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RESUMEN

Con el objetivo de desarrollar potenciales radiofarmacos de *™Tc para
imagenes de zonas de hipoxia, se han disefo, sintetizado y evaluado una serie
de complejos de *™Tc conteniendo ligandos nitroimidazdlicos. Dicho
farmacéforo en condiciones de hipoxia es capaz de sufrir una reduccion
irreversible, transformandose en grupos citotoxicos, que quedarian atrapados
dentro de la célula.

Para la sintesis de los ligandos se selecciond el grupo 5-nitroimidazol
como farmacéforo y a partir del farmaco comercial Metronidazol® (1-(2-metil-5-
nitroimidazol-1-il)etanol), el que se puede obtener en cantidad y calidad
necesaria, se realizaron las modificaciones quimicas necesarias para acoplarle
las distintas unidades quelantes necesarias para coordinar el metal, asi como
modificar la distancia através de una cadena espaciadora (linker).

Para unir al Tc se seleccionaron los complejos tricarbonilicos de Tc(l)
(COMPLEJOS 1 y 2), complejos Tc(V) nitrido (COMPLEJOS 3 y 4) y los
complejos Tc(lll) 4+1 (COMPLEJOS 5 y 6) a fin de poder evaluar la influencia
del core empleado en las propiedades finales de los complejos obtenidos. Para
ello se prepararon 6 ligandos, 2 por cada sistema de unién al metal utilizado,
variando en cada caso la cadena espaciadora y la unidad quelante.

Todos los complejos son preparados por sustitucion utilizando el
precursor adecuado en cada caso, el cual contiene al metal en el estado de
oxidacion requerido que puede ser facilmente sustituidos por el ligando final.

Los estudios fisicoquimicos revelan que los complejos preparados
presentan variada lipofilicidad, siendo los mas hidrofilicos los complejos
tricarbonilicos de Tc(l), presentando un logP de -0.44+0.04 para el COMPLEJO
1y -0.75+0.08 para el COMPLEJO 2. Los compuestos mas lipofilicos fueron
los complejos 4+1 de Tc(lll) con logP de 0.7+0.1 y 1.2+0.3 para el COMPLEJO
5 y 6 respectivamente. Los complejos de Tc(V) nitrido presentan una
lipofilicidad similar a los complejos 4+1 de Tc(lll). También cabe destacar que,
como era esperado, los COMPLEJOS 4 y 6 que contienen en la cadena

espaciadora un anillo piperacina presentan la mayor lipofilia dentro de la serie.



Todos los complejos presentan una muy buena estabilidad en plasma,
siendo la pureza radioquimica en todos los casos superior al 85% a las 4 horas
de incubacion a 37 °C.

La union a proteinas determinada por exclusion molecular resulto
adecuada para los complejos 1, 2, 3 y 5, estando en valores del 12 al 30 %.
Los complejos que presentan el anillo piperacina (complejos 4 y 6), en cambio
presentaron una elevada unién (69+3% y 75+4% respectivamente).

Se desarrollé una metodologia que permitié realizar la evaluacion de los
complejos en células tumorales humanas (HCT-15) en condiciones de hipoxia,
obteniéndose para todos los complejos relaciones de captacidn entre hipoxia e
oxia superiores a 1, siendo la mayor para el COMPLEJO 1 (2.2+0.3).

Los estudios de biodistribucion en ratones CD1 normales, realizados
entre 30 min. y 4 horas post-inyeccion, mostraron una buena correlacion con
las propiedades fisicoquimicas. El complejo de mejor perfil es el COMPLEJO 1,
ya que presenta una baja actividad sanguinea, rapida depuracién de tejidos
blandos y eliminacién combinada por via urinaria y hepatobiliar (64.86+4.95% y
46.86+2.39% respectivamente a las 4 horas). Los complejos 4 y 6 (como era de
esperar) mostraron una muy alta captacion en higado (54-55% a las 4h) y una
muy baja eliminacion (10-12 % a las 4h).

La captacion en tumor evaluada en animales portadores de sarcoma de
Lewis murino (células 3LL), demostro la captacion y retencion de los complejos
en el tumor. Todos los complejos presentan una relacion de % Dosis/g en
Tumor/Musculo mayor a 1 a las 4 h post inyeccién debido a la retencion de la
actividad en el tumor y a la depuracion de los demas tejidos. La mayor relacion
la presentd el COMPLEJO 1 con un valor de 4.22+0.07 alas 4 h.

Los estudios estructurales empleando Re estable indicarian que es
correcta la estructura propuesta para los complejos 5 y 6, siendo necesarios
mas estudios a fin de poder confirmar o descartar la estructura propuesta en
los otros casos.

Se pudieron realizar en la tesis todas las etapas involucradas en el
desarrollo de un nuevo radiofarmaco, desde la seleccion del farmacdforo,
sintesis organica, marcacion, estudios fisicoquimicos hasta la evaluacién

bioldgica.



1- Introduccion

La hipoxia se produce cuando la demanda metabdlica de oxigeno de un
determinado tejido supera a la cantidad aportada por la sangre. Esto ocurre
como consecuencia de condiciones patolégicas que disminuyen el flujo
sanguineo en la zona. La presion parcial de oxigeno en un tejido normal esta
situada alrededor de 70-80 mmHg para los rinones y 20 mmHg para el cerebro.
Hay variaciones normales de la presion parcial de O,, pero si ésta llega a
alrededor de 5 mm Hg se considera que el tejido es hipoxico. (1)

En los tejidos hipoxicos ocurren cambios metabdlicos, decrece la
fosforilacién oxidativa y aumenta la glicélisis como forma de obtencion de
energia; asimismo, a causa del aumento de la glicélisis también se producen
cambios en el pH intracelular. El principal regulador del pH intracelular es la
concentracion de CO;, lo cual se debe a que en un tejido normal al aumentar la
concentracion de CO, se produce una acidosis que provoca una
vasodilatacion, difundiendo el CO, difunde y restableciéndose el pH normal. Un
tejido en condiciones de hipoxia presenta un flujo de sangre disminuido y no
uniforme, por lo que las células presentaran un variado rango de pH debido a
los acidos formados en la glicdlisis y a la modificacion en la difusion del COo,
los cuales varian dependiendo del flujo de la zona. (2)

En los tumores, un aumento de I|la masa celular requiere
suministros adicionales de oxigeno para mantener las células vivas. Para
satisfacer esta demanda se producen una serie de factores que estimulan el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos en la lesion. A menudo,
sin embargo, la mayor demanda de oxigeno supera el suministro, lo que hace
qgue una parte de la masa tumoral quede en estado hipodxico. (3,4)

Las investigaciones clinicas llevadas a cabo durante las ultimas décadas
han demostrado que la prevalencia de zonas de tejido hipoxico [es decir, areas
con tensiones de O, (pO, < 2.5 mmHg] es una propiedad caracteristica de los
tumores sélidos localmente avanzados. Estas zonas se han encontrado en una
amplia gama de tumores malignos: cancer de mama, cuello de utero, prostata,
recto, pancreas, pulmon, tumores cerebrales, sarcomas de tejido blando,

linfomas no-Hodgkin, melanomas malignos, tumores metastasicos del higado,
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cancer de células renales, etc. (5,6,7,8,9) La evidencia acumulada muestra que
hasta un 50-60% de tumores sélidos localmente avanzados pueden presentar
hipoxia y / 0 zonas anoxicas.

La hipoxia dentro de un tumor se puede deber principalmente a dos
efectos, el primero es el deterioro en la difusién del oxigeno por cambios en la
permeabilidad de la membrana celular o en la permeabilidad de los vasos, la
segunda causa es un aumento de la distancia de difusion. Distancias mayores
a 70 micras del vaso sanguineo reciben menos nutrimentos y oxigeno sin la
necesidad de que haya alteraciones en la membrana. (10)

Las células expuestas a un estado de hipoxia responden alterando su
metabolismo a fin de poder adaptarse a las nuevas condiciones. La hipoxia
puede alterar o incluso inhibir completamente el ciclo de proliferacion celular.

En los mamiferos superiores, la respuesta a la hipoxia es compleja. Estas
respuestas se manifiestan en cambios de mediadores y de actividad enzimatica
e implican variaciones en la expresion de una serie de genes. La regulacién
transcripcional de estos genes en condiciones de hipoxia esta mediada por la
unién de un factor de transcripcion especifico. (1) Este factor de transcripcion
especifico es el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1). ElI HIF-1 es un
heterodimero compuesto por dos sub-unidades (HIF-1 o y HIF-1B) con pesos
moleculares aparentes de 120-130 kD y 91-94 kD4, respectivamente. El
extremo COOH-terminal de la sub-unidad a contiene dos dominios de
transactivacion (responsable de la accion) y un dominio de degradacién
dependiente de oxigeno (actua como sensor). Estos factores de transcripcion
se estan formando continuamente, pero en presencia de oxigeno, la subunidad
a del HIF-1 (HIF-1a) sufre una modificacion mediada por hidroxilasas, que
provocan una cascada de acontecimientos que finaliza con la degradacion del
mismo por el proteosoma, constituyendo el punto central del mecanismo
sensor. (11,12,13) Por el contrario, en ausencia de oxigeno el HIF-1a es
fosforilado y translocado al nucleo, donde dimeriza con HIF-13 y se acopla a un
co-activador, permitiendo la activacion e induccion de genes, como se muestra

en la Figura 1.
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Figura 1 — Esquema de degradacion y activacion del HIF-1 (Esquema

extraido de “The journal of Nuclear Medicine, vol. 49, N°6 (Suppl), Junio 2008.)

Estos genes activados regulan la sintesis de una amplia serie de proteinas,
que abarcan desde enzimas respiratorias y transportadores hasta hormonas
involucradas en la regulacion de la circulacion y la eritropoyesis. El papel del
HIF-1 no se restringe a la mera induccion de una respuesta adaptativa a la falta
de oxigeno, sino que participa significativamente en los mecanismos de
reparacion celular. Una simple lista de algunas alteraciones de importancia
fisiopatoldgica, tanto estimulatorias como inhibitorias, que involucran al sistema
de HIF-1, incluiria: enfermedad pulmonar crénica, adaptacion al humo de
tabaco, anemia, hemorragia, isquemia/reperfusion, crecimiento, vascularizacién
y resistencia celular de los tumores, preclampsia y crecimiento intrauterino
retardado, hiper o hipovascularizacion retiniana, sobredosis de farmacos,
enfermedad inflamatoria intestinal y curacion de heridas. (14)

Ademas, la hipoxia puede inducir la muerte celular programada (apoptosis)
en condiciones normales y en células neoplasicas. El factor p53 se acumula en
condiciones de hipoxia a través del mecanismo dependiente del HIF-1 e induce
la apoptosis. Sin embargo, la hipoxia también puede iniciar vias apoptoticas
independientes del HIF-1.

A menudo, los tumores se vuelven mas malignos con el tiempo, en un
proceso denominado "la progresion del tumor." Los datos sugieren que la

hipoxia y el sistema de HIF estan intensamente involucrados en los procesos
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de conferir una ventaja de crecimiento a las células tumorales y en el desarrollo
de un fenotipo mas maligno. Esto es debido a que ademas de promover la
muerte programada, la hipoxia en los tumores puede inducir cambios que
permitan a las células superar la privacion nutritiva, lo que les permite escapar
del ambiente hostil y favorecer el crecimiento sin restricciones. (15,16,17,18,
19,20,21)

La resistencia adquirida al tratamiento debido a la hipoxia del tumor es
clasicamente asociado con la resistencia a la radioterapia, ya que la menor
presion parcial de oxigeno provoca que se formen menos cantidad de radicales
libres del oxigeno, los que son los causantes de la muerte celular. También se
ha demostrado que en condiciones de hipoxia disminuye la eficacia de la
quimioterapia y de la inmunoterapia. Esto no es solamente debido a los
problemas de difusiéon de estas drogas desde los vasos a causa de la menor
irrigacion como se pensaba en un principio, sino también es debida a los
cambios en el fenotipo celular a causa de la activacion de genes. (22,23)

En 1955, Nakamura y Urezwana descubrieron que un nitroimidazol
(Azomycin®) era activo frente a las infecciones asociadas con condiciones
anaerobicas. A lo largo de 55 afos se han desarrollado muchos analogos
nitroimidazélicos como metronidazol, tinidazol, nimorazole y ornidazole que son
eficaces contra las bacterias y protozoos que prosperan en un ambiente
hipoxico. Este comportamiento particular de los nitroimidazoles en un medio
ambiente con poco oxigeno ha dado lugar a investigaciones de utilidad como
sensibilizadores del tejido hipdxico, de forma de aumentar la respuesta de
estos tejidos a la radiacion o a la terapia quimica. (24,25)

Los nitroimidazoles actuan reduciéndose intracelularmente en todas las
células, pero en aquellas que presenta condiciones de hipoxia forman
productos reactivos que se unen a los componentes de la célula o quedan
retenidos debidos a los cambios de pH que ocurren en el medio intercelular. La
formacion de estos productos se inicia por una reduccion mediada por un solo
electron, que provoca la reduccion del grupo nitro a un radical libre que es un
anion a un pH neutro. La via de la reduccion puede proceder por etapas
sucesivas mas alla de la hidroxilamina para terminar en la amina derivada

como se muestra en el siguiente esquema:
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RNO, _€ , RNO, _€¢ , RNO, _2¢, RNOH _2¢, RNH,

Figura 2 - Esquema de reduccion del grupo nitro a amina

Como ya se menciond, el amino derivado quedaria retenido por unién
covalente con las macromoléculas (enzimas, proteinas, etc) o por formacion de
estructuras polares, ya que al formar un compuesto cargado no puede volver a
atravesar la membrana. (26)

El nitroimidazol entra en las células por difusién pasiva, por lo tanto la
lipofilia de la molécula es uno de los factores determinantes de su penetracion
en el medio intracelular. Luego de la penetracion, la enzima responsable de la
primera reduccion en las bacterias es en general el complejo piruvato
ferredoxina oxidorreductasa presente en todos los organismos anaerobios,

cuyo esquema se muestra en la Figura 3.

oxidized DNA, protein, etc

pyruvate
ox.-ferredoxin R-NOS 0y
{others?) (NADH)
PFOR futile cycle
red.ferredoxin R-N Y, (H;0
J {others?) (NA[?j) 0z (F:0)
acetyl-CoA

oxldatlve damage
Figura 3: Enzimas responsables de la reduccion de los nitroimidazoles en

las bacterias. (Tulane University, http://tulane.edu)

Una enzima especifica responsable de esta reduccion no ha sido
identificada hasta el momento en células de mamifero, pero varias enzimas
pueden ser capaces de esta reduccion. Una de ellas es la xantina oxidasa, la
que se encuentra en muchas células de mamiferos y es la que se emplea mas
a menudo como un sistema de prueba en estudios de laboratorio. (27,28)

La reduccion inicial del grupo nitro al anion radical libre es una reaccién
reversible. Esto es debido a que el oxigeno intracelular (potencial de reduccién
-155 mV) tiene una mayor afinidad electrénica por el grupo nitro y provoca su

reoxidacion. De esta manera, el primer paso en la reduccion es el que le da a
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estas moléculas su sensibilidad frente al oxigeno, debido a que en condiciones
de oxia el nitroimidazol se reduce, pero casi instantaneamente ocurre la
reoxidacion no habiendo tiempo para que actuen las siguientes enzimas
reductoras sobre el metabolito reducido. En cambio, al no haber oxigeno no
ocurre la reoxidacion, pudiendo el grupo nitro continuar su reduccion hasta
amina. De esta forma, los siguientes pasos son los que producen la retencion
de este tipo de moléculas en el tejido hipoxico. (29)

A modo de resumen, la reduccion ocurre en todos los tejidos con procesos
enzimaticos viables, pero la retencién soélo se produciria en aquellos tejidos con
baja tensién de oxigeno. Esto se debe a que la reoxidacion del compuesto
original no ocurre, o que permite que puedan tener lugar las subsiguientes

reacciones de reduccion. Este proceso se muestra en el siguiente esquema.

Célula normal

Reduccion
Farmaco T—» Farmaco ————> Farmaco
<—

Oxidacion reducido

Célula hipoxica

, Reduccigp , )
< »  Farmaco Farmaco —— Farmaco

Oxidacion reducido retenido

Farmaco

Figura 4 - Esquema de Retencidn en células hipodxicas. (30)

Los nitroimidazoles como el metronidazol, mizonidazol y otros han sido
muy estudiados como radiosensibilizadores. Un radiosensibilizador segun el
National Cancer Institute de EEUU es un “Medicamento que hace que las
células tumorales se vuelvan mas sensibles a la radioterapia.”. Los
radiosensibilizadores son moléculas que se acumulan en el tejido hipdxico y
aprovechan su caracteristica de citotoxicidad para aumentar la sensibilidad a la
radiacion de los tumores cancerigenos. Las estructuras de este tipo de

compuestos se muestran en la siguiente figura. (31)
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Figura 5 - Estructura de compuestos empleados como

radiosensibilizadores

Para el diagndstico de las condiciones de hipoxia se pueden emplear
técnicas directas e indirectas. Para evaluar correctamente el tejido es necesario
poder contar con un método para determinar directamente la pO, dentro del
tejido. Como esto no es posible actualmente, es necesario emplear algun tipo
de marcador. Un indicador indirecto que podria ser utilizado para estimar los
niveles de oxigeno en un determinado tejido es la acidosis (debido a los
cambios de pH que ocurren dentro de la célula hipdxica), pero este marcador
no es adecuado porque hay varias causas que pueden llevar a la misma. Otra
alternativa es emplear un marcador directo de disminucién intracelular pO,,
como un marcador de hipoxia. (27,33)

Una posibilidad es utilizar compuestos biorreducibles unidos a un atomo
radiactivo para permitir la visualizacion del tejido hipdxico “in vivo”. El empleo
de marcadores radiactivos en seres humanos forma parte de la rama de la

medicina conocida como Medicina Nuclear.
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La Medicina Nuclear es la rama de la Medicina que emplea compuestos
radiactivos para fines de diagndstico o terapia. Para diagndstico se emplean
radionucleidos emisores vy, cuya radiacion de alto poder de penetracion es
detectada externamente, mientras que en el caso de terapia se emplean las
radiaciones de poco poder de penetracién como son las a y 7, con el fin de
destruir en forma selectiva y localizada el tejido a ser tratado. (34)

La Medicina Nuclear diagnéstica permite diferenciar una anatomia,
fisiologia o bioquimica anormal de la normal basandose en el patron de
distribucion en el organismo de trazadores radiactivos, los radiofarmacos.

Un radiofarmaco es una sustancia quimica definida, que contiene atomos
radiactivos en su estructura, siendo aptos para ser administrados en seres
humanos con fines de diagndstico o terapia. (32)

‘Los radiofarmacos de diagndstico, son considerados trazadores
radiactivos que son administrados con el fin de visualizar la anatomia de un
organo o sistema, evaluar el comportamiento fisiopatolégico a nivel de los
tejidos, analizar a través de su metabolismo el comportamiento bioquimico o
determinar cuantitativamente sus parametros farmacocinéticos, comparando
estos resultados con los obtenidos de una poblacion de seres humanos
normales voluntarios.” (35)

El término radiofarmaco a diferencia del de farmaco, no implica la
existencia de un efecto farmacolégico en el sentido estricto de la palabra. Se
utilizan simplemente como trazadores radiactivos para seguir procesos in vivo.
A pesar de esto, la O.M.S. los incluye dentro de la categoria de farmacos y por
lo tanto estan incluidos en las farmacopeas oficiales. (36)

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

Un estudio basico de Medicina Nuclear consiste en la administracién de un
radiofarmaco en forma intravenosa (es la via de administracion mas empleada,
aunque no la unica), luego dejar transcurrir un tiempo apropiado para que dicho

radiofarmaco se distribuya en el organismo y se concentre en el blanco de

17



interés para posterioremente realizar la adquisicidn de la imagen mediante un

detector externo. Este procedimiento se esquematiza en la siguiente figura.

es preparado y
administrado al $
paciente, [

- generalmente por

El radiof armaco ‘ '

via intravenosa
— La radiacién emitida es
; medida externamente al
paciente con equipamiento
. El patroén de adecuado
distribuci 6n
. de la i L
P A actividad en
. Yo g el 6rgano en
i 4: estudio et -
‘- permite <%
diagnosticar )
diversas r p—__—
patologias = - i
18F-FDG [

Figura 6 — Obtencion de imagenes en Medicina Nuclear

El ®"™Tc es el radionucleido mas utilizado en la preparacion de
radiofarmacos de diagndstico debido a sus propiedades nucleares ideales para
la obtencidn de imagenes: (37,38,38,40)

e emision y pura, con alto rendimiento de fotones
e energia de 140 KeV
e t% de6 horas

A las propiedades nucleares favorables se debe agregar la facil

disponibilidad a partir de generadores **Mo / **™Tc.
Desde el punto de vista quimico, el tecnecio es un metal de transicion cuya
configuraciéon electrénica del atomo neutro es (Kr)4d®5s', el cual puede
presentar estados de oxidacion entre -1 y +7. Las formas reducidas del Tc
presentan niveles d incompletos y forman facilmente complejos de
coordinacion, en los que el metal deficiente en electrones se enlaza a atomos o
grupos de atomos capaces de donar electrones. Su combinacion con las
moléculas de interés (marcacién) implica generalmente la formacion de un
compuesto de coordinacién. Por este motivo, la marcacién con *™Tc de

moléculas biolégicamente activas enfrenta una dificultad intrinseca, ya que es
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necesario desarrollar métodos que permitan la unién de este metal no
fisiolégico al ligando de interés sin que la coordinacion del Tc altere la actividad
biolégica. El método mas comunmente empleado, es el llamado “pendant
approach” el cual se muestra en la Figura 7. Consiste en afiadir a la molécula
biolégica mediante sintesis una serie de grupos donores de electrones capaces
de coordinar al metal, la llamada unidad quelante. Esta unidad quelante se
separa de la parte activa de la biomolécula mediante una cadena o espaciador
cuya longitud debe optimizarse para asegurar que la actividad biolégica se

mantenga, o sea que la unidad quelante no interfiera en el reconocimiento.

(41,42)

Figura 7 — Concepto “pendant approach”

Tc

Existen varios ejemplos de aplicacién exitosa de este concepto de

marcacion, fundamentalmente en el caso de biomoléculas grandes, de tipo

DT Y XY ﬁ%
M

Figura 8 — Ejemplo de aplicacién del concepto “pendant approach sobre
un péptido - *Tc-OCTREOSCAN (43)

proteico.
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Para la radiofarmacia los estados de oxidacion mas relevantes son el +7,
+5, +4, +3 y +1. El estado de oxidacion +7 esta representado por el ién TcOy,
forma quimica obtenida de los generadores y material de partida para la
sintesis de los radiofarmacos. (44)

El primer paso en la obtencion de los complejos es la reduccion del Tc (+7),
la misma puede realizarse a través de reductores quimicos o por electrélisis.
Los reductores mas empleados son el cloruro de estafio Il (SnCly) y el
borohidruro de sodio (NaBH4), entre otros. (45,46)

El estado de oxidacion final alcanzado por el centro metalico depende de
varios factores como pH, temperatura, naturaleza del reductor, ligando, etc.

Sin lugar a dudas el factor de mayor influencia en el estado de oxidacion
final del centro metalico es el ligando (los grupos donores presentes en la
molécula que actua como ligando). En estados de oxidacion altos (como por
ejemplo el V), la alta carga del centro metalico lo convierte en un acido duro
(segun definicion de Pearson), consecuentemente, la estabilidad se lograra al
interactuar con bases duras como grupos oxo, nitruro o nitreno. De esta
manera se forman los “cores” di y mono oxo, los cuales presentan una elevada
estabilidad, dejando 4 posiciones libres para la coordinacion de los ligandos.
Numerosos radiofarmacos utilizados actualmente en clinica emplean al Tc en
estado de oxidacion +5, como el *"Tc-HMPAO, radiofarmaco de perfusion

cerebral mostrado en la siguiente figura. (47)

Figura 9 — ggmTc(V)-HMPAO (HMPAO= Hexametilpropilenamina oxima)

Estados de oxidacion mas bajos, por ejemplo el |, son estabilizados por

ligandos con capacidad n aceptora en la esfera de coordinaciéon, como los
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carbonilos, fosfinas, isonitrilos, etc. Un ejemplo de un radiofarmaco empleando
en clinica que emplea al Tc en estado de oxidacién +1 lo constituye el *™Tc-
Sestamibi utilizado para imagenes de perfusion miocardica, en el cual el centro
metalico esta coordinado con 6 moléculas del ligando 2-metoxi-isobutilisonitrilo

(MIBI), el cual se muestra en la Figura 10. (48)

R
|
. I .
N -
N\\C//,h'. i ‘\\\\\C//N /
/Tc'\ R= /\/\O
27N,
R Il Sk
N
|
R

Figura 10 - *™Tc-MIBI

Existen diferentes tipos de radiofarmacos para el diagnostico de diferentes
patologias. Para la realizacion de imagenes “in vivo” en hipoxia se requiere que
el marcador se localice en zonas de bajo flujo, en la cantidad suficiente para
permitir la deteccion en un intervalo de tiempo aceptable, y ademas debe
proporcionar suficiente contraste entre el tejido normal y el tejido blanco a fin de
permitir la deteccion de las disminuciones sutiles de oxigeno en los tejidos. La
sensibilidad de las imagenes de hipoxia (al igual que en todos los
radiofarmacos) esta determinada principalmente por cuatro etapas:

- La cantidad de radiofarmaco entregado al sitio de hipoxia.

- La fraccion que pasa de la reaccion inicial reversible (cantidad retenida).

- La rapidez de la depuracion de la radiactividad de los tejidos normoxicos
(contraste).

- La duracién de la retencion en las células hipdxicas (a fin de poder
registrar imagenes de alta calidad).

En la literatura existen ejemplos de varios derivados derivados de
compuestos radiosesibilizadores que se han empleado con diferente éxito en el

intento de conseguir un radiofarmaco adecuado para la localizacion de las
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zonas hipoxicas. Los primeros en describir un posible radiofarmaco para
hipoxia marcado con *™Tc fue el grupo de Linder et al., en 1993, que trabajé
con nitroimidazoles unidos al tecnecio en estado de oxidacion 5. Entre ellos
este grupo preparé el primer complejo de ®MTc que presentd captacion
dependiente del oxigeno y retencion selectiva en tejidos hipdxicos vivos. Este
complejo es el BMS-181321 y su estructura se muestra a continuaciéon. El
farmacoéforo empleado es el 2-nitroimidazol y el sistema quelante es del tipo Na,

el cual forma complejos con el Tc en estado de oxidacién 5. (26)

Figura 11 - BMS-181321

Bajo condiciones de hipoxia el BMS-181321 se metaboliza formando
especies polares. Algunos de los metabolitos producidos presentan la
capacidad de unién a las proteinas intracelulares, lo que corresponde con los
postulados sobre el mecanismo de captura de los nitroimidazoles. Sin
embargo, la mayoria de los metabolitos que resultaron ser productos
hidrofilicos de bajo peso molecular se retienen solamente por no poder
atravesar nuevamente la membrana, lo que corresponde con el otro
mecanismo postulado para la retencion de este tipo de compuestos. Este
complejo si bien presentd una captacion selectiva en tejido hipoxico resultd
muy lipofilico, con una alta captacibn en sangre, higado y eliminacién
gastrointestinal, que lo hacia inadecuado para imagenes de tumores
abdominales. El mismo grupo posteriormente desarroll6 una segunda
generacion de radiofarmacos tratando de aumentar el clearence sin perder
captacion. El complejo obtenido fue el BRU 59-21, derivado del anterior en el

que se emplea el mismo sistema quelante y el mismo farmacéforo. (49)
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Figura 12 - *™Tc-BRU59-21

Este complejo presentd un comportamiento similar al anterior, como era de
esperar, debido a que solo presenta dos cambios: la posicion de union del
nitroimidazol al ligando y la inclusion de un puente eter. Si bien estos complejos
presentaron una captacion selectiva en hipoxia, la misma no resulté muy
elevada.

También se han empleado nitro-triazoles en el desarrollo de radiofarmacos
para hipoxia. Un ejemplo de este tipo de estructuras es el empleo de una
estructura derivada del radiosensibilizador AK 2123 unida una unidad quelante

“Cyclam” para dar el ligando 4AK 2123, el cual se muestra en la Figura 13. (50)
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Figura 13 — ®™Tc-Cyclam-AK2123

El complejo resultante de **"Tc, presentd carga positiva y un coeficiente
de reparto de 0.1. Este complejo muestra una eliminacién renal elevada y la
relacion tumor/musculo presento valores altos: 8.5 a las 5 horas después de la
inyeccion en ratas portadoras de tumores de mama. Si bien estos resultados
son muy buenos, pareciendo salvar las dificultades obtenidas con los
complejos anteriores, presenté el problema de una muy baja captacion en los
tumores debido a que no penetra en la concentracion adecuada en las células
blanco, imposibilitando su empleo en imagenes.

Un agente oOptimo de localizacion de tejido hipdxico deberia dar una
relacion tumor/blanco > 3, pero ademas debe proporcionar suficiente captacion
como para permitir imagenes de alta calidad, asi como una rapida depuracién
en un corto periodo de tiempo (a una dosis aceptable para el paciente).

Como se puede apreciar, la marcacion en todos los ejemplos antes citados
se realiza a través de unidades quelantes tetradentadas unidas, ya sea al core
[Tc(V)O]™ o al [Tc(V)O,]". Este tipo de complejos han presentado, en muchos
casos, serios problemas de inestabilidad “in vivo”, derivados fundamentalmente
de la alta reactividad del grupo oxo. Se ha observado también un
comportamiento biolégico del complejo diferente del esperado y a menudo
impredecible. Las mayores dificultades encontradas se relacionan con escasa
penetracion de membranas bioldgicas, falta de captacion especifica y ausencia

de depuracion de los sitios no blanco. La respuesta de la comunidad cientifica
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a estos fracasos iniciales fue el desarrollo y aplicacién de nuevos “cores” para
el Tc que multiplicaron las posibilidades para la marcacién de biomoléculas
pequenas.

Dentro de las posibles estrategias de marcacion, las que han tenido mas
relevancia en los ultimos afos han sido la formaciéon de nitrurocomplejos de
Tc(V), complejos de Tc(lll) y complejos Tc(l) tricarbonilicos.

Los nitruro complejos de Tc(V) fueron desarrollados en primera instancia
por Baldas et al. (61) Estos complejos poseen un nitrégeno unido por triple
enlace al centro metalico y dejan 4 posiciones de coordinacion libres. Cuando
las 4 posiciones libres de coordinacion son ocupadas por dos ligandos
bidentados iguales, como un ditiocarbamato o fosfo-tioles, formando una
estructura de piramide de base cuadrada o bipiramide trigonal (como las

mostradas en la Figura 14 se dice que se esta frente a complejos simétricos.

I

|II P___TC
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Figura 14 - Posibles estructuras de complejos simétricos de **™Tc-nitrido
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Un ejemplo del empleo de esta estrategia de marcacion aplicada a la
sintesis de un radiofarmaco se muestra en la siguiente figura. En ella se
muestra un complejo simétrico con el core nitrido, en el que se emplean dos

ligandos bidentados del tipo ditiocarbamato para formar el complejo simétrico.

s sll s )
NKS/TC\ % N\O
( S

Figura 15 — %™Tc-N-(NOEt); (52)
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Existe también la posibilidad de utilizar 2 ligandos distintos y formar
complejos mixtos asimétricos. En este caso se emplea una difosfina (tipo PNP)
como ligando tridentado mas otro ligando adecuado, como por ejemplo un

ditiocarbamato o un aminotiol, cuya estructura se muestra en la siguiente

figura.

Figura 16 — Complejo asimetrico de **™Tc-nitrido

A modo de ejemplo de éste tipo de estructuras se muestra en la Figura 17,
un complejo preparado por A. Duatti et al., como radiofarmaco para el

diagndstico del sistema nervioso central. (53, 54)

\/o\/w
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/\O/\J T 1/

Figura 17 — Complejo mixto asimétrico conteniendo el corenitrido(55)
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Recientemente también se ha reportado la sintesis de complejos 3+1 con el
core nitrido, los cuales emplean un ligando tridentazo del tipo SNS y un ligando
monodentado aceptor n, como un isonitrilo o una fosfina. La ventaja de estos
ultimos radica en la posibilidad de utilizar como coligandos monofosfinas
disponibles comercialmente, ya que las mencionadas anteriormente requieren
una compleja sintesis y presentan una elevada inestabilidad. Unejemplo de

este tipo de complejos se muestra en la Figura 18.
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Figura 18 — Complejo 3+1 de Tc(V) nitrido

En la practica los nitrido complejos puede ser obtenidos en dos pasos. El
primero consiste en la reduccién del Tc(VIl) empleando SnCl;, en presencia de
dihidracida succinica (SDH), que actua como donador del atomo de N para
formar el intermediario con el core requerido. El segundo paso consiste en la
sustitucion del core por el o los ligandos finales.

Otro de los sistemas muy estudiados en los ultimos tiempos son los
complejos de Tc(lll). El estado de oxidacion +3 es estabilizado por la inclusién
de aceptores n en la esfera de coordinacion del metal como fosfinas, tioles,
aminas, isonitrilos, etc. (bases blandas). (60) En este estado de oxidacion las
estructuras formadas son penta o hexacoordinadas, dependiendo de los
ligandos empleados. (56)

Los complejos de Tc (lll) no contienen grupos oxo o nitrido en su
estructura, lo que confiere una menor polaridad a la molécula final. En estos
complejos, el centro metalico quedaria mas protegido por los grupos donores
sufriendo una menor sustitucion in vivo y por lo tanto presentando en teoria una
mayor estabilidad. (57)

Dentro de los complejos de Tc(lll) se ha explorado el concepto de
complejos mixtos 3+1+1 o 3+2 cuyos estructuras se muestran en la siguiente

figura.
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Figura 19 — complejos de Tc (lll) 3+1+1y 3+2

Los primeros complejos mixtos de Tc(lll) que se estudiaron fueron los
3+1+1. Estos estan formados por un ligando tridentado del tipo NS, (coordina
por un nitrogeno alifatico y dos tioles), una fosfina monodentada y un tiol
monodentado. Si bien en la teoria la idea es muy buena, desde la posibilidad
de acoplar la biomolécula a uno de los ligandos monodentados y emplear el
otro para modificar las propiedades fisicoquimicas del complejo final, éstos
resultaron inestables in vivo debido a la presencia de dos ligandos
monodentados. La solucion planteada a este problema entonces fue pasar al
empleo de los complejos 3+2. La estructura formada en este caso resulté mas
estable, pero dificultades aparecieron al momento de realizar Ia
funcionalizacion de los ligandos polidentados, lo que resultaba bastante dificil
de realizar en el laboratorio. Por este motivo recientemente ha cobrado gran
importancia la alternativa de emplear complejos 4+1, con el fin de darle
estabilidad a la molécula por el efecto quelato del ligando tetradentado y la
posibilidad de funcionalizar la biomolécula a través del ligando monodentado.
Este tipo de complejos se forma por combinacién del ligando tetradentado
2,2’,2” nitrilotris-etanotiol junto con un isonitrilo o fosfina monodentada, y se
caracterizan por ser no polares y sumamente estables frente a la
transquelacion “in vivo”. Es destacable también que la disposicién espacial de
ligando y coligando es tal que actua como blindaje estérico para el metal,
evitando su interferencia en las propiedades biologicas del ligando

(58,59,60,61) como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20 — Estructura de los complejos 4+1 de Tc(lll)

Existen numerosos estudios de utilizacion de ésta estrategia de marcacion
para la union de biomoléculas. Estos complejos debido a las caracteristicas de
los ligandos empleados por lo general presentan una elevada lipofilicidad, la
cual puede ser modificada, por ejemplo con la adicion de grupos carbonilos en

el ligando tetradentado, como se muestra en la siguiente figura. (62)

(¢]
OH
(¢]
S
HO

NH

Figura 21 — Complejo de *™Tc(lll) 4+1 conteniendo un péptido RGD en el
cual se funcionaliz6 al ligando tetradentado con grupos carboxilos a fin de

disminuir la lipofilicidad del complejo.(63)
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El otro core de gran importancia en la actualidad es sin lugar a dudas el
tricarbonilico, propuesto por Alberto et al. Con este tipo de core selogra la
sintesis a baja presibn del complejo tricarbonilico de Tc(l) [fac-
ggmTc(CO)e,(HZO)g,]J', el que puede ser usado como precursor para obtener una
gran variedad de potenciales radiofarmacos. (64,65,66) Se trata de un complejo
en el cual tres de las posiciones de coordinacién son ocupadas por moléculas

de CO fuertemente unidas al metal como se muestra en la Figura 22.
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Figura 22 — Acuo complejo tricarbonilico

El intenso campo de los ligandos provoca que el valor de desdoblamiento
del campo cristalino sea mayor que la energia de apareamiento de los
electrones, resultando en complejos de bajo spin. La configuracion electrénica
d6 de bajo spin del metal, provoca la estabilizacién del estado de oxidacién +1
y evita que éste pueda sufrir nuevas reacciones de oxido-reduccién. El resto de
las posiciones de coordinacién disponibles estan ocupadas por tres moléculas
de agua débilmente unidas, las cuales pueden ser reemplazadas por ligandos
que posean una combinacién de atomos donores con alta afinidad por el metal.
Existe una gama amplia de posibilidades, desde grupos duros e hidrofilicos
basados en &cidos carboxilicos y aminas alifaticas, hasta otros blandos y
lipofilicos, preferentemente aminas aromaticas. En la Figura 23 se muestran

ejemplos de posibles ligandos para complejos tricarbonilicos. (67)
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Figura 23 -Algunos tipos de ligandos empleados en complejos tricarbonilos

Hoy en dia en la literatura existen numerosas aplicaciones propuestas de
este core para la marcacion de diferentes farmacoforos como nucledtidos,
péptidos, etc.

En la siguiente figura se muestra un ejemplo de este tipo de complejos.

Figura 24 - 2-(4-Aminofenil)bezotiazol como potencial radiofarmaco para

cancer cerebral (68)

Este complejo sustenta la especie acido 2-(piridin-2-ilmetilamino)acético
como ligando, el cual actua como tridentado para formar complejos neutros al
ionizarse el OH del acido carboxilico. Este es un sistema donor muy utilizado
para unir farmacoforos al core tricarbonilico. Este complejo presenta el
farmacoéforo 2-(4-aminofenil)benzotiazol, el cual esta reportado como agente
antitumoral.

Otra de las posibilidades estudiadas en los ultimos afos es la formacion de
complejos con ciclopentadienilos (Cp), en los que las tres posiciones labiles del
core tricarbonilico son ocupadas por la nube electronica de un anillo aromatico

de 5 miembros como en el complejo mostrado en la siguiente figura.
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Figura 25 — Complejo WAY 1-Cp para receptores de serotonina. (65)

Otra posibilidad con los complejos de Tc(l) es el intercambio de uno de los
grupos CO del core, por un grupo NO. El mismo le daria mayor estabilidad a la
molécula dado que el cambio resultaria en una mayor estabilidad del estado de

oxidacion de bajo spin por una mayor estabilidad del campo cristalino. (69,70)

Figura 26 — Complejo Tc(CO)2(NO)

Estos nuevos conceptos de marcacién han sido empleados también en la
preparacion de potenciales radiofarmacos para el diagnostico de hipoxia
utilizando derivados nitroimidazolicos, los que se muestran en las siguientes

figuras.

\_ S
\/\N //<

Figura 27 - NIET [2-(4-nitro-1H-imidazol-il)etil ditiocarbamato de potasio]
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Esta molécula es un derivado 4-nitroimidazol utilizado en la preparaciéon de
un nitrido complejo simetrico por Taiwei Chu et al. (71) Para la formacién del
complejo se emplea el grupo ditiocarbamato como donor de electrones. Segun
los datos publicados presenta una biodistribucion similar al BMS181321, con lo
cual si bien logra una captacion por el tumor, la lipofilia de esta molécula hace
que el complejo presente una lenta depuracion de sangre y tejidos blandos.

Otro ejemplo reciente del empleo de este core en diagnostico de hipoxia lo
es el trabajo publicado por Madhava B. Mallia et al. (72) En el se prepara un
derivado de un 5-nitroimidazol conteniendo el grupo xantato como grupo

quelante para formar también un complejo simetrico con el Tc(V)-nitrido.

Figura 28 — Metronidazol-xantato

En este trabajo el autor compara este complejo con otros radiofarmacos
anteriormente publicados, como el BMS181321 y el BRU5921, obteniendo

resultados similares como lo muestra en la Figura 29.

M. B Mallia et al | Bioorg. Med Chem. Letr. 15 (2005) 33983401 3401

Table 3. Comparison of biological characteristics of M TeN-metronidazole derivative with earlier reported agents

Complex e BMS1 81321 e BR159-21 9™ e MNZ-xanthate

Animal C3H mice C3H mice Swiss mice

Tumor type Fibrosarcoma Fibrosarcoma Fibrosarcoma

Time pi (h) 2 2 3

Tumor (%alD/g) 0.55 0,08 0.37£0.14 1362029

Tumor/blood 0.31 0.86 0.62

Tumor/muscle 2.63 384 332

Reference 14 15 Present study

Figura: 29 — Tabla de resultados de biodistribucion del nuevo complejo.

Al igual que en los radiofarmacos anteriores se logra obtener una relacion

tumor/musculo en animales portadores de tumores cercana a 3. Sin embargo
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se observa una baja relacion tumor/sangre debido a la lenta depuracién de la
misma debido a la elevada lipofilicidad.

Existen algunos ejemplos de aplicacion del core Tc-tricarbonilo para el
desarrollo de nuevos radiofarmacos de hipoxia. El siguiente ejemplo es la
aplicaciéon de éste publicado por Tapas Das et al. (73), elcual se muestra en la

Figura 30

HO

Figura 30 — Ligando MNZCAA para formar complejos tricarbonilicos de Tc(l).

En este ejemplo se emplea un 5-nitroimidazol unido a a una estructura
adecuada para la formacion de complejos con el core tricarbonilico a través del
grupo tiol terminal, el NH y el OH fendlico, que si bien no es un muy buen grupo
aceptor =, los autores proponen que el mismo participa en la cordinacion para
dar un ligando tridentado. La tabla de valores obtenidos de la biodistribucion del

mismo se muestra en la siguiente figura.

34



T. Das et al. / Nuclear Medicine and Biology 30 (2003) 127-134 133
Table 3
Comparison of tumor-to-background ratios of some **®Tc-labeled 2-nitroimidazole derivatives
Complex #mTe.BMS181321 #emTe BRUS9-21 99mTe MNZCAA
Tumeor 0.55 £ 0.08 037 £ 0.14 0.88 * 0.08
Blood 1.75 £ 0.27 043 * 007 1.07 025
Muscles 0.19 * 0.05 0.09 * 0.01 0.06 = 0.04
Liver 8.79 £3.05 837 + 0.87 818 +x1.03
Tumor/Blood 0.31 0.86 0.82
Tumor/Muscles 2.63 384 14.67
Time post-injection 2h 2h 3h
Animal strain C3H mice C3H/Hel mice Swiss mice
Tumor model KHT-C tumor KHT-C tumor “barel-95” tumor
Reference No. 1 17 Present study

Figura 31 — Biodistribucion del *™Tc(CO);sMNZCAA

Se observa una relacion tumor/musculo muy superior a los radiofarmacos
anteriormente mencionados, llegando a ser de mas de 14 a las 3h post
inyeccion. Este valor es un resultado muy elevado en comparacién con valores
obtenidos con estructuras similares, ya que presenta una relacion 6 a 7 veces
superior a otras publicaciones. La diferencia para obtener estos muy buenos
valores parece estar en la baja captacion en musculo 0.06 +0.04, 3h post
inyeccion y una buena captacion en tumor de 0.88 +0.08, 3h post inyeccién, sin
embargo la relacion tumor/sangre es menor a 1, siendo llamativa la captacion
bastante alta en sangre y muy baja en musculo.

Otros ejemplo de la preparacion de un complejo con el core tricarbonilo
utilizando un 5-nitroimidazol como ligando para hipoxia es el publicado por
Madhava B. Mallia et al. (74), en el que emplea un sistema ligando duro para
complejear al metal. En este caso la unién al centro metalico es a través de los
dos acidos carboxilicos y el N terciario de la cadena alifatica. La estructura se

muestra en la siguiente figura.
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Figura 32 — Ligando para complejos tricarbonilicos derivado del 5-

nitroimidazol

Los resultados obtenidos por el autor en estos ejemplos muestran una
captacion similar a las obtenidas por otras publicaciones, siendo la relacidn
tumor/musculo cercana a 2.5.

Como se desprende de los ejemplos anteriores, a pesar de la gran cantidad
de trabajos recientes relativos a este tema aun hoy no se cuenta con un
compuesto adecuado para la deteccion de zonas hipdxicas en tumores. Por lo
tanto el tema continua siendo de gran actualidad y es vital poder continuar
avanzando en los conocimientos de la quimica de coordinacion y de su
interaccidn con los sistemas biolégicos desde un punto de vista racional a fin
de poder, en un futuro cercano, contar con agente de diagndstico de hipoxia
marcado con *™Tc a fin de mejorar el tratamiento a los pacientes que sufren

este tipo de enfermedad.
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2 - Objetivo

2.1 - Objetivo general:

El objetivo de este trabajo es el disefio, sintesis y evaluaciéon de complejos
de Tc conteniendo ligandos nitroimidazdlicos, como potenciales radiofarmacos
con selectividad hacia tejido hipdxico.

Para ello se plantea la sintesis de una familia de ligandos conteniendo un
radical nitroimidazolico en su estructura, la posterior preparacion de los
complejos de ®™Tc y su evaluacion como potenciales radiofarmacos de
diagndstico de hipoxia, tanto in vitro como in vivo.

El farmacoforo seleccionado es el grupo nitroimidazol, de reconocida
capacidad biorreductiva por ser sustrato de enzimas in vivo, las que en
condiciones de hipoxia lo transforman irreversiblemente en aminas que quedan
retenidas dentro de la célula.

Se tomara como reactivo de partida al metronidazol® (ver Figura 33),
farmaco utilizado como antiparasitario, ya que se puede obtener en grandes
cantidades y en la calidad adecuada de la industria farmacéutica. Mediante
sintesis organica se le se le uniran grupos donores de electrones adecuados
para coordinar al Tc (unidad quelante) mediante la formacion de distintos tipos
de complejos. También se modificara la cadena espaciadora (o linker) que

separa el farmacoforo de la unidad quelante.

N+
" X \O‘
\ CeHoN;0;
>/N Mol. Wt.: 171.15

Figura 33 — Estructura del Metronidazol®

Las estrategias de marcacion seleccionadas para este trabajo, implican la

formacion de complejos Tc(V)nitridos, Tc(l)tricarbonilos, TC(Ill)complejos 4+1.
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De esta manera se estudiaran distintos estados de oxidacién del metal y su
influencia en el comportamiento del producto resultante.

El desarrollo actual de nuevos radiofarmacos se basa en el disefio racional
de las estructuras e implica la realizacion de un estudio sistematico de la
relacion estructura — comportamiento bioldgico.

Por este motivo este trabajo incluy6 todas las etapas mostradas en el

siguiente esquema.

SELECCION DEL FARMACOFORO

\ 4
DISENO DE LIGANDOS

'

/SI'NTESIS DE LOS LIGANDOS \

PREPARACION DE PREPARACION DE
COMPLEJOS EN COMPLEJOS EN
ESCALA “Carrier” ESCALA TRAZADORA
A\ 4 v
ESTUDIOS QUIMICOS \ ]
ESTUDIOS FISICOQUIMICOS ESTUDIOS BIOLOGICOS \
v ! '
LI,P OFILICIDAD ‘ ESTUDIOS in vitro ‘ ’ ESTUDIOS in vivo ‘
UNION A PROTEINAS
ESTABILIDAD EN PLASMA” l l
DETERMINACION gﬁ%ﬁ%'g‘;’ggfgﬁg BIODISTRIBUCION EN
ESTRUCTURAL T T = ANIMALES NORMALES
HIPOXIA Y PORTADORES DE
\ /TUMORES

ESTUDIOS

BIOLOGICOS

\

CORRELACION ENTRE ESTRUCTURA-
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y
ESUDIOS BIOLOGICOS

Figura 34 - Esquema conteniendo las etapas de trabajo

En este marco, en el presente trabajo se propone una profundizacion en

aspectos de la quimica de coordinacion del Tc, relevantes para el disefio de
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radiofarmacos para hipoxia. EI mismo se llevara a cabo a través del estudio de

las propiedades quimicas y bioldgicas de un grupo de complejos.

2.2 - Objetivos especificos:

2.21

- Diseno y sintesis de ligandos nitroimidazélicos conteniendo

grupos quelantes adecuados para la preparacién de complejos de **"Tc.

2.2.2

2.23

224

2.2.5

Se propone partir del metronidazol 2-(2-metil-5-nitroimidazol-1-il) etanol,
nitroimidazol comercialmente disponible como farmaco, desarrollar y
optimizar métodos de sintesis que permitan preparar ligandos

conteniendo distintos grupos quelantes para Tc .

- Preparacion de complejos de *°™Tc.

La etapa de marcacion implicara la utilizacion de las estrategias mas
novedosas en el campo de la Radiofarmacia. Se prepararan complejos
de tipo Tc(V)nitruro, Tc(l) tricarbonilo y Tc(lll) 4 +1.

- Estudios fisicoquimicos

Caracterizar  fisicoquimicamente a los complejos obtenidos,
determinando su lipofilicidad, union a proteinas plasmaticas, estabilidad

frente a plasma humano.

= Estudios in vitro.

Se pretende desarrollar y poner a punto una metodologia que permita la
evaluacion in vitro de los complejos desarrollados determinando la
captacioén en condiciones de hipoxia y de oxia del radiofarmaco en una

linea de tumor humano en cultivo.

- Estudios in vivo.

En esta etapa se realizara la evaluacion de los complejos primero en
animales normales con el fin de caracterizar su comportamiento
biolégico y sus principales vias de eliminacion. Posteriormente se

evaluaran también en un modelo animal portador de tumores inducidos.
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3

— Esquema de ligandos sintetizados y estructuras

propuestas de los complejos. (Figura 35)

Estructura Ligando

(L=Ligando)

Estructura propuesta para el complejo

(C=Complejo)
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4 - Parte Experimental

El presente trabajo fue desarrollado en el laboratorio de la Catedra de
Radioquimica, Facultad de Quimica y en el laboratorio de Quimica Organica-
Grupo de Quimica Medicinal, Facultad de Ciencias, Universidad de Ia

Republica, Montevideo, Uruguay.
4.1 — Materiales.

Los disolventes se destilaron previo a su uso. Se utilizaron reactivos
comerciales: ALDRICH, JANSSEN, MERCK, FLUKA, entre otros. El avance de
las reacciones y la pureza de los productos se examinaron por cromatografia
en capa fina (TLC). Se utilizo silicagel con indicador UV. en placas de poliéster.
Los cromatogramas se revelaron por alguno de los siguientes métodos:
exposicion a la luz ultravioleta a 254 nm, revelado con reactivo de Brady o
asperjado con una mezcla de etanol:acido sulfurico:anisaldehido (95:1:4) (v/v/v)
y posterior quemado. Para las cromatografias en columna se utilizo silicagel
(Merck, 60-230 mesh) o alumina neutra (Merck, 70-230 mesh) Los espectros
de resonancia magnética nuclear, '"H-RMN y "*C-RMN, se realizaron en un
equipo BRUKER DRX-400 (400 MHz), utilizando los disolventes deuterados
que se indican en cada caso y empleando tetrametilsilano como referencia
interna. Los desplazamientos quimicos se expresan en partes por millén (ppm).
Las multiplicidades se designan como: s singulete, d doblete, t triplete, ¢
cuarteto, m multiplete, sa sefial ancha. Las secuencias de pulsos de los
experimentos HSQC y HMBC utilizadas son las disponibles en el software del
equipo. Los espectros de masa (MS) se realizaron en un espectrometro de
masa HEWLETT PACKARD MSD 5973 o LC/MSD-Serie 100 utilizando impacto
electronico (IE) o electrospray (ESI), respectivamente. Los espectros IR fueron
obtenidos en el rango 4000 — 200 cm™ en pastillas de KBr al 1% en un
espectrometro Bomen MB — 102 FT-IR.

El metronidazol empleado en la sintesis de todos los derivados fue de
calidad USP (Farmacopea de los Estados Unidos de América), el mismo fue

donado por Laboratorios Gramo6n-Bago del Uruguay S.A.
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Los “Kits” para formacion del precursor nitrido empleado fueron donados
por Cis Bio International.

Los kits Isolink™, Mallinckodt Medical B.V. empleados en la preparacion del
precursor tricarbonilico fueron donados por Covidien..

El gas CO utilizado fue de alta pureza de AGA — SPECIALTY GAS,
Cleveland, EEUU.

El [®™Tc]NaTcO, empleado en todas las marcaciones fue eluido de un
generador Tecnonuclear, Industria Argentina.

Para las determinaciones de actividad se emple6 una camara de ionizacién
CAPINTEC CRC5 o ALFANUCLEAR ACT-15P.. También se utilizaron
espectrometros de centelleo sélido con cristal de Nal (Tl) de 3 x 3 pulgadas de
pozo acoplado a una tarjeta multicanal ORTEC y con cristal de Nal (TI) 3 x 3

pulgadas plano acoplado a un sistema analizador monocanal ORTEC.

4.2 - Métodos.

4.2.1 - Sintesis de ligandos.

4.2.1.1 — Sintesis de 1-(2-Azidoetil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol
(PRELIGANDO 1)

Se coloca en agitacién 0.5 g de metronidazol (3.57x10™ moles), 1.4 g de
trifenilfosfina (5.34x10 moles) en 25 mL de tetrahidrofurano (THF) seco.
Posteriormente se agregan 1.40 mL de trimetilsililazida (5.38x10™ moles) y se
enfria la reaccién en bano de hielo. Luego se agrega lentamente 1.1 g de
Diisopropil azodicarboxilato (DIAD) disuelto en THF mediante embudo con
ecualizador. Luego de terminado el agregado, se retira el bafio de hielo y se
deja que la reaccion alcance temperatura ambiente. La misma se controla
mediante TLC hasta desapariciéon del metronidazol (aproximadamente 12 h)
(SiO,, diclorometano:metanol 95:5). El disolvente se evapora a vacio. Del
residuo se purifica el producto de interés mediante cromatografia en columna
de silica empleando como fase movil diclorometano:metanol (95:5). Sélido
blanco; P.F.= 122-124 °C. 50 % (75, 76).
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'H RMN (CDCl3) & (ppm): 2.56 (s, 3H, CHs), 3.79 (t, 2H, J=5.4 Hz, CHy),
4.46 (t, 2H, J=5.4 Hz, CH,), 8.00 (s, 1H, CH).

3C RMN (CDCl3) & (ppm): 14.9 (CHs), 46.0 (CH,), 51.4 (CHy), 129.0
(CNOy), 133.9 (CH), 151.7 (C).

IR (KBr) v (cm™): 1386 (NO5), 1528 (NO), 2064-2128 (Ns).

MS (El, 70 eV), m/z: 196 (M*); 151 (M" = NO,— OH'); 122 (M= NO, — OH' —
NO).

4.2.1.2 - Sintesis del 2-amino-3-{1-[2-(2-metil-5-nitro-1 H-imidazol-1-il)etil]-
1H-triazol-4-il}propanoico (LIGANDO 1)

Se colocan 2629 mg de 1-(2-Azidoetil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol
(PRELIGANDO 1) (1.32x10-3 moles), 150 mg de D,L propargilglicina (1.32x10-
3 moles), 84.7 mg de sulfato de cobre(ll) (0.53x10™ moles) y 52.6 mg de
ascorbato de sodio (0.26x10 moles) en terbutanol:agua (4:1). La reaccién se
controla mediante TLC hasta la desaparicion de la azida (aproximadamente 24
h). Una vez finalizada la reaccidon se agregan 0.5 g de resina de intercambio
cationico (CHELEX 100 — Biorad) y se deja agitando hasta desaparicion del
color de la reaccion (aproximadamente 2 h) y finalmente se filtra. El resultante
es una solucién marrén, la que se evapora el solvente a presion reducida hasta
reducir el volumen. Luego se agregan 10 mL de eter etilico:acetona (1:1) y se
deja precipitando en la heladera por 12 horas. Luego se filtra el sélido obtenido
y finalmente se lava con etanol frio. Solido blanco; P.F.= 134-137 °C. 57 %
(77,78)

'H RMN (D20) & (ppm): 1.83 (s, 3H, CHs), 3.16 (s, 2H, CH,), 3.89 (s, H,
CH), 4.77 (sa, 4H, 2 CHy), 7.65 (s, H, CH), 8.01 (s, 1H, CH).

3C RMN (D20) & (ppm): 12.5 (CHs), 26.1 (CH,), 33.9 (CH,), 46.3 (CH),
49.45 (CHy), 62.2 (CH), 125.2 (CH), 129.0 (CNO,), 146.6, 151.7 (C), 1771
(COOH)

IR (KBr) v (cm™): 1366 (NO,), 1527 (NO,), 1603 (COOH), 3149 (NHy).
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4.2.1.3 - Sintesis de acido 2-amino-3-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-
il)etiltio]propanoico (LIGANDO 2)

4.2.1.3.1 — Sintesis de 1-(2-iodoetil)-2-metil-5-nitro-1H-imidazol

Se colocan 0.896 g de trifenilfosfina (3.42x107 moles), 0.233 g de imidazol
(3.42x10° moles) y se disuelven en 10 mL de diclorometano seco.
Posteriormente se agrega lentamente 0.869 g de iodo (3.42x10™ moles) y se
deja agitando durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se adicionan
0.4 g de metronidazol disuelto en diclorometano. La reaccidn se controla
mediante TLC hasta desaparicion del metronidazol (aproximadamente 24 h)
(SiO,, diclorometano:metanol 95:5). El disolvente se evapora a vacio. Del
residuo se purifica el producto de interés mediante cromatografia en columna
de silica empleando como fase movil diclorometano:metanol (85:15). Sélido
amarronado; P.F.= 78 °C. 47 % (79)

'H NMR (CDCls) & (ppm): 2.60 (s, 3H, CH3), 3.48 (t, 2H, J=6.0 Hz, CH);
4.65 (t, 2H, J=6.0 Hz, CH2), 8.00 (s, 1H, CH).

IR (KBr) v (cm™): 1355 (C-N), 1368 (NO,), 1545 (NO,), 505 (C-).

4.2.1.3.2 — Sintesis del LIGANDO 2

A una solucion de 0.2 g del iodo derivado descrito en la seccion anterior
(0.71x10® moles), en 10 mL de THF, se agregan 0.125 g de clorhidrato de
cisteina (0.71x10° moles) y 0.10 mL de trietilamina (0.71x10° moles). La
reaccion se controla mediante TLC hasta desapariciéon del iododerivado
(aproximadamente 24 h) (SiO,, diclorometano:metanol 9:1). Luego de
transcurrido el tiempo de reaccion aparece un precipitado blanco que
corresponde al clorhidrato de trietilamina, el cual se retira mediante filtracion. Al
sobrenadante se le elimina el disolvente a presion reducida para obtener el
producto final. Sélido blanco; P.F.= 90-94 °C. 70 %. (80)

'H RMN (CDCls) & (ppm): 1.33(m, 2H, S-CH,), 2.57 (s, 3H, CHa), 3.27 (m,
1H, CH; —CH-NH,), 3.57 (t, 2H, J=7.1 Hz, CH,), 4.46 (t, 2H, J=7.1 Hz, CH,),
7.98 (s, 1H, CH).
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3C RMN (CDCl3) & (ppm): 14.9 (CHs), 36.5 (CHy), 46.0 (CH,), 51.4 (CH,),
62.4 (CH), 129.0 (CNO,), 133.9 (CH), 151.7 (C), 182 (COOH).

IR (KBr) v (cm™): 1386 (NO,), 1528 (NO,), 1732 (C=0), 3622 (NHs)

MS (El, 70 eV), m/z: 275 (M*+H); 244 (M* = NO); 199 (M— NO — CO,H).

4.2.1.4 - Sintesis de la sal sodica del acido [2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-
1-il)etil]ditiocarbamico (LIGANDO 3)

4.2.1.4.1 — Hidrobromuro de 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilamina

Se colocan 3.59 g de metronidazol (0.021 moles), 5.59 g de ftalimida (0.032
moles) y 8.42 g de trifenilfenilfosfina (0.032 moles) en 20 mL de THF con
agitacion. La solucion se enfria a 0 °C y se agregan gota a gota 13.85 g de
DIAD (0.069 moles) disueltos en 10 mL de THF seco. Una vez finalizado el
agregado se procede a la eliminacién del disolvente a vacio obteniéndose un
aceite el cual es tratado con éter etilico. El precipitado obtenido es filtrado y
recristalizado de 2-propanol, obteniéndose un sdlido blanco.

'H NMR (DMSO-ds) & (ppm): 2.57 (s, 3H, CHs), 3.26 (t, 2H, J=9.1 Hz, CH2),
4.58 (t, 2H, J=9.1 Hz, CHy), 7.89 (d, 2H, J=6.3 Hz, CH), 8.07 (d, 2H, J=6.3 Hz,
CH), 8.31 (s, 1H, CH).

El derivado ftalimido obtenido se calienta a reflujo en 200 mL de HBr (30 %)
por 17 horas. Luego de transcurrido el tiempo de reaccion el disolvente se
evapora a vacio y el residuo es tratado con 50 mL de etanol absoluto y se
evapora a vacio, se repite el proceso con una nueva porcion de 50 mL de
etanol absoluto. El sdélido amarillo obtenido es triturado y lavado con 4
fracciones de 30 mL de éter etilico y luego se recristaliza de etanol 95°. Sélido
amarillo. 75 % (76).

'H NMR (acetone-ds:D20, 9:1) & (ppm): 2.47 (s, 3H, CHs), 3.51 (t, 2H, J=6.0
Hz, CHy), 4.42 (t, 2H, J=6.0 Hz, CH,), 7.88 (s, 1H, CH).

3C NMR (acetone-dg:D20, 9:1) & (ppm): 14.9 (CHs), 45.9 (CHy), 51.4 (CHy),
130.0 (C), 133.9 (CH), 151.7 (C).

IR (KBr) v (cm™): 1349 (C-N), 1373 (NO,), 1538 (NO,), 3520 (NHy).
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4.2.1.4.2 — Sintesis del LIGANDO 3

Primeramente se disuelve el bromohidrato obtenido en el paso anterior en
agua y se lleva a pH 12 con una solucién acuosa de NaOH (10%). Luego se
realizan 20 extracciones con 20 mL de diclorometano a fin de obtener la amina
neutra para la reaccién. Rendimiento de la extraccién: 55 %.

Se colocan 85 mg de la amina neutra (0.68x10 moles) en 20 mL de THF
seco y se enfria la solucién a 0 °C. Se agregan 0.1 mL de disulfuro de carbono
(1.02x10® moles) y 35 mg de una dispersion de NaH (55%) (0.815x10 moles).
Una vez finalizado el agregado de los reactivos se retira la reaccion del bafio
de hielo y se coloca a 65 °C. La reaccion se controla mediante TLC hasta
desaparicion del amino derivado (1 hora). Finalizado el tiempo de reaccion se
evapora el disolvente a vacio y el producto se emplea sin posterior purificacién.
Solido negro. 100 % (81)

'H RMN (DMSO-ds:D-0, 9:1) & (ppm): 2.57 (s, 3H, CH3), 3.80 (t, 2H, J=5.4
Hz, CH,), 4.46 (t, 2H, J=5.4 Hz, CH,), 8.00 (s, 1H, CH).

3C RMN (DMSO-dg:D20, 9:1) & (ppm): 14.9 (CHs), 45.9 (CH,), 51.4 (CHy),
130.0 (CH), 133.9 (CNOy), 151.7 (C), 190.4 (CSy).

IR (KBr) v (cm™): 1001 (NH-CS;), 1118 (-(C=S)-NH), 1373 (CH), 1374
(NO3), 1576 (NO3), 3520 (NH).

MS (El, 70 eV), m/z: 246 (M™ + H - Na); 200 (M™ + H - Na — NOy); 165 (M™-
NaS — NOy).

4.21.5 - Sintesis de la sal sédica del acido 4-[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil]piperacin-1-ilmetanoditioico (LIGANDO 4)

4.2.1.5.1 — 1-(t-Butiloxicarbonil)piperacina

Se disuelven 2.44 g de piperacina hexahidratada (12.59x10 moles) en 25
mL de diclorometano y se enfria a 0 °C. Posteriormente se agregan gota a gota
0.273 g de dicarbonato de di-t-butilo disueltos en 10 mL de diclorometano. Una
vez concluido el agregado se deja que la reaccion alcance temperatura

ambiente. Se lava la fase organica con 8 porciones de 250 mL de agua. La fase
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organica se seca con sulfato de sodio y se evapora el disolvente a vacio. Sélido
blanco. 65 % (82)

"H RMN (CDCls) & (ppm): 1.46 (s, 9H, CHs), 202 (s, 1H, NH), 2.81 (t, 2H,
J=5.0 Hz, CHy), 3.39 (t, 2H, J=5.0 Hz, CH,).

4.2.1.5.2 — 1-(t-Butiloxicarbonil)-4-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-

il)etil]piperacina

Se colocan 161 mg de 1-(t-butiloxicarbonil)piperacina (0.80x10 moles) en
15 mL de dicorometano y se agregan 0.12 mL de trietilamina (0.88x10™ moles)
a 0 °C. Luego se agregan 247 mg del iododerivado descrito en la seccidn
4.2.1.3.1 (0.88x10° moles) y la solucién se agita a temperatura ambiente
durante 16 h. La solucion resultante se lava con 5 mL de una solucién acuosa
saturada de bicarbonato de sodio y 5 mL de agua. La fase organica se seca
con sulfato de sodio y el disolvente se remueve a vacio. Del residuo se purifica
el producto de interés por cromatografia en columna de silica empleando
acetato de etilo: hexano (1:1) como fase movil. Sélido marron. 60%. (83)

'H NMR (CDCl3) & (ppm): 1.47 (s, 9H, CHa), 2.45 (bt, 4H, J=6.3 Hz, CH,-N),
2.53 (s, 3H, CH3), 2.69 (bt, 4H, J=6.3 Hz, CH2-N), 3.40 (t, 2H, J=6.0 Hz, CH,),
4.42 (t, 2H, J=6.0 Hz, CH,), 7.95 (s, 1H, CH).

IR (KBr) v (cm™): 1352 (C-N), 1365 (NO,), 1549 (NO,).

4.2.1.5.3 — Sintesis del LIGANDO 4.

Se colocan 120 mg del producto obtenido en el apartado anterior (0.36x107
moles) con 40 mg de &cido trifluoroacetico (0.36x10™ moles). Se agita durante
una hora a temperatura ambiente para obtener el derivado de piperacina
desprotegido. Se disuelven 100 mg de dicho intermedio (0.42x10™ moles) en
20 mL de THF y se enfria a 0 °C. Posteriormente se agregan 0.04 mL de
disulfuro de carbono (0.63x10™ moles) y 20 mg de dispersién de NaH (60%)
(0.50x10 moles). Una vez finalizado el agregado de los reactivos se retira la
reaccion del bafo de hielo y se coloca a 65 °C. La reaccién se controla

mediante TLC hasta desaparicion del amino derivado (1 hora). Finalizado el
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tiempo de reaccion se evapora el disolvente a vacio y el producto se emplea
sin posterior purificacion. Sélido negro. 100 % (83)

'H RMN (CDs0D) & (ppm): 2.55 (bt, 4H, J=6.2 Hz, CH,-N), 2.58 (s, 3H,
CHj3), 2.73(bt, 4H, J=6.2 Hz, N- CH>), 3.33 (t, 2H, J=6.0 Hz, CH,), 4.54 (t, 2H,
J=6.0 Hz, CHy), 7.93 (s, 1H, CH).

3C RMN (CD30D) & (ppm): 15.3 (CH3), 39.9 (CH>), 51.4 (CHy), 54.3 (CH,-
N), 58.5 (N-CH), 133.0 (C), 142.9 (CNO,), 158.7 (C), 206.3 (CSy).

IR (KBr) v (cm™): 1005 (NH-CS;), 1124 (-(C=S)-NH), 1370 (CH), 1380
(NO2), 1579 (NOy), 3528 (NH).

MS (El, 70 eV), m/z: 315 (M™ + H - Na); 283 (M™ + H - Na — C,Hy4); 267 (M™
+H - Na—NOy); 252 (M™ + H - NaS — NO;).

4.2.1.6 — Sintesis de 4-isociano-N-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-

il)etilJbutanamida (LIGANDO 5)

Se colocan 150 mg de 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilamina
preparada como se indica em el apartado 4.2.1.4.1_(0.88x10'3 moles) en 20 mL
de THF seco. Se agrega 1 gota de trietilamina y 124 mg de (0.59x10 moles)
N-(4-isocianobutanoiloxi)succinimida y se deja en agitacion hasta consumo
total del reactivo (aproximadamente 12 h). La reaccion se controla mediante
TLC (SiO, diclorometano:metanol 95:5). El disolvente se evapora a vacio. Del
residuo se purifica el producto de interés por cromatografia en columna de
alumina empleando como fase movil hexano:acetato de etilo (3:7). Sdlido
amarillento; P.F.= 88-89 °C. 42 % (84)

'H RMN (acetona-dg) 6 (ppm): 1.91 (m, 2H, CH>), 2.07 (m, 2H, CHy), 2.49(s,
3H, CHs), 3.52 (m, 2H, CH,-CN), 3.64 (t, 2H, J=6.0 Hz, CH), 4.49 (t, 2H, J=6.0
Hz, CH,), 7.89 (s, 1H, CH).

3C RMN (CD30D) & (ppm): 13.4 (CHs), 24.8 (CH>), 31.5 (CH,), 38.3 (CH-
N), 40.6 (N-CH;), 45.5 (CH,-CN), 132.6 (C), 138.9 (CNOy), 151.2 (C), 157.7
(NC), 171.5 (CO).

IR (KBr) v (cm™): 1382 (NOy), 1547 (NO,), 1658 (CO), 2151(NC), 3333
(NH).
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MS (El, 70 eV), m/z: 238 (M* - HCN); 222 (M*' — HCN — CHy); 206 (M* —
HCN — CH, - O); 191 (M* — HCN — CHy - HNO).

4.2.1.7 - Sintesis de 1-(4-isocianobutanoil)-4-[2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil]piperacina (LIGANDO 6)

Se colocan 10 mg de 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etilamina preparada
como se indica em el apartado 4.2.1.4.1 (0.42x10™ moles) en 20 mL de THF
seco. Se agrega 1 gota de trietilamina y 132 mg de (0.50x10™ moles) N-(4-
isocianobutanoiloxi)succinimida y se deja en agitacién hasta consumo total del
reactivo (aproximadamente 12 h). La reaccion se controla mediante TLC (SiOg,
diclorometano:metanol 95:5). Una vez completada la reaccion, el disolvente se
evapora a vacio. Del residuo obtenido se purifica el producto de interés por
cromatografia en columna de alumina empleando como fase mdvil

hexano:acetato de etilo (4:6). Aceite oscuro. 72 %. (84)

"H RMN (acetona-ds) & (ppm): 1.92 (m, 2H, CHy), 2.08 (m, 2H, CHy), 2.32
(s, 3H, CHa), 2.62 (t, 4H, J= 5.0 Hz, CHy), 3.50 (t, 4H, J=5.0 Hz, CH,), 3.64 (t,
2H, J=6.0 Hz, CH,), 4.49 (t, 2H, J=6.0 Hz, CHy), 7.89 (s, 1H, CH).

3C RMN (CD30D) & (ppm): 13.4 (CHs), 24.8 (CH>), 31.5 (CH,), 38.3 (CH, -
N), 40.6 (N-CH,), 45.5(CH, -CN), 49.4(N-CH,), 55.1(CH; -N), 132.6 (C), 138.9
(CNO,), 151.2 (C), 157.7 (NC), 171.5 (CO).

IR (KBr) v (cm™): 1384 (NO,), 1534 (NOy), 1658 (CO), 2151(NC), 3408
(NH).

MS (El, 70 eV), m/z: 289 (M* - HNO,); 248; 219; 191 (M* — HCN — CH, -
HNO).
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4.2.2 — Preparacion de los complejos de *°™Tc.

4.2.2.1 - Sintesis de los complejos de **™Tc(l)tricarbonilicos. Complejos

con los ligandos 1y 2

Los complejos de *™Tc con los ligandos 1 y 2 se preparan por sustitucion
empleando 99mTC-[(CO)3(H20)3]+ como precursor, el cual puede ser obtenido
por 2 métodos: utilizando borohidruro de sodio como reductor en presencia de
(CO)4de acuerdo con la técnica descripta por Alberto et al. (85), o a partir de un

kit comercial (Isolink™, Mallinckrodt Medical B.V. (Actual Covidean).

4.2.2.1.1 — Sintesis del precursor tricarbonilico a partir de COq

Se colocan en un vial de 1 mL 4,0 mg de NaCOs, 5,0 — 7.0 mg de NaBHs y
20 mg de tartrato de sodio y potasio. A continuacion se cierra el vial y se purga
con CQOq4 durante 15 minutos. Posteriormente se agrega el 9¥MTecO4 (5 - 50 mCi
= 185 - 1850 MBq, en 0,5 — 1 mL), obtenido de un generador *Mo/**"Tc y se
calienta a 75°C durante 30 minutos. (63) La pureza radioquimica es evaluada
por HPLC empleando un cromatdgrafo liquido Shimadzu LC- 10 AS, acoplado
a un detector y PARKEN. Se utiliza una columna Phenomenex Luna 5 C18 de
15cm a flujo de 1.0 mL/min. Los solventes empleados fueron Buffer fosfato con

trietilamina pH=2,5 (A) y metanol (B) segun el siguiente gradiente:

Tiempo (min) % A % B
0-3 100 0
3-6 100-75| 0-25
6-9 75-66 | 25-34
9-20 66—-0 |34-100
20-27 0 100
27-30 0—-100 | 100-0
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4.2.2.1.2— Sintesis del precursor tricarbonilico a partir del Kit comercial.

Se agrega *™TcO4 (5 - 50 mCi = 185 - 1850 MBq, en 0,5 — 1 mL). sobre un
kit liofilizado Isolink™, el cual contiene 2,85 mg de tetraborato de Na, 7,15 mg
Na,COs, 2,85 mg Na;B407.10H,0 y 8,5 mg tartrato NayH>O. Luego se coloca
en un bafo a ebullicion durante 20 min.

El producto obtenido es controlado por HPLC utilizando el sistema descrito

en el punto anterior. (86)

4.2.2.1.3— Sintesis del complejo 1

Previo al paso de sustitucion se realiza la sintesis “in situ” del ligando. Para
ello se realiza la reaccion de acoplamiento entre la azida (preligando 1) y la
propargilglicina (aminoacido comercial) (“click chemistry”) para formar el
ligando final el cual es capaz formar con el **"Tc un complejo con el core
tricarbonilico. Para ello se colocan 65 uL de azida (solucion10?M en metanol)
con 50uL de propargilglicina (solucién10M en agua) en presencia de 7.5 uL de
acetato de cobre (solucién 102M en agua)) y 15 uL ascorbato de sodio
(solucién 10”M en agua), en calentamiento a 75°C durante una hora.

Transcurrido el tiempo de reaccion se ajusta el pH de la mezcla de
reaccion (pH = 10,5 — 11,0) hasta pH=7,0 por agregado de una solucién de
NaH2PO4 (530 mg/mL) en una relacién 4:1 de precursor: NaH;PO4

La sustitucién se realiza agregando 200 uL del precursor neutralizado en el
vial donde se realiz6 previamente la reaccion de “click chemistry”. La mezcla se
calienta en bafo de agua a 60 — 70 °C durante 30 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se controla la pureza radioquimica del complejo obtenido

mediante HPLC empleando el sistema descrito en 4.2.2.1.1. (77)

4.2.2.1.4. Sintesis del complejo 2

Se ajusta el pH de la solucion del precursor hasta pH=7,0 segun lo indicado
en4.22.1.2.
La sustitucion se realiza agregando 4 mg (1.5x10° moles) del ligando 2.

Luego la mezcla se calienta en bafo de agua a 60-70°C durante 30 minutos.
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Una vez transcurrido el tiempo de reaccion se controla la pureza radioquimica
del complejo obtenido mediante HPLC empleando el sistema descrito en
4.2.211.

4.2.2.1 - Sintesis de los complejos de *™T¢(V)nitrido. Complejos con los

ligandos 3 y 4.

Los complejos de ®™Tc con los ligandos 3 y 4 fueron preparados en 2
etapas: preparacion del precursor *™Tc(V) nitrido y su posterior sustitucion con
el ligando de interés. El precursor puede ser preparado por 2 técnicas

diferentes que se describen a continuacion.(87)

4.2.2.2.1 — Sintesis del precursor *™Tc(V)nitrido empleando KIT comercial.

Se realiza agregando *™TcO,4 (5 - 50 mCi = 185 - 1850 MBgq, en 0,5 — 1
mL). sobre un kit liofilizado (CIS-BIO), el cual contiene 5.0 mg de dihidrazina
succinica (SDH), 0.10 mg de SnCl;-H20 y 5.0 mg de Na;EDTA.

Luego de incubar 5 minutos a temperatura ambiente se realiza el control de
la pureza radioquimica mediante TLC en papel Watman 1 empleando como

fase movil acetona.

Sistema Rf coloide Rf ®"Tc-nitrido Rf ®°"TcO,

1-Papel/acetona 0 0 1

4.2.2.2.2 — Sintesis del precursor *"Tc¢(V)nitrido empleando dihidracida

succinica.

Se colocan en un vial de vidrio 5.0 mg de dihidracida succinica disueltos en
0.5 mL de NaCl 0.9%. Posteriormente se agregan 0.1 mL de una solucién de
SnCl, (1.25 mg/mL en H20). Finalmente se agrega el *™TcOs- (5 - 50 mCi =
185 - 1850 MBq, en 0,5 -1 mL).
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Luego de incubar 5 minutos a temperatura ambiente se realiza el control
de pureza radioquimica empleando el sistema descripto en el punto 4.2.2.2.1.
(88)

4.2.2.2.3— Sintesis de los complejos 3 v 4

La sustitucién se realiza agregando 4 mg de la sal sédica de los ligandos 3
0 4 (1.5x10°moles del ligando 3 y 1.2x10°moles del ligando 4) disuelta en
DMSO. La mezcla se calienta en bafo de agua a 60-70°C durante 30 minutos.
(89) La pureza radioquimica es evaluada por HPLC empleando un
cromatégrafo liquido Shimadzu LC- 10 AS, acoplado a un detector y PARKEN.
Se utiliza una columna Waters 10um C18 de 30cm. Los solventes empleados
fueron Acido trifluoroacetico 0.1 % en agua (A) y Acido trifluoroacetico 0.1 % en

acetonitrilo (B) segun el siguiente gradiente, a flujo de 1.0 mL/min:

Tiempo (min) % A % B
0-3 100>0 [ 0> 100
3-15 0 100

4.2.2.3 - Sintesis de los complejos de *™Tc(lll). Complejos con los

ligandos 5y 6.

Los complejos de 99mTc(III) son preparados por sustitucion empleando

9MT¢(111)-EDTA como precursor.

4.2.2.3.1 — Sintesis del precursor *"Tc(ll1)-EDTA

Se realiza agregando *™TcO4 (5 - 50 mCi = 185 - 1850 MBq, en 0,5 — 1
mL) sobre una soluciéon conteniendo 5 mg de EDTA, 5mg Manitol y 0.1 mg de
SnCl, a temperatura ambiente. Luego de 5 minutos se realiza el control de
pureza radioquimica mediante cromatografia en papel Watman 1 empleando
como fases moviles acetona y NaCl 0.9 %. (90)
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Sistema Rf coloide Rf el " Tc-EDTA | Rfel ®"TcO,

1-Papel/acetona 0 0 1

2-Papel/NaCl 0.9% | O 1 1

4.2.2.3.2— Sintesis de los complejo 5y 6

La sustitucién se realiza agregando 200 uL de *™Tc(Ill)-EDTA a un vial
conteniendo 0.3 mg de 2-[Bis (2-mercaptoetil) amino] etanetiol (NS3) y 0.2 mg
del ligando 5 0 6 ( 7.5x10” moles del ligando 5 y 6.0x10”" moles del ligando 6).
La mezcla se calienta en bafio de agua a 60-70°C durante 30 minutos. (91) La
pureza radioquimica es evaluada por HPLC empleando un cromatografo liquido
Shimadzu LC- 10 AS, acoplado a un detector y PARKEN. Se utiliza una
columna Waters 10um C18 de 30cm. Los solventes empleados son &acido
trifluoroacetico 0.1 % en agua (A) y acido trifluoroacetico 0.1 % en acetonitrilo

(B) segun el siguiente gradiente:

Tiempo (min) % A % B
0-10 100>0 [ 0> 100
10-20 0 100

4.2.3 — Evaluacion in vitro de los complejos de *"Tc.

4.2.3.1 - Lipofilicidad

La lipofilicidad es estudiada a pH 7.0 a través de la determinacion del
coeficiente de particion octanol/buffer fosfato 0.1M. Para ello 2 mL de octanol
se mezclan en un tubo de centrifuga con 2 mL de buffer fosfato 0.1 M pH=7.0.
Se agregan 100 puL del complejo purificado por HPLC, agitandose en agitador
vortex durante 2 minutos. La mezcla es centrifugada por 5 minutos a una
velocidad de 5000 rpm en una centrifuga EVA Illl. Luego de esperar la
separacion de las 2 fases, se toman 3 muestras de 2 uL de cada fase y se mide
la actividad de cada una de ellas en contador de centelleo sdlido. Se realizan 3

repeticiones de cada experiencia. (92)
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4.2.3.2 - Estabilidad frente a plasma

Se realiza la incubacién a 37° C de 100 yL del complejo de 9MT¢ purificado
por HPLC con 1000 pL de plasma humano y se retiraran muestras de 200 uL a
los 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas y 4 horas. Una vez extraida la muestra
se precipitan las proteinas empleando 200 uL de alcohol absoluto frio (-15°C) y
tras agitar mediante vortex se deja precipitando en freezer durante 5 minutos.
Una vez completada la precipitacion se centrifuga la muestra a 15000 rpm
durante 5 minutos a 0° C. Finalmente se extrae una muestra del sobrenadante
y se analiza en HPLC en las mismas condiciones que las empleadas para el

control de la pureza radioquimica correspondiente. (89-92)

4.2.3.3 — Determinacion del porcentaje de uniédn a proteinas

plasmaticas mediante gel filtracion.

Se emplean columnas de exclusién molecular MIDI SELECT-D, G-50 de IBI
conteniendo Sephadex® G-50. Primero se realiza la centrifugacion de la
columna 2 minutos a 3300 rpm para extraer el buffer de conservacion de la
misma. A continuaciéon se siembran 50 uL del plasma incubado con el complejo
de ®™Tc y se incuba durante 2 minutos. Posteriormente se centrifuga a 3300
rpm durante 2 minutos. Finalmente se mide la actividad retenida en la columna

y la actividad eluida de la misma en un equipo de centelleo sélido. (93)

4.2.3.4 — Determinacion de la captacion por células en cultivo en

estado de hipoxia y de oxia.

Para ello se emplean células HCT-15, N° CCL-255"-ATCC® de
adenocarcinoma de colon humano, cultivadas en medio RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich R6504) suplementado con 10 % suero fetal bovino (GIBCO), 100U/mL
de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina, glucosa 4500 mg/L, HEPES 10mM
y bicarbonato de sodio 1500 mg/L. Las células se cultivan en en frascos de
cultivo T75 hasta obtenerse una monocapa (aproximadamente 7.5x10°

células). Previo al ensayo se colocan en una camara de Nx(g) durante una hora
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a fin de retirar el oxigeno del medio y posteriormente se agrega el radiofarmaco
sobre el medio de cultivo. Se realiza el procedimiento en paralelo con las
células en condiciones normales de cultivo (37 °C y 5% CO3) y con las células
incubadas con N3 a fin de disponer de un comparativo para el ensayo.

Una vez trascurridos 60 minutos de incubacion (bajo atmodsfera de
nitrdgeno o en condiciones estandar) se retira el medio de cultivo y se lavan las
células con PBS. Por ultimo se mide la actividad del sobrenadante y de las
células adheridas a la superficie del frasco de cultivo, en un equipo de centelleo
solido con cristal de 3"x3” plano monocanal ORTEC, tanto para las células
incubadas en atmdsfera de nitrdgeno como para las incubadas en condiciones
normales a fin de comparar la captacion en ambas condiciones. El ensayo se
realiza por duplicado.

Para calcular el incremento de captacion se realiza la relacion de
captacion entre las condiciones de hipoxia / oxia, el ensayo se realiza por
duplicado.

Po otra parte, para la optimizacion del ensayo se analiza por citometria de
flujo en un citometro de flujo (FACScalibur, Beckton Dickinson) la viabilidad de
las diferentes condiciones, empleando ioduro de propicio como marcador de
muerte celular.

Este trabajo se realiz6 en la Catedra de Inmunologia de la Facultad de
Quimica en el Instituto de Higiene de la Facultad de Medina - UDELAR, bajo la

direccion de la Dra. Sylvia Dematteis.

4.2.4 — Evaluacion in vivo de los complejos de *°™Tc.

4.2.4.1 — Biodistribucion en animales normales.

La biodistribucién de los complejos de *™Tc fue evaluada en ratones CD1
hembras de 2-3 meses de edad, normales. Los animales fueron adquiridos en
el Bioterio del Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina. La manipulacién
de los mismos se realiza teniendo en cuenta las normas vigentes sobre manejo
de animales de experimentacion (Ordenanza sobre el uso de animales de

experimentacion, docencia e investigacion universitaria).
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Los complejos de *"Tc (2-10 pCi en 0.1 mL) purificados por HPLC vy
diluidos en suero fisioldgico son inyectados por via intravenosa (3 animales por
grupo). Transcurrido el tiempo de biodistribucién establecido (entre 30 minutos
y 4 horas post-inyeccion) los animales son sacrificados por traccion cervical.
Los organos, tejidos y muestras de interés son extraidos, pesados y su

actividad medida en un contador de centelleo sdlido. (94)

4.2.4.2 - Biodistribucion en animales portadores de tumores

inducidos.

La biodistribucién de los complejos de *™Tc fue evaluada en ratones
C57BL/6 hembras de 2-3 meses de edad, portadores de tumores inducidos.
Los animales fueron adquiridos en el Bioterio del DILAVE (Direcciéon de
Laboratorios Veterinarios del MGAP). La manipulacién de los mismos se realiza
teniendo en cuenta las normas vigentes sobre manejo de animales de
experimentacion (Ordenanza sobre el uso de animales de experimentacion,
docencia e investigacion universitaria).

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

Las células fueron inoculadas en forma subcutdnea en dorso sobre
miembro posterior derecho, y las biodistribuciones se realizan entre 20 a 30
dias post-inoculacién, cuando el tumor alcanza un tamafno aproximado de 1.5 x
0.5x0.5cm.

El modelo fue evaluado mediante estudios histopatoldgicos realizados por
el Prof. Dr. Veterinario José Pacheco de la Catedra de Anatomia Patoldgica,
Facultad de Veterinaria, UDELAR.

MICROSCOPIA: Se aprecia crecimiento de células ovoideas, células
atipicas con relacién nucleo citoplasmicas elevada, 1/1, con zonas de
disposicion acinar. Zonas de infiltracion de tejido adiposo y musculo estriado.
Embolizacién tumoral con presencia de zonas hipoxicas. Areas con células en

mitosis, Binucleadas. Escasos focos de necrosis en los cortes estudiados.
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ADENOCARCINOMA. CELULAS BINUCLEADAS CON INFILTRACION DE
GRASA Y MUSCULO ESTRIADO. Ver Figura 36.

Figura 36 — Imagenes del estudio de anatomia patoldgica de los tumores.

Los estudios confirman la malignidad de los tumores, concordante con las
caracteristicas de las células inoculadas y la existencia de zonas hipoxicas.

Los complejos de *™Tc (2-10 uCi en 0.1 mL) purificados por HPLC vy
diluidos en suero fisioldégico son inyectados por via intravenosa (3 animales por
grupo). Transcurrido el tiempo de biodistribucién establecido (entre 30 minutos
y 4 horas post-inyeccion) los animales fueron sacrificados por traccién cervical.
Los organos, tejidos y muestras de interés son extraidos, pesados y su

actividad medida en un contador de centelleo. (94, 95)

4.2.5 — Estudios estructurales de los complejos con Re estable.

4.2.5.1 — Sintesis de los complejos de Re

4.2.5.1.1 - Sintesis de los complejos de Re(l)-tricarbonilico

Los complejos de Re fueron sintetizados por reaccién de intercambio de

ligandos utilizando fac-[Nets]2[Re(CO)sBrs] como precursor.

4.2.5.1.1.1 — Sintesis del [Nets]2[Re(CO)3Brs].
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La primera etapa consistié en la sintesis del ReBr(CO)s, la cual se realiz6
siguiendo la reaccién de Hawkes et al. (96)

En un balén de vidrio con agitacidn magnética y atmoésfera de Nj, se
agregan 1.0 g de Re(CO)qo (1,5x10 moles) en 50 mL de hexano y 0.12 mL
(0.26 g) de Bry(l) (1.6x10° moles). Inmediatamente se formoé el precipitado
correspondiente al ReBr(CO)s. Se continua la agitacién a temperatura ambiente
hasta desaparicion del color del Br,. El hexano es removido por
rotaevaporacion a temperatura ambiente y el precipitado es purificado por
sublimacion a 90 °C a presion reducida ( aproximadamente de 107 atm.).

La sintesis del [Nets]o[Re(CO);Br;] se realiza segun la técnica descripta
por Alberto et al. (97)

Se suspendie 1g de NetsBr (4,76x10° moles) en 300 mL de 2,5,8-
trioxanona (Diglima) bajo atmdésfera de N,. Se calienta la suspension a 80 °C y
se agregan 0.85 g de ReBr(CO)s (2.09x10° moles) en 30 mL de diglima
caliente. La mezcla se calienta a 115°C durante 12 horas, observandose la
formacion de un precipitado blanco. El sélido es separado por filtracion y lavado

con etanol frio. EIl mismo se resuspende en etanol y se filtra nuevamente.

4.2.5.1.1.2 — Sintesis de losCOMPLEJOS 1y 2.

Para la preparacion de los COMPLEJOS 1 y 2 se disuelven 49 mg del
[Nets]o[Re(CO)3Brs] (64x10° moles) en 20 mL de H,O y se ajusté el pH a 7.0
con NaOH. Luego se agregaron 64x10° moles del ligando correspondiente (
20mg Ligando 1 o 16 mg Ligando 2) y se deja reaccionar a reflujo durante 4
horas.

Luego de transcurrido el tiempo de reaccion se realiza la inyeccidon de los
complejos en el HPLC a fin de realizar la separacion del pico correspondiente

al complejo, en las condiciones descriptas en 4.2.2.1.1.

4.2.5.1.2 - Sintesis de los complejos de Re(V)-nitrido

4.2.5.1.2.1 — Sintesis del ReOCl3(PPhs3)a.
El complejo precursor, oxotriclorobistrifenilfosfino Re(V), se prepara por
reaccion de trifenilfosfina con perrenato de sodio en medio clorhidrico de

acuerdo con la técnica descripta por Chatt el al.(98)
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Se disolvieron 9 g (0.03 moles) de trifenilfosfina en 50 mL de etanol
previamente calentado y la solucion se llevé a ebullicion. A continuacion se
suspendieron 1.65 g (6x10™ moles) de perrenato de sodio en 10 mL de &acido
clorhidrico concentrado y se agregaron a la solucién anterior. A esta mezcla se
adicionaron 50 mL mas de etanol. Se produjo inmediatamente la precipitacion
de un sdlido verde. La mezcla fue calentada a reflujo durante otros 30 minutos
a fin de completar la reaccion. El producto obtenido fue separado por filtracién,
y lavado con etanol frio. Una vez seco se controlé por espectroscopia IR y se

utilizd en la sustitucion sin purificacion adicional.

4.2.5.1.2.2 — Sintesis del ReNOCI3(PPh3),

Se agregan 6.916 g (8.303 mmol) de tricloro-bis-(trifenilfosfina)-oxorhenium
(V), 4.521 g (17.280x10™ mol) de trifenilfosfina y 1.206 g (8.341x10™ mol) de
cloruro de fenilhidrazina en 150 mL de etanol absoluto, desgasificado con
nitrdgeno. La suspension se agita durante dos horas bajo reflujo en atmosfera
de nitrégeno. Después de enfriar a temperatura ambiente, el producto sélido se
separa por filtracion de la solucion de reaccion. El sélido se lava dos veces con
25 mL de agua, dos veces con 25 mL de etanol absoluto, tres veces con 25 mL
de acetona, para finalmente lavar tres veces con 25 mL de éter. El producto es
secado una hora bajo corriente de aire y luego se seca durante toda la noche

en un desecador de vacio. (99)

4.2.5.1.2.3 — Sintesis de los COMPLEJOS 3y 4

El precursor de Re[(N)Clx(PPhs),] es sustituido mediante una reaccion de
intercambio. (36). Se prepara una suspensién de 29.5 mg (0.037x107> moles)
[Re(N)CIx(PPhs)2] en 10 mL de diclorometano y se agrega una solucién de
0.037x10® moles del ligando correspondiente (Ligando 1 - 9.9 mg y Ligando 2 -
12.4 mg) en 5 mL de metanol. Se agita la mezcla durante una hora a reflujo
pasando de color amarillo a naranja. El disolvente se eliminé bajo corriente de
nitrégeno, la trifenilfosfina se extrae con éter etilico. La fase de purificacion final
fue la separacién por HPLC segun las condiciones mencionadas en el punto
4.2.2.23.
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4.2.5.1.3 - Sintesis de los complejos de Re(lll) 4+1

Los complejos de Re(lll) 4 + 1 fueron sintetizados mediante sustitucion
empleando como precursor al complejo [Re(NS3)(PMe,Ph)]. Para la sustitucién
se colocan 0.06x10™ moles del ligando (Ligando 1 - 16 mg y Ligando 2 — 20
mg) disueltos en 3 ml de triclorometano, posteriormente se afiaden a 0.06x10™
moles de [Re(NS3)(PMe,Ph)] disuelto en 3 mL de diiclorometano. La mezcla se
agita a temperatura ambiente durante 1 h, se evapora el solvente a presién
reducida, y los residuos se lavan con éter dietilico.

La fase de purificacion final fue la separaciéon por HPLC segun las

condiciones mencionadas en el punto 4.2.2.3.2.(100)
4.2.5.1 — Estudios estructurales mediante espectrometria de masas

Luego de sintetizados los complejos, los mismos son purificados mediante
HPLC emleando las condiciones descriptas anteriormente para cada tipo de
complejos.

Para el estudio de espectrometria de masas unicamente se aisla del crudo
de reaccidon el pico que se corresponde con el del tiempo de retencion del
complejo de ®™Tc en idénticas condiciones. Luego se recoge el pico en un vial
de vidrio limpio previamente pesado y se evapora el disolvente bajo presién
reducida. Finalmente se redisuelven en el mismo solvente que fue empleado en
la técnica de HPLC y se analizan en un espectréometro de masas ESI mass
spectrometry (MICROMASS, Triple Quattro).
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5 — Resultados y discusion

5.1 - Sintesis de los ligandos

5.1.1 - Sintesis de 1-(2-azidoetil)-2-metil-4-nitro-1H-imidazol
(PRELIGANDO 1)

Uno de los ligando disefiados para ser obtenido en este trabajo de tesis es
aquel que sustenta, como sistema coordinante de Tc, a un nitrégeno de triazol,
un nitrégeno de grupo amino y un oxigeno de grupo carboxilato. Este ligando

sera adecuado para su unién al Tc(l) a través del core tricarbonilo.

NOz O
u TS T TT T T T 1 O-
CH, ...varable . \=N 2

Figura 37 — Estructura de triazol conteniendo el farmacoforo nitroimidazol

La obtencidén del sistema coordinante triazol se planifica a través de una
reaccion periciclica [3+1], entre un agrupamiento azida (diendfilo) y un triple
enlace (1,3-dipolardfilo).

Dado que existen, comercialmente, aminoacidos portadores del
agrupamiento alquino, especificamente propargilglicina, en el presente trabajo
de tesis se prepara la azida con la que se realizara la reaccion (LIGANDO 1,
ver siguiente seccion).

Para la sintesis de este compuesto se trabaja en la sustitucién del grupo
alcohol, de metronidazol, por un agrupamiento azida. Para dicho fin,
primeramente se ensaya la transformacidon empleando una reaccion de
Mitsunobu, asistida por DIAD, y azida de sodio como nucledfilo, segun las
condiciones descritas en la literatura (101). Sin embargo, en éstas condiciones
no se obtuvo reaccion, quedando el reactivo incambiado.

Ante estos resultados negativos, se decide ensayar con el reactivo azidante

trimetilsililazida, el cual es empleado en la preparacion de azidas a partir de
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derivados halogenados. Para ello, se repiten las condiciones indicadas

anteriormente y que se muestran a continuacion.

0 0
0 0o
7 Trifenilfosfina N
DIAD
— THF —_—
Trimetilsililazida
N ———————————————)..» N
N\( \/\OH N\( \/\Na

Figura 38 — Esquema de sintesis del PRELIGANDO 1

Esta reaccion funciona con adecuado rendimiento (50 %), purificandose el
producto deseado mediante cromatografia en columna. El producto obtenido se
caracteriza empleando espectroscopia 'H RMN, C RMN, asi como
experimentos COSY, HSQC y HMBC. Como ejemplo en las siguientes figuras

se muestran los experimentos de RMN realizados para el PRELIGANDO 1.
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Figura 39 — Espectro de '"H RMN para el PRELIGANDO 1 (CDCls, 303 K)
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Figura 40 — Espectro de 3C RMN para el PRELIGANDO 1 (CDCls, 303 K)
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Figura 41 — Experimento de HSQC para el PRELIGANDO 1 (CDCls;, 303 K)
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Figura 42 — Experimento de HMBC para el PRELIGANDO 1 (CDCls, 303 K)

El espectro de IR permite identificar claramente las bandas del grupo azida

y las del grupo nitro, como se muestra a continuacion.
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Figura 43 — IR para el PRELIGANDO 1 (KBr)
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La espectrometria de masas confirma, con la presencia del ion de relacién
m/z correspondiente al idbn molecular y otras fragmentaciones caracteristicas, la

presencia del producto.
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Figura 44 — Espectro de masas para el PRELIGANDO 1 (IE, 70 eV)

5.1.2 — Sintesis de acido 2-amino-3-{1-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-
il)etil]-1H-triazol-4-il}propanoico (LIGANDO 1)

Con el PRELIGANDO 1, se prepara el LIGANDO 1 mediante un
procedimiento de cicloadicidén 1,3-dipolar, reaccion de Huisgen, que pertenece
al grupo de reacciones que Sharpless denomino “Click chemistry”.

Esta cicloadicion puede ser realizada en diferentes condiciones, catalizada
por metales o modificacidon térmica, pero en el caso de la catalisis por metales
transcurre en forma regioselectiva dando lugar a un unico triazol (de los dos
posibles) en un porcentaje mayor al 90 %. La catalisis por Cu(l) genera el
triazol 1,3-disustituido, que en el caso del presente trabajo de tesis, es el
isomero apto para una correcta coordinacién posterior con **™Tc. Por ello en

radiofarmacia se emplea esta condicion para preparar el LIGANDO 1, donde el
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Cu(l) se genera in situ por accion de acido ascoérbico en presencia de

Cu(ll).(102)

]

h\ \

N t—0"
CuSo, NH,
— Ascorbato de Na
N N \/\ /N
N t- butanol N \ HO 0
H,0 (4:1)

Figura 45 — Esquema de sintesis del LIGANDO 1

El producto, aislado por cromatografia en columna, se caracteriza
utilizando técnicas espectroscopicas habituales ("H RMN, "*C RMN, asi como
experimentos COSY, HSQC y HMBC, IR y MS). Como ejemplo, en la siguiente
figura se puede ver el espectro de 'H RMN en el que se pueden apreciar
claramente la presencia de un unico isbmero, lo que confirma, junto con los

otros resultados (marcacion con **™Tc), la estructura propuesta.
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Figura 46 — Espectro 'H RMN del LIGANDO 1 (D20, 303 K)
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Este mismo ligando, LIGANDO 1, se prepara en el momento del marcado
(ver mas adelante) por reaccion entre los reactivos mostrados mas arriba, y sin
aislamiento se marca con **"Tc. Rindiendo excelentes resultados sin la
necesidad de una purificacién, como se comenta mas adelante en el punto
5.2.1.2.(77)

5.1.3 — Sintesis de acido 2-amino-3-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-
il)etiltio]propanoico (LIGANDO 2)

Con el fin de obtener un segundo ligando con el que realizar la
coordinacion con el Tc mediante el empleo del core tricarbonilico se disefa un
sistema que cuente con un sistema a-aminoacido dentro de sus grupos
quelantes como el caso anterior, pero sin el sistema triazol resultado de la “click
reaction”. Como se requiere de un tercer atomo coordinante se plantea la
incorporacion de un atomo de azufre en una posicién adecuada. Para ello se
plantea la reaccion de sustitucion de un halogenuro (Br o |) con cisteina. En
este caso, segun la bibliografia la molécula coordinaria al metal mediante el
grupo amino, el grupo carboxilo y el azufre. Con lo cual seria un ligando
tridentado que formaria complejos neutros al perder el proton del acido para
neutralizar la carga positiva del centro metalico.

El primer paso entonces, consiste en la obtencion del halogenuro
correspondiente, en este caso ioduro. éEste se obtuvo en un solo paso con un
rendimiento cercano al 50%. La reaccion se lleva a cabo segun referencias

previas (79) como se muestra a continuacion:

-o\ o -o\ o
~ ~
N NZ

Trifenilfosfina
Iodo
Diclorometano
N Imidazol > N
N \( \/\OH N \(

Figura 47 — Esquema de sintesis del iododerivado

68



El producto intermedio, aislado por cromatografia en columna, se
caracteriza utilizando técnicas espectroscopicas habituales ("H RMN e IR).

Luego de obtenido el iododerivado, se procede a realizar el acoplamiento
de la cisteina empleando agua como disolvente e hidréxido de sodio como
base. En estas condiciones la reaccion avanza correctamente, pero luego de
completada fue dificil la separacion del producto obtenido, sal sédica de un
aminoacido en agua. Por este motivo se decide realizar el proceso en un medio
organico y en presencia de una base organica en cantidad suficiente para
neutralizar el aminoacido reactivo que se utiliza en su forma de hidrocloruro. De
esta manera, como se muestra a continuacion, se emplea THF como disolvente

y trietilamina como base.

_O\ O 'O
N Q Et;N

\N
/—:< H2N—C|3H—l|)—OH THF /—:< Q
N CH S N
N\( ~ O\ 2 \( \/\S/\HLOH
NH,

/O

Figura 48 — Esquema de sintesis del LIGANDO 2

Una vez completada la reaccion se obtiene un precipitado blanco que
corresponde al hidrocloruro de ftrietilamina (comprobado mediante
espectroscopia 'H RMN) el cual se filtra y de la evaporacién de las aguas
madres, bajo presion reducida, se obtiene el LIGANDO 2 con un buen
rendimiento (70 %).

El producto se caracteriza utilizando técnicas espectroscépicas habituales
(*H RMN, ®*C RMN, asi como experimentos COSY, HSQC y HMBC, IR y MS).

5.1.4 — Sintesis de la sal sédica del acido N-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-
1-il)etil]lditiocarbamico (LIGANDO 3)

El LIGANDO 3 (sal sodico del acido N-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-
il)etillditiocarbamico) contiene un grupo quelante capaz de formar complejos

con el core nitruro, en el que el centro metalico se encuentra en estado de

69



oxidacion 5.Como ya se menciond en la introduccion, con este tipo de core se
puede formar complejos simétricos si se emplean dos moléculas de ligando por
complejo. Para la obtencion del lignado, la primera etapa es la obtencién del
derivado amina, y para ello es necesario la transformacion del grupo alcohol del
metronidazol por un grupo amina.

La primera aproximacion para la obtencion del aminoderivado es prepararlo
a partir de la azida ya obtenida, PRELIGANDO 1, por ejemplo por reduccién
utilizando la reacciéon de Staudinger (103). En esta reaccidén, se emplea
trifenilfosfina en medio acido acético como reductor. De esta manera se
lograria la reduccion selectiva del grupo azida sin reducir el grupo nitro. Esta
reaccion, que es habitualmente utilizada en la obtencién de aminas, se intenta
bajo diferentes condiciones experimentales generando el producto deseado en
muy bajo porcentaje (10 - 20 %). También se intenta el uso de CeCl; como ha
sido previamente descrito (104). Si bien estas sales se han empleado para
reducir diferentes azidas, para obtener aminas primarias aun en presencia de
un grupo nitroaromatico, en el caso del PRELIGANDO 1 no hubo avance de la

reaccion y permanece el reactivo incambiado.

diferentes
/—_—_-< condiciones /:<

Reactivo Producto esperado

Condiciones ensayadas Observaciones

trifenilfosfina / AcOH bajo rendimiento

CeCl;/ Nal / CH;CN ausencia de reaccion

Figura 49 — Esquema de reduccion de la azida a amina
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Finalmente se decide preparar la amina deseada por una via alternativa
como la descrita por Bertinaria y col. (76).

Por este procedimiento primero se obtiene un intermedio ftalimida, por
reaccion de Mitsunobu, que luego es hidrolizado en medio HBr para obtener el
hidrobromuro correspondiente. El producto se caracteriza utilizando técnicas
espectroscopicas habituales (‘"H RMN, *C RMN, e IR).

Q

\N/O \ /O »o\ o
p
— "
Ftalimida
N N _ Fralimida o HBr 30% /’<
N \/\OH DIAD \ \/\ K N/ \2HBr
Trifenilfosfina N NH
THEF seco ’
0°C R=75%

Figura 50 - Esquema de sintesis del aminoderivado (como bromohidrato)

Para la reaccion posterior se trabaja con la amina en su forma neutra, la
que se obtiene a partir del correspondiente hidrobromuro, por reparto entre una
solucion acuosa, pH=12, y diclorometano. Este procedimiento se debe realizar
en el momento previo a la reaccion de formacién del ditiocarbamato ya que la
amina en estado neutro es inestable, no siendo asi en su forma de sal.

A partir de dicha amina se prepara el ligando ditiocarbamato, LIGANDO 3.
Para esta reaccidon se procede segun la técnica descripta por Goulbert y col.

(81) cuyo esquema se muestra a continuacion:

A o A _o
~ 7
N/ N/

/f—::< CSz /____:<
NaH S
N N Y N Z
\( \/\NHZ THF \( \/\H
S Na

Figura 51 — Esquema de sintesis del LIGANDO 3

La mezcla de reaccion, una vez completada la misma, se evapora a vacio

para quitar el disolvente junto con el exceso de CS,, obteniéndose el producto
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bajo la forma de un aceite viscoso de color oscuro. Este aceite se emplea de
esta manera para las posteriores marcaciones con **™Tc. El producto se
caracteriza utilizando técnicas espectroscépicas habituales ("H RMN, *C RMN,
asi como experimentos COSY, HSQC y HMBC, IR y MS).

Cabe destacar, que al igual que el LIGANDO 4 (seccién siguiente), la
espectroscopia de *C RMN e IR permite, claramente, evidenciar la presencia
de la nueva funcionalidad incorporada en la reaccién con CS,. Asi, en el
espectro de C RMN se evidencia una nueva sefial a 190.4 ppm
correspondiente al carbono-tiocarbonilico, mientras que en el espectro de IR la
presencia del agrupamiento ditiocarbamato puede ser demostrada por las
sefiales a 1001 (NH-CS;) y a 1118 (-(C=S)-NH) cm™.

5.1.5 — Sintesis de la sal sédica del acido 4-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-

1-il)etil]piperacin-1-ilmetanoditioico (LIGANDO 4)

Posteriormente, como otro de los objetivos del presente trabajo de tesis, se
plantea el desarrollo de ligandos con cadena espaciadora (‘“linker”), entre la
unidad quelante (ditiocarbamato) y el farmacoforo (nitroimidazol), de mayor
longitud, y por ende, eventuales diferencias en el comportamiento bioldgico.
Para ello se plantean diferentes estrategias.

Una de ellas, consistente en utilizar un proceso de olefinacion de Wittig
como forma de aumentar el numero de atomos de carbono del linker, requiere
de la oxidacién del grupo alcohol del metronidazol a aldehido (agrupamiento
electrofilo para dicha reaccion). Asi, inicialmente se ensaya el uso de PCC
(clorocromato de piridinio), el cual es un oxidante suave que promueve
oxidaciones selectivas de alcoholes primarios a aldehidos. Esta reaccion se
intenta en diferentes condiciones, llegando a utilizar irradiacion por microondas
como fuente de energia, con resultados negativos (ver tabla mas adelante). En
ninguno de los casos se obtiene el producto deseado, recuperandose en todos
los casos el reactivo incambiado. (105)

Segun los datos de Sidney y col. (106), que emplean KMnO4 en medio
acido clorhidrico, se obtiene el aldehido deseado en un 30 % (cuantificado en la
mezcla de reaccion) que al intentar aislar se descompone rapidamente. Al

reproducir estas condiciones en nuestro laboratorio no se observa oxidacion del
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reactivo manteniéndose el metronidazol incambiado. Otros oxidantes fueron

ensayados sin éxito (ver tabla a continuacion):

N
_ diferentes _ H
condiciones \A
N \( N \/\OH - N \(N .

Reactivo Producto esperado
Condiciones ensayadas Observaciones
PCC / CH,Cl,/ t.ambiente
PCC / CH.CI,/ reflujo

PCC / CH.ClI, /calentamiento con microondas (MW)

KMnO4-MnO,/ CH.CI,/ reflujo
KMnQO4-MnO,/ CH,Cl,/ MW
DMSO / reflujo

KMnO4-MnO, /CH,CI, / t.ambiente ausencia de reaccion

Figura 52 — Condiciones ensayadas para la oxidacion del OH de

metronidazol a aldehido

Los resultados infructuosos por esta via, llevan a una segunda

aproximacion, extender el linker utilizando el grupo alcohol como nucledfilo

sobre haloalquilaminas. Para ello, se intenta hacer una sustitucion sobre un

halogenuro con el OH de metronidazol empleando una base fuerte (hidruro de

sodio o sodio metalico). La reaccion se ensaya empleando amina libre o en su

forma protegida como ftalimida. En todas estas condiciones el metronidazol

permanece sin reaccionar, no observandose reaccion.
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\ O
\ 20 N

diferentes
/”:< condiciones -

L o T Lo

\ O
Nl diferentes
/——=< /\/\ condiciones
N\(N\/\OH
\N/O
— I
N\(N\/\O\/\/ N

Condiciones ensayadas Observaciones
NaH / DMF
Na (metalico) / DMF

ausencia de reaccion

Figura 53 — Esquema de ensayos realizados para la obtencién de linkers

tipo aminoalquiléteres

La tercera aproximacion, para modificar el linker entre el farmacéforo y la
unidad quelante, consiste en el uso de un linker piperacinilo. En esta
aproximacion, se plantea la reaccion entre el iododerivado descrito en la
seccion 5.1.3 y piperacina adecuadamente protegida. El primer paso de este
proceso implica mono-proteger selectivamente la piperacina, para lo que se

utiliza dicarbonato de di-t-butilo, segun:
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(BOC),0

/N /N )
O 2O

Figura 54 — Esquema de sintesis de la piperacina mono-protegida

Esta amina se hace reaccionar con el iododerivado, posteriormente se
desprotege y se realiza la reaccidén con disulfuro de carbono en las condiciones

descriptas anteriormente.

Figura 55 — Esquema de sintesis del LIGANDO 4

El producto, al igual que en el caso anterior se obtiene como sal sédica, y
se emplea sin posterior purificaciéon. El producto se caracteriza utilizando
técnicas espectroscopicas habituales ('H RMN, ®C RMN, asi como
experimentos COSY, HSQC y HMBC, IRy MS).
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5.1.6 — Sintesis de 4-isociano-N-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-
il)etillbutanamida (LIGANDO 5)

Para la obtencién de este ligando conteniendo un grupo isonitrilo (el cual es
empleado para la formacion de los complejos de Tc(lll) 4+1) se parte del
aminoderivado descripto en la seccidn 5.1.4. que se hace reaccionar con un
derivado de acido carboxilico que sustenta al agrupamiento isonitrilo.

Como derivado de &acido carboxilico se utiliza, en primera instancia, 4-
isocianobutanoato de 2,3,5,6-tetrafluorofenilo segun la técnica descripta por
Pietzsch y col. (59) Al hacer reaccionar este reactivo con la amina
correspondiente se genera el producto deseado, en un proceso muy lento y con

crudo de reaccién complejo que impide un correcto aislamiento del mismo.

Figura 56 — Esquema de sintesis del LIGANDO 5

Por ello se utiliza otro derivado de acido carboxilico (activado con
hidroxisuccinimida) para llevar a cabo la reaccion. Por esta via, la reaccién
avanza rapidamente y se logra obtener el ligando de interés por aislamiento
cromatografico. El producto se caracteriza utilizando técnicas espectroscopicas
habituales ("H RMN, *C RMN, asi como experimentos COSY, HSQC y HMBC,
IRy MS).
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Figura 57 — Esquema de sintesis del LIGANDO 5

En este caso el espectro de masa muestra el id6n de relacion m/z
correspondiente al idn molecular con muy baja abundancia (5 %). Esto puede
deberse a que dicho compuesto es labil en las condiciones del experimento
(impacto electrénico, 70 eV). Asimismo, se observan otros iones de menores
relaciones m/z, correspondientes a iones, resultantes de fragmentaciones

caracteristicas de este tipo de estructuras:

Estructura m/z
M+ - HCN 238
\\

N\O

222

191

Py
)k/ 206
A

Figura 58 — lones de mayor abundancia observados en el MS-IE del
LIGANDO 5
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Por lo tanto, todos los resultados permiten inferir la presencia del ligando

requerido para el estudio con *"Tc.

5.1.7 — Sintesis de 1-(4-isocianobutanoil)-4-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-
1-il)etil]piperacina (LIGANDO 6)

Se desarrolla otro ligando que contiene el sistema coordinante isonitrilo, en
este caso conteniendo el linker piperacinilo, ver seccion 5.1.5.. Para ello, en
este caso, se realiza la condensacién entre el derivado de metronidazol
descrito en la seccidn 5.1.5. y el derivado de acido carboxilico, portador del
agrupamiento isonitrilo, activado con succinimida, segun el esquema de

reaccion que se muestra a continuacion.

O\\ y

/:<N+—o + - w YNI
AT R

A\

on

N+

\

Figura 59 — Esquema de sintesis del LIGANDO 6

En este caso la reaccion funciona correctamente y se obtiene el producto
deseado en adecuado rendimiento. El producto, aislado por cromatografia en
columna, se caracteriza utilizando técnicas espectroscopicas habituales ('H
RMN, "*C RMN, asi como experimentos COSY, HSQC y HMBC, IR y MS).

El comportamiento en espectrometria de masas del LIGANDO 6 es similar
al del LIGANDO 5. No se observa el ion m/z correspondiente al idn molecular,
pero se observan iones correspondientes a fragmentos del ligando, algunos de

los cuales se muestran en la siguiente tabla:
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Estructura m/z
M+ - HNO, 289

%OHNI“\\ //“‘/{J/
| §< 248
X

o] 219

NKZNIN\\ //”%@
\\<

N 191
N\<

Figura 60 — lones de mayor abundancia observados en el MS-IE del
LIGANDO 6

\

En consecuencia, al igual que en el caso anterior, estos resultados

demuestran que se obtiene el ligando deseado.
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5.2 — Preparacion de los complejos de **"Tc.

5.2.1 — Sintesis de los complejos de **"Tc¢()tricarbonilicos. Complejos con
los LIGANDOS 1y 2

5.2.1.1 — Sintesis del precursor tricarbonilico

La primera etapa en la sintesis de los complejos tricarbonilicos de 9mTC
consiste en la preparacion del acuo complejo conteniendo el core tricarbonilico
con el metal en el estado de oxidaciéon +1, el fac-(**"Tc-[(CO)s(H20)s]"). El
mismo se emplea como complejo intermedio ya que las 3 moléculas de agua
pueden ser sustituidas por el ligando, este complejo precursor es el que se
utiliza en todos los casos para la obtencion de complejos tricarbonilicos de
Tc(l).

Dicha sintesis puede realizarse de 2 maneras diferentes, una de ella es
partiendo de CO (g) en presencia de un reductor (borohidruro de sodio, NaBH,)
en un medio fuertemente alcalino dado por tartrato de sodio y potasio y
carbonato de sodio. La segunda es empleando el kit comercial de Mallinckrodt
(actualmente Covidien) el cual contiene boranocarbonato de sodio
(Na;BH3CO,) el que actua como dador de CO “in situ” y como reductor. Cabe
aclarar que en este caso también se emplea carbonato de sodio para dar el
medio alcalino. Ambas reacciones se basan en el mismo principio, solamente
cambia la forma de suministrar el CO y el reductor, ademas ambas son
capaces de dar una reaccion cuantitativa a presion atmosférica. Los esquemas
de reaccion se muestran en la figura 61. Esto no es obvio, dado que el
procedimiento tradicional de preparacién de estos complejos requiere altas
presiones y altas temperaturas. No obstante, en estos casos, la reaccion ocurre
a presion atmosférica y a temperaturas de entre 75 — 100 °C debido a la baja
concentracion del metal y a la alta afinidad del centro metalico para capturar 3

moléculas de CO, como forma de estabilizar el estado de oxidacion +1. (64,65)
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NaBH, /CO 1atm PRQ > 95%

[99mTCO4]_ O Kit comerc:ial nTC(OH2)3(CO)3]+

pH = 11,
20 min, 75°C

Figura 61 — Esquema de obtencidn del precursor tricarbonilico mediante el

kit comercial de Covidian y a partir de COyg.

El perfil cromatografico obtenido por ambos métodos es el mismo, el cual

se muestra en la siguiente figura:

Precursor tricarbonilico de Tc(I)

300000 -

250000 -
~

200000 — .

tg= 4 min.

¥ 150000 A _ 0
: PR = 98%
& 100000 -

50000

(_) F . N
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Figura 62 - Perfil cromatografico (HPLC) del precursor tricarbonilico
(" Tc(OH2)5(CO)])

A partir del cromatograma se puede concluir que la reaccion ocurre en
forma casi cuantitativa, ya que se obtiene un pico principal con un tiempo de
retencion de 4 minutos, correspondiente al acuo complejo tricarbonilico,
evidenciandose ausencia de pertecneciato (potencial impureza) el cual tiene un
tr = 12 min (en idénticas condiciones cromatograficas), como se muestra en la

siguiente figura.
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Actividad

50000

40000 -

30000

20000 -

10000 -

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 63 - Perfil cromatografico (HPLC) de *™TcO,
La pureza radioquimica obtenida para el complejo intermedio es superior al

90 %, apareciendo algunas impurezas con tiempo de retenciones de 18 y 22

minutos que pueden corresponder a especies dimerizadas o reducidas.
5.2.1.2- Sintesis del COMPLEJO 1
La sintesis del COMPLEJO 1 se realiza partiendo del PRELIGANDO 1,

obtenido por un proceso de “click chemistry” para formar el ligando final

comose muestra en la siguiente figura.

/:< “ NH, //< N NH,
—_— N
N N NH- +\ S N\/\ \ —N

Figura 64 — Sintesis del LIGANDO 1 a partir del PRELIGANDO 1 mediante
click chemistry

La reaccién de cicloadicion [3+2] entre un alquino y una azida es bien
conocida en la quimica organica, y es muy empleada para la formacion de

nuevos enlaces carbono-carbono. La ventaja de su utilizacion en la
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radiofarmacia radica en la posibilidad de formar un nuevo ligando, in situ, previo
a la marcacién, el cual no requiere una posterior purificacion con todas las
ventajas que esto conlleva. Esto es debido a que esta reaccidon es muy
especifica y por lo tanto no se obtienen reacciones secundarias que darian
lugar a la aparicion de impurezas. Ademas, el exceso de reactivo que queda en
el medio de reaccion no interfiere en el siguiente paso de sustitucion.

Luego de realizar la reaccion de click, se puede proceder directamente a la
sustitucién simplemente agregando sobre el vial de reaccion el complejo
tricarbonilico previamente formado como se muestra en el siguiente esquema.

Con esta técnica se puede disponer de nuevos ligandos para su empleo en
radiofarmacia, simplemente agregando un agrupamiento azida en la molécula
de interés para luego hacerlo reaccionar con el alquino debidamente

funcionalizado.

50 pLL propargil glicina, 102 M en agua.
65 pL de la azida (102 en metanol).
7.5 plL de acetato de cobre, 102 M en agua.

15 pL de ascorbato de sodio, 102 M en agua.

Formacion del

tr1.azol Core mTc(I)-tricarbonilico
Calentamiento a 75°C

durante 1 hora.

CONTROL
|_} ) MEDIANTE
SISTEMA DE

Formacion del HPLC
complejo

Calentamiento a 100°C
durante 1 hora.

Figura 65 — Esquema de reaccion de “Click Chemistry”

La coordinacion del Tc se produce en este caso a través del N 1 del triazol,

el NH; y el oxigeno del OH carboxilo dando lugar a un sistema donor “NNO”.
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La pérdida por ionizacion del atomo de H del OH del acido carboxilico durante
la formacion del complejo compensaria la carga positiva del centro metalico,
obteniéndose un compuesto lipofilico y neutro con potencialidad como

radiofarmaco para hipoxia, cuya estructura propuesta se muestra en la

//<\/\\ OO

siguiente figura.

Figura 66 — Estructura propuesta para el COMPLEJO 1

El cromatograma de HPLC del COMPLEJO 1 obtenido en las condiciones

antes mencionadas se muestra en la siguiente figura.

100000 -~

80000 -
8 60000 -
=
g 40000 tg= 18 min.

20000 - PR = 95%

O L._\ T T P L T 1 1
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 67 — HPLC del COMPPLEJO 1

Se observa que en la sintesis del complejo con el LIGANDO 1 se obtiene
una sustitucion completa del precursor, la cual se confirma por la desaparicion
completa del precursor (tr= 4min) y la formacién de una especie mayoritaria

con un tg = 18 min. La pureza radioquimica es superior al 90%, y se mantuvo
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constante por al menos 4 horas post-marcacion a temperatura ambiente, no
evidenciandose descomposicion.

Para corroborar la obtencion del complejo deseado y que efectivamente se
estuviera frente al producto de la “click chemistry” se procede a la realizacién
de la marcacién, mediante sustitucion, empleando el LIGANDO 1 preparado
segun se indica en seccion 5.1.2. En este caso, se obtuvo un perfil
cromatografico idéntico al obtenido con la reaccidn de “click” in situ,
evidenciando que efectivamente la reaccion se puede realizar sin etapa de

purificacion intermedia.

5.2.1.3. - Sintesis del COMPLEJO 2

Para la preparacion del COMPLEJO 2 se emplea el LIGANDO 2, el cual de
acuerdo con los antecedentes bibliograficos (80), se espera que actue también
como ligando tridentado frente al core tricarbonilico. La coordinacion del Tc se
produciria a través del par de electrones no enlazados del atomo de azufre, el
N de la amina, y el O del anion carboxilato. En este caso la sustitucion se
realiza directamente por el agregado del precursor tricarbonilo sobre el vial
conteniendo el ligando en solucién. Al igual que en el caso anterior por la
perdida del proton se obtiene un complejo neutro. La estructura propuesta para

este complejo se muestra en la Figura 68.

(0]
N0
N
/ I ",
N
N =~_

Figura 68 — Estructura propuesta para el COMPLEJO 2

El cromatograma de HPLC del COMPLEJO 2, obtenido en las condiciones

antes mencionadas, se muestra a continuacion.
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100000
80000 - tr= 14 min.
1, PR = 99%
§ 60000 -
2
&’ 40000 -
20000 -
0 Ao o J L T T \
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 69 — Cromatograma del COMPLEJO 2

El cromatograma obtenido muestra al igual que en el complejo anterior que
se produce la sustitucion completa del precursor, la que se evidencia por la
desaparicion del mismo vy la formacién de una unica especie con un tiempo de
retencién de 14 minutos y una pureza radioquimica superior al 99 %, al que se

mantiene estable por al menos 4 horas a temperatura ambiente.

5.2.2 — Sintesis de los complejos de **"Tc(V)nitrido. Complejos con los
LIGANDOS 3 vy 4.

5.2.2.1 — Sintesis del precursor *™T¢(V)nitrido

Al igual que en el caso anterior, para la sintesis de los complejos de
9MTc=N (V) también es necesario la preparacion de un complejo intermedio. La
preparacion se realiza en medio acuoso (generalmente NaCl 0.9 %) empleando
SnCl; como reductor y dihidracida succinica (SDH =
HNNHCOCH2CH,CONHNH;) como fuente de N. Se emplea dihidracida
succinica debido a que esta presenta una muy buena solubilidad en agua y una
baja toxicidad. La reaccion se puede llevar a cabo a temperatura ambiente y en
agua, cuantitativamente, y en 5 o 10 minutos de incubacién.

Lo curioso de esta técnica en particular es que el SnCl, se emplea en

suspension en agua y no disuelto en HCI 0.1 N como suele emplearse
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habitualmente. En general, en los marcados la presencia de precipitado en la
solucion de Sn denota la formacion de coloide de estafio (Sn(OH)2) y por lo
tanto el marcado no da buenos rendimientos debido a que no se tiene el Sn
bajo la forma quimica adecuada y en la cantidad suficiente (a pesar que se
encuentra en gran exceso frente al metal). Sin embargo, en este tipo de
marcado se emplea la solucion conteniendo el Sn en suspension y la reaccién
ocurre cuantitativamente. Esto es debido, probablemente, a que el reductor se
encuentra en un gran exceso, por lo que la cantidad disuelta en solucion es
suficiente para reducir el *"Tc(VIl) a *™Tc(V). El esquema de la sintesis se

muestra en la siguiente figura:

99m TcO4 T.A.
Smin. -

_>

RP > 90%

Figura 70 — Esquema de preparacién del precursor de 99MTc-nitrido

En esta etapa se forman varios complejos intermedios conteniendo el core
nitruro, los cuales a su vez pueden ir variando con el tiempo de incubacién, por
lo que los mismos no se encuentran caracterizados.

La formacion de los complejos intermediarios se controla mediante
cromatografia en papel empleando acetona como fase movil.

En este sistema tanto los complejos intermedios como el coloide presentan
un R de 0, mientras que el ®™TcO4 presenta un R; de 1. Se exige una pureza
radioquimica superior al 90 % para realizar el marcado del ligando.

También en este caso los complejos intermedios se pueden preparar a
través de un kit comercial de CIS, el cual contiene dihidracida succinica,
SnCl; - H,0 y Na;EDTA. En el presente trabajo se obtienen idénticos resultados

con este kit comercial.
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5.2.2.2- Sintesis de los COMPLEJOS 3y 4

La sintesis de estos complejos se realiza por sustitucion del complejo
precursor conteniendo el core nitruro. La misma se realiza disolviendo 4 mg del
ligando correspondiente en DMSO y luego se agrega sobre ésta el precursor

nitruro, segun se muestra en la figura.

/ 75 C
30 min

—]

LIGANDO
RP > RP > 90%

90%

Figura 71 - Esquema de sustitucion de los precursores de 9MTe-nitrido

Para esta etapa es necesario un calentamiento a 75 °C durante 20 minutos
para darle energia al sistema y de esta manera facilitar el intercambio de
ligandos.

En el core nitruro quedan cuatro posiciones libres de coordinacién y, como
se menciond en la introduccion, una de las posibilidades es la de generar
complejos simétricos. Este tipo de complejos, presentan dos moléculas de
ligando que se unen al centro metalico a través de los azufres del
ditiocarbamato, el cual es un buen donor n. EI complejo formado es totalmente
simétrico ya que los e del doble enlace C=S y el enlace C-S (ambos grupos del
ditiocarbamato) son equivalentes por deslocalizacion de sus electrones
quedando ambos enlaces equivalentes. Las estructuras propuestas para estos

complejos se muestran en las siguientes figuras:

0
\ + /o_ _O\ +//O
N N

%j— %\|||/>_ Ik

Figura 72 - Estructura propuesta para el COMPLEJO 3
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N._o o
N N

Figura 73 — Estructura propuesta para el COMPLEJO 4

Los cromatogramas de HPLC de los COMPLEJOS 3 y 4, preparados en las

condiciones que se indicaron, se muestran en las siguientes figuras.

60000 -
50000 - tg= 7.5 min.
40000 - PR = 92%
3 30000 -
20000 -
10000 - J\L
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Time(min)

Figura 74 — Perfil cromatografico del COMPLEJO 3

60000 ~

50000 - tg= 8.5 min.
40000 - PR = 960/0

30000 ~

Act

20000 ~
10000 -

0 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Time (min)

Figura 75 — Perfil cromatografico del COMPLEJO 4
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En el cromatograma del COMPLEJO 3 se observa un pico principal a los
7.5 minutos con una pureza radioquimica superior al 90 %. También se
observa un pico menor que sale con el tiempo muerto de la columna (menos de
2 minutos), el cual corresponde con el tiempo de retencion del precursor nitrido
en estas condiciones. En todos los casos, la marcacién con este ligando da un
rendimiento mayor al 90%, el cual se mantiene estable por al menos 4 h a
temperatura ambiente. La concentracion de ligando se optimiza en 4 mg (se
ensaya de 2 a 8 mg) con el fin de obtener el rendimiento adecuado con la
minima cantidad de ligando posible. En el HPLC el pico correspondiente al
complejo presenta un gran cola, posiblemente debido a la interaccion del
mismo con la columna, ya que si bien se trata de un complejo neutro vy lipofilico,
éste presenta una importante distribucién de cargas internas debidas al core
conteniendo el centro metalico. En general los cromatogramas de complejos de
coordinacion que presentan distribucion de cargas importantes, presentan
mucha cola, siendo muy dificil su reduccién sin la consecuente pérdida de la
resolucion.

El cromatograma del COMPLEJO 4 presenta un perfil similar al del
COMPLEJO 3. En él también se observa una sustitucion muy buena del
precursor y el pico principal presenta un tiempo de retencion de 8.5 minutos
con una pureza radioquimica mayor al 90 %, la cual es estable por al menos 4
horas a temperatura ambiente. Para este ligando también se optimiza la
concentracion del ligando a 4 mg del mismo como en el caso anterior a pesar
de ser un ligando de mayor peso molecular que el anterior.

Para ambos ligandos se obtienen complejos con muy buenos rendimientos
en la marcacion, los cuales son estables por al menos 4 h. La diferencia que
presentan en el tiempo de retencion es esperable debido a que el aumento del
linker con un anillo de piperacina aumenta la lipofilicidad de la molécula y por lo

tanto su tiempo de retencion en el cromatograma.

5.2.3 — Sintesis de los complejos de **™Tc(lll). Complejos con los
LIGANDOS 5y 6.

Los complejos a desarrollar con este tipo de ligandos presentan un blindaje

estérico del centro metalico por parte de los ligandos, ya que el centro metalico
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queda en el interior de la esfera de coordinacion. La ventaja de los mismos
radica en presentar una menor distribucion de cargas externas, y ademas una
menor interaccion del metal con los sistemas biolégicos como se menciond en
el capitulo de introduccion. Pero al igual que en los casos anteriores, los
mismos no pueden ser preparados en un solo paso y se debe pasar por una
etapa de formacién de un complejo intermedio con el Tc en estado de

oxidacion .
5.2.3.1 — Sintesis del precursor *™Tc(lll)

Para la sintesis del precursor de Tc (lll) se parte de ®™TcO, y se emplea
EDTA como ligando intermedio y SnCl, como agente reductor. La preparacion
del precursor puede ser realizada facilmente colocando EDTA, manitol y el
reductor en un vial y finalmente el pertecneciato. La reaccién es muy rapida y
simplemente, bastan muy pocos minutos a temperatura ambiente para la
obtencion del *™Tc-EDTA con una elevada pureza radioquimica.

El control de la pureza radioquimica del precursor se realiza por cromatografia
en papel empleando 2 sistemas paralelamente, acetona y NaCl 0.9 % como

fases moviles.

Sistema \ Rf Rf=0 Rf =1
Acetona 9¥MTc.EDTA + Coloide ®MTcO,
NaCl 0.9 % ®MTcO, + Coloide OMTc.EDTA

Esta marcacién es muy sencilla y en general salvo problemas en el estafio se
obtiene un porcentaje de pureza radioquimica superior al 90%. A continuacion

se muestra el esquema de la preparacién del complejo intermedio.
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99m TcO4
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Figura 76 - Esquema de preparacion del " Tc-EDTA
5.2.3.2- Sintesis de los complejos 5y 6

Los LIGANDOS 5 y 6 fueron utilizados en la preparacion de complejos 4+1 de
Tc(lll) mediante sustitucion del precursor *™Tc(I11)-EDTA. Para ello se emplea
un ligando tetradentado junto con el coligando conteniendo el grupo isonitrilo
que actua como monodentado, dando complejos neutros y en general muy
lipofilicos.

En este estudio se emplea como ligando tetradentado a 2-[bis(2-
mercaptoetil)amino]etanotiol, el cual coordina al metal a través del atomo de N
y de los tres atomos de S (por lo que habitualmente se le llama simplemente
NS3 en alusion a los atomos donores). El complejo final es neutro debido a que
la desprotonacion de los tres H de los tioles compensa las tres cargas positivas

del metal. El esquema de la marcacion se muestra en la siguiente figura:

g 0
\o_ NK
—= e N N N=—C"
N
\ N V\ N \_/
N N=~_
H
LIGANDO 5 LIGANDO 6

Figura 77 — Esquema de marcacion de los COMPLEJOS 5y 6
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El analisis por HPLC de las mezclas de reaccion muestra la presencia de varios
productos. Para ambos ligandos el pico principal presenta una pureza
radioquimica de alrededor del 50%. En ambas reacciones se obtienen
resultados similares siendo necesaria una purificacion por HPLC a fin de aislar
las especies de interés previo al empleo de los complejos en posteriores
estudios. A continuacion se muestran los cromatogramas de los complejos

antes y luego de la purificacion por HPLC.
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S 15000 4

10000 A

5000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (min)

30000

25000 -

tr = 14.3 min
20000 - PR =93 %

15000 ~

Actividad

10000 ~

5000 -

0 \ \ \ \ \ \ \ \ \
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tiempo (min)

Figura 78 — HPLC del COMPLEJO 5 antes y luego de la purificaciéon
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Figura 79 — HPLC del COMPLEJO 6 antes y luego de la purificacién

En ambos cromatogramas se puede observar que luego de la purificacion se
obtiene una pureza radioquimica superior al 90 %, la radioactividad se
mantiene por mas de 4 horas a temperatura ambiente. Cabe destacar que al
igual que en el resto de los complejos estudiados, una vez formados este tipo
de complejos presenta una muy buena estabilidad a temperatura ambiente. En
este caso se debe tener en cuenta que la estabilidad se estudia con el
complejo purificado por HPLC, separado de los otros complejos de 9MTe

formado y también del ligando. Por lo que, en este estudio de estabilidad el
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complejo no esta expuesto a un exceso de ligando. En los otros casos no se
consideré necesario realizar una purificacion de los complejos previo al estudio
de la estabilidad del marcado a temperatura ambiente ya que en etapas
posteriores se van a realizar estudios de estabilidad frente a plasma de los

complejos aislados por HPLC.

5.2.4 — Estudios in vitro de los complejos de *°*"Tc.

5.2.4.1 - Lipofilicidad

La lipofilicidad se define como el coeficiente de particion del complejo entre un
buffer pH=7, y octanol. Para la determinacién, se emplea, en todos los casos,
el complejo purificado por HPLC, aun en los casos que la pureza radioquimica
fue superior al 90% de manera de realizar el estudio en iguales condiciones
para todos los complejos de la serie. Los resultados obtenidos para los

diferentes complejos se muestran en la siguiente figura:

Lipofilicidad
LogP
COMPLEJO 1 -0.44 +0.04
COMPLEJO 2 -0.75 +0.08

COMPLEJO 3 0.62 +0.04

COMPLEJO 4 0.9 £0.1
COMPLEJO 5 0.7 £0.1
COMPLEJO 6 1.2+0.3

Figura 80 — Tabla de valores de lipofilicidad para los diferentes complejos.

La lipofilicidad es un parametro muy importante en un farmaco, ya que la
misma es el resultado de la interaccion de los diferentes atomos con el medio,

y condiciona muchos parametros de interés biologico. Estos complejos de
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coordinacion no poseen un transportador que les posibilite atravesar la
membrana celular, por lo que su llegada al citoplasma es a través de la difusién
pasiva por la membrana. Para ello el complejo debe tener una lipofilia
adecuada de forma de permitir el pasaje. EL pasaje a través de una membrana

esta determinado por la Ley de Fick, de difusién:

dQ/dt = -DAK/h (Ci-Ce)

Donde K es el coeficiente de particion octanol/buffer, D es la difusion, A es el
area, h el espesor de la membrana y C son la concentraciones.

No es bueno que la lipofilia de un complejo sea exesivamente alta, porque en
ese caso tendria una baja eliminacion renal y una alta eliminacién hepatobiliar.
Ademas presentara una lenta eliminacion de los tejidos no blanco. En general
los valores de LogP entre -0.5 y 2, a pH=7, se consideran éptimos para un
buen pasaje por una membrana biolégica. (107)

Observando los valores obtenidos para los complejos estudiados vemos que
todos los complejos presentan una lipofilia adecuada, solo el COMPLEJO 2 no
presenta un valor dentro de este rango, lo que implicara una baja lipofilia y
dicho complejo presentara una menor penetracion a través de la membranas y
por lo tanto se espera una menor captacion en los tejidos.

Las diferencias de los valores obtenidos de lipofilicidad para los diferentes
complejos son consecuentes con lo esperado de acuerdo a sus estructuras.
Los complejos tricarbonilico presentan un core pequefo y para la serie de
estudio son los que presentan la menor lipofilicidad (complejos 1 y 2). Mientras
que en el otro extremo estan los complejos 4+1 de Tc(lll) (complejos 5 y 6),
que a causa de la utilizacion del ligando tetradentado empleado para completar
la esfera de cordinacién (NS3), se espera complejos finales mas lipofilicos que
en otros casos. Existe la posibilidad de emplear un ligando tetradentado
modificado, al cual se le agregan grupos polares en la estructura (grupos
carboxilicos) para de esta manera modular la lipofilicidad de los complejos
obtenidos, como el mostrado en la Figura 21. Los complejos con el core nitrido
presentan una lipofilicidad similar a la de los complejos de Tc(lll): sin embargo
no hay que olvidar que este tipo de complejos presentan dos moléculas del

ligando, lo que haceaumentar la lipofilicidad de los mismos.

96



Otro punto a observar es que los complejos con el linker conteniendo una
piperacina presentan una mayor lipofilia que su analogo sin sistema ciclico, lo

cual se correlaciona con lo esperado.

5.2.4.2 - Estabilidad frente a plasma

La estabilidad frente a plasma se realiza mediante la incubacién del
radiofarmaco en plasma humano a 37 °C. Posteriormente se retiran muestras y
se precipitan las proteinas del plasma mediante desnaturalizacion con alcohol
absoluto a -15 °C. Finalmente se centrifuga la muestra y se inyecta el
sobrenadante en el HPLC en las mismas condiciones que las empleadas para
el control de la pureza radioquimica del complejo en estudio.

Esto se realiza con el fin de predecir la estabilidad de los complejos frente a un
medio fuertemente competitivo como el biolégico. En el plasma se encuentran
muchas proteinas conteniendo grupos funcionales que pueden unirse al Tc

desplazando a los ligandos de interés.

Los resultados de la estabilidad se muestran en la siguiente tabla:

Estabilidad en plasma a 37 °C %05h| %1h % 2h % 4 h
Promedio + 6,,.1 (n=2)
COMPLEJO 1 99+2 95+3 92+2 88+2
COMPLEJO 2 98+1 95+1 94+3 9142
COMPLEJO 3 99+2 98+3 98+1 95+1
COMPLEJO 4 99+3 93+2 88+3 87+3
COMPLEJO 5 97+2 96+2 96+2 95+4
COMPLEJO 6 9442 90+2 89+4 8512

Figura 81 -Tabla de estabilidad en plasma
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En todos los casos se observa una muy buena estabilidad de los complejos
frente a plasma humano. El COMPLEJO 6 muestra la menor estabilidad, con
una pureza radioquimica de 85 % a las 4 horas de incubacién. Corresponde
aclarar que debido al método seleccionado para realizar este estudio, éste por
si solo no es un indicador completo de la estabilidad del sistema. En este
estudio se determina la fraccion soluble, ya que las proteinas se desnaturalizan
y se precipitan. Si existiera una transquelacion del metal y el radionucleido
quedara unido a las proteinas plasmaticas no seria determinado por este
método ya que solo se analiza la fraccion soluble.

Por ello, ésta determinacion hay que analizarla conjuntamente con la capacidad
de los complejos de unirse a proteinas plasmaticas, informacién que se

comenta el siguiente punto.

5.2.4.3 — Unidn a proteinas plasmaticas

Para la determinacion de la union a proteinas plasmaticas se escoge el método
de gel filtracion, por ser un método rapido y reproducible. Se incuba el plasma
con el radiofarmaco a 37 °C y se extraen muestras cada 30 minutos entre los
30 minutos y 4 horas de incubacion a las que se separa la fraccién unida de la
libre por exclusién molecular. En todos los casos estudiados no se observa
variacion de los valores con el tiempo de incubacion, por lo que se presentan
los valores como el promedio de las determinaciones efectuadas a los distintos
tiempos de incubacién.

En general es deseable obtener valores bajos de unidn a proteinas
plasmaticas. Esto es debido a que la fraccion que puede atravesar las
membranas y penetrar a las células es la fraccion libre. (107) Por lo que, si el
complejo permanece fuertemente unido a las proteinas plasmaticas, no se
encontrara disponible para permear hacia las células y ademas presentara una
muy lenta depuracion.

Sin embargo, la unién a proteinas plasmaticas puede ser debida a dos causas
bien diferentes. La primera es que simplemente el radiofarmaco presente una
alta afinidad de unidn a las proteinas plasmaticas y utilice este fenomeno para
permanecer en el torrente sanguineo. La otra posibilidad, es que la union a

proteinas implique una baja estabilidad, ya que si el complejo experimenta una
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transquelacion y como consecuencia el metal (radionucleido a detectar) queda
unido a las proteinas se estara evaluando como una alta unién, cuando en
realidad es una descomposicion del complejo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 82.

Porcentaje de unién a proteinas
plasmaticas (%) (n=5)
COMPLEJO 1 13 £3
COMPLEJO 2 15 15
COMPLEJO 3 3143
COMPLEJO 4 75 14
COMPLEJO 5 12 1
COMPLEJO 6 69 13

Figura 82 -Tabla indicando el % de unidn a proteinas plasmaticas

En esta tabla podemos apreciar que los complejos conteniendo el core
tricarbonilico (complejos 1 y 2) son los que presentan una menor unién a
proteinas plasmaticas, siendo su valor maximo de 15 %, resultado que ratifica
la alta estabilidad de este tipo de core frente al medio biologico.

Para los complejos conteniendo el core nitrido y los 4+1 de Tc(lll) se observa
que, aquellos compuestos que contienen el anillo de piperacina en la estructura
presentan una elevada union a proteinas plasmaticas. Esto indica que los
complejos con estos ligandos o bien son inestables o presentan una elevada
afinidad a las proteinas. Cabe aclarar que cualquiera sea el motivo, con estos
valores obtenidos se espera que los mismos presenten una lenta depuracion
sanguinea y una alta captacion hepatobiliar.

Como ejemplo, se pueden analizar los resultados extremos con los
COMPLEJOS 5 y 6 que son estructuralmente idénticos y su unica diferencia
radica en la existencia del linker heterociclico, conllevando a un aumento de

unién a proteinas de 12 % y 69 %. Dicho fendbmeno también se aprecia

99



claramente en los complejos con el core nitrido donde la unién a proteinas es
de 31 % y 75 %, en el complejo conteniendo el ligando sin y con el linker de

piperacina, respectivamente.

5.2.4.4 - Determinacion de la captacion por células en estado de

hipoxia

Para la determinacién de la captacion por célulasen estado de hipoxia en
cultivo, se coloca el radiofarmaco en el medio de cultivo de célulasen es estado
de hipoxia (por remocion del oxigeno del medio), las cuales se incuban un
tiempo determinado y luego se retira el medio de cultivo y se determina la
actividad retenida. Este valos se compara con un cultivo en condiciones de oxia
realizado en paralelo.

Con el fin de evaluar in vitro la capacidad de los complejos de ser retenidos
preferencialmente en un tejido con bajo contenido de oxigeno se trabaja en el
desarrollo y puesta a punto de un ensayo con una linea celular tumoral humana
en cultivo. Los antecedentes bibliograficos (108,109) plantean realizar ensayos
con células en cultivo en una atmadsfera de nitrégeno, preincubadas un tiempo
determinado, y posteriormente expuesta al radiofarmaco directamente
incorporado al medio de cultivo. Este ensayo en general se realiza sobre
células tumorales murinas y se elimina el oxigeno del medio mediante burbujeo
de nitrégeno en el mismo.

Dado que en el presente trabajo de tesis se emplean células humanas, un
sistema de burbujeo de nitrégeno en el medio no garantiza las condiciones de
bioseguridad necesarias. Para realizar este ensayo en condiciones seguras
seria necesario una camara hermética en la que se colocan las células en
cultivo y se genera una atmésfera de CO, y N, en todo el recinto a 37 °C.
Como este tipo de dispositivos no esta disponible en nuestro pais se diseha y
construye una camara de cultivo a 37 °C en la cual poder mantener las células

en atmosfera de N, durante el experimento.
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Figura 83 - Estufa de cultivo construida para ensayo en hipoxia.

Para confirmar la ausencia de oxigeno se empleo un Oximetro (YSI Modelo 58
con electrodo de oro y 6xido de plata), el cual se coloca en el medio de cultivo
con el fin de determinar el tiempo necesario para eliminar el oxigeno del medio

en el frasco de cultivo. Los datos de muestran en la siguiente figura.

o 1

Concentracion O2 mg/L
N

Tiempo (min)

Figura 84 — Estudio de eliminacion del oxigeno del medio de cultivo

En este estudio se determind que la concentracion de oxigeno del medio baja
rapidamente como se ve en la Figura 84, y solo se necesitan 20 minutos con el
fin de eliminar el mismo del medio, ya que valores menores a 2 mg/L de
oxigeno se consideran condiciones de hipoxia (108,109) Ademas como en el

momento de la inoculacion es necesaria la apertura de la camara para el
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agregado del radiofarmaco, es necesario alcanzar valores de oxigeno por
debajo de 1 mg/L para que en la apertura no se supere el valor de 2 mg/L de
oxigeno. Se decidié que, previo a la inoculacién del radiofarmaco en el medio
se dejaron las células 60 minutos en la camara con N, a fin mantener el
oxigeno en niveles de hipoxia durante todo el ensayo.

El siguiente paso en la puesta a punto del ensayo consistié en determinar la
viabilidad de las células expuestas a N,. Para ello se realizdé el estudio
mediante citometria de flujo empleando ioduro de propidcio (IP) como
marcador. La membrana plasmatica de células vivas es impermeable al IP,
pero puede ingresar a la célula cuando ésta ha perdido su integridad de
membrana. Por tal motivo se utiliza para identificar las células muertas en una

poblacion celular (110), obteniendo los siguientes resultados:

s i @ Estandar
N2

% celulas IP + (muertas)

T
60 minutos 90 minutos 120 minutos

Tiempo (min)

Figura 85 — Determinacion del porcentaje de células no viables por

citometria de flujo.

La figura muestra que el porcentaje de células muertas (células positivas al
ioduro de propidio) es de aproximadamente 8% a los 60 minutos (contados
luego de los 60 minutos necesarios para eliminar el oxigeno). Asimismo, dicho
porcentaje no presenta diferencia significativa entre los 60 y 90 minutos de
exposicion al Nz, . Sin embargo, a los 120 minutos de incubacién en
condiciones de hipoxia se observa un aumento significativo (p=0.05, test t de
comparacién de medias) de células no viables comparado con el grupo control.

Como conclusion, el estudio de la captacion de los complejos de 9MTc por las
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células en estado de hipoxia podria realizarse entre 60 y 90 minutos luego de
eliminado el oxigeno sin que exista diferencia significativa de celulas muertas.
También se determino el tiempo Optimo de incubacion utilizando el

COMPLEJO 1, obteniéndose los resultados mostrados en las Figura 86.

25

%Act. captada en N2/ % Act. captada
en condiciones estandar

60 90 120

Tiempo (min)

Figura 86 - Captacion de las células en Nitrégeno / captacion de las células

en condiciones de cultivo estandar.

En la Figura 86 se observa que la relacion de captacion para el
COMPLEJO 1 entre el cultivo en N3 y el cultivo en condiciones normales no es
significativamente diferente (P=0.05) entre los 60 y los 90 minutos,
disminuyendo a los 120 minutos por el aumento de las células muertas. Por ello
se decide emplear un tiempo de incubacion de 60 minutos con el radiofarmaco
a fin de no alargar injustificadamente el tiempo total del ensayo.

También se estudia la reproducibilidad del ensayo con el COMPLEJO 1,

obteniéndose los resultados mostrados en las Figura 87.

103



—_
——

%Act. captada en N2/ % Act. captada en
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Numero de ensayo

Figura 87 - Captacion de las células en Nitrégeno / captacion de las células

en condiciones estandar para diferentes ensayos con el COMPLEJO 1.

Dados los resultados obtenidos en el este experimento anterior, en el que
se demuestra que no existe diferencia significativa entre los diferentes ensayos
realazidosdiferentes dias (P=0.05, test t de comparacion de medias), se
concluye la puesta a punto del ensayo.

Apartir de todos los resultados, las condiciones seleccionadas para este
estudio seran:

60 minutos de eliminacion del oxigeno del medio, posterior agregado del
radiofarmaco e incubacién durante 60 minutos adicionales.
Los resultados obtenidos para la serie de complejos en estudio en las

condiciones seleccionadas se muestran en la Figura 88.

COMPLEJO | Relacion % Actividad de células en hipoxia / % Actividad en

células en oxia. (promedio + desviacién estandar, n=3)

1 22+03

16+04

1.3+£0.2

1.5+0.3

1.5+0.2

| O | W DN

1.4+£0.3

Figura 88 - Relaciones de la captacion de células en cultivo.
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Estos resultados muestran que, para todos los complejos, la captacién y
retencion intracelular, en condiciones de hipoxia es superior a la captacion y
retencidn celular en condiciones estandar de cultivo, llevando a relaciones
superiores a 1 en todos los casos. La mayor relacion se obtuvo para el
COMPLEJO 1, siendo este de 2.2 + 0.3.

No se observa correlacién entre la estructura de los complejos, su lipofilia
0 su unién a proteinas plasmaticas y la relacidn de captacion en hipoxia en

celulas en cultivo.

5.2.5 — Evaluacién in vivo de los complejos de *"Tc.

5.2.5.1 — Biodistribucion en animales normales.

La biodistribucién de los COMPLEJOS 1 al 6 es evaluada primeramente en
ratones normales a fin de caracterizar el comportamiento de los mismos y
determinar las vias preferenciales de eliminacion.

Los complejos de **™Tc purificados por HPLC vy diluidos en suero fisioldgico
fueron inyectados en ratones CD1 por via intravenosa.

Para todos los complejos se observa que los mismos no experimentan
reoxidacion in vivo debido a la baja captacion encontrada en tiroides y
estbmago durante todo el periodo.

Las siguientes figuras muestran las tablas de los resultados obtenidos,
expresados en porcentaje de dosis inyectada / érgano. (X £ o,.1conn =3)y el

grafico con los organos mas relevantes.
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COMPLEJO 1

Organo\Tiempo 0.5h 2h 4 h
Sangre 0.90 £ 0.25 0.47 £ 0.04 0.24 £0.15
Higado 9.42 +2.30 556 +1.14 4.84 +0.25

Corazon 0.03 £ 0.01 0.00 £ 0.00 0.00 + 0.01
Pulmoén 0.08 +0.03 0.02 +0.01 0.01 £ 0.01
Bazo 0.02 £ 0.01 0.00 + 0.01 0.01 £ 0.01
Rifdn 112+ 0.27 | 0.24+0.04 0.15+0.02
Tiroides 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.01 +0.01
Musculo 1.84 +£0.22 0.33+0.04 1.09 + 0.61
Ves. biliar 0.13+0.05 1.36 £ 0.45 0.14 +0.08
Estémago 0.68 +£0.12 0.10 £ 0.06 0.99 +0.09
Intestino 35.25+5.80 | 28.07+9.13 | 46.86 +2.39
Vejiga + orina 48.29+8.36 | 63.15+£9.16 | 64.86 £4.95

Figura 89 —Tabla de datos de biodistribucion normal del COMPLEJO 1

90
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 ! I
Sangre Higado Rifiones Musculo Estomago Intestino Vejiga+
OD05h. . ®m2h 0O4h orina

%Dosis/organo

Figura 90 —Grafico de biodistribucion normal del COMPLEJO 1 con los

organos mas significativos

En el grafico de este complejo se observa el comportamiento caracteristico

de un complejo de una lipofilia baja: Baja actividad en sangre y rapida
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depuracion, eliminacion conbinada por via hepatobiliar (46.86 = 2.39 4 h) y

urinaria (64.86 + 4.95 4 h), asi como una baja actividad en el resto de los

organos. Este complejo presenta un muy buen perfil de biodistribucién para un

radiofarmaco.

COMPLEJO 2
Organo\Tiempo 0.5h 2h 4 h

Sangre 8.20+0.98 | 2.07+0.03 | 2.00+0.18
Higado 35.52+4.06 | 19.67 £2.31 | 21.92 +4.31
Corazon 0.40+0.09 | 0.09+£0.03 | 0.09+0.08
Pulmon 0.61+0.09 | 0.16+0.03 | 0.13+0.09
Bazo 0.54 £ 0.31 0.08+0.04 | 0.15+0.03
Rifion 11.82+299 | 542+1.06 | 516+0.44
Tiroides 0.13+0.05 | 0.01+0.00 | 0.01+0.01
Musculo 542+266 | 2.26+0.80 1.80 £ 0.28

V. biliar 1.40+0.09 | 097+0.62 | 0.66+0.13
Estémago 1.68+0.58 | 0.61+0.12 | 0.39+0.21
Intestino 23.04+6.01 | 27.59+2.74 | 32.09+7.78
Vejiga + orina 26.69 +5.37 | 39.85+6.78 | 35.02+5.34

Figura 91 —Tabla de datos de biodistribucion normal del COMPLEJO 2
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Figura 92 - Grafico de biodistribucion normal del COMPLEJO 2 con los

organos mas significativos

Para el COMPLEJO 2 se observa que el mismo también presenta una alta
eliminacién combinada, siendo la urinaria del 35.02 + 5.34 a las 4 horas y la
hepatobiliar de 35.02 + 5.34 a las 4 horas. La actividad en sangre para este
complejo es 10 veces superior a la del complejo 1 y ademas presenta una
elevada actividad en higado (21.92 £ 4.31 4 h) y alta actividad en rifion (5.16 +
0.44 4 h), pudiendo deberse la misma a una degradacion enzimatica. Si bien
este complejo presenta una estructura similar a la del COMPLEJO 1, en este
caso presenta en su estructura al aminoacido cisteina, el cual puede favorecer

el ataque de las enzimas sobre el mismo.
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COMPLEJO 3

Organo\Tiempo 0.5h 2h 4 h
Sangre 453 +£1.40 1.91+0.11 1.98 + 1.69
Higado 10.82+0.95 | 5.89+1.63 | 9.36+0.70
Corazon 0.21+0.02 | 0.10£0.01 0.13+0.05
Pulmén 0.72+0.10 | 0.37+0.04 | 0.48+0.02

Bazo 0.24+0.03 | 0.11+£0.08 | 0.22+0.04
Rifion 493+0.17 | 442+0.06 | 6.57 +2.81
Tiroides 0.06 £ 0.00 | 0.03+0.01 0.03 +0.01
Musculo 6.60 £ 1.11 240+056 | 3.21+1.58
V. Biliar 2.98 + 1.01 3.36+1.02 | 257+1.24
Estomago 1.11+0.12 | 0.82+0.30 | 0.56+0.11
Intestino 22.72 £+ 1.57 | 2859 +2.22 | 26.55 + 4.41
Vejiga + Orina | 25.75+3.93 | 41.10+£3.37 | 39.03£7.24

Figura 93 —Tabla de datos de biodistribucion normal del COMPLEJO 3
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Figura 94 — Grafico de biodistribucion normal del COMPLEJO 3 con los




El COMPLEJO 3 presenta una biodistribucion consistente con su

lipofilicidad y su union a proteinas plasmaticas. La eliminacion es menor que la

del COMPLEJO 1, pero igualmente muestra un buen perfil

para un

radiofarmaco de diagndstico. Se observa una baja actividad en sangre (menor

al 5% en todos los tiempos), una baja actividad en higado (alrededor del 10%)

y una eliminacién combinada por via urinaria (35% a las 4 horas) y hepatobiliar

(26.55 + 4.41 4 h).

COMPLEJO 4
Organo\Tiempo 0.5h 4 h

Sangre 0.77 £0.19 1.07 £0.30
Higado 52.74 + 0.65 | 55.13 £9.07
Corazodn 0.42+0.08 | 0.35+0.07
Pulmoén 18.09+1.20 | 13.27 + 3.46
Bazo 6.94+136 | 7.49+0.67
Rifion 1.88 £ 013 1.74 £0.28
Tiroides 0.03 £ 0.01 0.06 + 0.01
Musculo 1.55+1.04 294 +1.35
Ves. biliar 0.16 £0.17 | 0.21+0.09
Estomago 0.48 £0.18 0.60 £ 0.21
Intestino 7.11+0.84 | 7.45+147
Vejiga + orina 4.87 £1.07 5.96 + 3.29
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Figura 95 —Tabla de datos de biodistribucion normal del COMPLEJO 4
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Figura 96 — Grafico de biodistribucion normal del COMPLEJO 4 con los

oérganos mas significativos

Debido a la alta unidon a proteinas plasmaticas que presentan los
COMPLEJOS 4 y 6, los mismos serian inadecuados como radiofarmacos de
diagnostico. Por dicho motivo, teniendo en consideracion los conceptos de
ética en el manejo de animales de experimentacion no seria razonable realizar
la biodistribucion de estos complejos. Sin embargo, igual se decide realizar la
biodistribucién a 2 tiempos (2 y 4 h) para ambos COMPLEJOS a fin de realizar
una correlacién entre los valores de los estudios in vitro y los de la
biodistribuciones.

El COMPLEJO 4 muestra un inadecuado perfil de biodistribucion, el cual
esta relacionado con la alta union a proteinas plasmaticas que conlleva a una

alta actividad en higado (55.13 + 9.07 % a las 4 h) y una baja eliminacion.
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COMPLEJO 5

Organo\Tiempo 0.5h 2h 4 h
Sangre 6.20+1.54 | 2.24+0.66 1.31+£0.54
Higado 12.82+0.95 | 5.03+0.90 | 9.26 +1.61

Corazon 0.38+0.05 | 0.22+0.12 | 0.09+0.03
Pulmén 0.61+0.21 0.34+0.08 | 0.28 +0.09
Bazo 0.34+0.04 | 0.26£0.11 0.12+0.02
Rifion 453+0.19 | 3.08+1.05 | 6.27+2.27
Tiroides 0.01 £ 0.01 0.00+0.00 | 0.01+0.01
Musculo 6.65+1.37 | 230+0.66 | 3.11+1.98
Ves. biliar 278+099 | 312+1.23 | 243+0.86
Estémago 1.07+0.10 | 0.80+0.44 | 0.61+0.15
Intestino 25.05+3.32 | 32.26 £3.92 | 29.88 +3.20
Vejiga + Orina | 22.42+3.57 | 37.76 + 3.55 | 35.69 + 3.93

Figura 97 —Tabla de datos de biodistribucion normal del COMPLEJO 5
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Figura 98 — Grafico de biodistribucién normal del COMPLEJO 5 con los

organos mas significativos
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El COMPLEJO 5 presenta una biodistribucion similar a la del COMPLEJO

3, una buena eliminacion combinada por via urinaria (35.69 + 3.93 % a las 4 h)

y hepatobiliar (29.88 + 3.20 4 h), una baja actividad en sangre (1.31 + 0.54 4 h)

y en higado (9.36 + 1.61 4 h). Estos valores son consistentes con los datos de

lipofilicidad y de union a proteinas plasmaticas obtenidos y hacen que este

complejo también presente un perfil adecuado para su empleo como

radiofarmaco de diagndstico.

COMPLEJO 6
Organo\Tiempo 2h 4 h

Sangre 3.57 +0.56 1.31+£0.54
Higado 50.00 £ 1.91 | 54.00 + 1.61
Corazon 0.10 £ 0.01 0.13+0.05
Pulmén 0.37+0.04 | 0.48+0.02
Bazo 0.11+0.08 | 0.22+0.04
Rifon 4.76 + 0.61 6.57 +2.81
Tiroides 0.03 £ 0.01 0.03 +0.01
Musculo 1.75+0.72 | 3.21+1.58
Ves. biliar 1.12+0.18 1.61+0.47
Estomago 3.36 £ 1.02 257+1.24
Intestino 0.82+4.34 0.56 £ 0.11
Vejiga + Orina 9.00+3.92 | 10.00 +2.69

Figura 99 - Biodistribucion normal del COMPLEJO 6
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Figura 100 — Grafico de biodistribucion normal del COMPLEJO 6 con los

organos mas significativos

El COMPLEJO 6 presenta un perfil similar al del COMPLEJO 4, con una
alta captacion en higado (54.00 + 1.61% a las 4 h) y una pobre eliminacion
urinaria (10.00 + 2.69% a las 4 h). Con este perfil de biodistribucién, al igual
que el COMPLEJO 4, este complejo no es adecuado como radiofarmaco de
diagndstico. Este complejo confirma que la inclusion de un anillo de piperacina
en la molecula estaria determinando una alta unién a proteinas y por lo tanto

un mal perfil de biodistribucion con alta captacion en higado.

5.2.5.2 — Estudio de la correlacién entre parametros fisicoquimicos y

biolégicos
Complejo 1 2 3 4 5 6
% Actividad en Intestino a
las 2 h 30+8 ( 28+3 | 28+2 | 71 | 314 | 914
as

% Actividad en Vejiga +
6015 | 40+6 | 413 | 51 | 384 | 4 1

Orinaalas 2 h
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Figura 101 — Tabla de eliminacién de los diferentes complejos a las 2

horas post inyeccion

En la Figura 101 se muestran los porcentajes de eliminacién por las dos
vias (urinaria y hepatobiliar) para todos los complejos a las 2 horas post
inyeccion. En ella se aprecia como se comentd antes que la mayor eliminacion
se da para el Complejo1.

A continuacion se muestran las graficas que correlacionan el porcentaje de
eliminacién vs. la lipofilia y el porcentaje de eliminacion vs. la unién a proteinas

plasmaticas para los diferentes complejos.
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Figura 102 - Correlacion entre la eliminacion y la unién a proteinas

plasmaticas.
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Figura 103 - Correlacion entre la eliminacion y el Log P

Como se observa en estos graficos efectivamente existe una correlaciéon
entre los datos de eliminacién obtenidos en la biodistribucion y los parametros
fisicoquimicos obtenidos para los diferentes complejos. Entre la union a
proteinas plasmaticas y el porcentaje de eliminacién (Figura 102) se observa
una buena correlacion lineal, ya que a medida que aumenta el porcentaje de
union a proteinas plasmaticas existe menos cantidad del radiofarmaco libre
capaz de filtrar por el glomérulo.

En el gréfico de eliminacién vs lipofilicidad (Figura 103) se observa un
comportamiento cuadratico tipico de los parametros dependientes de la lipofilia.
Esto es debido a que una muy alta lipofilicidad no es adecuada ya que el
radiofarmaco presentara unaalta elinacion hepatobiliar y unalenta depuracion
en general, por el contrario si la lipofilicidad es muy baja el radiofarmaco tendra
una baja penetracion a las células tumorales. En el grafico anterior se observa
un rango de lipofilicidad intermedio (log P = -0.2 + 0.1), para el cual se
maximiza la eliminacion. Esto es un factor importante a tener en cuenta en el
desarrollo de futuros radiofarmacos para hipoxia, dado que si requiere
aumentar la eliminacibn han de buscarse farmacos que presenten una

lipofilicidad de -0.3 a 0.2 y baja unién a proteinas plasmaticas.
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5.2.5.3 - Biodistribucion en animales portadores de tumores

inducidos.

La biodistribucion en animales portadores de tumores se realiza en ratones
C57B16 inoculados subcutaneamente con celulas 3LL (carcinoma de Lewis
murino), en condiciones de biodistribucion similares a las realizadas para las
normales, empleando tiempos de 0.5, 1, 2 y 4 horas. Se emplean estas células
debido a que se necesitaba para este ensayo una linea celular que generase
tumores sélidos con zonas de hipoxia. De las lineas murinas accesibles ésta es
la que cumplia con las condiciones, las cuales son confirmadas mediante el
estudio de anatomia patoldgica.

En la siguientes tablas se presentan los resultados obtenidos, expresados
en porcentaje de dosis inyectada / g érgano. (X £ 0,1 con n = 3) para tumor,
musculo y sangre. Los demas 6rganos no se presentan porque sus valores

son comparables a los obtenidos para la biodistribuciénes normales.

COMPLEJO 1
% Dosis inyectada / g 6rgano
30 minutos 1 horas 2 horas 4 horas

% Tumor/g (T) 0.63 +0.06 0.22 £ 0.07 0.28 £ 0.07 0.19 £ 0.05
% Sangre/g (S) 1.2+0.6 0.29 + 0.04 0.15+0.04 0.10 £ 0.02
% Musculo/g (M) 0.19 £ 0.05 0.09 £ 0.03 0.08 £ 0.02 0.05+0.02
Rel T/M 3.3£0.1 24+0.1 3.11+£0.09 4.22 +0.07

Rel T/S 0.5+0.1 0.76 + 0.1 1.86 + 0.09 1.90 + 0.07

Figura 104 - Biodistribucidn en animales portadores de tumores para el

COMPLEJO 1.

La captacion en el tumor fue moderada para todos los tiempos (0.6 %/g a
los 30 min a 0.2 %/g de 1 a 4h), pero las relaciones T/M resultaron favorables

entre las 0.5 y 4h (4.2 % Dosis inyectada / g 6rgano a las 4h) debida a una
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rapida depuracion de tejidos blandos como musculo y a la rapida depuracion de
sangre (1.2 a los 30 minutos a 0.1 a las 4 horas). La rapida depuracion
sanguinea lleva a una relacién tumor/sangre favorable luego de las 2 horas
post inyeccion.

Para la determinacién de la significacién de la diferencia encontrada entre
la captacion en el tumor y el en el musculo se realiza el test t de student con un
nivel de significacion del 99.95% para todo los complejos evaluados. (111)

La captacién en el tumor se mantiene practicamente constante, luego del
rapido descenso inicial al tercio del valor entre las 0.5 y 1 hora. Existiendo una
diferencia significativa entre el % dosis inyectada / g érgano en el musculo y en
el tumor (P=0.05) entre las 2 y las 4 h post inyeccién. Esto indicaria que existe
un proceso de retencion del complejos dentro de las células tumorales que
hace que la actividad en éestas se mantenga constante mientras disminuye en
el resto de los organos. Este complejo presenta una buena relacion entre el
organo blanco y el no blanco, conjuntamente con una buena depuracion de los

tejidos lo que lo hace un buen candidato a radiofarmaco para hipoxia.

COMPLEJO 2
% Dosis inyectada / g 6rgano

30 minutos 1 horas 2 horas 4 horas

% Tumor/g (T) 1.3+04 0.5+0.1 0.31+£0.03 04+0.1

% Sangrelg (S) 57+0.9 2.17 £0.08 1.43 +0.08 1.4+0.2
% Musculo/g (M) 1.0+ 0.1 0.3+0.1 0.25 +0.07 0.20 £ 0.03

Rel T/M 1.3+0.5 1.7+0.2 1.2+0.1 2.0+0.1

Rel T/S 0.2+0.1 0.2+01 0.2+01 0.3+0.2

Figura 105 — Biodistribucion en animales portadores de tumores para el

COMPLEJO 2.

La captacién por el tumor también fue moderada para este complejo pero

presenta valores del doble que el COMPLEJO 1, lo cual no se explicaria
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unicamente con la diferencia de lipofilicidad del mismo. Ya que este complejo
presenta una menor lipofilicidad y esto en teoria daria una menor penetracion a
través de la membrana. La captacion en el tumor también se mantiene
practicamente constante entre las 1 y 4 horas luego de la disminucion ocurrida
entre las 0.5 y 1 horas post inyeccion. Las relaciones T/M resultaron menos
favorables entre las 0.5 y 4h (2.0 a las 4h) que para el COMPLEJO 1y la
diferencia del porcentaje de dosis inyectada / g 6rgano entre el musculo y el
tumor resulta significativa (P=0.05) solamente para las 4 h. Esto es debido a
que este complejo presenta una menor depuracion de tejidos blandos como
musculo y una menor depuracion de sangre (1.4 a las 4 horas) que en el caso
del COMPLEJO 1.

COMPLEJO 3
% Dosis inyectada / g 6rgano

30 minutos 1 horas 2 horas 4 horas

% Tumor/g (T) 1.2+04 0.9+0.2 1.0+0.3 1.0+0.3

% Sangrel/g (S) 3.7+£0.2 35+1.2 1.7+£0.2 1.0+01
% Musculo/g (M) 0.8+0.2 0.7+01 0.56 + 0.07 0.40 £ 0.02
Rel T/M 0.28 £ 0.03 0.30+0.17 0.65 + 0.21 1.15+0.32
Rel T/S 1.63+£0.26 1.29+£0.10 1.80+0.17 243 +0.75

Figura 106 — Biodistribucion en animales portadores de tumores para el

COMPLEJO 3.

La captacién por el tumor oscilo de 1.2 alos 30 min a 1.0 %/g de a las 4h.
Este complejo a diferencia de los anteriores muestra una captacion
practicamente constante desde el inicio del estudio. Las relaciones T/M
resultaron favorables entre las 0.5 y 4h (2.0 a las 4h) debida a una menor
captacion de los tejidos blandos como musculo. El % dosis inyectada / g érgano

entre tumor y musculo presentan una diferencia (P=0.05) entre las 2 y 4 horas.
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En este caso también se observa unos valores de tumor/sangre favorables

siendo esta diferencia mayor a 1 a lo largo de todo el periodo de estudio.

COMPLEJO 4
% Dosis inyectada / g 6rgano
30 minutos 1 horas 2 horas 4 horas

% Tumorl/g (T) - - 05+0.3 -
% Sangrelg (S) - - 1.9+04 -
% Musculo/g (M) - - 0.34 £ 0.09 -
Rel T/M - - 1.50 + 0.37 -

Rel T/S - - 0.28 £ 0.07 -

Figura 107 — Biodistribucion en animales portadores de tumores para el
COMPLEJO 4.

La captacién en animales portadores de tumores inducidos para el
COMPLEJO 4 se estudié solamente a las 2 horas post inyeccion. Esto es
debido a que con los datos obtenidos de los estudios fisicoquimicos (alta unién
a proteinas plasmaticas) y de la biodistribucion en animales normales (alta
captacion en higado) y por motivos éticos no se justifica el empleo de mas
animales en este estudio. Igualmente se decide realizar un unico tiempo a fin
de tener los datos para este complejo para luego poder realizar un estudio
comparativo.

Aunque la captacioén por el tumor fue baja, siendo de 0.5 %/g de a las 2h,
la relacion T/M resulté favorable. El % dosis inyectada / g 6rgano entre el tumor
y el musculo presenta una diferencia significativa (P=0.05). Esto indicaria que a
pesar de las propiedades desfavorables de este compuesto, el mismo presenta

una captacion selectiva por las células tumorales.
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COMPLEJO 5

% Dosis inyectada / g 6rgano
30 minutos 1 horas 2 horas 4 horas
% Tumor/g (T) 25+0.3 22+05 1.9+04 1.2+0.2
% Sangrelg (S) 41104 38+1.0 1.9+0.3 1.2+0.6
% Musculo/g (M) 0.9+0.1 0.9+0.6 0.8+0.1 06+0.2
Rel T/M 28+04 24+0.9 24+05 20+04
Rel T/S 06+0.3 06+0.2 1.0+04 1.0+04

Figura 108 — Biodistribucion en animales portadores de tumores para el
COMPLEJO 5.

La captacion por el tumor fue buena, siendo de 2.5 %/g a los 30 min a 1.2
%Ilg de a las 4h. Las relaciones T/M resultaron favorables entre las 0.5 y 4h
(2.0 a las 4h). En este caso se observa unos valores de tumor/sangre no tan
favorables siendo esta diferencia menor o igual a 1 a lo largo de todo el periodo
de estudio.

La captacion en el tumor presenta una lenta depuracion de 2.5 a los 30
minutos a 1.2 a las 4 horas. El % dosis inyectada / g 6rgano entre el tumor y el
musculo presenta una diferencia significativa (P=0.05) a todos los tiempos

estudiados.
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COMPLEJO 6

% Dosis inyectada / g 6rgano
30 minutos 1 horas 2 horas 4 horas
% Tumorl/g (T) - - 04+0.2 -
% Sangrel/g (S) - - 2.3+06 -
% Musculo/g (M) - - 0.2+01 -
Rel T/M - - 2.0+0.7 -
Rel T/S - - 0.2+0.8 -

Figura 109 — Biodistribucion en animales portadores de tumores para el
COMPLEJO 6.

La captacidon en animales portadores de tumores inducidos para el
COMPLEJO 6, al igual que para el COMPLEJO 4 es unicamente estudiada a
las 2 horas post inyeccion, por las consideraciones explicadas para el
COMPLEJO 4. La captacién por el tumor fue baja, siendo de 0.5 %/g a las 2h.
La relacion T/M resulté favorable, pero el test estadistico indica que en realidad
el % dosis inyectada / g entre el musculo y el tumor en este caso no presenta

una diferencia significativa (P=0.05).

De la serie de complejos evaluados, el COMPLEJO1 es el que presenta un
mejor perfil como radiofarmaco de diagndstico, ya que presenta una buena
estabilidad in vivo, muy buena depuracion, la relacion T/M mas alta (4.22+0.07
alas 4 h) y una relacion T/S mayor a 1 entre 2 y 4 horas.

El otro compuesto que también mostro un buen perfil es el COMPLEJO 3,
que si bien no logro relacion tumormusculo tan alta (1.15+0.32 a las 4 h) como
el COMPLEJO 1, este presenta un buen perfil general de biodistribucion:
actividad en sangre baja (1.98+1.69 a las 4 h), baja actividad en higado
(9.36+£0.70 a las 4 h) y eliminacion combinada por via urinaria y hepatobiliar

(39.03+7.24 y 26.55+4.41 respectivamente). La captacion en tumor fue buena
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(% dosis/g 1.0+0.3 a las 4 h), ademas presenta una relacion T/S durante todo
el periodo de estudio (1.63+£0.26 alas 0.5 h - 2.43+0.75 a las 4 h).

El otro complejo que también podria ser adecuado seria el COMPLEJO 5,
el cual muestra un perfil general similar al del COMPLEJO 3, actividad baja en
sangre(1.31+0.54 a las 4 h), actividad baja en higado (9.56+0.70 a las 4 h) y
eliminacién combinada por via urinaria y hepatobiliar (35.69+3.93 y 29.88+3.20
respectivamente). La captacién en tumor fue buena (% dosis/g 1.2+0.2 a las 4
h), pero la relacion T/S no fue tan buena, siendo menor o igual a 1 durante todo
el periodo de estudio (0.6£0.3 alas 0.5 h- 1.0+0.4 a las 4 h).

5.3 — Estudios estructurales de los complejos con Re estable..

Para la realizacién de estudios quimicos y de elucidacion estructural no es
posible el trabajo con %™Tc, debido a que este se encuentra en
concentraciones de 107 a 10" M y es imposible obtenerlo en cantidades
mayores. Ademas el Tc no posee ningun is6topo estable.

Sin embargo, los estudios quimicos pueden realizarse utilizando el isétopo
%Tc, emisor B~ con un ty, = 2.1x10° afios, con el que puede trabajarse en
cantidades de miligramos, siempre que se disponga de un laboratorio equipado
para la manipulacion de emisores B en estado sodlido, debido al riesgo de
contaminacién. Otra estrategia es utilizar para dichos estudios el Re, elemento
que pertenece a la misma familia del Tc y posee isétopos estables. Ademas,
debido al fendmeno de la contraccién lantanida, los elementos de la tercera
serie de transicion presentan un radio atdbmico mucho mas pequefio de lo
esperado. Por lo tanto el Tc y Re presentan radios atomicos casi iguales y sus
propiedades quimicas son casi idénticas. Teniendo en cuenta estos hechos,
puede anticiparse con alta probabilidad que complejos analogos de Tc y Re
van a tener el mismo tamano, forma, momento dipolar, carga formal, movilidad
i6nica y lipofilicidad en casi todos los casos.

Existen numerosos estudios sobre complejos de Tc y Re que reafirman lo

anteriormente expuesto. (52-61)
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En todos los casos al contar con cantidades limitadas de los ligandos para
Su preparacion en gran escala, en este trabajo se realiza el analisis estructural
de los complejos obtenidos mediante espectrometria de masas.

El primer paso luego de la sintesis consiste en la separacion del crudo de
reaccion mediante HPLC andlitico. Para este estudio se utiliza una columna
analitica y no una preparativa que permitiria la separacién de mayor cantidad
de muestra de una sola vez, debido a que la espectrometria de masas es una
técnica muy sensible y el HPLC analitico logra una mejor resolucion de los
picos y por lo tanto una mejor separaciéon. En la siguiente imagen se muestra
como ejemplo el cromatograma del complejo de **"Tc y del de Re estable para
el COMPLEJO 1, del cual se aislé el pico correspondiente para el analisis de

masa.
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Figura 110 — Comparacién de cromatogramas para el COMPLEJO 1 de Re

estable con deteccién UV y **™Tc con deteccién gamma.
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En todos los casos con el complejo de Re estable se obtuvo un pico
principal coincidente con el tiempo de retencién de los complejos de *"Tc. Las
pequenas diferencias en los tiempos pueden ser debidas a que un detector
esta a continuacién del otro y que en el detector UV el comienzo del

cromatograma es automatico y en el caso del gamma es manual.

5.3.1 — COMPLEJOS 1y 2 de Re estable

La sintesis del precursor se realiz6 a partir de Rex(CO)1o en un proceso en

dos etapas segun se muestra en el siguiente esquema.

co - 12
oC.,, I|{ .... /€O Br Br
e
OC/‘ \CO Br2 0oC.,, 'ILe ..... .|CO [NEt4]Br Br., .ILe. ..... ..Br /\
—_— 2 N\/
OCu.. ge.1CO Hexano /| N Diglima /| N
s e\ . ocC ¢o CO . oC ¢o CO
oC éo co T ambiente 110 °C

Figura 111 — Esquema de sintesis del precursor de Re-tricarbonilo

La primera etapa consistio en la sintesis del Re(CO)sBr por sustitucion
nucleofilica con Br; realizada en hexano a temperatura ambiente.
Luego de realizada la purificacion por sublimacion la estructura se

corroboré mediante espectroscopia IR, el cual se muestra en la siguiente figura.
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File # 1 = REBRCO5 Mode = 2 (Mid-IR) 11/1/1983 3:09

Sample Description: 18/8

Scans = 30 Res =4 cm-1 21 scans/min Apod = Cosine

2500 2000 1500 1000 500

Figura 112 - IR del Re(CO)sBr.

El espectro IR muestra las bandas caracteristicas de estiramiento
simétrico y asimétrico del enlace Re-CO a 1963 cm™ y 2060 cm™. La banda
correspondiente al enlace Re-Br aparece a frecuencia 202 cm™, la cual se
encuentra en el limite del rango del equipo. Estos datos coinciden con la
bibliografia y permiten por lo tanto confirmar la identidad del complejo formado.

Posteriormente el Re(CO)sBr se hizo reaccionar con NetyBr (bromuro de
tetraetilamina) en diglima para realizar la sustitucion de 2 carbonilos por 2 Br.
De esta manera se obtuvo el precursor tricarbonilico con la geometria
adecuada para luego por simple sustitucion de las moléculas de Br obtener los
complejos de interés.

Una vez sintetizado se obtuvo el espectro IR para confirmar la estructura

del compuesto formado.
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File #12 = None Mode =

Sample Description:

Scans = Res = None Apod =

50

40-

304

20+

99864905

=
1€°2862

202

T T
4000 3000 00 1000

Figura 113 - IR del [Nets]2[Re(CO);Brs].

En el espectro IR se observan las bandas caracteristicas del estiramiento
simétrico y asimétrico del carbonilo en estos complejos a 1868 cm™ y 1999
cm™. La banda correspondiente al Re-Br no se observa porque en este tipo de
complejos aparecen a frecuencias menores a 200 cm™. Si se observan las
bandas caracteristicas de la tetraetil amina a frecuencias de 2948, 2987 y
3008 cm™.

En virtud de los datos obtenidos y los datos bibliograficos del IR se
concluye que la identidad del producto formado fue la esperada.

Finalmente se realiza la sustitucién empleando cantidades equimoleculares
de precursor y ligandos, para luego aislar el pico correspondiente al complejo
mediante HPLC.

Para el COMPLEJO 1 no se obtiene el idn de relacion m/z equivalente al
ion molecular caracteristico de un complejo de Re, formado por los isétopos
185 y 187. Sin embargo, se observan iones a m/z en la regiéon 969-973, y
especialmente en la region 846-852 que podrian corresponder a una especie
dimerizada, ya que dichos grupos de iones se presentan con una distribucién

de abundancias relativas caracteristicas de dos atomos de Re en una molécula,
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M (30%), M+1 (8%), M+2 (100%), M+3 (28%), M+4 (87%), M+5 (24%),

M+6(4%). Esto se muestra en la siguiente figura.

970 69 848.37
- 971.82

2..1|851.30

83
m/Z ‘ ﬁmlllll

;0 |||'||"|'| LT | |'|||I|"|'||'
40 860

Figura 114 — Zona seleccionada del espectro de masas del COMPLEJO 1
de Re estable

Para el COMPLEJO 2 de Re estable, al igual que para el COMPLEJO 1, no
se observa el ibn m/z correspondiente al idbn molecular, pero parece observarse
algun grupo de iones correspondientes a fragmentos del complejo dimerizado,

como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 115 — Zona seleccionada del espectro de masas del COMPLEJO 2

de Re estable

Para ambos complejos es necesario realizar mas estudios a fin de
corroborar o descartar las estructuras propuestas. Esto se debe a que al
realizar la sintesis en diferentes escalas es posible que aparezcan otras

especies que no se observan en la preparacion de complejos de *™Tc.

5.3.2 - COMPLEJOS 3 y 4 de Re estable

La sintesis del precursor se realiza segun el siguiente esquema:

HCl, Fenilhidracina
NaReO, —»  ReOCl,(PPhy), PPh, ReNCl,(PPhs),
PPh;

Figura 116 — Esquema de sintesis del precursor de Re(V)=N.
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El primer paso consiste en la preparacion del complejo trans-
oxotriclorobistrifenilfosfino Re(V) [ReOCI3(PPhs),], precursor frecuentemente
utilizado en la preparacién de monoxo complejos de Re(V). EI mismo se obtuvo
con alto rendimiento (>85%) por reaccion de perrenato de sodio con
trifenilfosfina en medio clorhidrico. Su identidad fue corroboradao por la
presencia en el espectro IR de la banda de absorcion caracteristica al

estiramiento asimétrico del Re=0 a 969 cm™.

File # 1 : PPH3-01 Mode = 2 (Mid-IR) 1/1/1980 9:30

Sample Description: ReOCI3(PPh3)2

Scans = 30 Res =4 cm-1 21 scans/min Apod = Cosine
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Figura - 116 Espectro IR del ReOCI3(PPh3);

Luego el complejo formado se hace reaccionar con cloruro de fenilhidrazina
a fin de sustituir el O por un N y obtener el precursor nitrido correspondiente. El
complejo obtenido se controla por analisis elemental corroborando la obtencién
del mismo ( %N tedrico = 1.76 %, %N experimental 1.79%).

Finalmente se realiza la sustitucion de los ligandos empleando 2 moles de
ligandos por cada mol de complejo y su posterior purificacion mediante HPLC
analitico, para separar el pico correspondiente al tiempo de retencion del
complejo de 9MT¢ para la realizacion de los espectros de masas de ambos

complejos.
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Si bien para los COMPLEJOS 3 y 4, de Re estable, en los espectros de
masas no se identifican los iones moleculares ciertos iones indicarian la
presencia de los complejos deseados.

Por ejemplo para el COMPLEJO 3 se observa el ién de m/z 249/251 que,
por su valor y su distribucién isotdpica, indicaria la presencia del sistema ReS2,
y los iones de m/z 631/633 y 633/635 indicarian la presencia del fragmento del

complejo en el que se perderian los NO como se muestra en la siguiente figura.

25056 83312
E35.12
N>§N
24855 HNI y)
s- , N S HO
- N s
2l s _Re
Re L
. OH S
fj\ _/—NH BI1.089
N~\-<N
08 &5
266,565
225 L
T 5| "'[léfllll
il 280 H¥

Figura 117 — Zona seleccionada del espectro de masas del COMPLEJO 3
de Re estable

Para el COMPLEJO 4 no se observa la presencia de los iones m/z
correspondientes al ion molecular o de fragmentos de éste, Unicamente se
observan los iones a m/z 249/251, que por su valor y su distribucion isotépica,
indicaria la presencia del sistema ReS.

Al igual que para los COMPLEJOS 1 y 2 en este caso también es
necesaria la realizacion de mas experimentos para poder confirmar o descartar

la estructura propuesta.
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5.3.3 - COMPLEJOS 5y 6 de Re estable

Los complejos de Re(lll) 4 +1 son sintetizados empleando el precursor
preparaso por el grupo del Dr. Pietzsch por sustitucion con el coligando

correspondiente en relacién molar 1 a 1 segun el siguiente esquema.

%, —s
/’ / Ligando 1 02
/Re—PH » COMPLEJO 506

N

T

Figura 118 — Esquema de sintesis de los complejos 5y 6

Luego de la sustitucion, el crudo de reaccion se separa mediante HPLC
empleando la columna analitica para obtener el complejo correspondiente con
el tiempo de retencién del complejo de 9MTc para el andlisis de masa.

Para los COMPLEJOS 5 y 6 se observan en ambos casos la presencia del
ion m/z correspondiente al i6n molecular, con la distribucidon isotopica
correspondiente a los dos is6topos del Re, confirmando la formacién de los
complejos con la estructura propuesta. Cabe destacar que, a pesar que el
espectro de masas de los ligandos correspondientes no mostrase el i6n
molecular, en el complejo es posible identificar el mismo. Los espectros de

ambos complejos se muestran en las siguientes figuras.
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Figura 119 — Espectro de masas del COMPLEJO 5 de Re estable
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Figura 120 — Espectro de masas del COMPLEJO 6 de Re estable
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6 — Conclusiones

Se pudo lograr con éxito la sintesis de una serie de 6 ligandos conteniendo

el grupo 5-nitroimidazol como farmacoforo. Partiendo del reactivo
metronidazol®, comercialmente disponible, se llevaron a cabo las

modificaciones quimicas necesarias con el fin de preparar complejos de ®MTe
en los diferentes estados de oxidacién. La estructura de los ligandos fue
confirmada mediante espectroscopia de RMN e IR y espectrometria de masas.

El empleo de los LIGANDOS 1 y 2 en la preparacion de los complejos de
99MTe(1)-tricarbonilicos lleva a la formacién de una Unica especie con elevada
pureza radioquimica, que se mantuvo estable por al menos 4 horas. Los
LIGANDOS 3 y 4 se emplearon para formar los complejos simétricos de
99MTc(V)-nitrido. En ambos casos se obtuvo una Unica especie, la cual es
estable por al menos 4 horas a temperatura ambiente.

Al emplear los LIGANDOS 5 y 6 en la formacion de los complejos 4+1 de
Tc(lll), se generaron complejos con una pureza radioquimica cercana al 50%,
por lo que debieron ser purificados mediante HPLC previo a su uso. Una vez
purificados resultaron estables por al menos 4 horas a temperatura ambiente.

La determinacién de la estabilidad frente a plasma humano revela gran
estabilidad de todos los complejos estudiados, presentando valores mayores al
85% a las 4 horas en todos los casos.

Los coeficientes de particion octanol/buffer muestran que se logré generar
complejos con lipofilicidades variadas, que permitieron estudiar la influencia de
este parametro sobre las propiedades biolégicas de los complejos. Estos
coeficientes se encuentran entre -0.75 para el COMPLEJO 2 y 1.2 para el
COMPLEJO 6.

Los valores de unidn a proteinas plasmaticas mostraron que los complejos
conteniendo un anillo piperacina en su estructura presentan una elevada union,
haciendo que éstos no sean adecuados para su empleo como radiofarmaco de
diagndstico.

Se desarrolld un ensayo con el fin de determinar la captacién de los
complejos de *™Tc por células humanas en cultivo en estado de hipoxia, el

cual resulté un método robusto y reproducible. Para todos los complejos la
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captaciéon en hipoxia fue faborable en comparacién con la captacién en oxia,
estando los valores entre 2.2 para el COMPLEJO 1y 1.3 para el COMPLEJO
3. Este método podria emplearse en el futuro como un método de screening
para este tipo de complejos con el fin de poder reducir el numero de animales
empleados, aunque seria necesario ensayar un mayor numero de complejos
con el fin de poder validar su uso.

La biodistribucion en animales normales corrobora la estabilidad frente a la
reoxidacién in vivo debido a la baja captacion en tiroides y estbmago para
todos los complejos estudiados.

Los COMPLEJOS 4 y 6, que poseen en su estructura un anillo piperacina
en su cadena espaciadora, presentaron una alta union a proteinas, lo que se
vio reflejado en la biodistribucion, al presentar una alta captacion en higado
(COMPLEJO 3 = 55.13 + 9.07%, COMPLEJO 6 = 54.00 + 1.61%) y una baja
eliminacién.

Se pudieron realizar con éxito correlaciones entre las propiedades
fisicoquimicas y el comportamiento bioldgico, en particular entre la union a
proteinas y la lipofilicidad con la eliminacion de los mismos.

Los estudios en animales portadores de tumores inducidos indican que la
relacion tumor/musculo fue favorable a las 4 horas post inyeccién para todos
los complejos estudiados, lo que evidenciaria una retencion de la actividad en
el tumor y una depuracion de tejidos blandos de rapida a moderada.

De la serie de complejos evaluados, el COMPLEJO1 es el que presenta un
mejor perfil como radiofarmaco de diagndstico, ya que presenta una buena
estabilidad in vivo, muy buena depuracion, la relacion T/M mas alta (4.22+0.07
alas 4 h) y una relacion T/S mayor a 1 entre 2 y 4 horas.

El otro compuesto que también mostro un buen perfil como radiofarmaco
es el COMPLEJO 3, que si bien no logro relacién tumormusculo tan alta
(1.15+£0.32 a las 4 h) como el COMPLEJO 1, este presenta un buen perfil
general de biodistribucion. La captacion en tumor fue buena (% dosis/g 1.0+0.3
a las 4 h), ademas presenta una relacion T/S superior a 1 durante todo el
periodo de estudio (1.63+0.26 alas 0.5 h - 2.43+0.75 alas 4 h).

El otro complejo que también podria ser adecuado seria el COMPLEJO 5,

el cual muestra un perfil general similar al del COMPLEJO 3, conuna buena
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captacion en tumor (% dosis/g 1.2+0.2 a las 4 h), pero la relacion T/S no fue tan
faborable, siendo menor o igual a 1 durante todo el periodo de estudio (0.6+0.3
alas 0.5h- 1.0+t0.4 alas 4 h).

Los valores obtenidos para la serie de complejos estudiada demuestra que
la variacion del core empleado en la formacion de los complejos tiene gran

influencia tanto en las propiedades fisicoquimicas, como en las bioldgicas.

En el presente trabajo de tesis se pudieron realizar todas las etapas
concernientes al desarrollo de un nuevo radiofarmaco, desde la seleccion del
farmacoforo, sintesis de los ligandos, sintesis de los complejos, asi como los
estudios in vitro e in vivo. De esta forma este trabajo permitié profundizar los
conocimientos no solo en el area de la radioquimica sino también adquirir
nuevos conocimientos principalmente en las areas de quimica organica y en el

trabajo con cultivo de celulas in vitro.
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