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina el que mostrd mayor cardcter hidrofilico presentando

un log P=-1.244.

Complejos " Tc Log P
PMTc-Tricina-HYNIC-cyc-MSH -1.244 + 0,046
¥MTc-EDDA-HYNIC-cyc-MSH -0.778 + 0,064

M Tc-Tricina/NA-HYNIC-cyc-MSH -0.966 + 0,002
M Tc-Tricina/EDDA-HYNIC-cyc-MSH -0.869 + 0,004

Tabla 5.1: Log P de los distintos complejos obtenidos

5.6.4.3 Estabilidad in vitro

Se estudio la estabilidad de los conjugados *"Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y **™Tc-HYNIC-
cyc-MSH/EDDA in vitro en PBS y en Suero Fetal Bovino (SFB) a 37° C durante 1,2 y 4 h. El
complejo marcado utilizando EDDA como coligando mostr6 una estabilidad mayor a 90 % a 4 h,
mientras que el complejo con Tricina se mostrd estable hasta 2 h, disminuyendo a un 83% a las 4
h de incubacion (Figura 5.14 A). Cuando el complejo marcado con Tricina se incubd en PBS con
un exceso de coligando se observo un aumento de estabilidad a 4 h. Cuando se incubaron ambas
especies en SFB se observo una estabilidad mayor a 90 % a 4 h en ambos radioconjugados
(Figura 5.14 B). Cuando se estudio el grado de unidon a proteinas en suero fetal bolvino se
observo que "Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA resulté ser el complejo con menor unidn a

proteinas, cercano al 10% sin variacion significativa a lo largo del tiempo (Figura 5.14 C).
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Mientras que cuando se utilizé tricina como coligando se observé una union a proteinas del 22%

luego de una hora de incubacion, alcanzando un 27% a las 4 h.
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Figura 5.14: Estudios de estabilidad in vitro para los radioconjugados obtenidos
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5.6.4.4 Estudios in vitro de union

Los estudios de unioén, internalizacion y retencion celular fueron realizados en células murinas
B16/F1, para *’™Tc-cyc-MSH utilizando Tricina y EDDA como coligandos. En la figura 5.15 se
observa el % actividad que permanecio unido luego de 2 h de incubacidn, asi como también se
aprecia el bloqueo de la unidon cuando se lo incuba con andlogos de a-MSH no marcados
(HYNIC-cyc-MSH y NDP). La figura 5.16 muestra los estudios de internalizacion y
externalizacion a lo largo del tiempo para ambos complejos. En los mismos se comprobd una
réapida union al receptor MCIR, seguida por su internalizacion, asi como también una retencion

del péptido en el interior lo cual se ve reflejado por el bajo grado de internalizacion.

*¥™Tc-cyc-MSH/Tricina, **™Tc-cyc-MSHEDDA |
4! 11 1
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g Bl Internalizado
s
o
e =
X
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\o 0\\)6 ,\‘\6‘8\ &0 o \)e '\\‘\6?‘
0 U \Y) N©
6\’(\ ¢ 6\(\ O
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Figura 5.15: Ensayo de unién en células B16/F1 a las 2 h.
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Figura 5.16: Estudios de union, internalizacion y externalizacion de ®™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricinay *™Tc-
HYNIC-cyc-MSH/EDDA en células B16/F1.

5.6.4.5 Evaluacion Biolégica

5.6.4.5.1 Estabilidad in vivo

Se estudio la estabilidad in vivo a una hora post-inyeccion de ambos complejos en orina de
ratones C57 BL/6J normales. Los controles de HPLC se presentan en las figura 5.17 y 5.18, en
ambos casos se observa un pico que coinicide con el perfil y tiempo de retencion de los

complejos. No se observan otras especies de *™Tc.

CE5 *1000 ¥
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Figura 5.17: Perfil de HPLC de **"Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina en orina.
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Figura 5.18: Perfil de HPLC de **™Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA en orina.

5.6.4.5.2 Estudios de Biodistribucion

La evaluacion biologica in vivo de los complejos se llevo a cabo mediante la realizacion de
estudios de biodistribucion en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma. Las biodistribuciones
fueron realizadas luego de 1, 2, 4 y 24 h (n = 4). Ambos complejos **"Tc-HYNIC-cyc-
MSH/Tricina y *"Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA presentaron una rapida e importante captacion a
nivel del tumor (Tablas 5.2 y 5.3). A las 2 h ambos complejos presentaron el pico de captacion
tumoral, presentando un % A/g de 4.38 + 1.02 cuando se utiliz6 tricina y 3.92 + 2.07 cuando se
utilizo EDDA, permaneciendo en el tumor un 4.07 + 1.16 y 3.65 £ 0.59 % A/g, respectivamente,

a las 4 h post-inyeccion.

Los valores de % A/g en tumor para * "Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y **™Tc-HYNIC-cyc-
MSH/EDDA disminuyeron a 1.46 + 0.54 y 1.56 + 0.32 %, luego de 24 h post-inyeccion,
respectivamente (Tablas 5.2, 5.3 y Figuras 5.19, 5.20). No se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) en la captaciones tumorales entre los diferentes complejos en ninguno de
los tiempos estudiados. El estudio de competencia con 20 pg de HYNIC-cyc-MSH (14.6 nmol)
luego de 2 h post-inyeccion, mostrd una captacion tumoral de 0.40 +0.20 % A/g 'y 0.30 + 0.08 %

A/g para los complejos de tricina y EDDA respectivamente.

La eliminacion de *™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y **"Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA fue muy
rapida, observandose un 76.54 + 5.85 % y 77.44 £ 7.30 % de la actividad en orina luego de 2 h de

biodistribucion (Tablas 5.2, 5.3), presentando baja retencion inespecifica en rifiones.

La captacion en 6rganos normales generalmente fue < de 1 % A/g, para ambos radiopéptidos,
excepto en rifiones en todos los tiempos investigados. Cuando se utilizo6 tricina como coligando
se observa un ligero aumento en la captacion de 1.59 + 1.80% y 1.34 = 0.60% en bazo e intestino
a las 24 h que respectivamente. Se observaron elevadas relaciones tumor/érgano no blanco a las 2
h post-inyeccién como se puede apreciar en las tablas 5.2 y 5.3. ™ Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina
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presentd relaciones tumor/musculo = 33.7 y tumor/sangre = 7.1 a las 2 h, mientras que las
relaciones tumor/mtisculo y tumor/sangre para > "Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA fueron de 17.8 y

4.7 respectivamente.
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Figura 5.19: Biodistribucion en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma. (n=4, %A/g + DS)
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Figura 5.20: Biodistribuciéon en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma. (n=4, %A/g + DS)

104



Marcacién y evaluacion de analogos de a-MSH con %" Tc

99MTc-cyc-MSH/Tricina
Tejidos 1h 2h 4 h 24 h 2 h Bloqueo*

%A/g *k
Sangre 0.50 + 0.33 0.62 + 0.28 0.86 + 0.17 0.49 + 0.14 0.59 + 037
Higado 0.29 + 0.13 0.46 + 0.15 0.92 + 044 0.85 +  0.26 0.55 +  0.26
Corazén 0.11 + 0.04 0.23 + 0.06 0.34 + 0.09 0.49 +  0.19 0.27 +  0.09
Pulmén 0.55 + 0.31 0.55 + 022 0.72 + 0.19 0.51 + 0.18 0.74 + 021
Bazo 0.09 + 0.05 0.29 + 023 0.37 + 0.17 1.59 +  1.80 0.34 +  0.10
Rifones 2.19 + 0.79 2.52 + 0.50 5.99 + 047 2.60 + 125 2.99 *  1.26
Tiroides 0.19 + 0.11 0.37 + 0.19 0.59 + 0.23 0.56 + 0.1 0.69 + 023
Musculo 0.19 + 0.11 0.13 + 0.1 0.17 + 0.04 0.30 * 012 0.13 *  0.06
Hueso 0.06 + 0.04 0.22 +  0.17 0.40 + 014 0.59 *  0.14 0.27 *  0.02
Estémago 0.57 + 0.43 0.85 + 0.18 0.96 + 0.19 1.02 + 0.33 2.27 0.4
Piel 0.59 + 0.24 0.84 + 0.33 0.87 + 042 0.55 + 024 0.62 +  0.36
Intestino 0.28 + 0.08 0.43 +  0.12 0.95 + 021 1.34 + 0.60 0.51 + 024
Tumor 2.85 + 1.71 4.38 +  1.02 4.07 + 1.16 1.46 + 054 0.40 + 020
%A**

Intestino 0.98 + 0.57 1.06 +  0.39 1.62 + 0.38 1.86 + 0.76 1.09 + 049
Orina 80.36 + 1235 76.54 + 585 | 78.88 + 597  80.01 + 145 81.36 + 5.63
Relaciéon Tumor/tejido normal

T/sangre 57 71 4.7 3.0 0.7
T/rifiones 1.3 1.7 0.7 0.6 0.1
T/higado 9.8 9.5 4.4 1.7 0.7
T/musculo 15.0 33.7 23.6 4.9 3.1

* Para el blogqueo de la captacion tumoral se inyectaron 20 g HYNIC-cyc-MSH, 30 min antes de la administracién de ®mTc-cyc-MSH. **% Actividad/gramo
(%A/g)y% Actividad (%A) son expresados como el promedio +desvio estandar.

Tabla 5.2: Biodistribucion en ratones C57 BL/6J portadores de melanomay comparacion de relaciones
tumor/érganos no blanco
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99MT¢c-cyc-MSH/EDDA
Tejidos 1h 2h 4 h 24 h 2 h Blogueo*

%A/g *k

Sangre 1,27 + 0,55 0.83 * 0.28 0.76 + 0.39 0.69 + 018 0.56 + 025
Higado 0,53 + 0,09 0.48 * 0.20 0.20 + 0.06 0.47 + 0.1 0.31 +  0.09
Corazon 0,56 + 0,30 0.35 + 0.15 0.15 + 0.04 0.38 + 014 024 + 0.1
Pulmoén 0,93 + 0,31 0.70 + 0.36 0.25 + 0.03 0.58 + 012 040 + 015
Bazo 0,28 * 0,17 0.21 t 0.10 0.10 * 0.07 0.84 + 020 035 *  0.29
Rifiones 5,10 * 0,28 2.10 + 0.71 4.14 + 1.80 4.44 +  1.31 3.21 +  1.05
Tiroides 0,49 * 0,25 0.62 * 0.29 0.28 * 0.16 0.48 + 013 042 + 020
Musculo 0,40 * 0,37 0.22 * 0.17 0.32 * 0.29 0.35 + 022 017 + 010
Hueso 0,61 * 0,35 0.31 * 0.15 0.20 * 0.04 0.43 + 023 033 +  0.31
Estéomago 0,53 * 0,27 0.62 * 0.42 0.36 * 0.12 0.76 + 023 048 +  0.16
Piel 0,59 * 0,01 0.57 * 0.31 0.33 * 0.21 0.48 + 024 040 + 014
Intestino 0,73 * 0,26 0.55 * 0.33 0.32 * 0.14 1.04 + 043 054 +  0.26
Tumor 3,98 + 0,99 3.92 * 2.07 3.65 + 0.59 1.56 + 032 030 + 0.08
%A**

Intestino 1.55 + 0.36 1.14 + 084 0.59 + 0.28 1.57 + 046 1.13 + 027
Orina 73.24 + 588 7744 t 7.30 7594 + 16.08 7523 + 940 8164 = 10.19
Relaciéon Tumor/tejido normal

T/sangre 3.1 4.7 4.8 2.26 0.5
T/rifiones 0.8 1.9 0.9 0.3 0.1
T/higado 75 8.2 18.2 3.3 1.0
T/musculo 9.9 17.8 1.4 4.5 1.8

* Para el blogqueo de la captacion tumoral se inyectaron 20 g HYNIC-cyc-MSH, 30 min antes de la administracién de ®mTc-cyc-MSH. **% Actividad/gramo
(%A/g) y % Actividad (%A) son expresados como el promedio +desvio estandar.

Tabla 5.3: Biodistribucion en ratones C57 BL/6J portadores de melanomay comparacion de relaciones
tumor/érganos no blanco.

Cuando se compar6 el %A/g para distintos 6rganos a lo largo del tiempo, no se observaron
diferencias en los perfiles entre los diferentes complejos radiomarcados, excepto para el higado
donde es posible apreciar una acumulacion ligeramente mayor luego de 2 h para el complejo

marcado con tricina como coligando (Figura 5.21).
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Figura 5.21: %A/g para distintos érganos a lo largo del tiempo

5.6.4.5.3 Imagenes

Las iméagenes centellograficas adquiridas para el complejo **™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina
luego de 2 h, muestran buena captacion a nivel tumoral, tal como se puede apreciar en las figuras
5.22, 5.23 y 5.24. Es posible identificar la via urinaria como la principal via de eliminacion, lo

cual queda evidenciado mediante la visualizacion de vejiga y rifiones en menor medida.

En la figura 5.22 se observa la imagen centellografica de un raton portador de melanoma a 1 h
post inyeccién (A), con gran intensidad de captacion a nivel de vejiga y tumor. La relacion del
tumor respecto de la region contra lateral es de 22.6, similar a las relaciones observadas en los
estudios de biodistribucion para **"Tc-HYNIC-MSH/Tricina. En B se observa la imagen micro-
SPECT/CT realizada a 2 h, en esta oportunidad se observa una clara captacion a nivel del tumor,
con intensa captacion en vejiga, higado e intestinos, este tltimo no evidenciable en el resto de las
imagenes centellograficas. Esta diferencia podria deberse a una inestabilizacion del complejo lo

cual estd también evidenciado en una visualizacion de tiroides.
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La captacion especifica del complejo *™

Tc-HYNIC-MSH/Tricina se comprob6 con un estudio de
competencia in vivo, mediante la previa administracion del andlogo peptidico NDP, que provocod
una saturacion de los receptores e inhibi6 de esta forma la captacion del radioconjugado a nivel

del tumor, como se puede apreciar en la figura 5.23.

Una intensa captacion en la regiones que correspondientes a las regiones del tumor e higado del
raton C, condujeron a una biodistribucion de dichos 6rganos para confirmar la captacion (Figura
5.24). Una observacién macroscopica de los 6rganos permitié confirmar procesos tumorales en el

higado, lo que podria explicar la intensidad en la captacion hepatica.

Las imagenes centellograficas adquiridas para el complejo > Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA luego
de 2 h post-inyeccion se muestran en la figura 5.25. En las mismas, se visualiza como principal
via de metabolizacion la via urinaria con clara visualizacion de rifiones y vejiga. La visualizacion
del tumor es moderada, esto podria explicarse con lo observado a nivel de las biodistribuciones
en las relaciones tumor/musculo y tumor/sangre, donde se obtienen relaciones menores que las

observadas para el complejo de Tricina.

108



Marcacién y evaluacion de analogos de a-MSH con %" Tc

Tumor

Figura 5.22: Imagenes de C57 BL/6J portadores de melanoma B16/F1 luego de la administracion de *™Tc-
HYNIC-MSH/Tricina. En A iméagen centellografica obtenida en gamma camara a 1 h. En B imagen de fusién
SPECT-CTa2h.

Figura 5.23: Imagen axial micro SPECT- CT de ratones C57 BL/6J portadores de melanoma B16/F1 luego de 2
h de la administracion de *™Tc-HYNIC-MSH/Tricina. Imagen derecha con bloqueo especifico.
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Rifiones

Figura 5.24: Imagen centellografica de ratén C57 BL/6J portador de melanoma B16/F1 luego de 2 h de la
administracion de " Tc-HYNIC-MSH/Tricina. En las figuras se muestran la imagen de cuerpo entero del ratéon y su
respectiva biodistribucion.

Figura 5.25: Imagenes de C57 BL/6J portadores de melanoma B16/F1 luego de la administracién de 9MTe.
HYNIC-MSH/EDDA.
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5.7 Discusion

El desarrollo de agentes de radio-imagen, especificos para melanoma, serian de beneficio para el
diagnéstico, estadificacion y seguimiento de la enfermedad. Actualmente, el diagndstico de
melanoma en Medicina Nuclear, se limita a agentes no especificos. En la busqueda de agentes
especificos para melanoma, unos de los blancos moleculares sobre el que se han dirigido varios
esfuerzos, es el receptor 1 de la melanocortina o MCIR. Es asi, que uno de los objetivos
planteados en este trabajo fue la obtencion de un analogo peptidico de la hormona melanocito

estimulante y su marcacion con C.

La preparacion de un radiotrazador de **™Tc requiere de buena estabilidad in vitro e in vivo y de
gran afinidad por su receptor. Es importante también lograr un patrén de distribucion con una
rapida eliminacion sanguinea y baja captacion en 6rganos no blancos. Es entonces de preferencia,
una eliminacién a nivel renal para evitar acumulacion a nivel del tracto gastrointestinal lo que
disminuiria la capacidad de deteccion de tumores a nivel abdomino-pélvico. En este sentido,
trabajos previos han comprobado que tanto la secuencia peptidica como el sistema quelante

afectan en gran medida el patron de biodistribucion y las vias de eliminacion.

En cuanto a la imagen molecular del MC1R, como blanco para diagnostico y terapia especifico
de melanoma, trabajos previos han demostrado que la ciclacion de andlogos de a-MSH permite
mejorar la afinidad de union y la estabilidad in vivo del péptido [75]. Durante este trabajo fue
posible la obtencion de un analogo ciclico de a-MSH conjugado con el quelante bifuncional
HYNIC que retiene la afinidad por su receptor con un ICsyp de 6.5 nM, rango de afinidad
observada para otros analogos de a-MSH [126, 109], demostrando la viabilidad de la estrategia
de ciclacion. En este sentido, HYNIC-cyc-MSH conserva la secuencia de reconocimiento His-D-
Phe-Arg-Trp presente en el andlogo superpotente NDP. La interaccion molecular entre cadenas
laterales de un residuo Asp’ (COOH) y Lys''(e-NH,) contribuyen a una conformacion bioactiva,
como describié Al-Obeide y colaboradores para una serie de andlogos de lactama ciclicos de

melanotropina [101].

Para la realizacion de este trabajo, en la busqueda de un agente peptidico para imagen especifico
de melanoma, se seleccion6 la marcacién con *™Tc via HYNIC. Surfraz y col. en un modelo
peptidico que presenta el derivado HYNIC protegido con un trifluoroacetilo, informaron de la

remocion del grupo trifluoroacetilo in situ durante las condiciones de marcacion con ca
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temperatura ambiente, mientras que en ausencia de "

Tc dicha desproteccion a temperatura
ambiente solo se observo a pH < 3.6 0> 10 [94]. En este sentido y debido a que disponiamos de
distintos derivados de HYNIC con su funcion hidrazino protegida, decidimos evaluar si el pH y/o
la temperatura podrian también incidir en la desproteccion / marcacion. En nuestros experimentos
se observd que es posible la marcacién eficiente con *™Tc de los derivados HYNIC-Boc 2 y

HYNIC-TFA 5, a pH 5 y 75°C durante un corto periodo de tiempo.

Se logré marcar HYNIC-cyc-MSH con **™Tc, con moderadas actividades especificas, entre 7.5 -
26.9 GBg/umol y 3-23 GBg/umol, cuando se utilizaron tricina y EDDA, respectivamente. La
eleccion del coligando utilizado en la marcacion via HYNIC es un etapa importante en la
evaluacion preclinica, motivo por el cual se realizaron estudios in vitro que miden parametros
como la estabilidad, lipofilicidad y union a proteinas, con el fin de predecir patrones de
biodistribucién. En este sentido, se estudi6 la estabilidad de los conjugados **™Tc-HYNIC-cyc-
MSH/Tricina y ™ Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA in vitro en PBS y en Suero Fetal Bovino (SFB) a
37° C hasta 4 h. Durante la realizacion de este estudio confirmamos que la estabilidad del
radiocomplejo depende en forma considerable del coligando seleccionado. Cuando el
radioconjugado marcado con EDDA se incub6 en PBS a 37°C, presentd una estabilidad mayor a
90 % a las 4 h, mientras que el complejo con Tricina se mostro estable hasta 2 h, disminuyendo a
un 83% a las 4 h de incubacién. Sin embargo, cuando el complejo marcado con Tricina se incub6
en PBS con un exceso de coligando se observo una estabilidad del péptido marcado del 97% a las
4 h. Esto confirma observaciones realizadas por Liu y colaboradores, que afirman la necesidad de
un exceso de tricina para estabilizar el complejo [90]. Cuando se estudio la estabilidad es SFB, se
observd una estabilidad mayor del 90 % a 4 h en ambos radioconjugados. La estabilidad de
ambos complejos in vivo, se determind por HPLC en orina, observandose estables luego de una

hora post-inyeccion.

La evaluacion de la union de los complejos a proteinas plasmadticas, es importante ya que altos
niveles de union a proteinas plasmadticas resultan en una circulacion sanguinea prolongada
reduciendo las relaciones 6rgano blanco/6rgano no blanco. En nuestro estudié se observo, como
para otros complejos peptidicos [70], que el complejo con EDDA presenta una unién a proteinas
cercano al 10% sin variacion significante a lo largo del tiempo. Mientras que con el uso de tricina
se observo una union a proteinas del 22% a la hora, alcanzando un 27% a las 4 h de incubacion.

La unién a proteinas plasmaticas es un parametro que aumenta con la lipofilicidad del radio-
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péptido y en algunos casos es un reflejo de la inestabilidad del complejo metalico, lo que lleva a
un aumento de la unién del radiometal por las proteinas. El aumento en la unién a proteinas
observado para el marcado con tricina, puede ser el resultado de la desestabilizacion del complejo

y no solo la contribucion de la hidrofilia del radio-péptido.

La purificacion mediante HPLC con el método 1 permitié la separacion de los conjugados

marcados con ™

Tc del péptido no marcado, condicidon necesaria para los analogos de
melanotropina, ya que la presencia de péptido no marcado compite por la union de de los
receptores, disminuyendo la captacion del radioconjugado en el tumor [103]. Dicho perfil de
purificaciéon también permitd identificar mas de un pico, los cuales pueden surgir de los
diferentes isdbmeros formados y/o formas de coordinaciéon con HYNIC, como describe Liu y col.

[90].

Los estudios de unidn, internalizacion y retencion celular realizados en células murinas B16/F1,
mostraron una rapida internalizacion y retencion celular. Una internalizacion del 83 + 3 % para
PM e HYNIC-cyc-MSH/Tricina y 55 + 4% para *""Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA fue observada
a los 40 min de incubacidn, mientras que a los 90 min se observo una internalizacion de 87 £ 5 %
para **"Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y 82 + 6% para *™Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA. Los
estudios de externalizacién demostraron que un 82 + 7% de la actividad de *™Tc-HYNIC-cyc-
MSH/Tricina y un 91 + 4% de **"Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA permanece dentro de las células a

las 2 h de incubacion.

Ambos  complejos, ™Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina  y  *™Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA
presentaron buena captacion tumoral mediada por receptor de 4.38 + 1.02 y 3.92 + 2.07 % A/g a
las 2 h post-inyeccion, respectivamente. El bloqueo de la acumulacion de los radioconjugados
con un exceso de péptido frio, permitié demostrar una captacion especifica de los radiopéptidos a
nivel del tumor. Ambos radioconjugados presentaron un perfil de biodistribucién muy adecuado
para un agente de imagen diagndstico, con buena captacion tumoral, elevada eliminacion renal y

baja retencion inespecifica a nivel de los rifiones.

Cuando comparamos los resultados obtenidos respecto de lo observado para otros analogos de a-
MSH, observamos que la captacion a nivel tumoral para estos dos radiopéptidos fue menor a la

observada para los analogos ciclicos [™Tc]CCMSH y [*™Tc]CCMSH(Arg'"), sin embargo
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presentan una captacion renal 10 y 5 veces menor respectivamente a la hora, lo cual deriva en una

relaciones tumor/rifion similares a la hora de inyeccion [86, 108].

Las imagenes son importantes para el diagnostico, el pronodstico y el plan terapéutico de muchas
enfermedades. En los ultimos afos, el avance de la tecnologia, dié lugar a una serie de técnicas
de imagen que en combinacion permiten la reconstrucion de imagenes que brindan informacion
funcional y su correlacion anatémica. Durante la realizacién de este trabajo ha sido posible la
evaluacion de los radioconjugados mediante la adquision de imagenes en 2 dimensiones con
gammacamara e imagenes de fusion realizadas en un SPECT/CT de pequefios animales. En las
imagenes centellograficas adquiridas fue posible observar una alta captacion tumoral,
principalmente, cuando se utiliz6 tricina como coligando. Esto podria explicarse por la diferencia
observada a las 2 h en las relaciones tumor/musculo, siendo de 33.7 y 17.8 para " Tc-HYNIC-

cyc-MSH/Tricina y *™

Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA respectivamente. Las imagenes de fusion
micro-SPECT-CT permitieron observar una elevada captacién tumoral del complejo *™Tc-
HYNIC-cyc-MSH/Tricina, asi como también permiti6 la correlacion morfolégica y anatomica

del tumor con gran resolucion.
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Conclusiones

Durante la realizacion de este trabajo, con el objetivo de mejorar los rendimientos y reducir
tiempos de reaccion, se han estudiado distintas condiciones de reaccion para la obtencion de 6-
hidrazino nicotinato de N-hidroxi-succinimidilo (Suc-HYNIC) basadas en la aplicacion de
radiacién de MO utilizando un reactor comercial multimodo. Es asi que, el uso de MO result6 en
rendimientos de reacciéon mayores o similares a condiciones de calentamiento convencional, en el
uso de menor cantidad de reactivos (en el caso de la obtencion de la hidrazinopiridina 2), y en

una notoria aceleracion de las reacciones.

Recientemente han sido publicados trabajos donde se describen derivados peptidicos que
incorporan al ligando bifuncional HYNIC adecuadamente protegido con un grupo
trifluoroacetilo, siendo marcados eficientemente con 9omT bajo condiciones reductivas con SnCl,
/ #™TcO4 En base a estos resultados nos planteamos obtener el derivado Suc-HYNIC-TFA el
cual nos podria permitir su derivatizacion a un analogo peptidico de alfa-MSH en solucion y
posterior radiosintesis. Asi, se obtuvieron con buen rendimiento los derivados HYNIC-TFA y su
éster activado Suc-HYNIC-TFA, éste ultimo no reportado atin en la bibliografia. En base a las
condiciones estudiadas, el uso tanto de HYNIC-TFA como Suc-HYNIC-TFA como agentes
quelantes bifuncionales, para la conjugacion a biomoléculas en solucion, podria constituir una
opcidn para conservar los atributos del agente quelante, evitar reacciones de polimerizacion y una

e .. ., 99
oportuna desproteccion in situ en las condiciones de marcacion con ~ "Tc.

Como un estudio inicial en la aproximacion al desarrollo de un radiofdrmaco PET nos
planteamos el disefio y la sintesis de derivados del sistema heterociclico N-6xido de piridina, para
su union a la biomolécula en estudio e incorporacion del radionucleido '*F mediante reaccion de
sustitucion nucleofilica aromatica. En base a los antecedentes bibliograficos se estudio el efecto
de la sustitucion con '°F para el caso de un sistema N-6xido de piridina sustituido en posicion 6
con un atomo de cloro. Hasta el momento, en las condiciones estudiadas, no se logrd optimizar la
sintesis del producto de sustituciéon nucleofilica con '"F. En base a los resultados obtenidos
dirigidos a la obtencion de N-Oxido de 6-fluor-nicotinamida y como proyeccién de este trabajo,
seria conveniente estudiar condiciones de SyAr utilizando derivados de nicotinamida sustituidos

con otros grupos funcionales que constituyan mejores grupos salientes.
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La sintesis del conjugado HYNIC-cyc-MSH se di6 de manera adecuada empleando una estrategia
de sintesis en fase solida. Fue posible la marcacion con **™Tc, de un analogo ciclico de a-MSH
mediante una estrategia simple y eficiente, donde los conjugados se purificaron eficientemente
empleando un equipamiento HPLC con columna de fase reversa. La optimizacion de las
marcaciones con *°"T¢ permitieron que el radiopéptido " Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina tuviera

una pureza radioquimica mayor de 95 %.

Las evaluacion quimicas y biologicas de *™Tc-HYNIC-cyc-MSH (HYNIC-Nle-cyc[Asp-H-
dPhe-RW-Lys]GPV-CONH,), utilizando tricina y EDDA como coligandos, lo mostraron estable

y con buen perfil para la de deteccion in vivo de células que sobreexpresen MC1R.

Los complejos *"Tc-HYNIC-cyc-MSH/Tricina y *"Tc-HYNIC-cyc-MSH/EDDA  mostraron
una buena estabilidad in vitro e in vivo. Las pruebas de biodistribucion mostraron que los
radioconjugados conservan su reconocimiento bioldgico ya que mostraron una alta captacion
especifica por el tumor de melanoma inducido en ratones. Se confirmé la unioén especifica de los
dos radiopéptidos a sus receptores mediante un estudio de competencia con HYNIC-cyc-MSH

tanto in vitro como in vivo.

Se puede concluir que se cumplid el objetivo general de este trabajo, ya que se puso a punto la

marcacién con ™

Tc de un andlogo de alfa-MSH derivatizado con HYNIC, demostrando dos
radiopéptidos desarrollados pueden ser utiles para el diagndstico especifico de tumores primarios
de melanoma. De esta forma, con las distintas modalidades de imagen utilizadas, fue posible la

deteccion de tumor de melanoma murino, que presentan sobreexpresion del MCIR.

Como perspectivas a futuro, las altas afinidades de la a-MSH y sus andlogos radio-marcados por
el MCIR, los presentan como atractivos agentes de imagen para melanoma. Sin embargo, el
nimero relativamente bajo de receptores por célula, demandan para su potencial aplicaciéon en
clinica, que los radiofarmacos dirigidos contra el MCIR presenten muy elevadas actividades

especificas, para evitar el proceso de purificacion.

En este sentido, el uso de HYNIC como agente quelante permite marcaciones con elevadas
actividades especificas. Durante la realizacion de este proyecto, limitaciones en el suministro del

generador *’Mo/”*™Tc, no permitieron evaluar condiciones de mayor actividad especifica que las
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informadas. En las condiciones estudiadas en este trabajo los marcados con mayor eficiencia se
lograron utilizando tricina, sin embargo, varios trabajos resaltan la virtud del uso de un sistema
de ligandos ternarios, utilizando en primer lugar tricina y un posterior intercambio con EDDA.
Dicho enfoque pretende altas rendimientos de marcacion y mayor estabilidad de los complejos de
#™T¢. Por lo tanto, como trabajo a fututo se plantea, evaluar marcaciones con mayor actividad
especifica, asi como la evaluacion de un sistema de ligandos ternario, de forma de evitar el paso
de purificacion y aumentar la estabilidad biologica de forma de obtener un potencial

radiofarmaco de uso clinico.
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Abreviaturas

Abreviaturas Generales

a-MSH: Hormona melanocito estimulante (del inglés melanocyte stimulating hormone)

AQB: Agente quelante bifuncional

CT: tomografia computada (del inglés computed tomography)

GPCR: receptores acoplados a proteinas G (del inglés G protein-coupled receptors)

MC: melanocortina

MCR: receptor de melanocortina (del inglés melanocortin receptor)

MCIR: receptor 1 de melanocortina

MITF: factor de transcripcion asociado a la microftalmia (del inglés microphtalmia-associated
transcription factor)

PET-CT: tomografia de emision de positrones (del inglés positron emision tomography -
computed tomography)

RMN: Resonancia magnética nuclear

SPECT-CT: tomografia computada de emision de foton unico (del inglés single photon emission-
computed tomography)

TM: transmembrana

Ty : periodo de semidesintegracion

UV: ultravioleta

UVR: Radiacion ultravioleta (ultraviolet radiation)

Abreviaturas Quimicas

Ac: acetilo
AcOEt: acetato de etilo
ACN: acetonitrilo

Boc: tert-butiloxicarbonilo
(Boc),0: di-tert-butildicarbonato
CC : cromatografia en columna

COSY: espectroscopia de correlacion (correlation spectroscopy)

CCF: cromatografia en capa fina
DCC: diciclohexilcarbodiimida
DMF: dimetilformamida
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DMSO: dimetilsulfoxido

DOPA: 3,4-dihidroxifenilalanina

DOTA: acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N"" N"""-tetraacetico

DTPA: 4cido dietilentriaminopentaacético

EDDA: 4cido etilendiamino-diacético

HMBC: Correlacion de enlace multiple heteronuclear (heteronuclear multiple bond correlation)
HSQC: Correlacion de enlace simple heteronuclear (heteronuclear single quantum correlation)
IE: ionizacién por electrospray

ITLC-SG: Cromatografia en capa fina instantanea en silica gel

MAG?2: mercaptoacetilglicilglicina

MO: microondas

NHS: N-hidroxisuccinimida

PF: punto de fusion

SNAr: Sustitucion nucleofilica aromatica

T amb: Temperatura ambiente

t-BuOH: ter-butanol

TFA: écido trifluoroacético

THF: tetrahidrofurano

TMS: tetrametilsilano

UHP: urea hidroxiperdoxido
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