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Resumen

El melanoma cutaneo es un tipo de cancer de piel muy agresivo, altamente metastasico, con
elevada mortalidad. La sobrevida se encuentra relacionada a un diagnostico temprano. El
diagndstico temprano y preciso del melanoma es determinante en la seleccién del tratamiento

Optimo y en la sobrevida del paciente.

En este trabajo se evalud, como agentes de diagnostico especificos para melanoma, el desempefio
in vitro e in vivo de cuatro nuevos péptidos analogos de la hormona alfa melanocito estimulante
(a-MSH), ciclados mediante dos estrategias diferentes (enlace lactama y atomo metélico),

marcados con *°"Tc.

Para ello, sobre modificaciones de los péptidos andlogos de a-MSH, preparados principalmente a
través de sintesis en fase solida, se estudiaron nuevas estrategias de marcacion con %MTc,
utilizando tres ligandos bifuncionales diferentes: uno derivado del sistema coordinante hidracino
y otros dos derivados de un sistema tetramino.

Los cuatro radiopéptidos se evaluaron fisicoquimica y biolégicamente mostrando estabilidad y un
buen perfil para la de deteccion in vivo de células que sobreexpresan el receptor de melanocortina
MCI1R.

Los estudios in vivo de biodistribucion y adquisicion de imagenes centellogréficas y micro-
SPECT-CT en ratones portadores de melanoma mostraron concordancia con los perfiles
fisicogquimicos y el comportamiento in vitro. Tres de los radiopéptidos presentan una buena

captacién tumoral, buena eliminacion renal y metabolismo hepatobiliar.

En comparacion con otros radiopéptidos descritos en la bibliografia los desarrollados en este
trabajo de Tesis Doctoral comparten caracteristicas fundamentales como para ser potencialmente

usados como agentes de diagndéstico para melanoma.



1. INTRODUCCION



1.1. Céancer

Con el término cancer se denomina a un grupo de enfermedades que presentan como
caracteristica comdn células con un crecimiento y proliferacion celular descontrolados. En las
celulas cancerosas los procesos de regulacion de la proliferacion se encuentran alterados, no
requieren sefiales externas inductoras del crecimiento celular y pueden ignorar las sefiales de
autorregulacion, como la de la muerte programada, o apoptosis. Las células cancerosas a diferencia
de las células normales no maduran especializandose en diferentes tipos celulares con funciones
especificas, de esta forma, las células cancerosas contintan dividiéndose sin detenerse. Otra
caracteristica de las células cancerosas que permite su crecimiento y proliferacion descontrolada,
es que son capaces de evadir el sistema inmunitario, el cual protege al cuerpo contra infecciones y
enfermedades. Asi, aunque normalmente el sistema elimina del cuerpo las células dafiadas o
anormales, algunas células cancerosas son capaces de "esconderse™ 2,

Las células normales crecen, se dividen para formar nuevas células y cuando envejecen o
se dafian, mueren y son reemplazadas por nuevas células. Sin embargo, en el cancer las células
viejas o dafiadas no mueren y contindan dividiéndose para formar masas llamadas tumores. La
mayoria de los tumores formados por células malignas son tumores sélidos, formados por masas
de tejido. Pero también existen tumores no sélidos, como por ejemplo el cancer de sangre o
leucemia *.

Las células cancerosas pueden influir en su microambiente, es decir en las células normales
y vasos sanguineos que las rodean. De esta forma, pueden inducir la formacién de nuevos vasos
sanguineos, proceso llamado angiogénesis, para que aumente el suministro de nutrientes y oxigeno
necesarios para el crecimiento tumoral 1.

Se llama tumores benignos a aquellos que se encuentran localizados, no se extienden a
tejidos cercanos y son operables. Al extirparse un tumor benigno, generalmente no vuelve a crecer,
pero los tumores malignos si. Los tumores malignos, se caracterizan por poder invadir tejido
circundante y diseminarse a otros érganos. Las células cancerosas de tumores malignos en
crecimiento, pueden desprenderse y viajar a lugares distantes del cuerpo por medio del sistema
circulatorio o del sistema linfatico para formar tumores secundarios, llamados metastasis. Los
tumores metastasicos a pesar de encontrarse en otros drganos o tejidos tienen el mismo tipo de

célula cancerosa que el cancer original o primario 2.



La formacion de un tumor parece ser un proceso progresivo, en el cual las células normales
pueden convertirse en células cancerosas. Cada tipo de crecimiento anormal en un tejido puede
representar un paso en el proceso del desarrollo de un tumor y debe ser vigilado. En la hiperplasia
las celulas se dividen més répido de lo normal y las células adicionales se acumulan o proliferan.
Sin embargo, las células y la forma como se disponen en el tejido son normales. Otra desviacion
de los tejidos normales es la metaplasia, donde una capa de células normales es desplazada por
otro tipo de células que no se encuentran normalmente en ese tejido.

Estas células invasoras, aunque se presentan en un lugar incorrecto, se observan
completamente normales en el microscopio. La metaplasia es mas frecuente en zonas de transicion
entre tejidos, por ejemplo, en la unién del cérvix con el utero, o en la union del eséfago con el
estdbmago. En este Gltimo caso, una metaplasia es el sindrome de Barret en el eséfago, en el cual
las células escamosas del epitelio son reemplazadas por células secretorias que normalmente se
encuentran en el estbmago. Esta metaplasia es considerada un paso previo en el desarrollo de
adenocarcinoma de eséfago. La displasia es un estado mas grave en el desarrollo anormal de los
tejidos. En la displasia, al igual que en la hiperplasia, también hay una acumulacion de células
adicionales, pero las células se ven anormales en el microscopio (tamafio del nucleo y forma) y
hay cambios en la organizacion del tejido. La displasia es considerada un estado transicional entre
el crecimiento completamente normal y el maligno. Un estado ain mas grave es un carcinoma in

situ. En un carcinoma in situ las células anormales no invaden otros tejidos 2.

1.1.1. El cancer como enfermedad genética

El cancer es una enfermedad genética en esencia, causada por cambios en los genes que
regulan la division y crecimiento celular. Estos cambios genéticos pueden ser heredados de los
progenitores o pueden ser causados por factores dependientes del entorno y los habitos de vida,
por ejemplo: rayos ultravioletas del sol, humo de tabaco, radiacién, virus, productos quimicos,
dieta y actividad fisica. El cancer es una enfermedad genética, sin embargo, la mayoria de los
canceres son causados por el ambiente y no por los caracteres biolégicos de las personas. En
relacién a esto algunos estudios han mostrado que las poblaciones migratorias asumen la

incidencia de cancer de su pais huésped 2.



El cancer es el resultado de varias mutaciones en el ADN. Algunos tipos de cancer se
asocian en forma constante a un grupo determinado de mutaciones genéticas. Si una o mas de las
mutaciones requeridas son heredadas, se requieren menos mutaciones adicionales para producir el
cancer. La mayoria de los tumores malignos surge de mutaciones somaticas que se acumulan
durante nuestra vida, sea por mutacion espontanea o0 en respuesta a mutagenos presentes en el
medio ambiente 3.

El cancer comienza con una célula que presenta una mutacion que le confiere una velocidad
de division anormalmente rapida. Asi, esta célula prolifera y da lugar a un clon de células, cada
una con la misma mutacion. Dado que se dividen mas rapido que las células normales, llegan a
superar el desarrollo de las células normales. En los clones pueden presentarse nuevas mutaciones
que aumenten atn mas la velocidad de proliferacion, volviendo dominantes a estas células clones
con dos mutaciones. En este proceso, llamado evolucion clonal, las células cancerosas adquieren
cada vez mas propiedades proliferativas. Las mutaciones genéticas que permitan la posibilidad de
que se generen mas mutaciones, aceleran el desarrollo y progresion del cancer .

Las mutaciones asociadas al desarrollo del cancer tienden a afectar tres genes: genes
reparadores del ADN, oncogenes y genes supresores de tumores. La reparacion del ADN
elimina varias mutaciones, por lo tanto, las células con mutaciones en estos genes tienden a
presentar mutaciones adicionales en otros genes, entre ellos los que regulan la division celular. Los
oncogenes estimulan la division celular, por lo que mutaciones que lo hiperactiven favorecen la
formacion de tumores. Los genes supresores de tumores en cambio, inhiben la division tumoral.
De esta forma las células con mutaciones que inactiven los genes supresores de tumores, pueden

dividirse sin control 13,

1.1.2. Estadisticas de cancer

Segun la Organizacién Mundial para la Salud (OMS), el cancer es una de las primeras
causas de muerte a nivel mundial y en 2012 se le atribuyeron 8.2 millones de muertes (un 13 %
del total de muertes). En el 2012 fueron estimados 14.1 millones de nuevos casos de cancer en el
mundo. Los canceres con mayor indice de mortalidad son: de pulmén, higado, estbmago, colon y
mama. El 70 % de todas las muertes por cancer registradas en el 2012 se produjeron en: Africa,

Asia, América Central y América Latina. Se estima que la incidencia de cancer aumente en un 70
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% en las proximas dos décadas. En Ameérica Latina y el Caribe 1.1 millones de casos de cancer
son diagnosticados anualmente °. En el 2012, Uruguay lidera el grupo de paises con mayor indice
de mortalidad por céncer. La mortalidad por cancer en Uruguay es en los hombres mayormente
por cancer de pulmon, préstata y colorrectal. Mientras que en las mujeres es: cancer de mama,
colorrectal y pulmén 7. Segun datos de International Agency for Research on Cancer (IARC) en
2012 en Uruguay, se detectaban 13,4 nuevos casos de cancer cada 1000 habitantes, las muertes
eran de 8,7 cada 1000 habitantes y la prevalencia estimada en 5 afios eran 30,8 casos por 1000

habitantes adultos 8.

1.2. La Piel

La piel es el érgano mas grande del cuerpo. Desempefia multiples funciones como la
proteccién de los érganos internos de lesiones, la termorregulacién, la proteccion de los rayos
ultravioletas, la produccion de vitamina D, la impermeabilizacién, la prevencion de pérdida de
agua y la deteccion de estimulos sensoriales %1°. La piel tiene tres capas: la epidermis, la dermis y
la hipodermis (tejido subcuténeo) (Figura 1.1).

/ / / Tallo del pelo
/ / Glandula sebacea
i /

’\\;\'C‘ Vs - ¢ " |-Epidermis

-Dermis

}.Tejido
| subcutaneo

=
\

ggderml.s Células

O, \
.= escamosas

\ 'Vaso linfatico
‘Nervio

'Foliculo piloso
‘Tejido graso
I~ Célula basal Glandula sudoripara

—Melanocito

‘\Vasos c*lares
“ W

—— e —

Figura 1.1: Estructura de la piel. El cuadro ampliado muestra un esquema de la unidad

epidérmica de melanina. (Fuente: www.cancer.gov)
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Epidermis: es la capa superior de la piel, es muy delgada, relativamente avascular y es un

epitelio plano estratificado, queratinizado, separado de la dermis por la membrana basal. Dado

que es avascular, depende de la dermis para su nutricion %%,

La principal funcion de la epidermis es la de actuar como barrera fisica para heridas mecanicas,

térmicas y frente a agentes externos como: virus, bacterias, radiacion ultravioleta, radiacion

ionizante, ondas electromagnéticas %12,

La epidermis se constituye por cuatro capas o estearatos (desde lo méas profundo a lo més

superficial): basal, espinoso, granuloso y corneo 1012,

Los tipos de células de la epidermis son:

Queratinocitos (90 %): son células cilindricas, basofilas, asientan sobre la membrana basal.
Los queratinocitos se renuevan constantemente por mitosis y se desplazan desde el
estearato basal hacia la superficie, en su transito acumulan queratina en su citoplasma, y a
medida que se aproximan a la superficie mueren y se desprenden de la piel. Este
desplazamiento de los queratinocitos da origen a la estratificacion de la epidermis en los
estearatos basal, espinoso, granuloso y corneo %12,

Melanocitos (5 %): son células dendriticas, ubicadas en el estearato basal. Son las células
responsables de la pigmentacion de la piel mediante la produccién del pigmento marrén
melanina. Estas células son las que pueden convertirse en melanoma (neoplasia que se
origina en los melanocitos, ver seccion 1.4.) 1011,

Células de Langherans (3-5 %): son células dendriticas que encuentran en el estearato
espinoso. Son células presentadoras de antigenos, por lo que juegan un rol fundamental en
la inmunidad de la piel 112,

Células de Merkel (0,1 %): son células no dendriticas que se encuentran en el estearato

basal y se relacionan con las terminaciones nerviosas sensitivas 1011,

La epidermis se encuentra separada de las demas capas por la membrana basal. En los
estadios iniciales el melanoma se encuentra confinado en la epidermis, pero en estadios
mas avanzados puede atravesar la membrana basal hacia capas méas profundas de la piel,

llegando hasta los capilares 10113,
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e Dermis: es laresponsable de darle a la piel su firmeza y elasticidad. En esta capa se encuentran
foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, vasos sanguineos y nervios. Esta formada por células

del tejido conjuntivo 101,

e Hipodermis: es la capa méas profunda de la piel. Con la dermis forma una red de células

adiposas y colageno. Es responsable de la termorregulacion 1011,

1.2.1. Pigmentacion de la piel

Los melanocitos ubicados en la capa basal de la epidermis producen la melanina, sustancia
responsable de la pigmentacion de los tejidos y que posee propiedades antioxidantes para
neutralizar los radicales libres producidos en las células de la epidermis por la radiacion
ultravioleta (UV). Existen dos tipos de melaninas: las eumelaninas de color pardo-negruzcas y las
feomelaninas de color pardo-rojizas. Las eumelaninas son mas efectivas que las feomelaninas en
términos de fotoproteccién, dado que las feomelaninas son fotosensibles sufriendo degradacion
oxidativa. La relacion de eumelaninas/feomelaninas es mayor en las pieles tipo V' y VI, que en las
pieles tipo | y Il. La relacion de eumelaninas/feomelaninas, determina el fenotipo, pero también
propiedades de fotoproteccion y citotoxicidad 4*°,

La sintesis, almacenamiento y transporte de la melanina se produce dentro de unos
organelos citoplasmaticos llamados melanosomas. La melanina es sintetizada a partir del
aminoacido tirosina. Los melanosomas son una variante de lisosomas, en los cuales el sustrato
tirosina es oxidado a DOPA, y posterirormente a DOPAquinona. En presencia de cisteina la
DOPAquinona, por adicion, oxidacion y polimerizacion, genera los pigmentos feomelaninas. En
ausencia de los tioles de las cisteinas se producen los pigmentos eumalinas por ciclacion de la
DOPAquinona y posteriores oxidaciones y polimerizaciones. Las melaninas son transportadas
dentro de los melanosomas por unas proyecciones citoplasmaticas (dendritas) de los melanocitos

hacia los queratinocitos de la epidermis 16-8,
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1.2.2. Regulacién de los melanaocitos por la radiacion ultravioleta

Los melanocitos en la piel de un adulto no presentan un alto indice de recambio celular.
Sin embargo, ante la exposicién a radiacion UV, se requieren cantidades adicionales de melanina
y la division celular de los melanocitos aumenta. Cuando la exposicion a la radiacion UV cesa, el
numero de melanocitos y la cantidad de melanina retorna a sus valores normales. Los cambios en
la respuesta proliferativa, requieren de un adecuado balance entre las sefiales positivas y negativas
regulatorias de la division celular. Las alteraciones en estas sefiales resultan en una division celular
descontrolada 4.

La radiacion UV también estimula rapidamente la acumulacion de la proteina p53 en los
melanocitos. La p53 es producida por las células en situacién de estrés, e induce la suspension en
las fases G1/G2 del ciclo celular para reparacion del ADN y apoptosis celular en los casos en los
que ADN es irreparable. Se han detectado mutaciones en el gen de p53 en varios tumores,
indicando que la proteina p53 es un importante agente supresor de tumores 14192,

Otro agente supresor de tumores que es acumulado en los melanocitos con la exposicion a
radiacion UV es la proteina quinasa p16'™K4 dependiente de ciclina (cdk4) que se codifica por el
gen CDKN2A. La p16'™K% g diferencia de la p53 se acumula en los melanocitos luego de 24 - 48
horas después de la irradiacion. Esta proteina retrasa las fases S y G2 del ciclo celular. Las
mutaciones que generan la pérdida de la p16™K“¢ se correlacionan con un incremento en el dafio
del ADN luego de la exposicién a radiacion UV, mayor proliferacion de células tumorales y peor
prognosis en pacientes con melanoma 42+-23,

La radiacion UV estimula la sintesis y liberacion de la hormona a-melanocito estimulante
(0-MSH), la cual por medio del receptor de melanocortinatipo 1 (MC1R) en los melanocitos activa
la cascada de cCAMP. La cascada de cAMP activa una serie de eventos que culminan con el
incremento en la sintesis de melanina .

Los retrasos en el ciclo celular de los melanocitos irradiados por radiacion UV son
superados cuando la a-MSH estimula la produccion de la sustancia fotoprotectora melanina. Sin
embargo, la a-MSH no causa cambios significativos en la expresion de los genes reguladores del

ciclo celular de los melanocitos *.
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1.2.3. Receptor de melanocortina tipo 1 (MC1R)

El término melanocortina refiere a una familia de péptidos hormonales derivados de un
precursor comun, el péptido precursor proopiomelanocortina (POMC). EI MCRL1 pertenece a una
familia de receptores de melanocortina (MCR) que consiste en cinco subtipos (MC1, MC2, MC3,
MC4 y MC5) los que han sido clonados y caracterizado. Estos receptores pertenecen a la familia
de receptores del tipo Rodopsina (7tm_1), que se caracterizan por ser receptores de membrana
constituidos por siete dominios transmembrana que estan acoplados a proteinas G (GPCR). Los
cinco tipos de MCR median sus efectos gracias a la generacion de cAMP a través de la
estimulacién de la adenilato ciclasa con la subunidad Ga de la proteina G. En los melanocitos la
unioén del ligando a-MSH al receptor MC1R, resulta en un aumento intracelular de cCAMP el cual
estimula la expresion del gen para tirosinasa, enzima involucrada en la sintesis de melanina a partir

de tirosina 152428,

La diferencia entre los subtipos de receptores radica en la distribucion de los mismos en
los diferentes tejidos, la afinidad por diferentes ligandos y roles fisiologicos. Los MCR regulan
importantes funciones bioldgicas como la ingesta de alimentos, la homeostasis, la produccion de
cortisol, el comportamiento sexual y la secrecion de glandulas exocrinas. En la Tabla 1.1, se

pueden apreciar los diferentes subtipos MCR, su ubicacion y afinidad por ligandos 52728,

Tabla 1.1: Diferentes subtipos de receptores de melanocortina: distribucion y ligandos

Subtipo de o .
Distribucion Ligandos
receptor MCR

Melanocitos, queratinocitos, fibroblastos, células
MC1R ) ) ] a-MSH, ACTH > B-MSH > y-MSH
endoteliales, células presentadoras de antigenos.

MC2R Corteza adrenal, adipocitos. ACTH

MC3R Cerebro, intestino, placenta. a-MSH, B-MSH, y- MSH, ACTH
MC4R Cerebro. a-MSH, p-MSH, ACTH

MC5R Tejidos periféricos, glandulas sebaceas. a-MSH, B-MSH, ACTH

MCR: indica Receptor de Melanocortina; MSH: indica Hormona Estimulante de Melanocitos; ACTH: indica

Hormona Adrenocorticotropina.
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El MC1R se encuentra en varios tipos celulares: melanocitos, queratinocitos, células
endoteliales, fibroblastos, células presentadoras de antigenos. Sin embargo, la mayor densidad se
encuentra en los melanocitos. En los melanocitos la funcion de MC1R, mediada por a-MSH es la
melanogeénesis. En los otros tipos celulares el receptor se encuentra vinculado a efectos anti-

inflamatorios o inmunosupresores de o-MSH 127730,

Estudios in vitro de actividad por ensayo de competitividad y medicion de concentracion
intracelular de cAMP, mostraron que el MC1R humano presenta la siguiente orden de potencias
de afinidad por ligandos: a-MSH = ACTH > B-MSH > y-MSH. En cambio, estudios en ratones
mostraron mayor afinidad por a-MSH que por ACTH. En ratones, el MCR1 es expresado en mayor
densidad, en comparacién con humanos. Sin embargo, en humanos la produccién de CAMP es mas

prolongada y MC1R se ve menos afectado por desensibilizacion 152728,

En los tumores de melanoma, el MC1R se ha encontrado sobreexpresado en las células de
melanoma murino y humano, en comparacion con células y tejidos normales. Se ha descrito que
mas de un 80 % de tumores humanos de melanoma, obtenidos de pacientes metastasicos presentan
receptores MCIR para o-MSH. Los MCIR en células humanas de melanoma son
aproximadamente: 1000 — 6000, en células murinas de melanoma el nimero de receptores es

aproximadamente 5000 — 8000 253133,

1.2.4. Estructura del MC1R

El gen humano para MC1R fue clonado en 1992 y ha sido mapeado al cromosoma 16q14.3
3.35 EI MCR1 pertenece a la familia de proteinas transmembranas receptoras acopladas a proteinas
G (GPCR), siendo dificil su cristalizacion para el estudio de la estructura secundaria y terciaria.
Se cuenta con informacion de la estructura secundaria y terciaria de algunas proteinas
transmembrana de la familia de las rodopsinas que han sido cristalizadas u obtenidas por
microscopia electronica. Estas estructuras han sido usadas como molde molecular para generar

modelos computacionales del MC1R 3641,

El MC1R tiene una secuencia de 317 aminoacidos en el humano y 315 en el ratén con

caracteristicas propias de la familia de las GPCR (Figura 1.2): dominio N-terminal como
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fragmento extracelular, siete fragmentos transmembrana (TM) y el dominio C-terminal como

fragmento intracelular 2738,

Dominio N-terminal: constituido por 35 aminoacidos, el extremo N-terminal del MC1R
funciona como una sefial de anclaje no escindible. Comparte con los otros MCR la secuencia
consenso en el extremo N-terminal para glicosilacion. La mutacion del aminoécido Ser6 por Ala
ha sido descrita como causa de pérdida de afinidad por agonistas radiomarcados 243, En todos los
subtipos de MCR se observa un un residuo de Cys en TM1 cerca del sitio de unién del dominio
N-terminal. Cuando este residuo de Cys es remplazado por Gly o Ala, en una mutacion, se observa
pérdida de la actividad del receptor. Una posible explicacion es un enlace disulfuro intramolecular

con otra Cys en el tercer bucle extracelular o un enlace intramolecular que contribuya a la

dimerizacion del receptor 3844,
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Figura 1.2: Estructura del MC1R. Adaptado de Garcia Borron, 2005 3,
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Bucles extracelulares: una de las caracteristicas de los MCR diferentes a las demas GPCR
es gue presentan bucles mas cortos y principalmente el segundo bucle. El tercer bucle se encuentra
ampliamente conservado en las GPCR, siendo rico en Pro y Cys. El tercer bucle podria estar
implicado en el reconocimiento de ligandos agonistas, dado que las mutaciones Glu269 y Thr272
por Ala en este bucle disminuyen la afinidad de ligandos agonistas *°. Sin embargo, se desconoce
si mutaciones Glu269 y Thr272 tienen contacto directo con los ligandos o si la pérdida de afinidad
se debe a cambios conformacionales en la disposicion espacial del TM6 que alteren la unién de
ligandos. Los ligandos se unen a espacios conformacionales con carga negativa que involucran
varios fragmentos de TM, incluidos el TM6 . Los enlaces disulfuro son muy importantes en la
estructura conformacional de los MCR. Asi, mutaciones en Cys267 y Cys275 por Gly o Ala fueron

relacionados a pérdida de actividad “°.

Bucles intracelulares: son la interface para la union de proteinas G heterotriméricas y
poseen sitios de fosforilacion implicados en la regulacion de la sefializacion e internalizacion. El
segundo bucle intracelular es importante para las funciones de MCR1, mutaciones en este bucle
en humanos se asocian a perdida de funcion total o parcial. Otro punto critico para la funcionalidad
del MC1R es el tripéptido *'DRY*3, caracteristico de esta clase de receptores que se encuentra
en la interface entre TM3 y el segundo bucle intracelular. EIl bucle tres, sin embargo, se encuentra

poco conservado en los MCR 38,

Dominios transmembrana (TM): en estos se encuentra el sitio de union de agonistas
endogenos, este sitio es llamado sitio ortostatico. La familia de las MCR comparte muchos
ligandos enddgenos, por lo que la secuencia de aminodcidos del sitio de unidn ortostatico se
encuentra conservada en la familia MCR para la unién de los ligandos end6genos melanocortinas.
El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los cinco subtipos de receptores MCR
demuestra una elevada homologia y el estudio de mutaciones en los residuos conservados ha
permitido a los investigadores detectar los aminoacidos constituyentes del sitio ortostatico
implicados a la unién de los agonistas endogenos. Para MCR1, una region altamente cargada
conteniendo Glu94 (TM2), Aspl117 y Aspl121 (TM3) interaccionan con el residuo de Arg del core
farmacoforo His-Phe-Arg-Trp (HFRW) de los agonistas enddégenos MSH. Los residuos
aromaticos localizados en el TM6, Trp254, Phe257 e His260, tambien interaccionan con los

residuos aromaticos del farmacéforo 27:3847,
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Dominio C-terminal: extremo intracelular corto, con aproximadamente 19 aminoacidos,
de los cuales seis son invariantes en los MCR. Este dominio esta implicado en: (i) interaccion de
complejo ligando-receptor con las proteinas G, (ii) correcta disposicion del receptor en la
membrana plasmatica mediante acetilacion de residuos de Cys e integracion de la cadena acetilada
en la bicapa lipidica, (iii) generacién de sefiales intracelulares, (iv) desensibilizacion e
internalizacion del receptor (mediante fosforilacion de residuos Ser y Thr). Mutaciones con

supresion de los ultimos cinco aminoacidos llevan a la pérdida total de la funcionalidad de MC1R
38,44

Mientras que los residuos aminoacidicos que constituyen el sitio ortostatico estan
ampliamente conservados en la familia MCR, los sitios alostéricos no. A estos sitios alostéricos se
unen antagonistas enddgenos y ligandos exdgenos con diferentes afinidades para los subtipos de
MCR. Evidencia creciente demuestra que los sitios de union alostéricos en lo MCR se encuentran
en el dominio extracelular a diferencia de los sitios ortostaticos que se encuentran en el dominio
intracelular. La proteina relacionada con agouti (AGRP) es un antagonista de los MC3R y MC4R
que se une a los sitios ortostaticos y alostéricos y la proteina sefializadora de agouti (ASIP) es un
antagonista selectivo de MC1R, MC4R 2748,

1.2.5. Hormona a-melanocito estimulante (a-MSH)

Los péptidos melanocortinas (ACTH, a-, - y y-MSH), asi como los péptidos bioactivos 3-
endorfinas y la hormona B-lipotropina (B-LPH), son todos productos de escision del péptido
precursor POMC producido por la glandula pituitaria, hipotdlamo, otras regiones del cerebro y

tejidos periféricos como el tracto gastrointestinal (Figura 1.3) 154950,

POMC
NHF*‘ COOH
i / \ AN \
‘\ ACTH \ pe B-endo ‘\\
MSH
¥,-MSH o-MSH B-MSH

Figura 1.3: Representacion esquematica de POMC. Adaptado de Silva, 2014 #°
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La hormona a-melanocito estimulante (a-MSH) es un tridecapéptido lineal: Ac-Ser-Tyr-

Ser- Met*-Glu®-His-Phe’-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH,. El cual al igual que otros péptidos
enddgenos presenta una semivida corta por degradacion proteolitica. La secuencia His-Phe-Arg-
Trp se encuentra conservada en varias especies y es necesaria para el reconocimiento del MC1R y
consecuente actividad bioldgica. Estudios de estructura-actividad han demostrado que el
reemplazo de los residuos Met* y Phe’ por Nle y D-Phe, respectivamente, generan el potente
analogo sintético [Nle*,DPhr]-a-MSH, también Ilamado NDP-MSH. NDP-MSH presenta una

concentracion inhibitoria media (ICso) de 0.21 nM, y es enzimaticamente estable in vivo 41,

1.3. Cancer de piel

El cancer de piel es uno de los canceres mas comunes, especialmente en las personas de
piel blanca, con mas de 1 millon de nuevos casos en el afio. Los canceres de piel se nombran segun

el tipo de célula en el cual se originan.
Los tres tipos de cancer de piel mas comun son:

e Carcinoma de células basales (CCB). Siendo las células basales los queratinocitos ubicados en
el estearato basal de la epidermis.

e Carcinoma de células escamosas (CCE). Las células escamosas son los gueratinocitos que
constituyen la capa mas externa de la epidermis, los cuales son células planas que se
desprenden al formarse nuevas células.

e Melanoma. Cancer de las células melanocitos.

CCB y CCE en conjunto, se los denomina canceres de piel no melanoma. Los canceres de
piel no melanoma tienen una alta prevalencia e incidencia, sin embargo, no son agresivos y tienen

bajo indice de mortalidad. El melanoma es el cancer de piel mas agresivo %2,

El CCB es el mas comun de los dos tipos no melanoma, representando cerca de tres cuartos
de los canceres de piel no melanoma. Generalmente surge en personas de edad avanzada y en
zonas expuestas al sol, como cabeza y cuello. Este tipo de cancer tiende a crecer lentamente, sin

llegar a metastasis. Pero si no se trata puede extenderse a areas cercanas como hueso. La
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reincidencia de este cancer es elevada, principalmente si no se extrae completamente. EI CCE se
genera en las zonas corporales mas expuestas al sol, pero también puede surgir en cicatrices

(queratoacantomas) y en la piel del area genital 23,
Otros tipos de canceres de piel no melanoma menos frecuentes que CCB y CCE son:

Carcinoma de células de Merkel

Sarcoma de Kaposi

Linfoma cutaneo

Tumores de los anexos de la piel (tumores que se originan en los foliculos pilosos en las

glandulas de la piel)

Otros tipos de sarcomas

En conjunto, estos tipos representan menos de 1 % de todos los casos de cancer de piel 2.

1.4. Melanoma

El melanoma es una neoplasia que se origina en los melanocitos. Los melanocitos derivan
de las células embrionarias de la cresta neural y durante la embriogénesis migran y se diferencian
en la epidermis. Los melanocitos también se encuentran en otros tejidos como meninges, mucosas,
oidos y ojos (Gvea). De esta forma, existen melanomas: cutaneos (o mas comunes) originados en
los melanocitos de la epidermis; de las mucosas, producidos en los melanocitos ubicados en las

membranas mucosas; uveal originados en los melanocitos residentes en el estroma ocular 8%,

El melanoma cutaneo representa solamente un 5 % del cancer de piel, sin embargo, esta
asociado a un 75 % de la mortalidad por cancer de piel *°. Si es detectado en estadios tempranos,
hay una elevada probabilidad de cura por escision quirdrgica. Sin embargo, el melanoma es
rapidamente metastasico, siendo la sobrevida menor en estadios avanzados dada la actual falta de
tratamientos para melanoma avanzado. De esta forma, el diagnostico temprano del melanoma es

un factor determinante en la sobrevida del paciente 53-°°,
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1.4.1. Epidemiologia

En las dltimas tres décadas, la incidencia de melanoma maligno se ha cuadruplicado.
Aungue este aumento en la incidencia se debe en parte a un aumento en la deteccion por programas
de salud, existe evidencia de un aumento real en la incidencia. La mortalidad también ha
aumentado, siendo peor en los hombres, en los cuales la deteccion de melanoma se asocia a

estadios mas avanzados °%°7.

Seguin la OMS 132000 nuevos casos de melanoma son detectados en todo el mundo *. La
mayor incidencia se registra en paises con fuerte irradiacion solar y con poblacidon caucésica:
Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos, Europa y Sudafrica. Mientras que los paises con menor
incidencia son los de Asia >>°"*°, En las Figuras 1.4 y 1.5 se aprecia la distribucion de la incidencia
y mortalidad en el mundo, segun datos de GLOBOCAN 2012 - IARC.

Australia es el pais con mayor incidencia y mortalidad de melanoma en el mundo. Cada 6
horas una persona muere por melanoma. En el 2015, en Australia se estimaron 49 nuevos casos/
100000 personas afio y 5.9 muertes/100000 personas afio °*%!, En Estados Unidos, segln datos de
Surveillance Epidemiology and End Results Program (SEER), para el periodo 2008-2012 se
estimaron: 21.6 nuevos casos de melanoma/100000 personas afio y 2.7 muertes/100000 personas
afio. Para el 2016, en Estados Unidos se estiman 76380 nuevos casos de melanoma y 10130

muertes por melanoma 6263,

Uruguay se encuentra dentro de los paises de América del Sur con mayor incidencia y
mortalidad de melanoma. En Uruguay, segin datos de GLOBOCAN - IARC, en el 2012 la
incidencia y mortalidad de melanoma para ambos sexos fue de 4.1 nuevos casos/100000 personas
afio y 0.9 muertes/100000 personas afio. En mujeres: 3.8 nuevos casos/100000 personas afio y la
mortalidad de 0.7 muertes/100000 personas afio. En hombres: 4.6 nuevos casos/100000 personas

afio y la mortalidad de 1.3 muertes/100000 personas afio ®.
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Figura 1.4: Incidencia de melanoma en el mundo. Fuente: GLOBOCAN 2012 (IARC)
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Figura 1.5: Mortalidad de melanoma en el mundo. Fuente: GLOBOCAN 2012 (IARC)

El melanoma tiene una media de diagnéstico en los 57 afios de edad. Sin embargo, a
diferencia de otros tipos de cancer solidos, el melanoma presenta una elevada incidencia en la
segunda y tercera década de edad. El melanoma es el cancer mas comun en los adultos jévenes de

25-29 afos y el segundo tipo de cancer en personas jovenes de 15-29 afios de edad 576164,
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En relacion al sexo, el melanoma tiene una ligera predominancia en los hombres, con una

relacion 1.3/1 para hombres/mujeres. En los hombres el melanoma tiende a generarse con mayor

frecuencia en el tronco, mientras que en las mujeres es mas frecuente en las piernas .

1.4.2. Factores de riesgo

Los factores de riesgo son todos aquellos que aumentan la probabilidad que se produzca

una enfermedad, como por ejemplo el cancer. Los factores de riesgo pueden ser prevenibles o no,

por ejemplo, la exposicion a luz UV es prevenible, pero la edad no lo es. Dentro de los factores de

riesgo asociados con melanoma se incluyen 57:61.65.66

Exposicion a la radiacion ultravioleta A y B, ambiental o artificial ej.: camas solares.

Piel tipo 1 y I1: individuos de piel blanca, cabello rubio o pelirrojo, ojos claros, con incapacidad
de broncearse.

Historial de quemaduras solares en la nifiez: mas de 5 con ampollas.

Lunares (llamados nevus o nevo): lunares atipicos (displésicos), sindrome de nevus
displasicos, nevos melanociticos congénitos.

Antecedentes familiares de melanoma.

Antecedente personal de melanoma u otros canceres de piel.

Sistema inmune debilitado: personas VIH positivo, personas en tratamiento con
inmunosupresores (ej.: trasplante de 6rganos, enfermedades autoinmunes).

Edad avanzada.

Sexo masculino.

Xeroderma pigmentoso (XP): es una enfermedad hereditaria, que afecta la capacidad de las

células de la piel de reparar el dafio causado a su ADN.

El aumento de la incidencia del melanoma en las ultimas tres décadas ha motivado el estudio

de los factores de riesgo. La radiacion UV tiene propiedades carcinogénicas demostradas, en

relacion a esto, la deplecion de la capa de ozono es un factor importante, ya que causa mayor

irradiacion solar °797,
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Por otro lado, las tendencias culturales son también un factor importante. Vinculado a esto, el
aumento de cancer de piel especialmente en la poblacién joven en paises desarrollados se ha
asociado al uso de la cama solar. Inicialmente las camas solares estaban clasificadas por la Food
and Drug Administration (FDA) como clase | (riesgo bajo), pero en setiembre del 2014, la
clasificacion cambio a clase Il (riesgo moderado). De acuerdo con un metanalisis realizado en
2006 por IARC, el uso de camas solares en personas menores a 35 afios, aumenta 1.75 el riesgo

relativo de tener melanoma 6869,

En cuanto a los factores genéticos, existen mutaciones de genes que son hereditarias y otras no
hereditarias que son somaéticas y se producen durante el desarrollo del tumor. Las mutaciones
hereditarias en los genes supresores de tumores como CDKN2A (codifica la proteina p16) y CDK4
se asocian con una mayor probabilidad de desarrollar melanoma. Dentro de las mutaciones
somaticas, una que ha creado interés en los Ultimos afios como objetivo de terapia, es la mutacién
del oncogén BRAF, el cual estimula la proliferacion celular. Un 40 a 60 % de los melanomas
presentan mutacion en este gen %72, En cuanto a mutaciones del MC1R, algunas mutaciones de
este receptor afectan el fenotipo de pigmentacion (piel y cabello pelirrojo) y se podrian asociar a

una mayor probabilidad de cancer de piel (melanoma y no melanoma) *°.

1.4.3. Clasificacion histopatolégica del melanoma cutaneo

Existen principalmente cuatro subtipos de melanoma gue han sido caracterizados:

e Melanoma de extension superficial: constituye aproximadamente el 70 % de los melanomas y
tiene un crecimiento radial en la epidermis. Los sitios mas comunes son: en el tronco en los
hombres y en las piernas en las mujeres >,

e Melanoma nodular: corresponde a un 15 —30% de los casos. Se caracterizan por un crecimiento
vertical, con poco crecimiento radial. Puede aparecer en cualquier sitio. Generalmente son de
color marrdn, rojo, gris o0 negro, pero pueden no tener color. La epidermis frecuentemente sufre
ulceracion %7,

e Melanoma lentigo maligno: corresponde a 4 — 10 %, con mayor frecuencia en adultos mayores

y en areas de exposicién cronica al sol (cara, cuello, espalda y extremidades superiores). Su
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precursor es un lentigo maligno, que presenta un lento crecimiento, de forma irregular y con

una macula pigmentada. EI melanoma lentigo maligno se determina cuando existe un cambio

de pigmentacion o un cambio en la superficie palpable "3,

e Melanoma acral lentiginoso: representa un 2 al 8 % de los casos. Frecuente en asiaticos y

afroamericanos. Se presenta en zonas desprovistas de pelo: palmas de manos, regiones

subungueales y planta de los pies >3,

Otros subtipos menos frecuentes de melanoma constituyen: melanoma de mucosas,

melanoma desmopléstico y melanoma amelanético. EI melanoma de mucosas se localiza

generalmente en mucosas de cavidad nasal y oral, mucosas vulvar y anorrectal. En el melanoma

desmoplastico, los melanocitos malignos estan rodeadas por tejido fibroso, pueden aparecer dentro

de un lentigo maligno. Los melanomas amelanéticos, carecen de color, o son rosado claro, su

diagndstico es muy dificil ya que pueden confundirse con otras condiciones de la piel >>73,

1.4.4. Deteccion precoz

La deteccibn precoz y consiguiente
diagnostico son limitantes en el prondstico de
la enfermedad. La deteccion inicial muchas
veces surge del propio paciente que consulta
a su médico tratante ante la sospecha. La
sefilal mas importante para la deteccion es
algan lunar nuevo en la piel o uno existente
que haya cambiado en su tamafio, forma o
color. Otra sefial importante es algun lunar
que luzca distinto a los otros presentes en la
piel. La regla ABCDE es un método para
identificar las sefiales habituales de
melanoma en estadios iniciales "* (Figura
1.6).

BENIGNO MALIGNO
A “
-
B
C
D
E

Figura 1.6: Criterios ABCDE de melanoma.
Comparacién entre lunar benigno y maligno.

Fuente: Skin Cancer Foundation .
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La regla ABCDE corresponde a:

e A de Asimetria: la mitad del lunar o marca de nacimiento no corresponde a la otra mitad.

e B de Borde: los bordes son irregulares, desiguales, dentados o poco definidos.

e Cde Color: el color no es uniforme y pudiera incluir sombras color marron o negras, o algunas
veces con manchas rosadas, rojas, azules o blancas.

e D de Diametro: el lunar mide més de 6 milimetros de ancho, aunque algunas veces los
melanomas pueden medir menos.

e E de Evolucién: el tamafio, la forma o el color del lunar cambian.

Otras sefiales de advertencia son la inflamacién, sangrado y cambio de sensibilidad.

1.4.5. Diagnostico, estadificacion y prondstico

El diagndstico del melanoma se basa en el examen clinico del especialista (dermat6logo)
para la identificacion de la lesion, en la confirmacion histopatoldgica y en la estadificacion de la
enfermedad. La estadificacion del melanoma es un punto critico en la seleccion del tratamiento .
Una vez confirmado el melanoma se aplican otros criterios de clasificacion. La clasificacion
tumor-nédulos-metastasis (TNM) de la American Joint Commission on Cancer (AJCC) '°, por
ejemplo, es un sistema de estadificacion estandar que permite clasificar la progresion del cancer.
El sistema TNM considera el indice de Breslow (espesor del tumor en fase de crecimiento vertical),
el indice de Clark (nivel de invasion en capas cutaneas), grado de afectacién linfaitca, ulceracion
y la presencia de metastasis. Asi, establecen la siguiente clasificacion: estadio 1y I, se compone
de los pacientes sin metastasis regionales o distantes. En el estadio Ill, los pacientes tienen
metastasis ya sea en los ganglios linfaticos regionales o en los sitios intralinfaticos. Por ultimo el

estadio IV, los pacientes tienen metastasis en lugares distantes >"7>7¢,

En dermatologia, una de las técnicas mas utilizadas para observar areas de la piel con mayor
claridad e identificar alteraciones pigmentadas es la dermatoscopia (también llamada microscopia
de epiluminiscencia [ELM] o microscopia de superficie). Es una técnica de diagnostico por imagen

no invasiva la cual contiene lentes de ampliacion, una fuente de luz colocada cerca de la piel y
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posibilidad de obtencion de fotografias digitales. Una vez identificada la lesion el diagndstico es

confirmado mediante una biopsia y su estudio histopatolégico 3.

De confirmase el diagnéstico de melanoma cutaneo, se pueden realizar biopsias de los
ganglios linfaticos adyacentes para determinar si el cancer se ha propagado a ellos. La biopsia de
ganglio linfatico centinela se realiza para determinar si existe propagacion del melanoma a los
ganglios linfaticos adyacentes. Para la deteccion de ganglios linfaticos adyacentes se emplean
técnicas centellograficas con radiotrazadores como marcados con *™Tc (ej. ®*"Tc nanocoloide),
hibridos (radioactivos-fluorescentes, ®*"Tc nanocoloide-indocianina verde). Una vez removido el

ganglio centinela son analizados por histopatologia >>77-8!,

Los estudios por imagenes se realizan para localizar una posible propagacion del melanoma
en los ganglios linfaticos o en otros érganos distales del cuerpo. También se emplean para realizar
un seguimiento de la enfermedad o para evaluar una reincidencia. Los estudios de imégenes
pueden ser: radiografia de térax, tomografia computada (computed tomograpghy, CT), resonancia
magnética (magnetic resonance imaging, MRI) y tomografia por emision de positrones (positron

emission tomography, PET) °>°7,

El factor determinante en el pronéstico de la enfermedad es el estadio al momento del
diagnostico. Con un diagnostico temprano de melanoma la sobrevida es de 5 afios en
aproximadamente un 92 % de los casos. La sobrevida a 5 afios decae a 63 % cuando la enfermedad
llegé a los ganglios linfaticos y a un 17 % cuando existe metastasis en 6rganos distantes 6253, El
predictor mas importante de la sobrevida es el estatus tumoral de los ganglios linfaticos adyacentes
al tumor, al detectarse metastasis en estos los factores prondstico basados en el tumor primario
pierden relevancia en la prediccion de la recurrencia o sobrevida. La posibilidad de desarrollar
metastasis es proporcionalmente directa a la capacidad metastatizante de las células del melanoma,
la profundidad de la lesion, la presencia de ulceraciones y otras variables dependientes del tumor

primario y el paciente 68284,
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1.5. Imagenologia molecular

La imagenologia molecular es definida como la caracterizacion y medicion de los procesos
bioldgicos en los seres vivos a nivel celular y molecular, empleando técnicas de imégenes. La
imagenologia molecular investiga anormalidades moleculares que constituyen la base de la
enfermedad, en lugar de evaluar por imagenes los efectos finales de estas alteraciones moleculares.
Los principios de imagenologia molecular son aplicados a medicina molecular . Uno de los
grandes campos de aplicacion de la imagenologia molecular es la oncologia, brindando

informacion necesaria para mejorar el diagndstico precoz, estadificacion y planeamiento de terapia
86,87

La imagenologia molecular combina métodos de imagen no invasiva con herramientas de
biologia molecular y celular. Las técnicas de imagenologia molecular PET (tomografia de emision
de positrones del inglés Positron Emission Tomography) y SPECT (tomografia por emision de
foton simple del inglés Single Photon Emission Computer Tomography) son modalidades de
imagen que utilizan moléculas marcadas radioactivamente que se distribuyen en el organismo
luego de su administracion. Estas técnicas varian en sus caracteristicas y presentan diferente

sensibilidad y resolucion espacial 8-,

En medicina es tan importante conocer la morfologia, como la fisiologia en condiciones
normales y patoldgicas. Técnicas de imagen como la Tomografia Computarizada (CT del inglés
Computed Tomography) y la Resonancia Magnética Nuclear (NMR del inglés Nuclear Magnetic
Resonance), a través de su alta resolucion espacial sirven para identificar alteraciones
morfoldgicas, mientras que el PET y el SPECT brindan informacion funcional. Es asi que la
imagen molecular tiende a la fusién de técnicas como CT y NMR, con PET y SPECT, combinando

de esta forma la informacion anatdmica con la funcional 8%,

La gamma camara es un dispositivo que permite detectar la radiacion gamma y a partir de
la misma generar una imagen sobre su distribucion en el espacio. Es asi que luego de la
administracion al paciente en estudio de un radionucleido emisor gamma puro (*°™Tc, In, 12| y
125)), una o varios detectores gamma rotan alrededor del paciente en estudio para obtener y
reconstruir los datos obtenidos por la emision de un foton simple en forma de rayos gamma. A

partir de varias proyecciones o cortes bidimensionales se puede realizar una reconstruccion
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tridimensional que es lo que se denomina un SPECT. Para el estudio en pequefios animales existen
camaras micro SPECT las cuales permiten obtener imagenes de mayor resolucién y sensibilidad
que las utilizadas en humanos . En la Figura 1.7 se muestra el esquema del proceso de adquisicion
de una imagen centellografica planar y en la Figura 1.8 se muestra los equipos micro
PET/SPECT/CT y SPECT-CT de humanos capaces de adquirir imagenes tridimensionales.

Analisis de
| Datos

I

|
|

Detector

Radiotrazador

Figura 1.8: (A) Equipo comercial para pequefios animales Siemens Preclinical Inveon
PET/SPECT/CT (Siemens Medical Solution Incorporated, TN, EEUU)%. (B) Sistema SPECT-
CT utilizado en humanos.
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En el caso de PET la molécula es marcada con un radionucleido emisor de positrones (*°F,
150, 13N y 11C) los que por aniquilacion producen dos fotones en direcciones opuestas de 511 KeV.
Los detectores de un tomografo PET estan dispuestos en anillo alrededor del paciente, las
detecciones en coincidencia de los fotones generados en cada aniquilacion permiten la
construccién de la imagen PET. En la Figura 1.9 se muestra un esquema del proceso de adquision

de una imagen PET 889,

Unidad de procesamiento

Reconstruccién de imagen

Figura 1.9: Esquema del proceso de adquisicion de una imagen PET

1.5.1 Radiofarmacos

Un radiofarmaco es una sustancia quimica definida, que contiene &tomos radiactivos en su
estructura y es apto para ser administrado en seres humanos con fines de diagndéstico o terapia en
medicina nuclear. Pueden ser moléculas organicas e inorganicas pequefias, 0 macromoléculas
(anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y péptidos) que son marcadas radioactivamente y son
administrados por via venosa. No tienen efecto farmacologico, sino que su efecto estd mediado
por la radiacion emitida. Segun su aplicacion médica se pueden clasificar en radiofarmacos de
diagnostico o terapia. También se pueden clasificar segun sus caracteristicas de biodistribucion en:
aquellos en los cuales su biodistribucion es determinada exclusivamente por sus propiedades
quimicas y fisicas; y aquellos que la distribucion final es determinada por su capacidad de union a
un receptor determinado o por otra interaccion bioldgica. Estos Gltimos son los llamados

radiofarmacos especificamente dirigidos a blancos moleculares %%,
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1.5.2 Radiofarmacos de Diagndstico

Con la imagenologia molecular, existe una elevada demanda para el desarrollo de nuevos
agentes de imagen (radiofarmacos de diagndstico) que sean sensibles y especificos; y que
rapidamente puedan ser traducidos de pequefios modelos animales a pacientes. Las técnicas de
imagen SPECT y PET poseen la habilidad para detectar y monitorear en forma seriada y no

invasiva una variedad de procesos biologicos y fisiopatoldgicos.

Un radiofarmaco de diagndstico es la molécula marcada con is6topos emisores de un foton
simple en forma de rayos gamma para el caso de ser empleado en gamma camaras o con is6topos
emisores de positrones para PET. En general, los radiofarmacos de diagnostico se utilizan en
concentraciones muy bajas (10 - 10 M), y no se pretende que tengan efectos farmacoldgicos. El
objetivo de la aplicacion de radiofarmacos de diagnostico es que pueda ser capaz de brindar
informacién morfoldgica y fisioldgica mediante su acumulacion en el tejido u 6rgano de interés.
Requieren que su pureza radioquimica (PRQ) sea mayor a 90%, puesto que la inyeccion de una
mezcla de diversas especies del radionucleido disminuye la captacion en el 6rgano blanco, y

aumenta innecesariamente la dosis de la radiacion en 6rganos no blancos .

Los radiofarmacos de diagnostico son predominantemente complejos metalicos. Los
mismos son de particular interés por su amplio rango de propiedades quimicas y nucleares (tipo
de radiacion, periodo de semidesintegracion, gran capacidad de coordinacion, etc). Los
radionucleidos metalicos principalmente empleados en diagndstico son *™Tc, *'In y ®’Ga para
SPECT y %Cu y %8Ga para PET. También se pueden incorporar is6topos no metalicos como es el
caso de 8F, 11C, 15 (PET) e 25| (SPECT) %%,
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1.5.3 Radionucleido: #™Tc

La eleccion del radioisétopo depende ampliamente de las propiedades fisicas y nucleares,
disponibilidad y costos. Uno de los is6topos con mayor utilidad en medicina nuclear por sus
ventajas frentes a otros radionucleidos es el tecnecio 99-metaestable (°°™Tc). Este es un emisor
gamma puro con un tiempo de semidesintegracion (ti2) de 6.01 h, decae por transicion isomerica
mediante la emision de un foton gamma de 140.5 KeV al isétopo estable *°Tc (tiz = 2,5 x 10°
afios). La vida media de 6 h es el tiempo suficiente para permitir que se lleve a cabo la radiosintesis,
se prepare la dosis, y se obtengan las imagenes necesarias. Al mismo tiempo, la vida media es lo
suficientemente corta como para permitir la administracion de cantidades milicurios de *°™Tc-
radiofarmaco sin causar una dosis de irradiacion elevada en el paciente. La emision
monocromatica de fotones de 140 KeV es totalmente colimada obteniéndose imagenes de alta

resolucign 949597,

Por otro lado, el **™Tc es altamente accesible y econémico, dado que se obtiene de
generadores de **Mo/**™Tc que permiten disponibilidad permanente a bajo costo del radionucleido
en cualquier Servicio de Medicina Nuclear, a diferencia de otros radionucleidos. El *°™Tc es
producto del decaimiento B~ del ®*Mo (T2 = 66 h), y es obtenido a partir de generador. Un
generador **Mo-*"Tc esta basado en la adsorcion del radionucleido padre **Mo en una columna
de alimina, mientras que el ®™Tc se obtiene por decaimiento del ®Mo. El ®™Tc se obtiene en
forma de **™TcO4 por elucion de la columna con una solucion salina. La produccion comercial de
generadores de Mo -**"Tc es llevada a cabo mediante fision nuclear de 2*°U o por irradiacion
neutrénica del ®®Mo %498%°, En la Figura 1.10 se puede apreciar un esquema de un generador **Mo

-99MTc y la imagen de un generador comercial.

El ®°™Tc se obtiene del generador como el anion pertecneciato, *°*"TcO4 (+7), para que sea
incorporado a un agente quelante debe ser reducido a un estado de oxidacion menor con mayor
reactividad quimica. EI Tc puede ser reducido a una gran variedad de estados de oxidacion menores
y adoptar diversas configuraciones al unirse a un gran ndimero de moléculas organicas e
inorgénicas bajo la forma de complejos de coordinacion llamados “cores” o nticleos. Diversos

factores pueden afectar el estado de oxidacion final del **™Tc en el complejo: la naturaleza del
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reductor y del ligando, el pH, la temperatura y la naturaleza de los grupos donores de electrones

presentes en el ligando.
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Figura 1.10: A) Esquema de un generador **Mo -*"Tc. B) Generador comercial.

Debido a que durante el proceso de reduccion en la marcacion se pueden obtener una
mezcla de estados reducidos del Tc, es de gran importancia controlar las condiciones de reaccion
de modo de obtener en mayor proporcién la especie de interés. También es importante evitar la
formacion de especies hidrolizadas del Tc como lo es el TcO2 éxido hidratado, ya que ademas de

disminuir el rendimiento del marcado, puede interferir en el procedimiento diagndstico %497

El agente reductor utilizado con mayor frecuencia es el Sn*2, el mismo presenta baja
toxicidad y buen poder reductor, obteniéndose elevados rendimientos de marcado. Se lo puede
utilizar bajo la forma de cloruro, fluoruro, citrato o tartrato. Por lo tanto, en la mayoria de las
preparaciones con %MTc, en el preparado final pueden estar presentes por lo menos tres especies

radiactivas:

e %9™T¢ libre bajo la forma de **™TcO4", que no ha sido reducido por el agente reductor

empleado.
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e 9"Tc reducido que no reacciond con el agente ligando y se encuentra como
9¥MTc0,.H,0

e Compuesto de interés marcado con ®™T¢

El **™Tc es un radiois6topo perteneciente al Grupo 7B correspondiente a la 22 serie de los
metales de transicion. Debido a su configuracion electronica [Kr]4d® 5s? puede presentar multiples
estados de oxidacion que van desde -1 a +7, siendo los mas estables el estado +7 (TcOs) y +4
(TcOy). Las formas reducidas de **™Tc tienen niveles d incompletos por lo que facilmente forman
compuestos de coordinacion con un indice de coordinacion de 4 a 9. La quimica del tecnecio es
dominada por la formacién de complejos en los cuales el metal es deficiente de electrones actua
como aceptor de electrones (&cido de Lewis) provenientes de &tomos o grupos funcionales capaces
de donar electrones (bases de Lewis). Segun el criterio de Pearson los metales “duros” se
combinan con ligandos “duros” y metales “blandos” se combinan con ligando “blandos”. Los
“duros” son atomos pequefios que retiene toda la densidad de carga electronica, por ejemplo,
estados de oxidacion del **™Tc¢ como (V) y (IV) combinan bien con ligandos “duros” con grupos
0Xo0, nitruros o nitreno. En cambio, los “blandos” son atomos o grupos grandes que son capaces de
compartir la densidad de carga electronica. Para **™Tc estados de oxidacion “blandos” como (I1I)

y (1) combinan con ligandos blandos como isonitrilos, fosfinas o arenos 949597100,

1.5.4 Estrategias de marcacion con ®™Tc

La estrategia de marcacion con *°™Tc depende de la molécula a marcar y del propésito del
estudio. Las estrategias de marcacion se clasifican en tres categorias principales: i. marcacion
directa o integrada, ii. mediante el uso de agentes quelantes bifuncionales (ligandos bifuncionales)

y iii. una estrategia hibrida.

i. Marcacidn directa o integrada

En una biomolécula el radionucleido **™Tc es incorporado mediante coordinacion con grupos
tioles libres de aminoacidos cisteina presentes en la cadena aminoacidica. Esta estrategia de

marcacion es facil de llevar a cabo, pero presenta algunas consideraciones criticas como son la
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posibilidad de pérdida de actividad bioldgica, el estado de oxidacion del Tc en el radioconjugado
final, el nimero de **™Tc unidos a la biomolécula y la estabilidad de la solucion del radioconjugado

9MTc-biomolécula. En la Figura 1.11 se esquematiza las estrategias de marcacion directa de

BM

biomoléculas **.

99 -
TcO,
Agente
reductor

Agente
reductor

Figura 1.11: Estrategia de marcacion directa de biomoléculas. Fuente: Liu et. al 2008 %

il. Empleando ligandos bifuncionales

Consiste en el empleo de agentes quelantes (ligandos o agentes bifuncionales, BFC) que coordinan
con el radionucleido en un extremo y en el otro extremo se unen a la biomolécula (Figura 1.12).
El empleo de conectores o espaciadores es opcional dependiendo de la biomolécula a marcar. La
eleccion del agente bifuncional estd determinada por la naturaleza y estado de oxidacion del
radiometal. Esta estrategia es una de las mas utilizadas, debido a que permite conservar las
propiedades de reconocimiento de la biomolécula, y elegir cuidadosamente el agente bifuncional.
Esta estrategia también permite la marcacion por dos técnicas: a) marcacion con *™Tc de la
biomolécula conjugada con el agente bifuncional, o b) un enfoque indirecto donde es posible
preformar el complejo de **™Tc con un agente bifuncional y posteriormente este complejo se

conjuga a la biomolécula de interés 94
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@ CONECTOR BIOMOLECULA

Figura 1.12: Esquema de la estrategia de marcacién empleando ligandos bifuncionales.

iii. Estrateqgia hibrida

El radiometal es quelado por una secuencia de tres péptidos (Gly,Gly,Gly; Cys,Gly,Gly;
Gly,Cys,Cys o Cys,Gly,Cys) que presenten un grupo de d&tomos donadores de electrones. Esta
secuencia peptidica puede ser parte de una estructura linear, o ser parte de la conformacion de un

péptido ciclico (Figura 1.13).

( H >

Péptido

Péptido lineal 5
ciclico

C S J

Figura 1.13: Esquema de la estrategia de marcacion hibrida Fuente: Liu S 2004 %',

1.5.,5 Ligandos bifuncionales de **MTc

Los ligandos bifuncionales presentan basicamente dos estructuras: en un extremo atomos
que coordinan con el radionucleido y en el otro extremo un grupo funcional que permite la unién
a una biomolécula. Un ligando bifuncional (BFC) ideal es el que es capaz de formar un complejo
estable con **™T¢ en alto rendimiento a muy baja concentracion del conjugado BFC-biomolécula
(BM). Para lograr este objetivo, el BFC debe estabilizar selectivamente el estado de oxidacion del
tecnecio de manera que el complejo con ®MTc (**™Tc-BFC-BM) no esta sujeto a reacciones redox.

Los cambios de estado de oxidacion suelen ir acompafiados de transquelacion de *™Tc de un
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complejo de *MTc-BFC-BM a ligandos quelantes naturales presentes en los sistemas bioldgicos.
El BFC ideal debe formar un complejo ®™Tc-BFC-BM con estabilidad termodinamica y cinética
con respecto a la transquelacion o disociacion de ®™Tc. EI BFC ideal se espera que forme el
complejo ®*™T¢c-BFC-BM con un niimero minimo de isomeros de *°™Tc-quelante, ya que diferentes
formas isoméricas pueden dar lugar a diferentes caracteristicas bioldgicas y farmacocinéticas del
complejo de *™Tc-BFC-BM. Por Gltimo, el ligando bifuncional debe ser facilmente unido a la

biomolécula .

Como se menciono previamente en la seccion 1.5.3 el Tc presenta una gran variedad de
estados de oxidacion y puede adoptar diversas configuraciones en su primera esfera de
coordinacion (cores). Estos cores son formados por los atomos donores de electrones de los
ligandos que se desea marcar. En la Figura 1.14 se muestran los diferentes cores para marcacion
de biomoléculas (BM) con ®™Tc. En este trabajo se estudiaran los cores [O=Tc(V)=0]" Figura
1.14 (C) y [Tc]HYNIC Figura 1.14 (F).

Te(l)/Te(v)  [TcO]* Core  [TcOg]" Core
A B Cc
o N

@
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[TcN]?* Core  [Tc(CO)g]* Core [Tc]HYNIC Core
D E F

Figura 1.14: Diferentes cores para marcacion de biomoléculas (BM) con ®™Tc. X, Y= atomos

donores de electrones. L= ligando. Fuente: Liu S y Edwards 1999 %1,
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1.5.6 Core [O=Tc=0]*

El core [O=Tc=0]", es un dioxo con una geometria de coordinacién con estructura de
octaedro con una alta densidad de carga positiva sobre el Tc en estado de oxidacién +5. En esta
estructura se unen en posicion axial trans dos atomos de O%, formando un complejo polar
monocatonico y quedando cuatro posiciones de coordinacion disponibles en el plano ecuatorial
del octaedro. En estas cuatro posiciones ecuatoriales se unen grupos donores de electrones duros,
como por ejemplo, grupos tetraamino de cadena linear o0 macrociclos como el cyclam y también
se han descrito la union de fosfinas 1. EI grupo de Maina et al.}%>71% ha descrito la utilizacion
de tetraaminos alifaticos (N4) para la marcacion con *™Tc formando el complejo dioxo en péptidos
analogos de somatostatina, bombesina y minigastina en estudios preclinicos con animales y en
estudios clinicos con humanos. La marcacién es descrita a temperatura ambiente obteniéndose un
compuesto sumamente estable en medio bioldgico con una considerable hidrofilicidad al péptido
marcado favoreciendo su excrecion por via urinaria. Otro ligando utilizado para la obtencién de
este core en la marcacion con **"Tc es un derivado del cyclam (Nai), con una estructura de
tetraamino en un anillo cerrado el cual confiere gran estabilidad al radionucleido y buenas

propiedades farmacocinéticas 1%,

1.5.7 Core[Tc]HYNIC

El grupo 6-hidrazinonicotinil (conocido como HYNIC), un derivado del sistema
heterociclico piridina, es ampliamente utilizado como agente bifuncional, y ha sido conjugado a
diferentes biomoléculas en el desarrollo de radiofarmacos de *™Tc. Abrams y colaboradores
fueron los primeros en describir la sintesis de HYNIC y la evaluacion in vivo de bioconjugados de
HYNIC %7, Desde entonces se ha utilizado con éxito en la marcacion de anticuerpos, y
biomoléculas pequefias como péptidos y nucleétidos; siendo un agente bifuncional que permite

marcaciones rapidas, en condiciones moderadas y con elevada eficiencia 995101,

HYNIC puede coordinar al metal a traves del atomo de N del anillo de piridina y/o atomo
de N del grupo hidrazino, siendo ademas necesaria la utilizacion de coligandos para completar la
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esfera de coordinacién (piramidal u octaedro) del tecnecio. En la Figura 1.15 se muestran algunas
estructuras de coordinacion del core [Tc]JHYNIC %. Algunos coligandos cominmente utilizados
se muestran en la Figura 1.16, donde la eleccion de los mismos permite modificaciones en
propiedades como la hidrofilicidad y farmacocinética del compuesto. El uso de distintos
coligandos si bien ha permitido gran versatilidad de los complejos disefiados, también genera
cierto grado de incertidumbre a la hora de determinar la estructura de la esfera de coordinacion, y
en como optimizar los complejos®91011%8 E| yso de coligandos generalmente resulta en la
formacion de una mezcla de complejos de coordinacion, mediante la formacion de una mezcla de
isdmeros. De los coligandos mas estudiados, se ha observado que el uso del tricina, coligando
bidentado en un sistema de ligandos binario, es mas favorable para la reduccion y formacién del
complejo inicial con tecnecio. Sin embargo, se ha observado estabilidad relativamente baja en
soluciones diluidas y la formacion de varios complejos de tecnecio. Por otro lado, el uso de EDDA
como coligando genera menor cantidad de complejos con mayor estabilidad, pero la eficiencia de
marcacion es menor. Los derivados de trifenilfosfina si bien reducen el nimero de complejos, son

voluminosos y aportan gran hidrofobicidad 108199,
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Figura 1.15: Cores de [Tc]JHYNIC para unién a biomoléuclas, con coligandos tricina, EDDA.

L= puede ser trifenilfosfina o acido nicotinico. Fuente: Liu S y Edwards 1999 %,
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Figura 1.16: Coligandos mas utilizados para la marcacion de HYNIC con **™Tc: a) Tricina; b)

EDDA,; c) derivado hidrosoluble de trifenilfosfina; d) &cido nicotinico.

Con el fin de reducir en numero de complejos, Liu y colaboradores han evaluado sistemas
ligandos ternarios utilizando tricina y trifenilfosfina como coligandos [Tc(HYNIC-
BM)(tricina)(TPPTS)]. En dicho complejo ternario, HYNIC actia como ligando monodentado
debido a la presencia de los coligandos. Diferentes isomeros pueden formarse (Figura 1.17), por
ejemplo, HYNIC puede actuar como ligando monodentado en presencia de una tricina tetradentada
y trifenilfosfina monodentada, sin embargo, en complejos macrociclicos HYNIC puede participar
como ligando bidentado desplazando el enlace de la trifenifosfina y la tricina actuando como
ligando tridentado. Ademas, cuando HYNIC actua de manera monodentada se pueden generar dos
isdmeros conformacionales debido a la libre rotacion en el agente quelante. Esto podria explicar

la presencia de los diferentes isomeros encontrados .
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Figura 1.17: Sistema de ligando ternario de *°™Tc: posibles estructuras utilizando tricina como

coligando, L= trifenilfosfina. Fuente: S Liu et. al. 1999 1%,

1.5.8 HYNIC: grupos protectores

El grupo hidrazino libre presente en HYNIC tiene una alta susceptibilidad a dar reacciones
de oxidacién por accién de la luz, provocando la descomposicion del agente bifuncional. Por lo
cual debe ser almacenado a bajas temperaturas en frascos ambar y preferentemente bajo la forma
de una sal (generalmente clorhidrato o trifluoroacetato). Ademas, la elevada nucleofilia del grupo
hidrazino libre puede dar reacciones con moléculas electréfilas. Por ejemplo, puede reaccionar con
aldehidos y cetonas presentes en muchos materiales plasticos. El derivado Suc-HYNIC
(Clorhidrato de 6-hidrazinonicotinato de succinimidilo), el cual presenta un agrupamiento éster
activado en su estructura (para formacion de enlace amida con BM), puede reaccionar consigo
mismo conduciendo a reacciones de polimerizacion. Varias biomoléculas han sido marcadas
utilizando HYNIC como agente bifuncional, la reaccién de conjugacién con el agente bifuncional
ocurre a través de la formacion de un enlace amida, entre el grupo ester activo de un derivado de
HYNIC con los grupos amino libre presentes en la BM (g-amino de los residuos de lisina o N-
terminal)!°. Debido a que las reacciones de conjugacion ocurren con un exceso molar de HYNIC,
y de que el grupo hidrazino reactivo se pueda encontrar libre en solucion acuosa, es muy probable

que el éster activado también reaccione con el grupo hidrazino altamente nucleofilico, lo cual
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puede conducir a reacciones de polimerizacion de HYNIC. Por este motivo, es de vital importancia
el uso de analogos de HYNIC que presenten el grupo hidrazino protegido (Figura 1.18), evitando
de esta forma interferencia del grupo hidrazino durante la conjugacion y permitiendo una
proteccion contra la oxidacion y el bloqueo del mismo por formacién de una hidrazona debido a

la presencia de aldehidos contaminantes 1%,

Este tipo de reacciones no deseadas puede hacer muy dificil mantener la pureza y
estabilidad del complejo HYNIC-BM durante el proceso de sintesis. Para prevenir la
descomposicion o degradacion del conjugado se han logrado sintetizar diferentes derivados de
HYNIC los cuales presentan al grupo hidrazino adecuadamente protegido. Los principales grupos
protectores utilizados son el t-butoxicarbonilo (Boc) 1% triflurometilcarbonilo (TFA) 109112 y
agrupamientos hidrazona %1314 (Figura 1.18). En este sentido, la formacion de hidrazonas, en
los conjugados HYNIC-BM, tiene como ventaja que su formacion puede darse eficientemente en
un medio anhidro y posteriormente durante el proceso de radiomarcado en medio acuoso se lleva
a cabo la desproteccion y formacion del complejo con ®™Tc via hidrazino libre en un solo paso
115 El rendimiento de la formacion del complejo entre el *°™Tc con el ligando bifuncional y co-
ligando depende ampliamente de la cinética del hidrélisis de la hidrazona, asi como de la
concentracion total del conjugado de HYNIC-BM en la mezcla de reaccion. Cuanto mayor sea el
grado de hidrdlisis de la hidrazona, mayor sera el nimero de grupos hidrazino libres disponibles
para coordinarse al ®™Tc, por tanto, aumentara el rendimiento de marcado del complejo formado
con ®™MTc. Sin embargo, la hidrélisis no necesita ser completa, dado que generalmente hay 50-100
equivalentes del conjugado BM-HYNIC-hidrazona en exceso por equivalente de tecnecio en la

reaccion.
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Figura 1.18: Derivados de HYNIC con grupo hidrazino protegido.

El marcado de péptidos sintéticos con *™Tc via HYNIC, es una estrategia ampliamente
utilizada. Se han descrito varias estrategias de conjugacion, marcacion y mayor variedad de
coligandos %1% Debido a que los péptidos pueden resistir temperaturas mas elevadas y
condiciones quimicas mas extremas que las proteinas, es posible pensar en estrategias de
conjugacion y marcacion con el grupo reactivo hidrazino protegido. Algunos trabajos describen el
acople directo sitio especifico de HYNIC protegido con el grupo Boc durante la sintesis automatica
en fase sélida, siendo desprotegido en el ultimo paso de sintesis del péptido durante la etapa de
desanclaje de la resina en condicion de acido trifluoroacético *'*. Otro grupo describié que el
analogo protegido con un grupo triflurometilcarbonilo puede ser marcado con **™Tc sin necesidad
de exposicién previa del grupo quelante, y que la formacién de dicha proteccién ocurre como un
producto secundario debido a las condiciones de desanclaje durante la sintesis del péptido en fase

solida 118,
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1.6. Sintesis de Péptidos

La historia de la sintesis de péptidos se remonta a 1901 cuando Emil Fischer 7 logré sintetizar
el dipéptido glicil-glicina demostrando que los aminodcidos estaban unidos por un enlace
peptidico. Las investigaciones de la sintesis de péptidos continuaron en acenso, con ello el
desarrollo de grupos protectores como el benciloxicarbonilo y en 1953 Vincent du Vigneaud

sintetizo en disolucion el primer polipéptido funcional, la hormona oxitocina '8

, ganandose asi el
premio Nobel de quimica en 1955. En 1963, Bruce Merrifield dio a conocer la sintesis del
tetrapéptido leucilalanilglicilalanina *° utilizando una metodologia de sintesis en fase solida en
resina de poliestireno la cual permitia disminuir los tiempos de reaccion y simplificar la
purificacion del péptido. En 1969 2°, Merrifield presenté la sintesis de la enzima ribonucleasa
pancredtica bovina A de 124 residuos en 6 semanas, empleando la metodologia de fase sélida
(SPPS, de sus siglas en inglés), ganandose el premio Nobel de quimica en 1984. En la técnica
original de Merrifield se utilizaban condiciones de sintesis muy agresivas las cuales se han ido
perfeccionando, siendo hoy en dia la técnica basada en la quimica de 9-fluorenilmetiloxicarbonilo

(Fmoc) la de eleccion en la sintesis de péptidos 2L,

La sintesis de péptidos en fase sélida presenta algunas ventajas frente a la sintesis en
disoluciéon como: no se aislan ni se caracterizan productos intermedios; reacciones completas por
exceso de reactivos; permite filtrado de reactivos en exceso; practicidad; el proceso puede ser
automatizable. Sin embargo, se presentan nuevos problemas como: reacciones secundarias no
deseadas (ej.: alquilacién de cadenas laterales de aminoacidos durante la desproteccion);
reacciones incompletas (acilacion incompleta o desprotecciones incompletas) que generan
secuencias peptidicas truncadas. Estos productos no deseados se acumulan en la resina y son
obtenidos junto con el producto final, dificultando la purificacion dado que presentan
caracteristicas muy similares al producto final. Otras limitaciones de la sintesis en fase sélida
corresponden a que muchas de las técnicas empleadas en el seguimiento de reacciones de quimica
convencional en fase solida no sean aplicables, siendo necesario realizar previamente un paso de
desanclaje del producto intermedio. Esto Gltimo hace que se empleen técnicas de seguimiento con
reacciones colorimétricas para aminas o infrarrojo para las cuales no se requiere de un paso de
desanclaje previo. Otra desventaja de la metodologia en fase solida seria el costo del proceso y el

empleo de exceso de disolventes 122124,
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En el Esquema 1.1 se puede apreciar los principios de la sintesis en fase sélida. EI primer
aminoacido es anclado a la resina, la elongacion del péptido se realiza desde el extremo C-terminal
hacia el extremo N-terminal, es decir, de forma inversa a la sintesis en disolucion para disminuir
el riesgo de racemizacion. Los aminoacidos empleados contienen grupos protectores en el grupo
a-amino y en la cadena lateral, estrategia denominada quimica ortogonal %, lo que implica que la
elongacion de la secuencia de aminoacidos sea una repeticion de ciclos de desproteccion del grupo
protector en a-amino del aminoécido unido a la resina y activacion/acoplamiento del proximo
aminoacido. El paso final para la obtencion del péptido corresponde al desanclaje y desproteccion
de las cadenas laterales. La formacion del enlace peptidico resulta el paso limitante, de forma que
el acoplamiento del proximo aminoacido se realiza con este aminoacido en exceso y con activacion
in situ del grupo carboxilo para formar el enlace amida. Estas condiciones favorecen altos

rendimientos y disminuyen la racemizacion 124126,

La sintesis de péptidos en fase sélida puede realizarse manualmente o de forma
automatizada empleando para ello equipos comerciales: multiples sintetizadores automaticos de
péptidos. Estos equipos dependiendo del modelo, pueden permitir la sintesis de varios péptidos en

paralelo en diferentes escalas desde 15 mg hasta 2 gramos 124127,

1.6.1 Racemizacién

De los 20 aminoacidos naturales, 19 (con excepcion de la glicina) presentan centros
quirales con configuracion L en los carbonos alfa. Isoleucina y treonina ademas tienen dos centros
quirales en sus cadenas laterales. La actividad bioldgica de los péptidos y proteinas depende de la
quiralidad, por lo cual la integridad de ésta debe mantenerse en la sintesis. Si se tiene una minima
tasa de racemizacion en cada residuo aminoacidico afiadido durante la sintesis, se pueden obtener
diversos productos distintos con aminoacidos D y purificar el péptido correcto representaria un

serio problema.
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En los aminoacidos Opticamente activos, uno de los sustituyentes del carbono alfa es un
hidrogeno, cuya remocion para el siguiente acoplamiento, representa un potencial mecanismo para
la racemizacion del centro quiral. De esta forma, en la sintesis de péptidos, el riesgo de
racemizacion es mayor en la etapa de activacion y acoplamiento del nuevo aminoéacido, dado que
la acidez del proton en el carbono alfa aumenta con la activacion del grupo carboxilo del

aminoacido que se va a acoplar.
La racemizacion puede ocurrir principalmente a través de dos mecanismos!24128;

I.  Enolizacion de la especie activada (Figura 1.19).
Il.  Formacién de una oxazolona (ion oxazolonio en el caso de aminoacidos N-

alquilados) (Figura 1.20).

El grado y mecanismo de racemizacion depende del método de activacién empleado. En
los métodos de activacion que emplean bases existe una tendencia a la enolizacion (1) por pérdida
del protdn del carbono alfa (Figura 1.19). En la practica, dado que la enolizacién se da cuando la
velocidad de acoplamiento es extremadamente lenta (cosa que no es muy comun en la sintesis de
péptidos), no es un problema mayor con excepcion del empleo del aminoacido fenilglicina en los

cuales la formacion del enol se ve favorecida por estabilizacion por efecto resonante dador 124128,
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Figura 1.19: Racemizacion por enolizacion directa

El otro mecanismo de racemizacion (11) implica la formacion del intermedio oxazolona,
formada por el ataque del oxigeno carbonilico del sistema amida sobre el carboxilo activado sobre
el grupo amida adyacente (Figura 1.20). La formacién de la oxazolona puede ocurrir facilmente
en los peptidos con el grupo carboxilo activado, especialmente si el grupo activante es un buen
grupo saliente. El riesgo de formacion de una oxazolona se reduce utilizando aminoacido protegido
con un derivado de uretano, y en el caso de formarse la oxazolona con estos, ésta generalmente es

resistente a la desprotonacion y a la racemizacion. La excepcion de esto se da para los aminoacidos
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histidina y cisteina, principalmente durante el acoplamiento del residuo en el extremo C-terminal

a una resina funcionalizada con un conector del tipo bencilico con un grupo metilhidroxilo 124128,

La racemizacion de la cisteina puede ocurrir durante el acoplamiento y durante la remocion
del grupo N-Fmoc, principalmente cuando la cisteina es anclada como primer aminoéacido (C-
terminal) a una resina con conector hidroxilo, causando una B-eliminacién. Esta racemizacion de
la cisteina se soluciona empleando resinas funcionalizadas con un grupo halometilo, ejemplo:
resina 2-clorotritilo, resina 4-(bromometil)fenoxiacetamida (similar a resina de Wang) y la resina
bromo-Sasrin. Con estas resinas el anclaje de la cisteina es una esterificacion con un
desplazamiento nucleofilico del halégeno por el grupo carboxilo y la racemizacion es muy leve.
El acoplamiento seguro de cisteina con minima racemizacion incluye también el uso de ésteres

preformados de pentafluorofenilo (Pfp) o una pre-activacion con DIC/HOBt 124129.130,

En el caso de la histidina, la proximidad del anillo imidazol con un nitrdgeno-n basico al
carbono alfa cataliza la racemizacion. Esto puede evitarse, protegiendo el nitrégeno-r (que es el
que se encuentra mas proximo al carbono alfa). Para ello, normalmente se puede emplear el
derivado Fmoc-His(Trt) (Trt: tritilo) y en los casos de reacciones de agregacion lenta se suele
preferir el derivado Fmoc-His(Bum) (Bum: ter-butiloximetilo). EI problema de racemizacién por
acoplamiento de la histidina a una resina funcionalizada con un grupo hidroxilo se soluciona

cambiando la resina por una con un conector tritilo 124,
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Figura 1.20: Racemizacion via formacion de oxazolona
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1.6.2 Grupos protectores para No - amino&cidos

La sintesis de péptidos en fase sOlida estd basada en una secuencia de adicion de
aminoacidos con grupos protectores en el Na y en la cadena lateral. Algunas de las caracteristicas
que debe tener el grupo protector son las siguientes: ser econdmico Yy estar disponible; de facil y
eficiente introduccidn; de facil caracterizacion; no debe introducir nuevos centros estereogénicos;
debe ser estable en condiciones de reaccion y purificacion; debe ser efectiva la desproteccion y
debe ser selectiva en condiciones especificas; los subproductos de la desproteccién deben de ser

facilmente separables.

Si bien existen diversos grupos protectores, los que forman enlaces carbamatos son los mas
utilizados, como por ejemplo el benciloxicarbonilo (Cbz), ter-butiloxicarbonilo (Boc) y el 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) (Figura 1.21). El grupo Cbz es estable en condiciones basicas
y &cidas suaves y se elimina con hidrogenacion catalitica en presencia de paladio. EI grupo Boc es
estable en condiciones bésicas, eliminandose en condiciones acidas como diluciones del acido
trifluoroacético (TFA). El Fmoc es estable en condiciones acidas, eliminandose de forma no

hidrolitica en una B-eliminacion inducida por algunas bases organicas como la piperidina 21129131,

Chz Boc Fmoc

Figura 1.21: Grupos protectores No-amino

Actualmente los grupos protectores Fmoc y Boc son los més utilizados en la sintesis de
péptidos. Utilizando Boc el desanclaje final se logra en condiciones acidas fuertes, ademas de TFA
en presencia de acido fluorhidrico o acido trifluorometanosulfénico. Ademas de que las
condiciones de desanclaje fuerte pueden afectar la estabilidad y actividad del péptido, la

manipulacion de HF es peligrosa y requiere equipamiento mas costoso 121129131
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1.6.3. Métodos de acoplamiento

La formacion directa del enlace peptidico es una reaccion endergonica, por lo que para que
se forme el enlace amida de forma eficiente, se requiere de la activacion de los grupos carboxilo
de los No-aminoécidos protegidos. El grupo activante debe ser cuidadosamente seleccionado para
lograr altos rendimientos de acoplamiento y al mismo tiempo evitar reacciones secundarias y la
racemizacion. El orden de eficiencia en los métodos de acoplamiento (Figura 1.22) para diferentes
ésteres como grupos activantes es: Pfp < Bt (1-benzotriazolil) < DIC/Bt (éster 1-benzotriazolilo
preparado en presencia de diisopropilcarbodiimida (DIC)) < HBTU (éster 1-benzotriazolilo
preparado con el reactivo hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’ N -tetrametiluronio
(HBTU)) ~ PyBOP (éster 3-piridotriazolilo preparado con el reactivo hexafluorofosfato de (3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-iloxi)tripirrolidino fosfonio) < HATU (éster 3-piridotriazolilo
preparado con el reactivo hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’ N -

tetrametiluronio) 126129,

o Esteres activados: diversos ésteres han sido estudiados, siendo el Pfp el méas utilizado. La

principal ventaja del grupo Pfp es que presenta muy pocas reacciones secundarias. Uno de los
problemas es que la reaccion de formacion del éster Pfp es lenta, pero esto se puede mejorar
con el empleo de HOBt. Una limitante es que no existen comercialmente todos los Fmoc-
aminoacidos derivados con Pfp, por ejemplo: Fmoc-Ser(tBu)-OPfp y Fmoc-Thr(tBu)-OPfp

son dificiles de cristalizar y purificar 12612,

e Carbodiimidas: han sido muy populares como agentes de acoplamiento in situ en la sintesis de

péptidos. Las principales carbodiimidas utilizadas son diciclohexilcarbodiimida (DCC) y
diisopropilcarbodiimida (DIC). El uso de DIC es de eleccién frente a DCC porque el producto
secundario obtenido es una urea soluble en dimetilformamida (DMF) de facil eliminacion a
diferencia de la urea insoluble obtenida con DCC. Las reacciones de acoplamiento con
carbodiimidas son rapidas en disolventes no polares como el diclorometano (DCM), pero
también funcionan en DMF. Las carbodiimidas se suelen utilizar en presencia de algun aditivo
de tipo HOX que actia como catalizador y tiene el beneficio de reducir los niveles de

racemizacion, dentro de ellos HOBt y HOAt 126129,
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Figura 1.22: Agentes de acoplamiento

e Sales de uronio/iminio y de fosfonio: en el Gltimo tiempo las sales de iminio (también llamadas

de uronio) y de fosfonio se han vuelto los reactivos preferidos para la activacion del grupo
carboxilo in situ. Las mas populares son: PyBOP, HBTU. Estas sales en presencia de una base
terciaria convierten el Fmoc-aminoacido en una especie activada (ésteres Bt). Han demostrado
superioridad frente a otros reactivos de acoplamiento en cuanto a eficiencia y disminucion de

la racemizacion 126129,

1.6.4. Resinas de fase sélida

La sintesis en fase solida es una metodologia la cual emplea polimeros. Estos polimeros
constan de tres partes: soporte sélido, espaciador y grupo funcional conector. El soporte sélido es

una matriz polimérica generalmente insoluble, siendo los mas utilizados polimeros organicos

51



entrecruzados (microporosos 0 macroporosos) tales como copolimeros de poliestireno y
divinilbenceno, y los copolimeros de poliestireno, divinilbenceno y polietilenglicol. El espaciador,
que puede no existir, mantiene unidos el soporte con el conector. El conector es un grupo funcional
con caracteristicas de grupo protector o reactivo. Mientras que el soporte es el que brinda la
estabilidad térmica, el conector es el que determina las caracteristicas quimicas. La metodologia
de sintesis en fase sélida consiste en la secuencia genérica de: i) anclaje del reactivo de partida; ii)

lavado; iii) reaccion; iv) lavado; v) desanclaje $321%,

En la sintesis de péptidos el conector actia como grupo protector reversible del aminoacido
en el extremo C-terminal durante la sintesis del péptido. La seleccién del conector determina la
funcionalidad en el extremo C-terminal del producto final y las condiciones de desanclaje. La
mayoria de los conectores son disefiados para generar péptidos acidos o amidas luego del
desanclaje con TFA. La concentracion de TFA requerida, segun el tipo del conector, establece si
el péptido final se obtiene con sus cadenas laterales total o parcialmente desprotegidas. Otros
conectores permiten el desanclaje final mediante un ataque nucleofilico, generando péptidos con
el extremo C-terminal modificado (esteres o amidas secundarias). Ademas, otros conectores
permiten el desanclaje mediante estrategias de fotolisis. En las Figuras 1.23 a 1.26 se pueden
apreciar las resinas mas comunes para obtener péptidos acidos, amidas, por ataque nucleofilico y

por fotolisis, con las correspondientes condiciones de desanclaje 124,
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Dy,

Dy,

Resinas para obtener péptidos acidos por hidrélisis
o X
v [¢]
Peptido-NH .
. o — > Peptido-NH
$ N OH

Condiciones de desanclaje

OH
90- 95 % v/v TFA en CH,Cl,, 1-2 h

Resina de Wang
OH OMe
0.2 % TFA en CH,ClI,, 3 min

O O 1-5% TFA en CH,Cl,, 5 min
O/\o OMe

Resina de Rink acida

OMe OH

1% TFA en CH,Cly, 2 - 5 min

Resina HMPB

. O 1-5 % TFA en CH,Cl,, 1 min
Cl Cl

Resina de 2-Clorotritilo
OH
1% viv TFA en CH,ClI,, 5 - 10 min

OMe

Q
Resina de SASRIN

Figura 1.23: Resinas para obtencion de péptidos acidos por hidrolisis 124,



Resinas para obtener péptidos amidas por hidrolisis

Y
Péptido-NH
P \)k ———— Péptido- NH\)L
NH,

D,

Diny,,,

Condiciones de

desanclaje
Fmoc-NH OMe
90-95% TFA en
CH,Cl,, 1 h
O/\o OMe
Resina de Rink amida
NH-Fmoc

1-5% TFA en CH,Cl,, 5 -
15 min

Q
Resina de Sieber amida

Figura 1.24: Resinas para obtencion de péptidos amidas por hidrolisis 124

Resinas para desanclaje nucleofilico

/‘ N
Péptido- N
/\©% ——> Péptido-NH

Condiciones de desanclaje

Diny,,, <
pd
c

D,

HO
Amonio en MeOH, 24 h

o

4-hidroximetil bencilo

HO
MeOH-KCN, 6 h =péptidos metil esteres
Aminas sustituidas en CH,Cl,, 15 h = péptidos amidas

O,N
o

3-Nitro-4-hidroximetil bencilo

Figura 1.25: Resinas para desanclaje por ataque nucleofilico 24
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Resinas para desanclaje por fotolisis

(o] Y

\)J\ i
Peptido-NH
P X2 X _— Peptido—NHQJ\

| X2H
Q)
X?=0, NH Y2

XZ

;Ulluu.,
;Ullllu..

Condiciones de desanclaje

O2N hv (350 nm), 12 - 24 h
X?= OH, NH-Fmoc  ©

3-Nitro-4-hidroximetil bencilo (X=OH)
3-Nitro-4-N-Fmoc-aminometil bencilo

Figura 1.26: Resinas para desanclaje por fotolisis para obtener péptidos &cidos o amidas 2.

1.6.3 Aminoacidos

La mayoria de los aminoacidos tienen cadenas laterales muy reactivas, por lo que se deben
emplear grupos protectores para evitar formacion de enlaces peptidicos no deseados,
racemizaciones y otras reacciones secundarias. Estos grupos protectores deben ser estables en las
condiciones de la sintesis peptidica y ser removibles en condiciones suaves que no afecten el enlace
peptidico. Generalmente los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoacidos, son
tales que son removidos en condiciones de TFA (si se emplean condiciones de sintesis Fmoc) dado
que permiten la desproteccién total y el desanclaje final en un mismo paso. En la Tabla 1.2 se
pueden apreciar los principales grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoacidos con

las respectivas condiciones de desproteccion y de estabilidad 124131134,

Los grupos protectores de las cadenas laterales para una sintesis de péptidos en fase sélida
empleando Fmoc como grupo protector a-amino, serian: Arg: Pmc, Pbf, Mtr; Asp/Glu: OtBu, O-
All, O-Dmab, O-2-PhiPr; Asn/GlIn: Trt, Mtt; Cys: Trt, Acm, S-tBu, tBu, Mmt; His: Trt, Boc, Bum;
Lys: Boc, N-Dde, Mtt, Mmt; Ser/Thr/Tyr: tBu, Trt, tBu; Tyr: 2-CITrt, Trp: Boc 124131134,
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Tabla 1.2: Principales
grupos protectores de
las cadenas laterales
con sus condiciones de
desproteccion y

estabilidad
124,131,134,135

\ Nombre Estructura Desproteccién en Estable en
TFA
. ] 3 eq Pd(PhsP)sen o
-All/ c = 1 . .
O-AllAlloe N CHCI5/AcOH/NMM (37:2:1) piperidina,
hidrazina
1 % TFA.
- o piperidina,
O-tBu N‘)( 95 % TFA Pd(0),
hidrazina
TFA.
o . 3 eq. TBP en propanol aq. Lo
S-tButiol SJ< o TFE aq. pll-JET'ld-lna.
hidrazina
2 % hidrazina en DMF o 20 % TFA,
N-Dde hidroxilamina/ 15 % imidazol en piperidina,
NMP/ DCM (5:1) Pd(0), DBU
TFA,
O-Dmab 2 9% hidrazina en DMF piperidina,
Pd(0), DBU
o @
N-Fmoc N\)Lo . 20 % piperidina en DMF TFA, Pd(0)
S-Mmt I 1% TFA en DCM con 1-5 % TIS Pd(0),
Na% D OCH; hidrazina,
N-Mmt O AcOH/TFE/DCM (1:2:7) piperidina
O Pd(0),
N-Mit vy O 1 % TFA en DCM con 1-5 % TIS hidrazina,
O piperidina
0-2-(PhiPr) w—@ 2 % TFA en DCM con 1-5 % TIS Pdc0),
piperidina
I Pd(0).
O-Trt avs O 1 % TFA en DCM con 1-5 % TIS hidrazina,
O piperidina
Cl E Pd(0),
O-2-ClTrt o O 1 % TFA en DCM con 1-5 % TIS hidrazina,
O piperidina
I Pd(0).
OTMSEt nr/\/s\ 1M TBAF en DMF llidrﬁ'Zil‘la.
piperidina
(0] . .
Pbt H 95 % TFA en DCM piperidina
NN g
Pmc © 50 % TFA en DCM piperidina
NN
OMe
Mir J\H. \,<|I 90 — 95 % TFA piperidina
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2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION
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El melanoma cutaneo es un tipo de cancer de piel muy agresivo, representa solamente un
5% del cancer de piel, sin embargo, esta asociado a un 75 % de la mortalidad por cancer de piel °°.
Presenta una incidencia creciente y una alta tasa de mortalidad a nivel mundial y en el Uruguay
8136-138 Un diagnostico temprano y preciso del melanoma es determinante en la seleccion del
tratamiento 6ptimo y en la sobrevida del paciente, ya que, en sus ultimos estadios, el melanoma se
mantiene relativamente resistente a los tratamientos disponibles en la actualidad. Sin embargo,

todavia el diagndstico de melanoma contintia siendo un desafio 35°>°7.77,

Actualmente el diagndstico de melanoma se basa en la morfologia y en la biopsia de las
lesiones observadas. La precision del diagnéstico depende ampliamente de la experiencia del
médico en el reconocimiento de las lesiones, existiendo reportes con considerable variacion en la
sensibilidad de deteccion, de 50 a 86%, siendo inversamente proporcional a la experiencia médica
139,14082.141  Tecnicas empleadas para la evaluacion preoperatoria como imagenologia por
resonancia magnética (MRI), ultrasonido de alta resolucion (en EEUU) y tomografia computada
(TC), han sido comparadas con la deteccidn observacional del médico, la escision y evaluacién
patoldgica, pero no se han encontrado beneficios significativos 142143,

Técnicas invasivas con agentes de imagenologia no especificos para melanoma como
9MTc-coloides son usados en la determinacion del estadio en melanoma primario en estudios de
biopsia de ganglio linfatico centinela >"'°, Técnicas de imagenologia no invasivas como la
tomografia computada de emision de fotén unico (SPECT-CT) o tomografia de emision de
positrones (PET), son de extremada utilidad y ventaja en la deteccidn, estadificacion y seguimiento
del melanoma primario 0 metastasico >"144, Utilizandose *™Tc-MIBI en SPECT-CT vy la 2-18F-
2-desoxi-D-glucosa (**FDG) en PET 8145, Sin embargo, ambos son agentes imagenologia no
especificos para melanoma con un elevado porcentaje de falsos positivos (entre 15 -17 %),
BEDG es un analogo de la glucosa que es introducida en la célula por transporte activo, pero no
puede ser degradado por las enzimas que metabolizan a la glucosa. La 8FDG se acumula en sitios
donde los requerimientos energéticos son mayores, presentado limitaciones en cuanto a la
especificidad. Dado que su acumulacion en las células de melanoma se debe a un metabolismo
celular aumentado, no es un biomarcador especifico para melanoma, posibilitando los falsos
positivos (ejemplo infecciones), asi como también, a falsos negativos (células de melanoma que

obtienen energia de fuentes diferentes a la glucosa) 144147,
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Otros agentes de imagen para melanoma estudiados comprenden anticuerpos dirigidos
contra antigenos relacionados al melanoma marcados con *°™Tc, como los anticuerpos
monoclonales: NR-ML-05 4, 9.2.2 14 y HMW-MAA™, Sin embargo, los resultados clinicos
obtenidos con estos anticuerpos no fueron favorables. Otros agentes estudiados comprenden las
moléculas derivadas de benzamidas, las cuales se han marcado con **"Tc para SPECT-CT y con
18F para PET °1'152, |as benzamidas se unen a la melanina, por lo cual se acumulan en los tumores
de melanoma. Si bien esta familia de moléculas ha demostrado resultados prometedores como
potenciales agentes de imagen de melanoma, presentan como desventaja una farmacocinética
desfavorable con elevada captacion hepatica y limitada captacion en tumores amelandticos de

melanoma %1152,

Lo anteriormente expuesto potencia el desarrollo de nuevos radiofarmacos de diagndstico
especificamente dirigidos contra blancos moleculares, lo cual resulta de vital importancia para
caracterizar la naturaleza tumoral y seguimiento de la enfermedad, permitiendo nuevas y mejores
estrategias terapéuticas asi como la evaluacion de las mismas %1%, Los radiofarmacos son
sustancias quimicas que contienen atomos radiactivos en su composicion y que son adecuados para
su administracion en seres humanos con fines diagndsticos o terapéuticos "3, En general, un
radiofarmaco consta de dos partes: la molécula vector a la que se une el radionucleido y que
condiciona la ruta metabolica dentro del organismo y el radionucleido que emite radiacion

permitiendo la deteccion externa del radiofarmaco 97153,

Dado que muchos receptores se encuentran sobreexpresados en tumores, la estrategia de
marcacion de sus péptidos reguladores representa una alternativa atractiva para el diagnostico y
tratamiento del cancer. Esta estrategia es muy utilizada en biotecnologia farmacéutica para el
desarrollo de radiofarmacos especificos y selectivos. Asi, numerosos péptidos marcados con
diferentes radionucleidos (radiopéptidos) han sido desarrollados como agentes especificos y
actualmente son usados de rutina en la clinica 14634157 El mejor ejemplo es el empleo de analogos
de somatostatina radiomarcados en clinica para la visualizacion de tumores que sobreexpresan
receptores de somatostatina®®>158-16° | os péptidos en comparacion con otros agentes especificos
utilizados como por ejemplo los anticuerpos, presentan algunas ventajas: menor antigenicidad,
sintesis méas sencilla, superior difusion en los tejidos, corta vida media biologica y facil

accesibilidad al érgano blanco .
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El receptor de melanocortina tipo 1 (MC1R) se encuentra involucrado en la pigmentacion
de la piel y es sobreexpresado en las células de melanoma murino y humano *2°!, MC1R pertenece
a la familia de las proteinas transmembranas G y es internalizado luego de la unién de su ligando
natural, la hormona alfa melanocito estimulante (a-MSH)®?+28  Esta hormona es un
tridecapéptido linear [Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH;], donde
la secuencia conservada [His-Phe-Arg-Trp] es la secuencia minima necesaria para la actividad,
garantizando una union selectiva y de gran afinidad a MC1R 3!°%, De esta forma, el sistema MC1-

R/a-MSH es atractivo para el desarrollo de agentes de imagenologia especificos para melanoma.

En las ultimas tres décadas numerosos péptidos analogos de a-MSH han sido reportados
en el estudio de busqueda de agentes de imagen y tratamiento de melanoma 51:146161-164 1| og
estudios de estructura-bioactividad han demostrado que la secuencia [His-Phe-Arg-Trp] es la
responsable de la actividad y que pequefios cambios en esta como Met* por Nle* y Phe’ por D-
Phe’, en el analogo lineal NDP, llevan a un potente aumento en la actividad %°. El andlogo NDP
es considerado hoy en dia el estandar de referencia por su gran afinidad, con una ICso= 0.21 nM
165, Mientras que la a-MSH natural presenta una ICso = 1.19 nM %®. Numerosos analogos de a-
MSH han sido desarrollados con gran afinidad y especificidad por el receptor. Muchos de estos
analogos presentan en su secuencia aminoacidos no naturales, como via para aumentar la unién al
receptor MC1R al disminuir la degradacion in vivo por las enzimas proteasas y aumentar asi la
estabilidad in vivo ®14¢, Dentro de los diferentes cambios estructurales estudiados, se ha observado
que la ciclacion de los péptidos analogos de a-MSH aumenta la estabilidad in vivo, la afinidad de
la union y selectividad por el receptor MC1R. Las estrategias de ciclacidn reportadas hasta el
momento incluyen: analogo ciclico con enlace disulfuro intramolecular %, analogo ciclico
lactama con enlace amida intramolecular entre residuos Glu o Asp y Lys *” y por coordinacion a
un atomo metalico 8. Dentro de los péptidos ciclicos, los que presentan un enlace disulfuro son
los menos estudiados, dado que en comparacion con un péptido ciclico mediante atomo metalico,
el radiopéptido con enlace disulfuro presentdé menor captacion tumoral y peor perfil
farmacocinético 1%°. De esta forma, tanto la ciclacion por enlace lactama como por d&tomo metalico
son estrategias prometedoras para el estudio de nuevos péptidos anélogos de a-MSH. En el
desarrollo de estos analogos de alfa-MSH, la ciclacion se ha utilizado para mejorar la afinidad de

unién al receptor MCR1, estabilidad in vivo, y la selectividad por el receptor.

60



En relacion a la estrategia de ciclacion por enlace lactama se han estudiado y descrito
diferentes estrategias de marcacion con ®™Tc, utilizando ligandos bifuncionales diferentes y
también utilizando diferentes espaciadores entre el core de coordinacion con *™Tc y el anillo
ciclico con la secuencia [His-Phe-Arg-Trp]. Se ha variado el tamafio del ciclo, observandose que
al disminuir el tamafio de este de 12 a 6 aminoacidos la captacion tumoral aumenta y disminuye
la captacion renal 1°. En la Tabla 2.1 se resumen algunos de los analogos descritos con sus
propiedades de captacion tumoral, renal y hepética. Respecto a los anéalogos ciclicos por
coordinacion a un a&tomo metalico, se encuentran descritos péptidos analogos de a-MSH ciclados
por ¥MTc (y) 171172 188 Re (B7) 168 y Re (no radiactivo en estado de oxidacion V) 169173175
desarrollados para diagndstico y terapia. De los desarrollados para diagnostico se encuentran los
ciclados mediante ®™Tc directamente y los ciclados mediante Re(V). Los péptidos ciclados por
coordinacion a Re(V) se han descrito derivatizados con diferentes ligandos bifuncionales como
DOTAWS6177 CHX-A’-DTPA "8 CBTE2A 7 y tricarbonilo (fac-[**"Tc(OH2)s3(CO)s]*)'",
para marcacion con diferentes radionucleidos para diagnéstico para imagenes SPECT
(gngC171’172'174'175, 111|n169,172,173,175) y PET (64Cu 179,180, 86Y 178,180 y 68Ga 178,181,182). SI bien se han
estudiado diferentes ligandos bifuncionales y radionucleidos, no se ha desarrollado atn un andlogo
ciclado por Re y marcado con **™Tc, con propiedades farmacocinéticas ideales. Para mejorar la
captacion tumoral y el perfil farmacocinético se han estudiado diferentes cambios en la secuencia
aminoacidica de estos analogos de a-MSH. Inicialmente la coordinacion al 4tomo metélico se
realizo mediante coordinacion de dos cisteinas ubicadas en posicion 4 y 10 (Cys*9), sin embargo,
luego se estudid la coordinacion mediante tres cisteinas ubicadas en posicion 3, 4 y 10 (Cys®*19),
observandose mayor estabilidad y captacion tumoral % Los andlogos de o-MSH llamados
CCMSH corresponden a la estructura (Cys®*1°, D-Phe’)— 0-MSH3.13 1%, Otro de los cambios
corresponde a la sustitucion de Lys ! por Arg !, con esta sustitucion se ha observado una
disminucion en la captacion renal con un aumento en la captacidn tumoral, este analogo es llamado
(Arg *)CCMSH, siendo **™Tc-(Arg Y)CCMSH el ciclado por ®™Tc y Re(Arg )CCMSH el
ciclado por Re. En este trabajo se procedera al estudio de un andlogo Re(Arg })CCMSH
derivatizado con un ligando bifuncional tetraamino para su marcacion con *™Tc. En la Tabla 2.1
se resumen algunos de los analogos descritos con sus propiedades de captacion tumoral, renal y

hepatica.
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S —
Radiopéptidos Tc-core Tumor Rifion Higado Ref
9mTc(EDDA)-HYNIC-GGGNIe- 9mT ¢ 9.78+3.40  5.09+2.19 0.26 +0.03 164
CycMSHhex [HYNIC](EDDA)
9mTc(EDDA)-HYNIC-GSGNle- 9mT¢- 741426  3.90+1.01 0.23 £0.01 164
CycMSHhex [HYNIC](EDDA)
9mTc(EDDA)-HYNIC-PEG;Nle- 9mT¢- 1432+£282 579+1.79 0.33 £0.03 164
CycMSHhex [HYNIC](EDDA)
9mTc(EDDA)-HYNIC-AocNle- 9mT¢- 223+172  6.52+1.04 0.81 £0.03 164
CycMSHhex [HYNIC](EDDA)
9T c-MAG3-GGNIe-CycMSHhex [*¥"TcO (MAGs)]  464+1.06  1.20+0.51 1.18+0.15 163
9MTc-ACCG3-GGNIe-CycMSHpe ~ ["TCO (AcCGs)]  9.76£051  2.62+0.45 1.69+0.35 =
9mTc(CO)s-HYNIC-GGNIe- [**™Tc(CO)3 584+126  17.69+4.06  38.11+231 163
CyCM SHhex (HYNIC) (OH2)]*
9mTc(EDDA)-HYNIC-GGNle- 99miTrc- 1414+4.90  7.52+0.96 0.52 +0.05 163
CyCMSHhex [HYNIC](EDDA)
9mTc(CO)s-pz-PAla-Nle-Cyc[Asp-  [*®™Tc(CO)s (Pz)]*  9.26+0.83  71.06£6.44  42.19+5.05 183
His-DPhe-Arg-Trp-Lys]-NH; * * *
99T c- 392+207 210+0.71 0.48 £0.20 =
9mTc(EDDA)HYNIC-cyc-MSH HYNI C]T(CEDD "
. 9mT¢- 438 +1.02 2.52 +0.50 0.46 £0.15 184
99m - -
Tc(Tricina)HYNIC-cyc-MSH [HYNIC](Tricina),
9mMT¢(CO)s-pz3-BAla-Nle- [®mTc(CO)s (P2)%]" 11.82+391  7.72+1.33 2.96+1.15 [
CyCMSHhex * * *
9mTe(CO)s-pz*-BAla-Nle- [*¥MTc(CO); (P2)*]* 1055+1.83  2.98+0.59 5.08 +£0.12 185
O 99 ) ) ’ 186
- mTc-
9mTe(Tricins/EDDA)HYNIC-
510+0.08  4.58 +0.68 0.51 +0.07
GABA-NIe-CycMSHhept [HY'(\'T'S(]:EESDA)
Ciclados por &tomo metélico
¥mTec-CCMSH 9mTc-Cys 3410 1168+155  8.85+225 1.03+0.37 =
®mTc-(Argtt)-CCMSH 9MT¢-Cys 3410 1403+258 11.66+1.44 1.59+0.19 172
9MT¢(CO)s-(Ala-Triazol)Ac- [*™Tc(OH,)3(CO)s]* 6.08+1.06  1253+1.73 6.55 + 0.68 174

Re(Arg!)CCMSH

%Act/g

%Act/g

%Act/g

Tabla 2.1: Datos in vivo de analogos ciclicos de o-MSH para SPECT marcados con *™Tc. Los
%Act/g corresponden at =2 h p.i para todos los casos a excepcion de * en los cuales %Act/g
correspondenat=1hp.i

Dentro de los radionucleidos emisores gamma empleados para imagenologia SPECT,
9MTc presenta las propiedades ideales. **™Tc es un emisor gamma puro, con una energia de
emision gamma de 140 KeV, vida media de 6 horas, diversos estados de oxidacion y amplia
disponibilidad a bajo costo en diferentes clinicas de medicina nuclear a partir del de generadores
de ®*Mo/*®™Tc %989 Estas caracteristicas del *™Tc hacen posible preparar la dosis, administrarla

al paciente y realizar la toma de imégenes en un tiempo razonable. La baja dosis de radiacion
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entregada al tejido bioldgico lo hace ideal para diagnostico, siendo hoy en dia ampliamente

utilizado en la medicina nuclear %7,

La conjugacion de *™Tc con moléculas de interés bioldgico que permitan diagnosticar, ha
sido de gran interés en los ultimos afios. El disefio de los radiofarmacos con *™Tc requiere de
nuevas estrategias de marcado que apunten al mantenimiento de la actividad biolégica ya que esta
puede verse enormemente afectada por la marcacion. Dentro de las estrategias de marcado de
biomoléculas con *°™Tc podemos distinguir entre: marcado directo y marcado indirecto mediante
el uso de ligandos o agentes bifuncionales (BFC) "%, Este Gltimo consiste en la formacion de un
complejo biomolécula-BFC, que luego es marcado directamente con **™TcO4’, en presencia de un
agente reductor y un coligando. La eleccion del ligando bifuncional estd determinada por la
naturaleza y estado de oxidacion del radionucleido. En relacion a los analogos de a-MSH se han
descrito en la literatura el empleo de diferentes ligandos bifuncionales para la marcacion con **™Tc:
MAG; 1%, Cys-Gly-Gly-Gly %3 (CO3)-HYNIC 1 (Tricina).-HYNIC 8, (EDDA)-HYNIC
163,164,184 (COs)-pzt 183187 (COs)-pZZ 185 (COg)-pZ3 185 (COs)-pz* 185 y HYNIC-GABAL86.

En este proyecto nos planteamos estudiar el desempefio de tres ligandos bifuncionales N4,
N4y el grupo 6-hidrazinonicotinil (HYNIC) unidos mediante un enlace amida a los péptidos
analogos de a-MSH. En este sentido, HYNIC es un derivado del sistema heterociclico piridina, es
ampliamente utilizado como BFC para preparar radiofarmacos de *°™Tc y diferentes biomoléculas
como agentes de imagen en medicina nuclear. Las ventajas de utilizar HYNIC como BFC son su
alta eficiencia de marcado y que las reacciones se pueden realizar con altas actividades especificas
9195 Por otro lado, un BFC basado en una estructura tetraamino (Ns) la cual exhibe una facil
complejacion con Tc(v)O. formando especies monocationicas [0=""Tc=0]" con una alta
estabilidad in vivo y significativa propiedad hidrofilica, lo cual conduce a una favorable
biodistribucion del radiofarmaco . Este BFC ha sido utilizado previamente para la marcacion
con ®MTc de péptidos analogos de somatostatina, bombesina y minigastina en estudios preclinicos
con animales y en estudios clinicos con humanos mostrando buena estabilidad in vivo y perfil de
biodistribucion 104105102189 'Recientemente, otro BFC utilizado para la marcacion con **™Tc es un
derivado del cyclam (Nai), con una estructura de tetraamino en un anillo cerrado el cual confiere

gran estabilidad al radionucleido y buenas propiedades farmacocinéticas .
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En este contexto, dado que si bien han sido reportados numerosos péptidos andlogos de a-
MSH, todavia no existe un consenso del mejor radiopéptido para translacion a la préactica clinica
en medicina nuclear. De esta forma, en el presente trabajo nos planteamos estudiar las propiedades
de cuatro péptidos en el diagnostico de melanoma, empleando dos estrategias de ciclacion (enlace
lactama y atomo metalico), derivatizados con tres ligandos bifuncionales (N4, N4,y HYNIC),
para su marcacion con %*MTc. Asi, buscando mejorar la captacion tumoral, se estudia el efecto de
la introduccion del acido amino hexanoico (-Ahx-) como espaciador entre el core de *™Tc y la
secuencia de reconocimiento al receptor en el anadlogo HYNIC-cyc-MSHa.13 descrito por Garcia
MF et. al 18 obteniéndose el radiopéptido *™Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSHa.13. También se
estudia el efecto del ligando bifuncional tetraamino derivado de cyclam (N4)) en el péptido N4, -
Ahx-cycMSH4.13. Péptidos analogos de a-MSH ciclicos mediante enlace lactama descritos por
Guo y Miao 193164 presentan una estructura de cycMSHhex sin el extremo C-terminal Gly-Pro-Val-
NHo.. De esta forma en este trabajo en un intento de mejorar la captacion tumoral al eliminar toda
posibilidad de impedimento estérico sobre la secuencia de reconocimiento [His-Phe-Arg-Trp] se
plantea estudiar el efecto de eliminar el extremo C-terminal Gly-Pro-Val-NH,. Asi se evalla el
péptido N4j-cycMSHa.10, empleéndose el ligando tetraamino N4y, dada su estabilidad y perfil de
biodistribucion descrito en bibliografia. Como se menciond anteriormente se han descrito en la
bibliografia diferentes analogos ciclados con atomos metélicos para terapia y diagnéstico, sin
embargo, poco se ha estudiado referente a la marcacion de analogos Re(Arg*')CCMSH con *MTc.
De esta forma, en este trabajo se plantea evaluar la marcacion de Re(Arg!)CCMSH con **™Tc,
empleando el ligando bifuncional tetraamino N4 por su estabilidad y perfil de biodistribucion

previamente descrito en bibliografia.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo general

Estudiar nuevas estrategias de marcacion de péptidos analogos de la hormona a-melanocito
estimulante (a-MSH) con %MTc, utilizando un ligando bifuncional, para su aplicacion como

potencial radiofarmaco de diagnoéstico especifico de melanoma. Ver Figura 3.1.

99m T
LIGANDO \
BIFUNCIONAL

YIWONVIIN SYINTID

MC1R ‘
(
‘\

Figura 3.1: Representacion de un analogo de a-MSH marcado con **™Tc¢ unido

especificamente al receptor MC1R en las células de melanoma

3.2. Objetivos especificos

1. Disefio y sintesis de ligandos bifuncionales tetraamino y HYNIC adecuadamente

funcionalizados.

2. Sintesis de analogos ciclicos de a-MSH derivatizados con ligandos bifuncionales obtenidos en
1. Ver Figura 3.2.

3. Optimizacion de las condiciones de marcacion con **™Tc de los conjugados obtenidos en 2.
4. Evaluacién fisicoquimica de los productos radiomarcados obtenidos en el objetivo anterior.

5. Ensayo de unidn, internalizacion y externalizacion en células de melanoma B16 F1y B16 F10

(altamente metastasica) de los productos radiomarcados obtenidos en el objetivo 2.
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de los productos radiomarcados obtenidos en el objetivo 2.

Estudios de biodistribucion en ratones portadores de melanoma inducido por células B16 F1

Obtencion de imagenes centellograficas y mirco SPECT-CT en modelo murino de los

productos radiomarcados obtenidos en el objetivo 2 y su evaluacién como potenciales agentes

7.
de diagnostico.
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Figura 3.2: Estrategia de conjugacion de los ligandos bifuncionales a las biomoléculas y

marcacion con *™Tc,
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4. SINTESIS ORGANICA
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4.1. Materiales y métodos

Consideraciones generales:

Se utilizaron metodologias tradicionales en quimica organica y también metodologias de
sintesis en fase solida y calentamiento por energia microondas, lo que permite minimizar los
tiempos de reaccion y automatizar procedimientos.

Los disolventes utilizados fueron comerciales de pureza mayor al 98 % o fueron purificados y
secados por métodos convencionales.

Se utilizaron reactivos comerciales: SIGMA-ALDRICH, MERCK, FLUKA, entre otros.

Los experimentos con irradiacion de microondas fueron realizados en un sistema multimodo
WX-4000 de EU CHEMICAL INSTRUMENT CO, con un rango de potencia de 100 — 1000
W. Se utilizaron reactores de Teflon sellados con una capacidad de 60 mL y 20 mL. La
temperatura fue controlada mediante una fibra Optica protegida con una cubierta de teflon,
insertada directamente en el medio de reaccion. Las mezclas de reaccién fueron agitadas con
un sistema magnético de rotacion ubicado debajo de la cavidad del microondas. La temperatura
y presién fueron monitorizados con el software comercial brindado por el fabricante.

Los espectros de IR se realizaron en un equipo SHIMADZU DR-8031.

Los espectros de masas se realizaron utilizando equipos LC/MSD-Serie 100 HEWLETT-
PACKARD con el método de lonizacion por Electrospray (IES-EM), equipo SHIMADZU QP-
2010 mediante impacto electronico (IE-EM). Los espectros de masa de alta resolucion (AR-
EM) se obtuvieron en un espectrometro BRUKER DALTONICS modelo MICRO TOFQ, con
el modo ESI+.

Los puntos de fusion fueron determinados en un equipo ELECTROTHERMAL 9100.

Los espectros de RMN se realizaron en un equipo BRUKER DPX 400 (400 MHz) utilizando
los disolventes indicados en cada caso y tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los
valores de desplazamiento quimico son descriptos en unidades de & (ppm) y las multiplicidades
segun s: singulete, d: doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete, c: cuarteto, g: quinteto, m:
multiplete, sa: sefial ancha. La completa caracterizacién se realiza con la combinacion de
experimentos HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation), y COSY (COrrelated SpectroscopY).
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e El avance de las reacciones y la pureza de los productos se examinaron por cromatografia en
capa fina (CCF). Se utilizo silicagel con indicador fluorescente sobre placas de poliéster
(ALUGRAM® Sil G/UV254) u 6xido de aluminio con indicador fluorescente sobre placas de
poliéster (POLIGRAM® ALOX N/UV254. Las fases moviles usadas han sido mezclas (en
distintas proporciones) de acetato de etilo y éter de petroleo, éter etilico y éter de petréleo, y
diclorometano y metanol. Se revelaron por alguno de los siguientes métodos:

o exposicion a la luz ultravioleta a 254nm

o asperjado con reactivo de Brady (disolucién de 2,4-dinitrofenilhidracina en EtOH).

o exposicion a vapores de yodo.

e Para las cromatografias en columnas (CC) se utiliz: silicagel (SAl, 63-200 pm), silica flash
(SAI, 32-63 um) o alumina neutra (SAIL 50-200 um).

e Para determinar el avance y pureza de las reacciones en fase sélida se realizo:

o Desanclaje de los productos finales o intermedios de la resina de fase s6lida mediante
mezclas de TFA:DCM, en diferentes proporciones segun el tipo de resina empleada,
en agitacion a temperatura ambiente por 1-2 h. CCF de la mezcla de reaccion.

o Obtencion de espectro IR del producto anclado en su resina.

o Reacciones colorimétricas de la resina en suspension de DCM (por ejemplo con
reactivo de Brady).

e En la sintesis con resinas de fase sélida para el célculo de las cargas tedricas se utilizo la
siguiente férmula:

o Nuevacarga = carga vieja de la resina

1 + ((carga vieja x PM ganado) /1000)
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4.1.1. Sintesis de resina de Wang

Resina de Merrifield derivatizada con p-hidroxibenzaldehido (1): en un balon seco se coloca
la resina de Merrifield (0.25 g, 1.0 mmol, carga de resina 4 mmol/g), se adiciona 2 mL de DMF
seca y se deja 10 minutos con agitacion orbital suave en un shaker para permitir el hinchamiento.
En otro balon se prepara una mezcla de NaH (0.12 g, 3 mmol, pureza 60%), p-hidroxibenzaldehido
(0.37 g, 3 mmol) en 5 mL de DMF seca. Esta mezcla se adiciona al balén de la resina lentamente
con cuentagota y se deja en reaccion 24 h a temperatura ambiente. Luego de 24 h la resina se filtra
a vacio y se lava con 3 ciclos de: H.O/ MeOH (metanol) / THF (tetrahidrofurano) / H.O: THF (2:
1)/ H,O/ THF/ MeOH (6 mL de cada disolvente), el lavado final se realiza con 5 mL de éter etilico
anhidro. La resina obtenida se deja secar en desecador por 24 h. Se obtienen 0.244 g de la resina

1, nueva carga de resina 2.98 mmol/g, R= 73 %.

!

Reaccion Brady: positiva. IR (KBr): 1686 cm™ (caracteristico grupo aldehido)

Resina de Merrifield derivatizada con p-hidroxibenzaldehido (2): en un reactor de microondas
de teflon se coloca la resina de Merrifield (0.25 g, 1.0 mmol, carga de resina 4 mmol/g), se adiciona
3 mL de DMF seca y se deja 10 minutos con agitacion orbital suave en un shaker para permitir el
hinchamiento. En un baldn se prepara una mezcla de p-hidroxibenzaldehido (0.25 g, 2 mmol), t-
BuOH (0.152 g, 2 mmol) en 3 mL de DMF seca. Esta mezcla se adiciona lentamente al reactor de
teflon con la resina. El reactor se cierra herméticamente y se calienta en el microondas durante 10
minutos, potencia 100 W con una temperatura final de 105 °C y presion maxima de 5 atm. Luego
el reactor con la mezcla se enfria en bafio de hielo y la resina se filtra a vacio y lava con 3 ciclos
de 6 mL de lamezcla H>O: EtOH (1: 1). El lavado final se realiza con 5 mL de éter etilico anhidro.
La resina obtenida se deja secar en desecador por 24 h. Se obtuvieron 0.278 g de la resina 2, nueva

carga de resina 2.98 mmol/g, R= 83 %.
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Resina de Wang (3): en un baldn seco se coloca la resina de Merrifield derivatizada con p-
hidroxibenzaldehido (1 6 2) (0.2 g, 0.6 mmol, carga de resina 2.98 mmol/g), se adiciona 2 mL de
THF seco, 1 mL EtOH absoluto y N-metilmorfolina (NMM) y se deja 10 minutos con agitacion
orbital suave en un shaker a temperatura ambiente por 20 minutos. Luego se agrega NaBH4 (0.09
g, 2.4 mmol) y se deja en agitacion orbital a temperatura ambiente. Luego de 24 h la resina se filtra
a vacio y se lava con 3 ciclos de: H.O/ MeOH/ THF/ THF/ MeOH (5 mL de cada disolvente), el
lavado final se realiza con 5 mL de éter etilico anhidro. La resina obtenida se deja secar en
desecador por 24 h. Se obtuvieron 0.18 g de la resina 3, nueva carga de resina 2.96 mmol/g, R=
89 %.

o

Wang

Reaccion Brady: negativa. IR (KBr): 3430 cm™ (caracteristico grupo alcohol)

4.1.2. Sintesis de ligando bifuncional tetraamino (11)

Cyclam-(Boc)s (4): Se disuelve dicarbonato de di-tert-butilo (Boc20) (1.2 g, 5.7 mmol, pureza 97
%) en 6 mL de DCM seco. A esta disolucion se le afiade Cyclam (0.52 g, 2.5 mmol, pureza 98 %).
Al momento de agregar el Cyclam se liberan burbujas de gas. Se deja la reaccion en agitacion a
temperatura ambiente durante 2 h. El avance de la reaccién se controla por CCF de SiOg,
diclorometano : metanol (9:1), revelado en cdmara de iodo. Luego se evapora el disolvente a
presion reducida y el crudo se purifica por CC (silica flash, diclorometano : metanol, 95:5). Se
coloca en un desecador durante 24 h, obteniéndose el compuesto 4 (0.4509 g, R= 36%).
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IH RMN (400 MHz) (CDCls) & (ppm): 1.47 (m, 27H, CHs), 1.71 (m, 2H, H2A), 1.94 (m, 2H,
H2’A), 2.65 (t, 2H, J = 8.8 Hz, H3A), 2.81 (t, 2H, J = 5.6 Hz, HE), 3.30 — 3-40 (m, 12 H, H1A,
HB, HC, HI’A, H3’A, HD).

Cyclam-(Boc)s-EA (5): EIl compuesto 4 (0.2 g, 0.4 moles) se disuelve en 2 mL de DMF. 2-
Bromoacetato de etilo (0.04 mL, d = 0.9 g/mL) y K>COs (0.06 g, 0.6 moles) se agregan a la
disolucién. La mezcla se deja en agitacion bajo atmosfera de nitrégeno a 80 — 85 °C durante 16 h.
El avance de la reaccion se controla por CCF de SiOa, diclorometano : metanol (9:1), revelado en
camara de iodo. Luego se filtra y lava con tolueno tres veces. Al filtrado obtenido, se le evapora
el remanente de DMF por evaporacion a vacio con volimenes de tolueno. El crudo obtenido es
purificado por CC (silica flash, diclorometano : metanol, 95:5). Se coloca en un desecador durante
24 h, obteniéndose el compuesto 5 (0.1080 g, R = 51 %).

%ﬁ

%%u%

IH RMN (400 MHz) (CDCls) & (ppm): 1.28 (m, 3H, HH), 1.42 (m, 27H, CHs), 1.67 (m, 2H, 2A),
1.80 (M, 2H, H2'A), 2.47 (m, 2H, H3A), 2.75 (m,2H, HE), 2.90 (s, 2H, HF), 3.05 — 3.35 (m, 12H,
H1A, HB, HC, HI’A, H3’A, HD), 4.03(m, 2H, HG). IE-EM, m/z: 587.40 (M* + H).
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Cyclam-(Boc)s3-OH (6): El compuesto 5 (0.1 g, 0.17 moles) se disuelve en 10 mL de MeOH y se
agrega NaOH (0.3 mL de una disolucién acuosa 1 M) para la hidrélisis. La mezcla de reaccion se
agita a temperatura ambiente por 2 h. El avance de la reaccion se controla por CCF de SiOg,
diclorometano : metanol (9:1), revelado en camara de iodo. El MeOH se evapora a presion
reducida. A la capa acuosa remanente se le ajusta el pH a 6.0 con disolucién acuosa de HCI 1M y
se extrae con acetato de etilo (4 x 10 mL). Las fases organicas se juntan, se secan con Na;SOs y el
disolvente se destila a presion reducida. Se coloca en un desecador durante 24 h, obteniéndose el
compuesto 6 (0.71 g, R = 75 %) sin realizarse otra purificacion.

%m

%%pg

IH RMN (400 MHz) (CDCls) & (ppm): 1.49 (m, 27H, CHs), 1.76 (m, 2H, H2A), 1.88 (m, 2H,
H2'A), 2.62 (m, 2H, H3A), 2.75 (m,2H, HE), 3.27 (m, 2H, HF), 3.38 (m, 12H, H1A, HB, HC,
H1'A, H3'A, HD), 4.03(m, 2H, HG). HSQC (400 MHz) (CDCls) & (ppm): 27 (C2A), 28.5 (C-H3)
29 (C2'A), 48 (C1A, C1'A, C3'A, CB, CC, CD), 53.5 (C3A), 55 (CE), 58.5 (CF). HMBC (400
MHz) (CDCls) 5 (ppm): 80 (C-(CHs)s), 157.1 (C-COOC(CHs)s), 172.9 (C-COOH). IE-EM, m/z:
558.35(M*). ESI-EM m/z: 559.8 (M* + H).
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4.1.3. Sintesis de ligando bifuncional HYNIC-Boc

Acido 6-hidrazinil nicotinico (HYNIC) (7): En un reactor de microondas de teflon se coloca una
mezcla de &cido 6-cloronicotinico (2.0 g, 16 mmol, pureza 99 %), monohidrato de hidrazina (3.2
g, 64 mmol, pureza 50-60 %) y H>O destilada (6.4 mL). El reactor se cierra herméticamente y se
calienta a 160 °C durante 5 minutos, potencia 300 W, presion maxima 5 atm. Luego el reactor con
la mezcla se enfria en bafio de hielo. A la mezcla obtenida (de un color violeta) se le ajusta el pH
a 5.5 con el agregado lento de HCI (c). El precipitado obtenido se filtra a vacio y se lava con EtOH
y éter etilico anhidro y se coloca en un desecador durante 24 h. Se obtiene 1.87 g (R = 75 %) de

un sélido color amarillo palido. No se realizan otros pasos de purificacion.

(e}

HO X
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N _—NH,

Iz

IH RMN (DMSO-de) & (ppm): 6.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-5), 7.86 (dd, J = 8.8 Hz, J = 2.4 Hz, 1H,
H-4), 8.35 (sa, 1H, NH), 8.53 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-2). 3C RMN (DMSO-de) (ppm): 105.87 (C-
5), 114.94 (C-3), 139.07 (C-4), 151.09 (C-2), 160.61 (C-6), 167.26 (COOH).

Acido 6-(t-butoxicarbonilhidrazino)nicotinico (HYNIC-Boc) (8): El compuesto 7 (0.15 g, 0.98
mmol) se disuelve en 5 mL de EtOH y se afiade dicarbonato de di-tert-butilo (0.22 g, 0.98 mmol).
La mezcla se deja con agitacion magnética a 35 — 40 °C durante 2 h. El avance de la reaccion se
controla por CCF de SiO, éter de petroleo: acetato de etilo (3:7), revelado UV. A las 2 h se evapora
el disolvente a presion reducida y el crudo se purifica por CC (silica flash, CH2Cl2/MeOH, 9:1).

Se coloca en un desecador durante 24 h, obteniéndose 86 mg (R = 35 %).
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'H RMN (Acetona-ds) & (ppm): 1.45 (s, 9H, CHs), 6.75 (d, J= 8.8 Hz, 1H, H-e), 8.10 (dd, J1=
2Hz, J,= 8.8Hz, 1H, H-d), 8.73 (d, J= 2Hz, 1H, H-b). HSQC (Acetona-ds) J (ppm): 27.7 (CHs),
105.6 (C-e), 139.4 (C-d), 151.1(C-b). HMBC (Acetona-ds)  (ppm): 79.5 (C-(CHa)s), 117.1 (C-
c), 165.7 (C-f). PF: 274-276 °C.

Acido 6-(2-(tert-butoxicarbonil)hidrazinil)nicotinico (HYNIC-Boc) (9): El compuesto 7 (0.15
g, 0.98 mmol) se disuelve en 5 mL de H,O y se afiade dicarbonato de di-tert-butilo (0.22 g, 0.98
mmol). La mezcla se deja con agitacion magnética a 35 — 40 °C durante 2 h. Para el seguimiento
del avance de la reaccion se procede igual que para el compuesto 8. A la fase acuosa se le ajusta
el pH a 6.0 y se extrae con acetato de etilo (4 x 10 mL). Las fases organicas se juntan, se secan con
Na>SO;s y el disolvente se destila a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por CC (silica
flash, CH2Cl> : MeOH, 9:1). Se coloca en un desecador durante 24 h, obteniéndose 102 mg (R =
41 %).

Acido 6-(2-(tert-butoxicarbonil)hidrazinil)nicotinico (HYNIC-Boc) (10): El compuesto 7 (0.15
g, 0.98 mmol) se disuelve en 5 mL de EtOH y se afiade dicarbonato de di-tert-butilo (0.22 g, 0.98
mmol) y urea (10 % mmol respecto a 7). La mezcla se deja con agitacion magnética a 35 — 40 °C
durante 3 h y luego 8 h a temperatura ambiente. Para el seguimiento del avance de la reaccion y

purificacion se procede igual que para el compuesto 8, obteniéndose 74 mg (R = 30 %).

Acido 6-(2-(tert-butoxicarbonil)hidrazinil)nicotinico (HYNIC-Boc) (11): El compuesto 7 (0.15
g, 0.98 mmol) se disuelve en 1 mL de una disolucion acuosa de LiBr (2.5 M) y se afiade
dicarbonato de di-tert-butilo (0.22 g, 0.98 mmol). La mezcla se agita magnéticamente a
temperatura ambiente durante 24 h, luego 2 h a 50°C y 24 h mas a temperatura ambiente. Para el
seguimiento del avance de la reaccion se procede igual que para el compuesto 8. El crudo obtenido

se filtra a vacio, se lava con agua. A la fase acuosa obtenida en el filtrado se le ajusta el pH a 6.0
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y se extrae con acetato de etilo (4 x 10 mL). Las fases organicas se juntan, se secan con NaxSOs y
el disolvente se destila a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por CC (silica flash,
CH.CI2/MeOH, 9:1). Se coloca en un desecador durante 24 h, obteniéndose 31 mg (R = 13 %).

Acido 6-(2-(tert-butoxicarbonil)hidrazinil)nicotinico (HYNIC-Boc) (12): El compuesto 7 (0.15
g, 0.98 mmol) se disuelve en 1 mL de H20 y se afiade dicarbonato de di-tert-butilo (0.22 g, 0.98
mmol) y NaOH (0.035 g, 0.88 mmol). La mezcla se agita a 50 °C durante 1 h. Luego se completan
las 24 h a temperatura ambiente. Para el seguimiento del avance de la reaccion y purificacion se

procede igual que para el compuesto 11, obteniendose 51 mg (R = 21 %).

Acido 6-(2-(tert-butoxicarbonil)hidrazinil)nicotinico (HYNIC-Boc) (13): En un reactor de
microondas de tefl6n se coloca una mezcla del compuesto 7 (0.25 g, 1.6 mmol), H20 (4 mL), t-
BuOH (4 mL) y NaOH (81 mg, 2.0 mmol). La mezcla se agita en shaker 15 minutos y luego se
adiciona dicarbonato de di-tert-butilo (0.36 g, 1.6 mmol). El reactor se cierra herméticamente y se
calienta en el microondas durante 5 minutos, potencia 100 W, temperatura méxima alcanzada 120
°C y presién maxima 5 atm. Luego el reactor con la mezcla se enfria en bafio de hielo y se controla
el avance de la reaccion por CCF de SiO», éter de petroleo : acetato de etilo (3:7), revelado UV.
Se evapora el t-BuOH a presion reducida a 40 °C, se ajusta el pH a 6.0 con HCI (c) y se realizan
extracciones a la fase acuosa con acetato de etilo (4 x 15 mL). Las fases organicas se juntan, se
secan con NaxSO; y el disolvente se destila a presion reducida. El crudo se purifica por CC (silica
flash, CH2Cl, : MeOH, 9:1), obteniéndose 223 mg (R =55 %).

Acido 6-(2-(tert-butoxicarbonil)hidrazinil)nicotinico (HYNIC-Boc) (14): En un bal6n seco se
coloca una mezcla del compuesto 7 (0.5g, 3.3 mmol), H20 (9 mL), t-BuOH (6mL) y NaOH (0.16
g, 3.99 mmol). La mezcla se agita magnéticamente durante 15 minutos y luego se adiciona
dicarbonato de di-tert-butilo (0.73 g, 3.3 mmol). El avance de la reaccion se controla por CCF de
SiOy, éter de petrdleo : acetato de etilo (3:7), revelado UV. La mezcla en reaccién se deja con
agitacion magnética por 24 h a temperatura ambiente. Para la purificacion se procede igual que

para el compuesto 13, obteniéndose 348 mg (R = 42 %).
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4.1.4. Sintesis de ligando bifuncional HYNIC-TFA

Resina de Wang derivatizada con trifluoroacetilo (15): En un balon seco en barfio de hielo (0
°C) con atmosfera de nitrdgeno se colocan 5 mL de dioxano seco, resina de Wang (0.5 g, 0.63
mmol, carga 1.25 mmol/g) se agita orbitalmente en shaker durante 5 minutos para hinchamiento
de la resina. Luego se agrega anhidrido trifluoroacético (0.18 mL, 1.3 mmol) y se agita
orbitalmente en bafio de hielo durante 30 minutos, luego hasta completar 24 h a temperatura
ambiente. Luego la resina se filtra a vacio y se lava con ciclos (6 mL de cada disolvente): dioxano
seco/ EtOH anhidro o/ THF anhidro/éter etilico anhidro. Se toma 1 mL de las aguas madres de
filtracion y se le realizan extracciones con H>O para controlar el pH. Los lavados se contintan
hasta que el pH sea 7. El lavado final se realiza con 5 mL de éter etilico anhidro. La resina obtenida
se deja secar en desecador por 24 h. Se obtienen 0.54 g de la resina 15, nueva carga de resina 1.12
mmol/g, R =96 %.

IR(KBr): 1760 cm™ (carbonilo), 1170 cm™ (C-F)

Acido 6-(2-trifluoroacetilhidrazinil)nicotinico (HYNIC-TFA) (16): En un bal6n seco coloca la
resina de Wang derivatizada con trifluoroacetilo (15) (0.79 g, 0.78 mmol, carga 1.12 mmol/g), se
adicionan 5 mL de MeOH y se agita orbitalmente durante 5 minutos para favorecer el
hinchamiento de la resina. Se agrega HYNIC (7, 60 mg, 0.39 mmol), trietilamina (0.054 mL, 0.39
mmol), 10 mL de MeOH y se deja en agitacion orbital durante 48 h. Se controla por CCF de SiOs,
CHCl> : MeOH (9:1), revelado UV. Luego de 48 h se neutraliza con acido acético glacial
(aproximadamente 0.22 mL) y se filtra a vacio lavando con 3 ciclos de 5 mL de cada disolvente
de MeOH/CH Cl,. El filtrado se destila a presion reducida, el crudo obtenido se disuelve en H20,
se ajusta el pH a 7.0 y se realizan extracciones de la fase acuosa con acetato de etilo (4 x 10 mL).
Las fases organicas se juntan, se secan con NaxSOs y el disolvente se destila a presion reducida.

No se realizan otros pasos de purificacion, obteniendose 29 mg del compuesto 16, R= 30 %.
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IH NMR (CDsOD) 6 (ppm): 7.14 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-3), 8.14 (dd, J = 2.0 Hz, J = 8.8 Hz, 1H,
H-4), 8.65 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-6); $3C NMR (CDs0D) & (ppm): 107.0 (C-3), 118.0 (C-F3), 127.3
(C-5), 139.6 (C-4), 148.6 (C-6), 157.0 (C-2), 167.6 (COOH), 168.3 (COCFs). IE-EM, m/z: 249.
04 (M*). PF: 114.3-115.8 °C.

Acido 6-(2-trifluoroacetilhidrazinil)nicotinico (HYNIC-TFA) (17): En un reactor de
microondas de teflon se coloca la resina de Wang derivatizada con trifluoroacetilo (15) (0.25 g,
0.25 mmol, carga 1.12 mmol/g), se adicionan 3 mL de DMF seca y se agita orbitalmente durante
5 minutos para favorecer el hinchamiento de la resina. En un balén se disuelve HYNIC (7, 26 mg,
0.17 mmol) y trietilamina (0.023 mL, 0.17 mmol) en 4 mL de DMF. Esta mezcla se agrega al
reactor con la resina, se cierra herméticamente el reactor y se calienta en microondas durante 10
minutos a 150 °C, 300 W, presion maxima 3 atm. Se controla la reaccion neutralizando una
alicuota del crudo en 1 mL de H20 y realizando extracciones de la fase acuosa en acetato de etilo.
Alicuotas de la fase orgénica se controlan por CCF de SiO2, CH2Cl>: MeOH (9:1), revelado UV.
La mezcla en el reactor se neutraliza con acido acético glacial y se filtra, lavando con MeOH y
DMF. Se reducen los disolventes del filtrado mediante evaporacion a presion reducida agregando
tolueno para co-destilar la DMF. El crudo se disuelve en H>O (40 mL) se ajusta el pH a 7 y se
realizan extracciones de la fase acuosa con 4 x 10 mL de éter de petrdleo. Las fases organicas se
juntan, se secan con Na>SOs y el disolvente se destila a presion reducida. No se realizan otros
pasos de purificacion. Se realiza *H RMN y se comprueba gran cantidad de productos secundarios

e impurezas, con un rendimiento final < 10 %.

Acido 6-(2-trifluoroacetilhidrazinil)nicotinico (HYNIC-TFA) (18): Se procede igual que para

el compuesto 17 sin calentamiento de microondas, dejando la mezcla a temperatura ambiente
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durante 48 h. Al igual que con 17 se obtiene el producto final con R < 10 % y gran cantidad de

productos secundarios e impurezas.

Acido 6-(2-trifluoroacetilhidrazinil)nicotinico (HYNIC-TFA) (19): En un reactor de
microondas de teflon se coloca la resina de Wang derivatizada con trifluoroacetilo (15) (0.25 g,
0.25 mmol, carga 1.12 mmol/g), se adicionan 3 mL de dioxano seco y se agita orbitalmente durante
5 minutos para favorecer el hinchamiento de la resina. En un balén se disuelve en 3 mL de dioxano,
HYNIC (9, 21 mg, 0.12 mmol) y trietilamina (0.020 mL, 0.12 mmol). Esta mezcla se adiciona al
reactor, se lo cierra herméticamente y se calienta en microondas a 100 °C, 10 minutos, potencia
300 W, presion maxima 5 atm. Luego el reactor con la mezcla se enfria en bafio de hielo y se filtra
a vacio y lava con el procedimiento descripto para 15. Para la purificacion se procede igual que

para el compuesto 16, obteniéndose 10 mg, R = 15 %.

Acido 6-(2-trifluoroacetilhidrazinil)nicotinico (HYNIC-TFA) (20): En un bal6n seco se
disuelven en 2 mL de DMF seca, HYNIC (7, 0.1 g, 0.65 mmol) y anhidrido trifluoroacético (0.1
mL, 0.72 mmol). La mezcla se deja en agitacion magnética durante 2 h a temperatura ambiente.
Se controla el avance por CCF de SiO2, CH2Cl>: MeOH (9:1), revelado UV, con previo mini work-
up de extraccion H>O : AcEOt. Luego de 2 h la DMF y el TFA formado se destilan a presion
reducida con adiciones de pequefios volimenes de tolueno. El crudo se disuelve en H20 (25 mL)
se ajusta el pH a 7 y se realizan extracciones de la fase acuosa con 4 x 10 mL de éter de petréleo.
Las fases organicas se juntan, se secan con NaxSOs y el disolvente se destila a presion reducida.
Finalmente se purifica por cromatografia en columna (silica flash, acetato de etilo), obteniéndose
98 mg del compuesto 20, R = 60 %.
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4.1.5. Sintesis de péptidos analogos de a-MSH

Consideraciones generales

e Eneste trabajo se evaluaron los siguientes péptidos ciclicos analogos de a-MSH marcados con
9MTc:  N4y-cycMSHa10,  N4j-Ahx-cycMSH4.13,  HYNIC-Ahx-cycMSHa.13  (obtenido
empleando  HYNIC-Boc), TFA-HYNIC-Ahx-cycMSH4.1,  N4-CO-Re(Arg!)CCMSH.
También se estudi6 el péptido ICG-Ahx-AhxRe(Arg)CCMSH derivatizado con la sustacncia
fluorescente verde de indocianina (ICG).

e La sintesis y caracterizacion de los péptidos analogos de a-MSH se llevo a cabo en el
Laboratorio del Dr. Fabio Gallazzi, Structural Biology Core, University of Missouri, Columbia
(USA) segun la metodologia de sintesis en fase solida previamente descrita en la literatura
174,184_

e Todos los reactivos empleados en la sintesis de los péptidos fueron de Sigma-Aldrich Chemical
Co. (St. Louis, MO).

e La sintesis de los péptidos fue realizada empleando metodologia de sintesis en fase sélida en
un maltiple sintetizador automatico de péptidos modelo Apex 396.

e Se utilizé la metodologia de sintesis en fase s6lida empleando a-aminoacidos N-protegidos con
el grupo Fmoc para la obtencién de péptidos-amidas. La desproteccion de los grupos
protectores Fmoc de los aminoacidos se realiz6 con piperidina y el desanclaje final de la resina
se realiz6 con TFA. Como agente acoplante se utilizo6 HBTU. Como agente antioxidante se
utilizo el “Reactivo K*”: TFA/tioanisol (TIS)/H20/fenol/1,2-etanoditiol (EDT) (82.5:5:5:5:2.5
VIV).

e Se trabajo con una escala de 75 umol de péptido, partiendo de 120 mg de resina (carga de 0,75
mmol/g), empleandose los aminoacidos en un exceso de 3 equivalentes la carga de la resina.

e El anclaje del primer aminoéacido y la elongacion del intermedio lineal consistié en ciclos
repetitivos de desproteccion de grupo Fmoc y activacion-acoplamiento de los aminoacidos.
Cada ciclo consiste de las siguientes etapas:

1. Lavado de resina con N-metil-2-pirrolidona (NMP) (x 10).
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Desproteccion del grupo Fmoc: el Fmoc-péptido-resina se trata por 3 minutos con 2
mL de piperidina al 25 % en DMF. Se filtran los disolventes y se repite 4 veces el
tratamiento con piperidina. Se lava con DMF.
Lavado pre-acoplamiento: se lava con 2 mL de NMP (x 4).
Acoplamiento:
= Se lava la resina con NMP (200 pL)
= Se adicionan 6 equivalentes de diisopropiletilamina (DIPEA) de la carga de la
resina (570 pL de disolucion 0.8 M en NMP).
= Se adicionan 3 equivalentes de Fmoc-aminoéacido disuelto en HOBt (750 L de
disolucion 0.3 M en HOBt 0.3M).
= Se adiciona 2.7 equivalentes de HBTU (510 pL de disolucion 0.4 M en DMF).
= Se deja en agitacion por 20 minutos.
= Sefiltray lava con NMP (1 min).

= Se repite el acoplamiento sin lavado final.

5. Capping:

= Se agrega NMP (200 pL), DIPEA (750 pL de disolucion 15 % en NMP) y
anhidrido acético (750 pL de disolucion 10 % en NMP).

= Se agita por 10 minutos.

= Se filtray lava con NMP (x 2).

e El seguimiento y caracterizacion de los productos intermedios y finales se realizé empleando

la metodologia de HPLC-MS de fase reversa, con previo desanclaje de los productos de la fase

solida. Las condiciones de la metodologia de HPLC-MS fueron:

Condiciones HPLC: Equipo HPLC Beckam-Coulter-System-Gold. La fase movil
empleada fue: 0.1 % TFA en H2O(A): 0.1 % TFA acetonitrilo (B). Se utilizdé un
gradiente de fase B 10 % a 50 % en 30 minutos. El flujo empleado fue de 1 mL/min.
El detector UV con A1=214 nm y 2,=280 nm. La columna fue una C18 de 150 x 4.6
mm, 5 um de diametro de particula, marca Thermo Scientific. El volumen de inyeccion:
10 pL de péptido en disolucion de H20 : acetonitrilo (30:70).

Condiciones espectrometro de masas: Equipo: LCQ Fleet™ Jon Trap Mass

Spectrometer. EI método de ionizacion empleado fue electrospray (ESI).
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e La purificacion de los crudos de los péptidos obtenidos se realizé empleando la metodologia
HPLC fase reversa preparativo. Condiciones HPLC:

e Equipo HPLC Beckam-Coulter-System-Gold. La fase moévil empleada fue: 0.1 % TFA

en H2O(A): 0.1 % TFA acetonitrilo (B). Se utilizo un gradiente de fase B de 15 % a 35

% en 40 minutos. El flujo empleado fue de 10 mL/min. El detector UV con A1=225 nm

y A2=280 nm. La columna fue una C18, 6 um, 60A, marca Waters_Prep Nova Pak ®.

Volumen de inyeccion: 5-10 pL del crudo de péptido en una disolucién de H»O :
acetonitrilo (30:70).

Se detalla a continuacion la sintesis de los péptidos N4j-cycMSHa.10 y N4y-Ahx-cycMSH3.13
llevada a cabo en el marco de una beca de movilidad ANIl (MOV-CA-2013-1-10984) en
Laboratorio del Dr. Fabio Gallazzi, Structural Biology Core, University of Missouri, Columbia
(USA).

Sintesis del péptido LBI1-GG-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-CONHz2 (21): En los pocillos del
multiple sintetizador automatico de péptidos se coloca resina de Rink (120 mg, carga 0.75
mmol/g), LBII (3 eq., 0.225 mmol, 126 mg) en 1.5 mL de NMP, HBTU (2.7 eq., 0.2 mmol, 77 mg
en 3 mL NMP), DIPEA (6 eg., 0.45 mmol, 58 mg), piperidina al 25 % en DMF y los Fmoc-a-N-
aminoacidos en disolucion HOBt (0.3M en NMP). Fmoc-a-N-aminoacidos: Fmoc-Arg(Pbf)-OH
(3 eq., 0.225 mmol, 146 mg), Fmoc-Gly-OH (6 eq., 0.45 mmol, 138 mg), Fmoc-His(Trt)-OH (3
eq., 0.225 mmol, 139 mg), Fmoc-Trp(Boc)-OH (3 eq., 0.225 mmol, 118 mg), Fmoc-Nle-OH (3
eq., 0.225 mmol, 80 mg), Fmoc-Asp(O-2-PhiPr)-OH (3 eq., 0.225 mmol, 107 mg), Fmoc-
Lys(Mtt)-OH (3 eq., 0.225 mmol, 141 mg), Fmoc-D-Phe-OH(3 eq., 0.225 mmol, 87 mg). El
sintetizador automatico de péptidos se programa y se comienza con los ciclos de desproteccién del
grupo Fmoc y activacién-acoplamiento de los aminoacidos, obteniéndose el precursor lineal:
Fmoc-Nle-Asp(O-2-PhiPr)-His(Trt)-DPhe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys(Mtt)-Resina Rink. Luego se
procede a la ciclacion del precursor lineal. Para ello inicialmente se realiza la desproteccion de
Asp(O-2-PhiPr)-OH y Lys(Mtt): i) se lava la resina con NMP/CH2Cl> (x 5, 5 mL), ii) se adiciona
TFA (3 %) y TIS (5 %) en CH2Cl> y se deja en agitacion por 90 minutos a temperatura ambiente.
Luego se realiza la ciclacion: i) se lava la resina con NMP/CH,Cl (x 5, 5 mL), ii) se neutraliza el
acido con DIPEA (5 mL disolucién 10 % en NMP), iii) se adiciona PyBOP (6 eq., 0.45 mmol, 234
mg), DIPEA (15 eq., 1.125 mmol, 200 pL), DMF (5 mL) y se deja durante 12 h a temperatura
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ambiente con agitacion. Luego se lava con DMF/NMP. Se continda la elongacion del péptido
mediante ciclos de desproteccidn del grupo Fmoc y activacion-acoplamiento de los aminoacidos.
Obteniéndose el precursor Boc-LBII-GG-Nle-cyc[Asp-His-DPhe-Arg-Trp(Boc)-Lys]-Resina
Rink. Finalmente se realiza el desanclaje y desproteccion final en la condicién de 87.5 % TFA en
5mL de CH2Clzcon 2.5 % de la mezcla de antioxidantes del Reactivo K, durante 1.5 h de agitacion
a temperatura ambiente. Se lava la resina con 3 mL DCM vy las aguas de lavado son neutralizadas
con piperidina 10 % en MeOH. Se evapora el MeOH y DCM hasta 2 mL, se adiciona éter etilico
para formar un precipitado, el precipitado se centrifuga por 5 minutos y se resuspende en
acetonitrilo : H2O (70:30) y se purifica por HPLC fase reversa preparativo. El purificado es
liofilizado. El avance de la reaccion se controla por HPL-MS con previo desanclaje de alicuotas
de resina para los fragmentos: Fmoc-Nle-Asp-H-dPhe-RW-Lys-CONH, Fmoc-Nle-cyc(Asp-H-
dPhe-RW-Lys)-CONH2, GG-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-CONH; y LBII-GG-Nle-cyc(Asp-
H-dPhe-RW-Lys)-CONH.z. El producto final se caracteriz6 por HPLC-MS de fase reversa
obteniéndose (21) 3.5 mg, R =5 %.

)\/NH
HoN S

(21)
LBII-GG-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-CONHz ESI-MS m/z: 1337.16 (M™ + H)
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Sintesis del péptido LBII-Ahx-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-GPV-CONH2 (22): En los
pocillos del multiple sintetizador automético de péptidos se coloca resina de Sieber (120 mg, carga
0.75 mmol/g), LBII (3 eq., 0.225 mmol, 126 mg) en 1.5 mL de NMP, acido 6-aminohexanoico
(Ahx) (3 eq., 0.225 mmol, 79 mg), HBTU (2,7 eq., 0.2 mmol, 77 mg en 3 mL NMP), DIPEA (6
eq., 0.45 mmol, 58 mg), piperidina al 25 % en DMF y los Fmoc-a-N-aminoacidos en disolucion
HOBt (0.3 M en NMP). Fmoc-a-N-aminoécidos: Fmoc-Arg(Pbf)-OH (3 eq., 0.225 mmol, 146
mg), Fmoc-Gly-OH (3 eq., 0.225 mmol, 67 mg), Fmoc-His(Trt)-OH (3 eq., 0.225 mmol, 139 mg),
Fmoc-Pro-OH (3 eq., 0.225 mmol, 76 mg), Fmoc-Trp(Boc)-OH (3 eq., 0.225 mmol, 118 mg),
Fmoc-Val-OH (3 eg., 0.225 mmol, 76 mg), Fmoc-Nle-OH (3 eq., 0.225 mmol, 80 mg), Fmoc-
Asp(O-2-PhiPr)-OH (3 eqg., 0.225 mmol, 107 mg), Fmoc-Lys(Mtt)-OH (3 eq., 0.225 mmol, 141
mg), Fmoc-D-Phe-OH(3 eq., 0.225 mmol, 87 mg). El sintetizador automatico de péptidos se
programa y se comienza con los ciclos de desproteccion del grupo Fmoc y activacion-
acoplamiento de los aminoéacidos, obteniéndose el precursor lineal: Boc-LBII-Ahx-Nle-Asp(O-2-
PhiPr)-His(Trt)-DPhe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys(Mtt)-GPV-Resina Sieber. Luego se realiza el
desanclaje de la resina y desproteccion de Asp y Lys: i) se lava la resina con NMP/ DCM (x 8, 5
mL), ii) se adiciona TFA (3.5 %) TIS (5 %) en 2 mL de DCM y se deja en agitacion a temperatura
ambiente por 1.5 h. Luego se filtra y lava con DCM (x 3). Las aguas de lavado se neutralizan con
500 pL de piperidina (10 % en MeOH). Se evapora con corriente de N2 hasta 2 mL, se adiciona
éter etilico para formar un precipitado. Se centrifuga durante 5 minutos y se retira el sobrenadante
de éter etilico. Luego se realiza la ciclacion en disolucion: se adiciona PyBOP (4 eg., 0.3 mmol,
156 mg), DIPEA (10 eq., 0.75 mmol, 128 pL), 5 mL de DMF y se deja durante 12 h a temperatura
ambiente con agitacion. Se adiciona éter etilico para formar un precipitado y se centrifuga durante
5 minutos, se retira el sobrenadante de éter etilico. Finalmente se realiza la desproteccion final con
la condicién de 87.5 % TFA en DCM (5 mL) con 2.5 % de la mezcla de antioxidantes del Reactivo
K, durante 1.5 h de agitacidn a temperatura ambiente. Luego de 1.5 h se neutraliza la reaccion con
piperidina 10 % en MeOH. Se evapora el MeOH y DCM hasta 2 mL, se adiciona éter etilico para
formar un precipitado, el precipitado se centrifuga por 5 minutos y se resuspende en acetonitrilo :
H>O (70:30) y se purifica por HPLC fase reversa preparativo. El purificado es liofilizado. El
avance de la reaccién se controla por HPL-MS con previo desanclaje de alicuotas de resina para
los fragmentos: Fmoc-dPhe-RW-Lys-GPV-CONH2, LBII-Ahx-Nle-Asp(O-2-PhiPr)-His(Trt)-
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DPhe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys(Mtt)-GPV-CONHy, LBII-Ahx-Nle-cyc[Asp-His(Trt)-DPhe-
Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys]-GPV-CONH2 y  LBII-Ahx-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-GPV-
CONHoa. El producto final se caracterizdé por HPLC-MS de fase reversa obteniéndose (22) 25 mg,
R =30 %.

L }Y pe,

HN

o NH,

(22)
LBII-Ahx-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-GPV-CONH; ESI-MS m/z: 1590.32 (M* + H)
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4.2. SINTESIS ORGANICA: RESULTADOS Y DISCUSION
4.2.1. Sintesis de resina de Wang

La sintesis de los ligandos bifuncionales propuestos se realizd por metodologias
tradicionales de quimica orgénica, y por metodologias modernas de fase sélida y sintesis asistida
por microondas. Estas permiten reducir los tiempos de reaccion y los procesos de purificacion de

los productos finales 190192,

La estrategia de sintesis en fase solida comienza con una adecuada seleccion de la resina a
emplear, siendo una limitante las caracteristicas del ligando unido al soporte. Asi, la resina
seleccionada fue la de Wang. Esta resina de poliestireno-divinilbenceno presenta un grupo ligante
hidroximetilado. La misma se obtuvo comercialmente y por derivatizacion de una resina comercial
de Merrifield (Esquema 4.1). Frente a la resina de Merrifield, la de Wang es més labil a los

desanclajes en medio &cido permitiendo emplear condiciones menos agresivas 124192,

La transformacion de la resina de Merrifield en Wang consistié en dos pasos, para el
primero se ensayaron condiciones via microondas y a temperatura ambiente. El seguimiento de las
reacciones se hizo mediante IR (Figura 4.1) y test colorimétrico (utilizando reactivo de Brady) 1°3

selectivo para grupos aldehido (Figura 4.1).

CHO

i) NaH / DMF / T.amb 24h. R=73%

+ Brady
o
Merrifield cHo IR (aldehido

ii) t-BUOK / DMF / "MW" 10min, 100W N
OH  (Ti= 105°C). R=83% 1686 cm'l)
NaBH,

EtOH / T.amb 24h
R=89%

Q v
- Brady
OH
)

IR (desaparece aldehido

formacién alcohol, 3430 cm™t Wang

Esquema 4.1: Sintesis de resina de Wang a partir de resina de Merrifield
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Figura 4.1: IR de la resina de Merrifield derivatizada (A) y de resina de Wang (B)

4.2.2. Sintesis de ligandos bifuncionales tetraamino 1 y 11

El disefio de los potenciales radiofarmacos de ®™Tc se ha basado en el uso de estructuras
capaces de incorporar el atomo de tecnecio y que puedan unirse a la biomolécula sin afectar su
conformacion bioldgica, en este caso para que los complejos cycMSH-*"Tc puedan ser
reconocidos al enfrentarse a los transportadores de MC1R en las células. De esta forma, se plantea
en primer lugar la sintesis de un ligando bifuncional de tipo tetraamino para su adecuada union al

9MTc (Esquema 4.2). Uno de los objetivos iniciales del presente trabajo consistio en la sintesis de
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estructuras derivadas del ligando bifuncional tetraamino | (LB-1, Esquema 4.2) conteniendo un

grupo funcional que permita la correcta derivatizacion con el derivado de a-MSH.

ReCCMSH}NH,

ReCCMSH

i) desproteccion (TFA) | ReCCMSH I

Acoplamiento

Y

Boc\N _Boc

ii) marcacion
ii) rcaci o NH
99MTcO,
SnC|2 — —+1
Boc
/ HN NH

Esquema 4.2: Representacion de derivatizacion de ReCCMSH con LB-1 y posterior marcacién

con ¥MTcOs

La metodologia sintética propuesta para la sintesis del ligando bifuncional tetraamino

aciclico I (LB-1) se presenta en el Esquema 4.3 y se basa en un reciente trabajo publicado 88, Esta

sintesis consistié en un primer paso en la sustitucion nucleofilica de la etilendiamina por los &tomos

de bromo del &cido 3-bromo-2-(bromometil)propanoico para dar la estructura del ligando

tetraamino. Para favorecer esta reaccion la etilendiamina se utiliza en exceso (40 equiv.), de

manera de evitar reacciones de sustitucion nucleofilica intramolecular o de polialquilacion.

CO,H

=

Br Br

[ coH |
NH,
HNT
exceso NH HN
_______________________ -
THF, T.amb
1-24hs NH, HoN
2HBr

CO,H
Boc,O
Boc— N N/Boc
......................... -
Dioxano/Agua/NaOH
NH HN
4°C, 1h Boc/ \Boc

Esquema 4.3: Representacion de sintesis de LB-I
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Seguidamente y dado que el siguiente paso es proteger los grupos amino del derivado
deseado con el grupo Boc, se utiliza el crudo de reaccion sin otra purificacion que la destilacion
del exceso del reactivo etilendiamina y del disolvente de reaccion (THF). Para eliminar el exceso
de etilendiamina (P.eb de 116.5 °C) y THF (P.eb de 67 °C) se intent6 destilar a vacio utilizando
tanto un equipo de destilacion a presion reducida (evaporador rotatorio) como una destilacion
simple a vacio. Seguidamente el crudo de reaccion se hizo reaccionar con dicarbonato de di-tert-
butilo (anhidrido de Boc) en cantidades estequiométricas a baja temperatura por una hora. Bajo las
condiciones de reaccidon y procesamiento ensayadas se obtuvo etilendiamina di-Boc como tnico
producto. Estos resultados nos llevan a pensar en la posibilidad que nuestros sistemas de
destilacion a vacio no sean suficientes para la correcta eliminacion del exceso de etilendiamina del
sistema, y por lo tanto esta ultima reaccione con el anhidrido de Boc principalmente. Por lo tanto,
seria necesario contar con un sistema de destilacion a alto vacio del cual no disponemos por el
momento en nuestro laboratorio. Otra posibilidad es que los tiempos y temperatura de reaccion no
sean los adecuados para el primer paso de reaccion, dado que en la técnica publicada esta etapa no

esta descrita claramente.

Dado los resultados mencionados anteriormente se plantea una estrategia de sintesis en fase
solida para la obtencion del derivado LB-I, mediante la cual se pudiera trabajar con exceso de
etilendiamina y posteriormente facilitar su eliminacion (Esquema 4.4). En este contexto, se plantea
utilizar dos resinas con conectores bencilicos, las cuales presentan condiciones &cidas de

desanclaje, tales como la resina tipo Wang (50 % TFA).
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Esquema 4.4: Metodologia de sintesis en fase sélida propuesta para el ligando tetraamino

aciclico LB-I.

Inicialmente, partiendo de una resina de Wang se llevé a cabo un primer paso de anclaje
del reactivo comercial &cido 3-bromo-2-(bromometil)propanoico mediante el empleo de dos
condiciones de reaccién (Esquema 4.5). La primera condicion de reaccion consistié en una
esterificacion para la unién del &cido dibromopropanoico a la resina de Wang utilizando DIC como
agente activante. La segunda condicién de reaccion de union al soporte polimérico involucra una
reaccion de Mitsunobu en presencia de trifenilfosfina y DEAD. Seguidamente se realiz6 la
reaccién de sustitucion nucleofilica utilizando etilendiamina en exceso por periodos de 24 y 48 h.
Posteriormente el exceso de etilendiamina es eliminado facilmente por procesos de lavado con
diferentes disolventes orgéanicos y posterior secado de la resina. Finalmente se llevé a cabo el
desanclaje del producto unido a la resina mediante el empleo de TFA sobre la resina Il (Esquema
4.5). Lamentablemente bajo ninguna de las condiciones de trabajo ensayadas fue posible obtener
el ligando bifuncional tetraamino deseado. Para confirmar el correcto anclaje del acido de partida
bajo las dos condiciones ensayadas, se procedié ademas al desanclaje de la resina I (Esquema 4.5)
utilizando TFA (50 %). Luego de las etapas de filtracion y concentracion a vacio se pudo constatar
la no presencia del reactivo de partida. Por lo tanto, se puede concluir que las dos condiciones de

anclaje utilizadas no resultaron adecuadas en el primer paso de sintesis en fase solida. Puesto que
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fue posible conseguir el LB-1 de forma comercial, este fue adquirido para seguir adelante con los

objetivos planteados y contar con el péptido ReCCMSH derivatizado con el ligando LB-1.

i) DIC / DMAP

COH  cycl,/ DMF (9:1)

O/\OH 24 a 48h, T.amb. O/\O Br
..................... >

(0]

Resina de Wang Br Br ii) PPh; / DEAD I Br
THF
24h, T.amb.
0 O
etilendiamina
50 % TFA
-------------- - O/\o N/\ 2 e HO ”/\

THF seco H NH, CH,Cl, NH,

48h, T.amb. I NH 1h, T.amb.
K/NHZ K/NHz

Esquema 4.5: Metodologia de sintesis ensayada para el ligando bifuncional tetraamino aciclico

en fase solida.

Dado los resultados obtenidos, se plantea la obtencion de un derivado tetraamino ciclico
LB-11 (Esquema 4.6). Este ligando seria empleado posteriormente para derivatizar los dos péptidos
analogos de o-MSH para su evaluacion como potenciales radiofarmacos para diagnostico

oncoldgico.

Este ligando bifuncional cuenta con una estructura tetraamino, pero a diferencia del primer
ligando este presenta una estructura cerrada (derivado conocido como cyclam). EI LB-I1 incorpora
una funcionalidad acido carboxilico que permite el acople al péptido andlogo de a-MSH. El
derivado tetraamino LB-11 también posee tres grupos protectores Boc, que son removidos al final

de la sintesis del péptido.
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La sintesis del LB-Il1 fue realizada segun una metodologia sintética publicada
recientemente 1%, En el Esquema 4.6 se puede apreciar la ruta de sintesis empleada, primero se
realiza la proteccion de tres grupos amino con Boc mediante una sustitucion nucleofilica.
Seguidamente se realiza la incorporacién de un grupo acetilo por Sy e hidroélisis para generar el

acido carboxilico necesario para la union a un grupo amino del péptido analogo de a-MSH.

O

) Y
I:NH HN:I 3equiv. (Boc),0 I:\N HN i O/\
N N g

NH  HN CH,Cl,, 2h, T.amb DMF/ K,COs

/ \
- Boc Boc
R— 36% v 2h, 800C

Cyclam R=51 %

OEt

BOC\,\II/\'L/—KO NaOH / MeOH I/ﬁ/—K
N~
Boc/ v \Boc

2h, T.amb \
R=75% v

LB-II

Y

Esquema 4.6: Sintesis de ligando bifuncional tetraamino ciclico LB-I1.

Se realiza la caracterizacion del producto obtenido mediante *H RMN, COSY, HSQC,
HMBC y EM. En la Figura 4.2 se muestra el espectro *H RMN obtenido para LB-11 en CDCls.
Los protones de los metilos del grupo Boc se pueden ver claramente en una sefial con
desplazamiento caracteristico a 1.49 ppm la cual integra 27 H. A continuacion, los protones que le
siguen en desplazamiento son los -C-CH,-C- siendo los dos pares de protones equivalentes H2A
y H2"A. Estos protones estan unidos de forma simétrica (a dos enlaces de distancia) a dos
heteroatomos de N de aminas terciarias. Entre estos protones los H2A se encuentran mas blindados

(menor desplazamiento) que los H2"A, ya que uno de los N presenta como sustituyente un acido
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carboxilico, con mayor efecto inductor que los sustituyentes de los otros tres N. De esta forma, la
sefal para los H2A se encuentra a 1.76 ppm (integracion 2H) y la de los H2"A se encuentra a 1.88
ppm (integracion 2H). A estos protones le siguen en desplazamiento los protones —CH>-NR2,
siendo estos H1A, H1'A, H3A, H'3A, HB, HC, HD y HE. En este grupo de protones, los mas
blindados son los que se encuentran unidos al heterodtomo N de la amina terciaria que presenta un
acido carboxilico como sustituyente, siendo estos los pares de electrones H3A y HE. Los protones
HE se encuentran més desblindados (mayor desplazamiento) que los H3A porque a dos enlaces de
distancia se encuentra una amina con efecto resonante aceptor, sin embargo, los H3A a dos enlaces
de distancia presentan union a un —CH»-. Asi, la sefial de H3A se encuentra a 2.62 ppm (integra
2H) y la sefial de HE se encuentra a 2.75 (integra 2H). Esta asignacion fue confirmada en el
espectro COSY (Figura 4.3). De acuerdo con la simetria de la molécula, los pares de protones HB
y HC serian equivalentes entre si y por otro lado, los pares de electrones H1A, HL'A y H3'A
también serian equivalentes. Al observar las sefiales del espectro tHRMN se encuentra una sefial
a 3.27 ppm (integra 2 H) y otra sefial a 3.38 ppm (integra 12 H). Para la asignacion de la sefial a
3.27 ppm se utilizé como complemento la informacion brindada por el espectro de HSQC (Figura
4.4), en el cual se puede ver que esta sefial se correlaciona con una sefial de 58.5 ppm
correspondiente al C unido al grupo acido carboxilico. Por lo cual la sefial 3.27 ppm (integra 2 H)
del *H RMN corresponde a los protones HF y la sefial a 3.38 ppm (integra 12 H) corresponde a los
protones H1A, H1"A, H"3A, HB, HC y HD. Los protones fueron correlacionados con sus vecinos
empleando el experimento COSY (Figura 4.3).

A partir de los espectros HSQC y HMBC fue posible la asignacion de resonancias del
heteronticleo 3C directamente unido al *H (HSQC) y a 2 o 3 enlaces (HMBC). En las Figuras 4.4
y 4.5 se muestran las correlaciones entre H y C que permitieron determinar los desplazamientos

de los C de la estructura de LB-II.

En la Figura 4.6 se presenta el espectro de masa (mediante impacto electronico, EI-EM)
del ligando tetraamino LB-I11. De los resultados obtenidos con EI-MS se aprecia una relacion m/z
de 558.35 con un porcentaje de abundancia muy bajo (0.3 %) que corresponde al i6n molecular
(M™). La baja abundancia del ion molecular se debe al método de ionizacién empleado y a la
existencia de estructuras de fragmentacion més estables. El patron de fragmentacion (Esquema

4.7) concuerda con la estructura del LB-I1, con una pérdida inicial de los sustituyentes de los
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grupos amino (fragmento m/z= 201, abundancia = 82 %) y posterior fragmentacion del ciclo para
formar estructuras ciclicas menores que estabilizan la carga positiva mediante resonancia, por
ejemplo los fragmentos con m/z = 97 (abundancia = 100 %), m/z= 83 (abundancia = 44 %) y m/z
= 70 (abundancia = 63 %).
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AcOEt 200
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Figura 4.2: Espectro *H RMN obtenido en CDCls de LB-11.
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Figura 4.6: Espectro de masas (El) de LB-11.
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Esquema 4.7: Propuesta de fragmentacion de LB-11 en EI-MS.

4.2.3. Sintesis de ligando bifuncional HYNIC-Boc

Fueron estudiadas diferentes metodologias para la sintesis del ligando bifuncional HYNIC
con el grupo protector Boc. Obteniéndose en una primer instancia el ligando HYNIC sin grupo
protector (Esquema 4.8), empleado la metodologia descripta en la tesis de Msc Ma. Fernanda
Garcia 1%, la cual consistie en una SnAr sobre el acido 6-cloronicotinico, donde el halogeno es
desplazado por el nucledfilo hidrazina. Seguidamente el grupo hidrazino es acoplado al grupo
protector Boc, mediante reaccion del grupo hidrazino con el anhidrido de Boc [(Boc)20]. En la
Tabla 4.1 se muestran las condiciones de reaccion estudiadas y los rendimientos obtenidos luego

de realizada la purificacion del producto obtenido.
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0
o N NH,-NHy. H,0 _ Ho N HO | N 0
H20 )\
yZ "MW" %4 7 0
. 5 N —NH, N _~NH
N 5 min, 160°C, 300W N N
c 10atm H H
HYNIC R=75% HYNIC- Boc
Esquema 4.8: Sintesis de HYNIC y HYNIC-Boc
Entrada Condicién Rendimiento
(Boc).0 (1eq) / Etanol (5mL)
1 T=35-40°C, 2h 35%
(Boc)20 (1eq) / H20O (5mL) 0
2 T=35-40°C, 2h 41%
3 (Boc).0 (1eq) / Etanol (5mL) / Urea (10 % mmol) 30 %
T=35-40 °C, 3 h Luego, 8 h a Tamb 0
4 (Boc).0 (1eq) / LiBr (sol. ag. 2,5 M, 1mL) Tamb, 24 h 13 %
Luego T=50 °C por 2 h+ 24 h a Tamb 0
5 (Boc)20 (1eq) / NaOH (0,9eq) H.O (1mL), 21 o
T=50 °C, 1 h. Luego, Tamb hasta 24 h 0
6 i) t-BuOH (3mL) / H.0O (3mL) / NaOH (1.2eq)
i) (Boc)20 (1eq) 55 %
Microondas, 5 min, 100 W, 120 °C
7 i) t-BuOH (6mL) / H20O (9 mL) / NaOH (1.2eq)
i) (Boc)20 (1eq) 42 %
Tamb, 24 h

Tabla 4.1: Condiciones estudiadas para la sintesis de HYNIC—Boc a partir de HYNIC.

El grupo Boc, es ampliamente utilizado como grupo protector en diferentes aplicaciones,
entre ellas la sintesis de péptidos. Esto se debe a la resistencia de Boc a hidroélisis en medios

basicos, resistencia a otros nucléofilos y a la hidrogenolisis catalitica %1%, Si bien la proteccion
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de grupos amino con Boc, es bastante utilizada y conocida, la proteccion de grupos hidrazino no

lo es, existiendo menos publicaciones al respecto 1971%,

Las condiciones estudiadas involucraron metodologias sintéticas de quimica organica no
convencional como el uso de radiacion con microondas. La radiacion microondas, en el espectro
electromagnético estd ubicada a longitudes de onda entre 1 mm — 1m, correspondiendo a
frecuencias entre 0.3 y 300 GHz. EIl calentamiento por radiacién microondas se basa en dos
mecanismos: la rotacion dipolar y en la conduccion ionica. En relacion a la rotacion dipolar, las
moléculas que poseen dipolos permanentes o inducidos rotan tratando de alinear su dipolo con el
campo eléctrico oscilante de la radiacion electromagnética en la regién de ondas microondas. Dado
que la rotacion de dipolos moleculares se retrasa respecto de la oscilacion el campo eléctrico en la
region de microondas, la energia electromagnética absorbida para la rotacion se disipa en el medio
en forma de calor. Con respecto a la conduccion idnica, el calentamiento se produce por la
migracion de los iones disueltos en el campo eléctrico oscilante lo que causa un aumento en las
colisiones, convirtiéndose asi la energia cinética en calor. El calentamiento por radiacion
microondas presenta ciertas ventajas frente al calentamiento convencional como: la radiacion se
absorbe directamente por los reactivos; el calentamiento es homogéneo; por el calentamiento
homogéneo se producen menos productos de descomposicién o productos secundarios; se
disminuyen los tiempos de reaccion; en condiciones de vacio se puede aumentar rapidamente la
temperatura por encima del punto de ebullicion del disolvente utilizado; se simplifica el escalado

de las reacciones 199201,

También fueron estudiadas condiciones de quimica verde, favorables para el medio
ambiente que no involucran disolventes organicos. La quimica verde se define como “el disefo de
productos y procesos guimicos que reduzcan o eliminen el uso y la generacidn de sustancias
peligrosas” 2%2, La quimica verde cuenta con doce principios, los cuales son directivas en cuanto
al uso de reactivos, disolventes y catalizadores alternativos, condiciones de reaccion y procesos
optimizados con controles 23, De acuerdo a la quimica verde, el empleo de disolventes verdes
tiene como finalidad disminuir el impacto ambiental derivado de la utilizacion de disolventes en
la sintesis quimica. Asi un disolvente verde debe ser natural, de facil accesibilidad, no toxico y
barato. Ademas, éste debe facilitar la transferencia de masa (no necesariamente con disolucion),

permitir el avance de la reaccion, la purificacion y el reciclaje de los catalizadores. Por todo lo
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mencionado, el agua es el disolvente y reactivo de eleccion en la quimica verde, pero también se

emplean liquidos iénicos, disolventes biodegradables, fluidos supercriticos y sistemas bifasicos
204,205

Generalmente las condiciones de proteccién de aminas con Boc se llevan a cabo en
disolventes apréticos como THF o DCM y en presencia de una base fuerte como trietilamina. En
este trabajo fueron estudiadas condiciones de proteccion del grupo hidrazino siguiendo los
principios de quimica verde. Asi, en las entradas 1 y 2 de la Tabla 4.1, se estudiaron condiciones
empleando disolventes como etanol y agua respectivamente, sin la adicion de una base. En
ausencia de una base para ambos disolventes préticos polares, el mecanismo de activacion de los
carbonilos de (Boc)20 se basa en la formacion de un estado intermedio con enlaces de hidrogenos
entre los protones del disolvente y los oxigenos de los carbonilos del (Boc).0. Favoreciéndose asi,
la electrofilia del carbonilo para el ataque nucleofilico 2°62%7, Para el caso del agua, se propone
también que el &tomo de oxigeno forma un enlace de hidrogeno con un hidrogeno de aminas
aromaticas, aumentando asi la densidad electronica del &tomo de nitrogeno y de esta forma la
nucleofilia de éste 2°’. Los rendimientos obtenidos para las reacciones en las entradas 1 y 2 de la
Tabla 4.1, muestran un leve mejor rendimiento (41 % vs 35 %) para el uso de agua frente al de
etanol, que podria estar relacionado a una activacion adicional de la nucleofilia del grupo
hidrazinilo con este disolvente. Por otro lado, en ambas condiciones de reaccién, se obtuvo el
producto HYNIC-Boc, y en menor proporcion el derivado di-Boc, el cual fue eliminado en la

purificacion.

En la entrada 3 de la Tabla 4.1, se estudié una condicién de reaccion empleando como
catalizador un compuesto organico, la urea. El uso de organocatalizadores ha crecido en los ltimos
afios dado las ventajas econdmicas, medio ambientales y de enantioselectividad que estos ofrecen
208-210 | as ureas y tioureas han sido estudiadas por su capacidad de activacion electrofilica en
reacciones mediante la formacion de enlaces de hidrogeno 211213, |as guanidinas también han sido
utilizadas como organocatalizadores en la proteccion de aminas y péptidos con (Boc):0,
demostrando ser una alternativa eficiente y reciclable 24, Empleando las condiciones de la entrada
3 de la Tabla 4.1, fue posible obtener el grupo hidrazino protegido con Boc, sin embargo, también
se obtuvo como producto secundario el derivado di-Boc y el rendimiento final de la reaccion fue
del orden que las condicionesen 1y 2.
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Otro de los principios de la quimica verde refiere al no uso de disolventes si es posible. De
esta forma, fue estudiada la condicion de la entrada 4 de la Tabla 4.1. En esta condicion se empled
el LiBr como catalizador, el cual también puede considerarse compatible con quimica verde, dado
que puede ser facilmente recuperado de la reaccion y reutilizado sin pérdida de efectividad. En
estas condiciones tampoco fue empleada una base, dado que el Li* del par i6nico LiBr presenta
una alta afinidad por el oxigeno, activando la electrofilia del grupo carbonilo para el ataque
nucleofilico del grupo hidrazino 2>21¢, El rendimiento de la reaccion en estas condiciones fue muy
bajo (13 %).

En las condiciones de la entrada 5 de la Tabla 4.1 se ensay6 la reaccion empleando como
catalizador una base inorganica altamente econémica como el hidroxido de sodio. En estas

condiciones tampoco fue posible mejorar el rendimiento (21 %).

El compuesto HYNIC presenta un grupo acido y otro basico, teniendo asi caracteristicas
zwitteridnicas similares a las de los aminoacidos y siendo el pH un factor muy importante. Por
este motivo, en las condiciones de reaccidn de las entradas 6 y 7 de la Tabla 4.1 se realizo la
proteccion empleando condiciones usadas en aminoéacidos 2%’. La proteccion fue ensayada a
temperatura ambiente y empleadndose radiacion microondas, empleando condiciones similares a
las descritas en la tesis de Msc Ma. Fernanda Garcia . Los rendimientos obtenidos luego de la
purificacion con estas condiciones fueron del orden que las condiciones anteriores, siendo mejor

el rendimiento y tiempo de reaccion en la condicion con radiacion microondas.

En la Figuras 4.7-4.8 se muestran el espectro de *H RMN y los experimentos de HSQC y
HBMC correspondiente a HYNIC-Boc.

El rango de 6.8 a 8.5 ppm es caracteristico de protones aromaticos en el espectro de *H-
RMN. En la Figura 4.7 se puede apreciar esta region del espectro 'H RMN de HYNIC-Boc,
observandose claramente sefiales correspondientes a los protones Hb, Hd y He. El anillo de
piridina presente en HYNIC-Boc es un sistema electronico 7 deficiente. En el Esquema 4.9 se
muestran las estructuras resonantes del anillo piridina, observandose que por efecto resonante las
posiciones 2, 4 y 6 del anillo son deficientes en electrones y el efecto inductivo aceptor del
heteroatomo N. En HYNIC-Boc el anillo de piridina se encuentra disustituido. Por un lado en la
posicién 3 del anillo el sustituyente es un acido carboxilico, un grupo aceptor por efecto resonante

e inductivo. Mientras que en la posicion 6 del anillo el sustituyente es un grupo donor por efecto
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resonante. En este contexto, el proton He es el mas blindado (menor desplazamiento),
observandose en el espectro *H RMN a 6.75 ppm como un doblete con una constante de
acoplamiento (J) de 8.8 Hz por su acople con el proton en posicion vecina (Hd). Considerando lo
mencionado anteriormente el proton mas desblindado del anillo corresponde a Hb, el cual presenta
su sefial a 8.73 ppm como un doblete con J = 2 Hz caracteristica de un acoplamiento con el protén
en posicion meta (Hd). EI protén Hd se detecta a 8.10 ppm como doble doblete con acoplamiento
con los protones He (J = 8.8 Hz) y Hb (J = 2 Hz). Finalmente los protones mas blindados son los

del grupo protector Boc, con una sefial caracteristica a 1.45 ppm la cual integra 9 H.
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Esquema 4.9: Estructuras resonantes del anillo de piridina.
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Figura 4.7: Espectro *H RMN de HYNIC-Boc (seccién protones aromaticos)

103



En el experimento de HSQC (Figura 4.8) se observan las correlaciones bidimensionales C-
H a un enlace de distancia. De esta forma se asignan los desplazamientos de los siguientes atomos
de carbono de HYNIC-Boc: 27.7 ppm CHs, 105.6 ppm C-e, 139.4 ppm C-d y 151.1 ppm C-b. Por
otro lado, en la Figura 4.9 se muestra el experimento de HMBC de HYNIC-Boc, aprecidndose en
este la correlacion C-H a mas de un enlace de distancia. Asi se pueden asignar los desplazamientos
de atomos de carbono que no se encuentran unidos directamente a un proton: 79.5 ppm C-(CHs)s,
117.1 ppm C-c y 165.7 ppm C-f.
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Figura 4.8: Experimento HSQC de HYNIC-Boc
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Figura 4.9: Experimento HMBC de HYNIC-Boc

4.2.4. Sintesis de ligando bifuncional HYNIC-TFA

Para la sintesis de HYNIC-TFA se plantearon dos metodologias de sintesis (Esquema
4.10). Por un lado, una estrategia de trifluoroacetilacion de grupo hidrazino libre de HYNIC en
presencia de anhidrido trifluoroacético en disolucién (A). Por otro lado, una estrategia en fase
solida (B) de dos pasos. Siendo el primero la derivatizacién de la resina de Wang mediante una
trifluoroacetilacion con anhidrido trifluoroacético y el segundo un desanclaje con un mecanismo
diferente, el cual requiere del ataque nucleofilico del grupo hidracino de HYNIC. Para este
segundo paso se estudiaron diferentes disolventes y metodologias de calentamiento. Dado que en
un ensayo inicial del paso de desanclaje empleando unicamente HYNIC disuelto en dioxano con
calentamiento en microondas se constatd que no hubo reaccion, se estudiaron condiciones
empleando la base trietilamina para favorecer la forma desprotonada del grupo hidrazino y mejorar

el ataque nucleofilico.
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Esquema 4.10: Metodologia de sintesis de HYNIC-TFA

En la Tabla 4.2 se resumen las diferentes condiciones de reaccion estudiadas y los
rendimientos obtenidos luego de realizada la purificacion del producto obtenido. Como se puede
apreciar el mejor rendimiento se obtuvo con la condicién de la entrada 1, estrategia de sintesis en
disolucion. A modo de prueba para corroborar efectividad de resina derivatizada con
trifluoracético se llevo a cabo una trifluoroacetilacion empleando una amina primaria aromatica
(Esquema 4.11). Asi, se ensayo la trifluoroacetilacién empleando feniletilamina, dioxano como
disolvente en condiciones de agitacion a temperatura ambiente durante 48 h, obteniéndose el
producto esperado de la amina trifluoroacetilada (caracterizada por H, 3C RMN) con un
rendimiento de 90 %. De esta forma, se piensa que los bajos rendimientos obtenidos con la reaccién
de trifluoroacetilacién del grupo hidrazino de HYNIC empleando la estrategia de sintesis en fase
solida se podrian deber a que el grupo hidrazino posee un menor poder nucleofilico sobre la resina

modificada.
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Entrada Condicion

Tamb.

Resina-TFA (0.78 mmol, carga 1.12 mmol/g),
2 HYNIC (0.39 mmol), EtsN (0.39mmol)
MeOH. 48 h Tamb.

Resina-TFA (0.25 mmol, carga 1.12 mmol/g),
3 HYNIC (0.17 mmol), EtsN (0.17mmol)
DMEF. “MO” 10 min, 150 °C, 300 W

Resina-TFA (0.25 mmol, carga 1.12 mmol/g),
4 HYNIC (0.17 mmol), EtsN (0.17mmol)
DMF. 48 h Tamb.

Resina-TFA (0.25 mmol, carga 1.12 mmol/g),
5 HYNIC (0.12 mmol), EtsN (0.12mmol)
Dioxano. “MO” 10 min, 100 °C, 300 W

Tabla 4.2: Condiciones estudiadas para la sintesis de HYNIC-TFA

NH,
(0]
0 Az
HN
F F
Qo SR
F Dioxano

Resina - TFA Tamb. 48 h

R =90 %

Esquema 4.11: Trifluoroacetilacion de feniletilamina.

HYNIC (0.65 mmol), anhidrido trifluoroacético (0.72 mmol) DMF. 2 h

Rendimiento

60 %

30 %

<10 %

<10 %

15 %

En la Figura 4.9 se muestra el espectro infrarrojo de la resina derivatizada con

trifluoroacetilo obtenida a partir de la resina de Wang. En relacién al IR de la resina de Wang

(Figura 4.1.B) se puede apreciar que desaparece la sefial del alcohol en 3400 cm™ y puede

visualizarse la sefial del carbonilo en 1760 cm™y del enlace C-F en 1170 cm™.
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Figura 4.9: Espectro IR de Resina-TFA

HYNIC-TFA fue caracterizado por *H RMN, 3C RMN y EM. El espectro de masas se

muestra en la Figura 4.10, en el cual se puede ver claramente el ién molecular M* de m/z 249.04.

En el *H RMN se observd el mismo patron de los protones aromaticos que para HYNIC-Boc. En

la Figura 4.11 se muestra el espectro **C RMN obtenido. En este se puede apreciar que los atomos

de carbono C2-6, presentan desplazamientos en la region correspondiente a los C aromaticos y

acorde al sistema electronico m deficiente anillo de piridina disustituido: 107.0 ppm C-3, 127.3
ppm C-5, 139.6 ppm C-4, 148.6 ppm C-6 y 157.0 C-2. El C-Fs presenta un desplazamiento
caracteristico de 118.0 ppm. Los C de los carbonilos son claramente los méas desblindados, siendo

COCF3 el méas desblindado por el efecto inductivo aceptor de los 3 &tomos de F, asi las sefiales se

presentan en 167.6 ppm (COOH) y 168.3 ppm (COCFs3).
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Figura 4.11: Espectro **3C RMN de HYNIC-TFA
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4.2.5. Sintesis de péptidos analogos de a-MSH

En esta tesis se trabajo con cuatro péptidos ciclicos analogos de alfa hormona estimulante

de melanocitos (a-MSH). Las estructuras de los cuatro péptidos se muestran en la Figura 4.12.
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Figura 4.12: Estructura de los péptidos utilizados en este trabajo. 1. N4y;-cycMSHa.10, 2. N4y -
AhX-CycCMSHa.13, 3. HYNIC-Ahx-CycMSHa4.13, 4. N4-CO-Re(Arg!t)CCMSH.
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De estos péptidos, los nimeros 1y 2, ciclados mediante enlace lactama derivatizados con
el ligando bifuncional tetraamino Il fueron sintetizados en el marco de una beca de movilidad de
ANII: Beca MOV-CA-2013-1-10984 en la Universidad de Misssouri (EEUU). EI péptido 3,
también ciclado mediante un enlace lactama, y derivatizado el ligando bifuncional HYNIC y el
péptido 4, ciclado mediante un atomo métalico de renio, fueron sintetizados en el Laboratorio del

Profesor Fabio Gallazi de la Universidad de Misssouri (EEUU) 174,

Los peptidos 1 y 2 fueron sintetizados empleando la metodologia de sintesis en fase sélida

en un multiple sintetizador automatico de péptidos, en una escala de 75 pumol de péptido.

En la Figura 4.13 se puede apreciar la estrategia de sintesis empleada para obtener el
péptido analogo de a-MSH ciclado por un enlace lactama derivatizado con el ligando tetraamino
1 (LB-11), péptido 1 N4j-cycMSH4.10 (compuesto 21), secuencia: LBII-GG-Nle-cyc(Asp-H-
dPhe-RW-Lys)-CONH2 (21).

Resumidamente, el péptidol fue sintetizado en el sintetizador automatico sobre la resina
de Rink, construyéndose el precursor: Fmoc-Nle-Asp(O-2-PhiPr)-His(Trt)-DPhe-Arg(Pbf)-
Trp(Boc)-Lys(Mtt). Luego se realizd la desproteccion de los grupos protectores del Asp y Lys con
un 3.5 % de TFA. Posteriormente se realizé la ciclacion con PyBOP (x 6 exceso) en presencia de
DIPEA (x 15 exceso) en DMF 12 horas de agitacion a temperatura ambiente. Se continta la
elongacion del péptido mediante ciclos de desproteccion del grupo Fmoc y activacion-
acoplamiento de los aminoacidos. Obteniéndose el precursor Boc-LBII-GG-Nle-cyc[Asp-His-
DPhe-Arg-Trp(Boc)-Lys]-Resina Rink. Finalmente se realizo el desanclaje y desproteccion final
en la condicidn de 87.5 % TFA en DCM con 2.5 % de scavengers, durante 1.5 h de agitacion a

temperatura ambiente.

El avance de la reaccion en la sintesis del péptido 1 se controlé por HPL-MS con previo
desanclaje de alicuotas de resina para los fragmentos: Fmoc-Nle-Asp-H-dPhe-RW-Lys-CONHa,
Fmoc-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-CONH,, GG-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-CONH, vy
LBII-GG-NIle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-CONHo>. El producto final se caracterizé por HPLC-MS
de fase reversa obteniendose 21 con un rendimiento final luego de la purificacion por HPLC
preparativo de 5 %. En la Tabla 4.3 se pueden apreciar las masas tedricas y experimentales de los

diferentes fragmentos peptidicos intermedios obtenidos. En la Figura 4.14 se muestra para el
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péptido 1 purificado A) cromatograma HPLC, B) Abundancia Relativa C) Espectro Masa del

compuesto 100 % abundante.

Fmoc —_

NH  OCHg Fmoc

‘ O Fmoc-Lys(Mtt)-OH o | Elongacion
> NH : -
O/\ o och, Anclaje del 1° AA O)L cH Ciclos de:

Lys(Mtt) Desproteccion de Fmoc
- Activacion/ Acoplamiento

Resina Rink
HO m BOC
\H/\N N/
. , N N
_ _ i) Desproteccion / AN
R de Aspy Lys BOC BOC
T 0 fmec 359 TFA/ CH,C, Elongacion
N \’(k ] NH 1,5 h Tamb -(G-G-LBy)-
N > >
H LA .. .
Lys(Mtt o i) Ciclacion Ciclosde:
ys(h Nie PyBOP x 6, DIPEA x15 - Desproteccion de Fmoc
- - DMF, 12 h Tamb - Activacion/ Acoplamiento
H, NOC-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-NIe-GG\ﬂ/\m
Desancle y desproteccion final o N HN]
87,5% TFA NH HN
CH,Cl, 1,5 h Tamb

Figura 4.13: Sintesis de péptido 1 N4yi-cycMSHa4.10 (21)

Calculada Experimental

Secuencia 16n M 1+ M/2 | 1+ M/3 M+H 1+M/2 | 1+M/3

LB -GG-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-
CONH,
GG-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-CONH, GGLDHFRWK+ | 1095.57 | 548.785 | 366.19 1096.94 | 549.29 -

GGLDHFRWK+ 1335.57 | 668.785 | 446.19 1337.16 | 669.45 446.74

Fmoc-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-CONH, | fLDHFRWK+ 1203.61 | 602.805 | 402.203 | 1205.01 | 603.36 -
Fmoc-Nle-Asp-H-dPhe-RW-Lys-CONH2 fLDHFRWK+ 1221.61 | 611.805 | 408.203 | 1223.04 | 612.34 413.58

Tabla 4.3: Masas tedricas y experimentales del péptido 1 (21).
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Figura 4.14: HPLC-MS del péptido 1 (21) purificado. A) Cromatograma HPLC, B) Abundancia

Relativa C) Espectro Masa del compuesto 100 % abundante.
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En la Figura 4.15 se puede apreciar la estrategia de sintesis empleada para obtener el
péptido andlogo de a-MSH ciclado por un enlace lactama derivatizado con el LB-11, péptido 2
(compuesto 22), secuencia: LBI1-Ahx-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-GPV-CONH: (22).

F
moc\NH
Fmoc
‘ O Fmoc-Lys(Mtt)-OH 0 | Elongacion
> .NH - >
O/\o o Anclaje del 1° AA O)Lcr' Ciclos de:
Lys(Mtt) — ~ Desproteccion de Fmoc

. - Activacion/ Acoplamiento
Resina Sieber

i) Desanclaje y desproteccién

Q H R o m de Aspy Lys
N % 3,5% TFA/ CH,Cl,
N ik [ j 1,5 h Tamb

Lys(Mit o) NI
ys(Vt) e i) Ciclacion
- - PYBOP x 4, DIPEA x10

Boc ocC DMF, 12 h Tamb

H, NOC-GPV-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-Nle-Ahx m

Desproteccion final \“/\N .

> o

87,5% TFA [ j

CH,Cl, 1,5 h Tamb NH  HN

Figura 4.15: Sintesis de péptido 2: LBII-Ahx-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-Lys)-GPV-
CONHz2 (22)

Este peptido fue sintetizado partiendo de la resina de Sieber la cual permite un desanclaje
en condiciones menos acidas que la de Rink y en este caso la ciclacion se realizo en disolucion
luego del desanclaje final. EIl rendimiento final, luego de la purificacion fue de 30 %. Se considera
que el menor rendimiento obtenido para el primer péptido podria deberse a un impedimento

estérico durante la ciclacion en fase solida.
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Brevemente, la estrategia de sintesis para el péptido 2 (Figura 4.15) consistio en construir
el precursor lineal: Boc-LBII-Ahx-Nle-Asp(O-2-PhiPr)-His(Trt)-DPhe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-
Lys(Mtt)-GPV-Resina Sieber, mediante ciclos de desproteccién del grupo Fmoc y activacion-
acoplamiento de los aminoacidos protegidos en su cadena lateral. Luego se realizé el desanclaje y
desproteccion de los aminoacidos Asp y Lys. Posteriormente se realizd la ciclacion en disolucion
con PyBOP (x 4 exceso) en presencia de DIPEA (x 10 exceso) en DMF 12 horas de agitacion a
temperatura ambiente. Finalmente se efectu6 la desproteccion final de las cadenas laterales de los
aminoacidos con 87.5 % TFA en DCM (5 mL) y se purificd el péptido obtenido por HPLC-MS

preparativo.

El producto final y el avance de la reaccion se controlaron por HPLC-MS con previo
desanclaje de alicuotas de resina para los fragmentos: Fmoc-dPhe-RW-Lys-GPV-CONH,, LBII-
Ahx-Nle-Asp(O-2-PhiPr)-His(Trt)-DPhe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys(Mtt)-GPV-CONH2, LBII-Ahx-
Nle-cyc[Asp-His(Trt)-DPhe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys]-GPV-CONH2 y LBII-Ahx-Nle-cyc(Asp-H-
dPhe-RW-Lys)-GPV-CONHo.. El producto final se caracteriz6 por HPLC-MS de fase reversa
obteniéndose el péptido 2 purificado en un rendimiento de 30 %. En la Tabla 4.4 se pueden apreciar
las masas tedricas y experimentales de los diferentes fragmentos peptidicos intermedios obtenidos.
En la Figura 4.16 se muestra para el péptido 2 purificado A) cromatograma HPLC, B) Abundancia

Relativa C) Espectro Masa del compuesto 100 % abundante.

Calculada Experimental

Secuencia 16n M 1+ M2 | 1+M/3 | M+H | 1+M/2 | 1+M/3
LBII-Ahx-Nle-cyc(Asp-H-dPhe-RW-
Lys)-GPV-CONH,
LBII-Ahx-Nle-cyc[Asp-His(Trt)-DPhe-
Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys]-GPV-CONH,
LBI1I-Ahx-Nle-Asp(O-2-PhiPr)-His(Trt)-
DPhe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys(Mtt)-GPV- | ILDHFRWKGPV+ | 2500.750 | 1251.375 | 834.583 | 2502.58 | 1252.66
CONH,
Fmoc-dPhe-RW-Lys-GPV-CONH2 fFRWKGPV+ 1109.580 | 555.790 370.860 | 1110.99 | 556.35

ILDHFRWKGPV+ | 1587.750 | 794.875 | 530.250 | 1590.32 | 795.65 | 530.950

ILDHFRWKGPV+ | 2482.750 | 1242.375 | 828.583 | 2503.66 | 1243.86

Tabla 4.4: Masas tedricas y experimentales del péptido 2 (22).
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Figura 4.16: HPLC-MS del péptido 2 purificado (22). A) Cromatograma HPLC, B) Abundancia

Relativa C) Espectro Masa del compuesto 100 % abundante.
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Como se mencion0 anteriormente en la seccion 1.6 y en la seccién 4.1.5 la sintesis de los
péptidos consistio basicamente en repeticion de ciclos de desproteccion del grupo N-Fmoc del
amino&cido unido a la resina y de activacion y acoplamiento del siguiente aminoacido. En la Figura
4.17 se muestra el mecanismo de desproteccion del grupo N-Fmoc en medo bésico (piperidina al
20 % en DMF). Con la desproteccion del grupo amino se obtiene un producto secundario que
absorbe a 290 nm y puede medirse para verificar el avance de la reaccion. La piperidina se regenera

en esta reaccion 123124,

S (O
. olR @ 0 L Q o)
o/[kNHR . @O)\\NHR

Piperidina Q @
(b — O‘ Q - 0+ [ HaR

Absorbe a 290 nm

Figura 4.17: Desproteccion del grupo N-Fmoc

En la Figura 4.18 se presenta el mecanismo de activacion del grupo carboxilo del
aminoacido mediante la formacion de un éster Bt empleando HBTU para ello. Este grupo Bt es un
buen grupo saliente favoreciendo la formacién del enlace amida mediante el ataque nucleofilico

del grupo amino del aminoécido de la cadena peptidica en elongacion (ver Figura 4.19) 123129,
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Figura 4.18: Activacién del grupo carboxilo empleando HBTU
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Figura 4.19: Formacion del enlace amida

La reactividad entre las sales de uronio/iminio y de fosfonio para el acoplamiento es
similar. Sin embargo, las sales de uronio/iminio (HBTU) pueden causar capping en los grupos
amino de la resinas mediante la formacion de una guanidina N-terminal (estructura en Figura 4.20).
Esta reaccion secundaria ocurre con mayor frecuencia durante las reacciones de ciclacién en resina.
Por lo cual para las reacciones de ciclaciones en resina se prefiere el uso de sales de fosfonio como

PyBOP o PyAOP las cuales no producen esta reaccion de capping 12928,
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H3C

N-Guanidina Resina

Figura 4.20: Estructura de Resina N-Guanidina

Muchas veces el acoplamiento de los aminoacidos no es completo, pudiéndose verificar la
presencia de grupos aminos libres con un test colorimétrico con ninidrina. Por lo que la reaccién
de acoplamiento debe realizarse siempre dos veces seguidas para aumentar el rendimiento. Y
ademas, luego de la segunda reaccion de acoplamiento debe realizarse un procedimiento de
capping (bloqueo)con anhidrido acético. Esto se realiza para evitar que las acilaciones incompletas
durante los acoplamientos permitan que los grupos aminos libres remanentes formen cadenas
peptidicas mas cortas que el péptido final. Estas cadenas peptidicas cortas son muy dificiles de
purificar del péptido deseado por su similitud en la secuencia. Al realizarse un capping con

anhidrido acético se inactivan estos grupos amino gque no reaccionaron durante el acoplamiento
123,129,218

El péptido HYNIC-Ahx-cycMSHa4.13 y el péptido N4-CO-Re(Arg'')CCMSH fueron
sintetizados en el Laboratorio del Profesor Fabio Gallazi de la Universidad de Misssouri
(EEUU)™, Otros dos péptidos utilizados en este trabajo también fueron sintetizados en el
Laboratorio del Profesor Fabio Gallazi de la Universidad de Misssouri. Estos son el péptido TFA-
HYNIC-Ahx-cycMSH4.13 con el grupo protector TFA y el péptido ICG-Ahx-
AhxRe(Arg*)CCMSH, derivatizado con el compuesto fluorescente en el infrarrojo cercano verde
de indocianina (ICG). En las Figuras 4.21 y 4.22 se muestran los HPLC-MS de HYNIC-Ahx-
CYCMSHa.13, TFA-HYNIC-Ahx-cycMSH4.13 y N4-CO-Re(Arg*)CCMSH. En la Figura 4.23 se
muestran la estructura (A) y HPLC-MS (B) de ICG-Ahx-AhxRe(Arg*)CCMSH.
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Figura 4.21: HPLC-MS de HYNIC-Ahx-cycMSHas.13y TFA-HYNIC-Ahx-

CYCMSHs.13
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Figura 4.22: HPLC-MS de N4-CO-Re(Arg11)CCMSH
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Figura 4.23:
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Estructura (A) y HPLC-MS (B) de ICG-Ahx-AhxRe(Arg*')CCMSH
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5. MARCACION Y EVALUACION DE PEPTIDOS
ANALOGOS DE a-MSH CON *mT¢
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5.1. Metodologia experimental: Generalidades

e En Uruguay, el pertecneciato de sodio (Na®™TcO.) empleado en las marcaciones fue obtenido
de un generador ®*Mo-**"Tc aportado por el Centro de Medicina Nuclear, Hospital de Clinicas.
En EEUU el Na*®™TcO, fue brindado por la Universidad de Missouri.

e En Uruguay, para los estudios in vivo en animales se utilizaron protocolos aprobados por la
Comision de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de Ciencias (expediente 240011-
002308-14). De la misma manera los estudios en animales realizados en la Universidad de
Missouri fueron aprobados para su realizacion por el Institutional Animal Care and Use

Committees, Missouri Univerity.

Se emplearon los siquientes equipos:

e Calibrador de dosis Capintec CRC7

e Contador de centelleo so6lido de pozo: detector de cristal de Nal(Tl) de 3x3” asociado a un
analizador monocanal ORTEC

e HPLC Agilent Serie 1200 Infinity Star equipado con detector gamma GABI y detector UV (A
240 y 280 nm). Columna de fase reversa C18 (250 mm x 4.6 x 5 um) Phenomenex Luna.

e Cromatografia en capa fina se realiz6 utilizando ITLC-SG (Pall Corporation) y Whatman 1
mm (Whatman International Ltd) con distintas fases méviles (Ver apartado 5.1.2)

e Las imagenes centellograficas se realizaron en una gamma camara (Modelo Sophy DSX,
Sopha Medical, Buc, France); conectada en serie con un sistema computacional (Mirage
Segami, Columbia, MD) calibrado para detectar la radiacion gamma de 140 keV del **™Tc, en
el Centro de Medicina Nuclear, Hospital de Clinicas, UdelaR (Montevideo, Uruguay)

e Las imagenes centellogréficas se obtuvieron en una gamma camara Sopha DXR rectangular
conectada en serie a un procesador Mirage Segami, en el Centro de Medicina Nuclear, Hospital
de Clinicas, UdelaR.

e Las imagenes micro-SPECT/CT se realizaron en un equipo Siemens Preclinical Inveon
PET/SPECT/CT (Siemens Medical Solution Incorporated, TN, EEUU) en el Centro de
Imagenologia Biomolecular en el Hospital de Veteranos Harry S Truman de la Universidad de
Missouri (Missouri, Estados Unidos) 174,
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e Las imagenes de fluorescencia se obtuvieron en el equipo In-Vivo MS FX PRO Bruker del

Centro de Investigaciones Nucleares (CIN- Facultad de Ciencias) a 800 nm.

5.1.1. Ensayo in vitro de union competitiva (I1Cso)

La ICso, concentracion de péptido requerida para inhibir el 50 % de la union del
radioligando, fue determinada incubando %°1-Tyr%-[Nle*, D-Phe’]Ja-MSH (NDP), un péptido
anadlogo de a-MSH con afinidad picomolar por los receptores MC1R. Se procede de acuerdo al
procedimiento anteriormente publicado *#18, Resumidamente, se incuban 0.2 millones/pocillo de
células de melanoma murino B16/F1 en placa estéril de 24 pocillos, en medio de cultivo DMEM
(conteniendo 25 mM HEPES, BSA 0.2 %), durante 24 h a 37 °C. Luego de lavar las células con
medio de cultivo, cada pocillo es incubado durante 3 h; con aproximadamente 50.000 cpm de ?°
I-Tyr?>-NDP en 0.3 mL de medio de cultivo DMEM, pH 7.4, 0.02 % BSA y concentraciones
crecientes de los péptidos analogos de a-MSH en un rango de 1023 a 10° M. Luego de 2 h el medio
se aspira y las células se lavan dos veces con PBS (fosfato 10 mM pH 7.4, 150 mM NaCl) con 0.2
% BSA. Las células se lisan con 0.5 mL de disolucion acuosa de NaOH (1 M) durante 10 minutos.
Finalmente, se recoge el medio y se mide la radioactividad presente en las células, en un contador
de pozo de Nal. La curva de unién competitiva se obtiene graficando % de unién %° I-Tyr>-NDP
en funcion de la concentracién creciente de péptidos analogos de a-MSH estudiados. El valor de

ICso se obtuvo utilizando el Software GraphPad Prism version 4.0.

5.1.2. Marcacion con *MTc, purificacion y estabilidad de los **™Tc-péptidos a-MSH

Para los péptidos analogos de a-MSH: 1) N4j-cycMSHa.10, 2) N4j-Ahx-CycMSH3.13, 3)
HYNIC-Ahx-cycMSHa-13 y 4) N4-CO-Re(Arg!)CCMSH se estudiaron diferentes estrategias de

marcacion con *™Tc.
Condiciones de marcacidn estudiadas y optimizadas para cada péptido:

e Péptidos 1) N4y-cycMSHa.10 y 2) N4j-Ahx-cycMSHa4.13, se estudiaron dos condiciones:

124



1. 20 pL del péptido (disolucion 1 mg/mL en H20) + 0.1 mL SnCl (disolucion 1 mg/ mL en
H.0) + 0.5 mL agua + 100 pl ®™TcOs (0.1 — 0.5 mL; 1.5 — 15.0 mCi). Incubacién 15
minutos a temperatura ambiente.

2. 20 pL del péptido (disolucién 1 mg/ml en H20) + 50 uL buffer fosfato pH 11.5 + 5 uL de
disolucion 0.5 M de citrato + 20 pL de SnCl2 (disolucion 2 mg/mL en etanol) + 200 pL
9MTcO, (0.1 - 0.5 mL; 1.5 — 15.0 mCi). Incubacién 30 minutos a 50 °C.

e Péptido 3) HYNIC-Ahx-cycMSH4.13:
1. 20 pL del péptido (disolucion 1 mg/mL en H20) + 150 pL tricina (100 mg/mL en H.0) +
9¥MTcO4 (0.1 —0.5mL; 1.5 —15.0 mCi) + 15 pL SnCl; (disolucion fresca de 1 mg/ mL en
HCI 0.1 N). Incubacion 30 minutos a 50 °C.

e Péptido 4) N4-CO-Re(Arg*)CCMSH:
1. 20 pL de peptido (en disolucion de 1 mg/mL en &cido acético 0.01M) + 50 pL de buffer
fosfato de sodio dibasico 0.5 M (pH = 11.5) + 5 uL de citrato de sodio (Naz-citrato) 0.1M
+ 50 pL de una disolucion preparada en el momento de 1 mg/mL de SnCl; en etanol +
9MTcO, (0.1 -0.3 mL; 1.5 5.0 mCi). Se incuba a 37° C durante 30 minutos. Después de
la incubacion el marcado se lleva a pH 7 con el agregado de disolucion acuosa de HCI (1
M) (aproximadamente 10 pL).

Para los cuatro péptidos luego de la marcacién se realizaron controles de calidad para
determinar la pureza radioquimica (PRQ) utilizando las metodologias de HPLC fase reversa e
ITLC. Esta Gltima es necesaria para la identificacion y cuantificacion de la especie reducida de
9MTe (*™TcO, -xH,0) también llamada 6xido, que no se puede determinar por HPLC ya que por
su alta hidrofobicidad queda retenida en la columna.

e Metodologia de HPLC en fase reversa C18. Gradiente: t=0-2.9 min, B=3%; t=2.9-3.0 min,
B=3-35%; t=3.0-30.0 min, B=35-50%; t=30.0-33.0 min, B=50-90%; t=33.0-38.0 min,
B=90-3%. A=0.1 % TFA en H;O, B=0.1% TFA en acetonitrilo. Detector gamma ChA:
(30-1638) keV (unidad: CPS), ChB: (139- 1638) keV (unidad: CPS). Detector UV 2A,
280nm (UV A) y 220nm (UV B).
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e Sistema ITLC:
= |TLC-SG-5%BSA, FM= etanol/amoniaco/agua (2/1/5). Rf 0: ®™Tc0O,-H.0. Rf 0,8-
1,0: ¥MTc-péptido,*®™Tc-citrato y *°™TcOy".
= |TLC-SG, FM= NaCl 0,9%. Rf 0: %™T¢-péptido,* " Tc-citrato y **"TcO,-H,0. Rf
1,0: ®™TcOy.
= |TLC-SG, FM= acetato de amonio 1M / MeOH 1/1 (v/v). Rf 0: ®*™TcO,-H,0. Rf
0,8-1,0: ®™Tc-péptido, ®*MTc-citrato y **™TcOy.

Purificacion de los péptidos:

La separacion de los radioconjugados ™ Tc-péptido se realizdé empleando las condiciones
HPLC mencionadas en fase reversa C18. A la fraccién eluida conteniendo el radioconjugado se le
controld la actividad y se diluyé con 500 pL de PBS 0.1 M pH 7.4. Se evaporoé el acetonitrilo
aplicando una corriente de N». Finalmente, se ajusta el pH a 7 con NaOH diluida y se afiade PBS
0.1 M pH 7.4 en caso de ser necesario. Si se van a realizar estudios in vitro o in vivo se filtra por
0.22 pum.

Evaluacién de la estabilidad del marcado:

La estabilidad de los péptidos marcados con **™Tc purificados se controlé por HPLC e
ITLC alas 2 y 24 h de incubacién a temperatura ambiente.

5.1.3. Evaluacion del coeficiente de particién o Log P

El coeficiente de particiéon (Log P) fue determinado por triplicado segun el procedimiento
publicado "4, Para ello 100000 cpm del ®*™Tc-péptido purificado se disolvieron en 500 pL de PBS
0.1 M pH 7.4 y 500 pL de 1-octanol. La mezcla bifésica fue agitada vigorosamente en shaker por
1 minuto, y luego centrifugada a 14000 RPM por 10 minutos. Luego, alicuotas de 100 pL fueron

tomadas de cada fase para la medicion de cuentas un contador de pozo de Nal. El coeficiente de
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particion se determind como el logio de la relacion (cpm 1-octanol/cpm fase acuosa PBS) y

representado como la media * desviacion estandar de nueve mediciones de tres muestras.

5.1.4. Evaluacién de union a proteinas y estabilidad en suero fetal bovino

Se estudid la estabilidad en Suero Fetal Bovino (SFB) y la union a proteinas de los
radioconjugados *°"Tc-péptidos analogos de o-MSH purificados por HPLC con el método
previamente descripto. Para ello se incubaron alicuotas de los radioconjugados purificados (150
pL, 50 pCi) en 500 pL de SFB a 37° C, durante 1, 2 y 4 h. Las proteinas fueron precipitadas
adicionando 600 pL de acetonitrilo y centrifugadas (1750 g, 5 min). Se midio la actividad del
precipitado y del sobrenadante en contador de pozo de Nal. Finalmente, el sobrenadante fue

analizado por HPLC para evaluar la estabilidad de los complejos de %MT¢ 174184,

5.1.5. Estudio en células de melanoma murino

En el estudio se utilizaron células de melanoma cutaneo de Mus musculus, B16-F1
(ATCC® CRL-6323™)?'° y B16F10 B16-F10 (ATCC® CRL-6475™)?%°, Para ello se procedio a
realizar el estudio con los radioconjugados purificados por HPLC, siguiendo un protocolo del Prof.
Thomas Quinn (Misouri- EEUU) 74, Brevemente, 2 x 10° células se sembraron en placas de 24
pocillos durante toda la noche para permitir la adhesion celular a las mismas, con medio de cultivo
DMEM alto en glucosa, 10 % SFB, 100 U/L y 100 g/L de penicilina/estreptomicina. Luego de la
incubacién durante una noche a 37 °C las células fueron utilizadas para realizar estudios de unién,

internalizacion, externalizacion y bloqueo.

Luego de lavar dos veces con medio de cultivo DMEM-0.2 % BSA, las células fueron
incubadas a 25 °C durante 20, 40, 60, 90 y 120 min con 300000 cpm del radioconjugado **™Tc-
péptido en 300 pL de medio DMEM-0.2 % BSA (n =4). Luego del tiempo de incubacién, el medio
fue aspirado y las células se lavaron dos veces con 500 pL de PBS-0.2 % BSA pH 7.4, 0.01M. La
unién a membrana e internalizacion del radioconjugado se determind lavando las células con 500

ML de una disolucion buffer &cida (acetato de sodio 40 mM, pH 4.5) con el fin de remover el
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radioconjugado unido a la membrana y la actividad remanente dentro de las células se obtuvo
mediante la lisis con 500 pL NaOH 1 N durante 5 min. La actividad unida a membrana e

internalizada se cont6 en un detector gamma.

Para determinar el grado de externalizacion celular, las células fueron incubadas con
300000 cpm de los diferentes radioconjugados durante 2 h a 25 °C en 300 pL de medio DMEM-
0.2 % BSA (n = 4). Luego de la incubacién se removio la actividad unida de forma no especifica
por aspiracion del medio y las células se lavaron 2 veces con 500 pL de PBS-0.2 % BSA pH 7.4,
0.01M. 300 pL de medio fresco DMEM-0.2 % BSA fue agregado a los pocillos y las células se
incubaron a 25 °C durante 20, 40, 60, 90 y 120 min. Transcurridos los tiempos de incubacién

respectivos, se midio la actividad presente en el medio, unido a membrana e internalizado.

El bloqueo de la union especifica fue estudiado en paralelo con estudios de internalizacion,
mediante la co-incubacion de los radioconjugados con el péptido sin marcar. Asi, 300000 cpm de
los diferentes radioconjugados con 20 g del péptido correspondiente sin marcar durante 2 h a 25
°C en 300 pL de medio DMEM-0.2 % BSA (n = 4).

5.1.6. Evaluacion in vivo de perfiles de biodistribucién en modelo murino

Los estudios de in vivo se realizaron en hembras Mus musculus C57 BL/6J, entre 6 - 10
semanas de edad y 18-24 g de peso. Ratones con melanoma inducido por células de melanoma
murino B16-F. La induccion del tumor de melanoma se realizé inyectando 2.5 x 10° células B16-
F1 en 0.1 mL de buffer fosfato salino pH 7.4 en el flanco derecho. Luego de 10 a 15 dias de la
inoculacion los tumores alcanzan un peso de 0.2 g - 0.3 g aproximadamente y se pueden realizar
los estudios in vivo de biodistribucion o imagenologia.

Los estudios de biodistribucion para los cuatro radioconjugados *°MTc-péptido se
realizaron en ratones hembras C57 BL/6J portadores de melanoma. Aproximadamente 1- 3 MBq
del radioconjugado purificado por HPLC se inyectd por via intravenosa a través de la vena de la
cola. Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical luego de 1, 2, 3, 4 y 24 h post
inyeccion (n =5 para cada punto). El tumor, 6rganos y tejidos de interés fueron disecados, pesados
y su actividad medida en un contador de centelleo solido. La actividad captada en los tejidos

normales y tumor fue expresada como porcentaje de actividad por gramo de drgano/tejido
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(%Act/g) y como el porcentaje de actividad inyectada (%Act). El valor total de sangre se considerd
como un 7 % del total del peso corporal. Todos los datos se expresan como la media + desviacién
estandar. Para el andlisis estadistico se utilizé test de t de Student para datos no apareados, se eligio
un nivel de 95 % de confianza para determinar diferencias significativas entre los compuestos, con

unp < 0.05.

5.1.7. Evaluacion in vivo en modelo murino: imagenes centellograficas y micro SPECT/CT

Los estudios de imagenologia para los cuatro radioconjugados *MTc-péptido se realizaron
en ratones hembras C57 BL/6J portadores de melanoma murino. Aproximadamente 18.5 MBq de
cada radioconjugado purificado por HPLC fue inyectado por via intravenosa a través de la vena
de la cola (n = 3). Luego de 1 o 2 h de la administracidn, los animales son anestesiados con
anestesia general Ketamina (10 mg/kg) — Xilazina (100 mg/kg) por via intraperitoneal para la

adquisicion de imagenes estaticas con la gammacamara o micro-SPECT/CT.

5.1.8. Evaluacion in vivo en modelo murino mediante trazador fluorescente (ICG-a-MSH)

40 pg de ICG-Ahx-AhxRe(Arg!t)CCMSH se disolvieron en 50 uL de DMSO. De esta
disolucion se realizé una toma de 35 pL y se diluy6 con H20 destilada filtrada por 0.22 um hasta
100 pL. La disolucion se filtrd por 0.22 um y 0.1 mL se inyectaron por via intravenosa a través de
la vena de la cola de los ratones hembras C57 BL/6J portadores de melanoma murino. Luego de 1

h p.i se obtuvieron imégenes fluorescentes empleandose el equipo In-Vivo MS FX PRO del CIN.
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MARCACION: RESULTADOS Y DISCUSION

5.2. Resultados

5.2.1. Ensayo in vitro de union competitiva (I1Cso)

La ICso (concentracion de péptido necesaria para inhibir 50% de la union de radioligando)
fue realizada en células B16 F1, el ensayo de competencia para los cuatro péptidos se realizd contra
1251-Tyr2-[Nle*, D-Phe’]Ja-MSH (NDP), un péptido analogo de la a-MSH radioiodado con afinidad
del orden picomolar. Los resultados obtenidos para los cuatro péptidos estudiados se muestran en
la Tabla 5.1y las gréficas correspondientes en la Figura 5.1.

Péptido IC 50 (NM)
1 N4j-cycMSHs.10 1.68
2 N4j-Ahx-cycMSH4.13 0.77
3 HYNIC-Ahx-cycMSHa4.13 0.30
4 N4-CO-Re(Arg')CCMSH 2.45

Tabla 5.1: I1Cso de los péeptidos
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Figura 5.1: Curvas dosis-respuesta: A. N4y -cycMSHa.10, B. N4;-Ahx-cycMSH4.13, C. HYNIC-
Ahx-CycMSHa.13, D. N4-CO-Re(Arg!)CCMSH
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5.2.2. Marcacion con *MTc, purificacion y estabilidad de los **™Tc-péptidos a-MSH

La condicion de marcacion a emplear depende del ligando bifuncional unido al péptido.
Para los cuatro péptidos estudiados se optimizaron las condiciones de marcacion hasta que
permitieron una obtencion del radioconjugado *™Tc-péptido con una PRQ > 95 %. Los
radiofarmacos de diagndstico no presentan actividad farmacoldgica dado que se administran en
cantidades trazadores en el rango nano y picomolar para obtener de una forma no invasiva la
descripcion detallada de la morfologia y fisiologia estudiada °>%22!, Para los radiofarmacos de
diagnostico se especifica que la PRQ sea mayor a 90 % %9221 requisito que se logré cumplir para

los cuatro péptidos.

Para los cuatro péptidos marcados con *™Tc fue posible controlar la identidad y purificar
el péptido marcado del no marcado por HPLC. También se controld: pH, apariencia de la
disolucién, identidad y estabilidad del marcado purificado por HPLC a las 2 y 24 horas. No

encontrandose cambio en ninguno de los marcados a estos tiempos.

Para los peptidos 1) N4i-cycMSHa-10 y 2) N4i-Ahx-cycMSHa-13, se estudiaron las siguientes

condiciones:

1. 20 pL del péptido (disolucion 1 mg/mL en H20) + 0.1 mL SnCl; (disolucion 1 mg/ mL en
H.0) + 0.5 mL agua + 100 pl ®™TcO4 (0.1 — 0.5 mL; 1.5 — 15.0 mCi). Incubacion 15
minutos a temperatura ambiente.

2. 20 pL del peptido (disolucion 1 mg/ml en H20) + 50 pL buffer fosfato pH 11.5 + 5 pL de
disolucion 0.5 M de citrato + 20 pL de SnCl (disolucion 2 mg/mL en etanol) + 200 pL
¥MTcOs (0.1 — 0.5 mL; 1.5 — 15.0 mCi). Incubacion 30 minutos a 50 °C. Ver
cromatograma HPLC Figura 5.2

Con la condicion 1) para *™Tc-N4y-cycMSHa.10 se obtuvo una PRQ = 70.7 %, con tiempo de
retencion (tr) de 16.7 min 'y ®MTcO4 en tr= 3.02 min. En UV se ve el péptido no marcado N4

CYCMSHa4.10en tr= 14.8 min.
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Figura 5.2: Cromatograma HPLC de **™Tc-N4;-cycMSHa-10 con condicion 2.

Con la condicion 2) para *™Tc-N4y-cycMSHa.10 se obtuvo una PRQ = 100 %, con tiempo
de retencion (tr) de 19.28 min. En UV se ve el péptido no marcado N4-cycMSHa.10en tr=17.0
min. Para el radioconjugado *°MTc-N4-Ahx-cycMSHa4.13 también se utilizé la segunda condicion

de marcado, obteniéndose una PRQ = 100 %, con tr= 14.7 min y en UV tg= 13.4 min. Ver

cromatograma en Figura 5.3
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Figura 5.3: Cromatograma HPLC de ®™Tc- N4;-Ahx-cycMSHa.13 con condicion 2.
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Para el péptido 3) HYNIC-Ahx-cycMSHas-13 se estudiaron diferentes condiciones de
marcacion empleando SnCl, como agente reductor y tricina como co-ligando para completar la

esfera de coordinacion del *™Tc.
De esta forma para la siguiente condicién de reaccion (a):

a) 20 pL del peptido (disolucion 1 mg/mL en H20) + 150 pL tricina (100 mg/mL en H20) +
¥MTcO, (0.1-0.5mL; 1.5—15.0 mCi) + 30 pL SnCl; (disolucién fresca de 1 mg/ mL en HCI
0.1 N). Incubacién 30 minutos a 50 °C.

Se estudio el efecto en la PRQ del cambio de una variable a la vez. Siendo las variables
estudiadas los pL de SnCl. (disolucion 1 mg/mL en HCI 0.1N), los pL de tricina (solucion 100
mg/mL en H20), la temperatura y el tiempo de reaccion. En la Tabla 5.2 se detallan los diferentes

resultados obtenidos en las distintas condiciones de marcacion.

SnCl2(1 mg/mL en | Tricina (100 mg/mL en

HCI 0.1N) H20) Temperatura tiempo
uL  PRQ (%) L PRQ(%) °C  PRQ(%) min F(’;S
5 100 150 100 25 47 15 <20
15 100 300 99.5 37 98 30 100
30 100 - : 50 100 60 100

Tabla 5.2: Estudio de diferentes condiciones de marcacién para HYNIC-Ahx-cycMSHa.13

variando una unica variable en la condicion de marcacion (a).

Considerando las diferentes variables estudiadas en la marcacion y las PRQ obtenidas para

la realizacion de estudios fisicoquimicos, in vitro e in vivo se utilizé la condicion:

- 20 pL del péptido (disolucion 1 mg/mL en H.0) + 150 pL tricina (100 mg/mL en H20) +
9MTcO4 (0.1 —0.5mL; 1.5 —15.0 mCi) + 15 pL SnCl; (disolucion fresca de 1 mg/ mL en
HCI 0.1 N). Incubacioén 30 minutos a 50 °C.

Esta condicion se utilizo también para marcar el péptido TFA-HYNIC-Ahx-cycMSHa-13

con el grupo protector TFA en HYNIC. Al controlarse por HPLC se observo un pico similar al
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obtenido en la marcacion de HYNIC-Ahx-cycMSHa.13, verificandose luego al obtener el mismo
pico al co-inyectar los marcados obtenidos para HYNIC-Ahx-cycMSH4.13 y TFA-HYNIC-Ahx-
cycMSHa.13. En la Figura 5.4 puede apreciarse los diferentes cromatogramas. **™Tc-HYNIC-Ahx-
cycMSHG..13 se aprecia en la Figura 5.4.1 con PRQ = 100 %, tr= 19.6 min, el péptido no marcado
se observa en tr = 18.6 min. Como se puede apreciar el pico del marcado no es un tnico pico, esto
se debe a los diferentes isomeros/conformaciones que se pueden generar con el sistema HYNIC-
tricina-%°mT¢ %4101109 En |a Figura 5.4.2 se aprecia el cromatograma HPLC de la marcacion de
TFA-HYNIC-Ahx-cycMSH4.13, PRQ = 100 %, tr = 19.7 min, el péptido no marcado se observa
en tr=18.7 min. En la Figura 5.4.2 se aprecia el cromatograma HPLC de la co-inyeccion HYNIC-
Ahx-cycMSH4.13 + TFA-HYNIC-Ahx-cycMSHa4.13, PRQ = 100%, tr = 20.1 min.
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Para el péptido 4) N4-CO-Re(Arg)CCMSH se ensayé una condicion de marcacion
basada en la descrita por Maina et. al. 1% para este ligando bifuncional. De esta forma, la marcacion
fue realizada utilizando como agente reductor SnCl2 en una incubacion a 37 °C durante media
hora. Como se menciond anteriormente, el citrato de sodio agregado forma un complejo
intercambiador con el radionucleido inicialmente mediante una reaccion cinéticamente favorable,
sin embargo, luego el radionucleido coordina con los cuatro atomos de nitrogeno del ligando
tetraamino dado que esta reaccion es mas estable termodindmicamente. En estas condiciones de
marcado descripta en la seccion de metodologias 5.1.2 se logrd una pureza radioquimica mayor a
98 % por HPLC vy la presencia de la forma coloide (**"TcO; -xH20), determinada por ITLC fue
menor al 2 %. En la Figura 5.5 se aprecia el cromatograma HPLC de la marcacién de N4-CO-
Re(Arg!)CCMSH, con PRQ = 100 %, tr = 17. 6 min y del péptido no marcado con un tg=17.0

min.
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Figura 5.5: Cromatograma HPLC de **™T¢-N4-CO-Re(Arg't)CCMSH
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5.2.3. Determinacion de los coeficientes de particion o Log P

Para los radioconjugados purificados se evalud el caracter hidrofilico mediante el céalculo
del coeficiente de reparto octanol-agua expresado como Log P. Los valores de Log P se presentan
en la Tabla 5.3. Como se puede apreciar el radioconjugado mas hidrofobico es *™Tc-N4y-
CYcMSHa-10y el mas hidrofilico es ™ Tc-N4-CO-Re(Arg'!)CCMSH.

Radioconjugado *°™Tc-péptido LogP
1 %™Tc-N4y-cycMSHa-10 -0.42 £0.05
2 9MTc-N4y-Ahx-cycMSHa.13 -1.17£0.20
3 ®™Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 -1.15 +0.04
4 9"Tc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH -1.75+0.01

Tabla 5.3: Log P para los diferentes radioconjugados obtenidos

5.2.4. Evaluacion de union a proteinas y estabilidad en suero fetal bovino

Se estudié el grado de unidon a proteinas en SFB para los cuatro radioconjugados
purificados a 1, 2 y 4 horas. Se puede apreciar (Figura 5.6) que el porcentaje de unién (% UP) para
los cuatros radioconjugados aumenta con el tiempo. El péptido *°™Tc-N4y-cycMSHa.10 €s el que
presenta menor % UP, manteniéndose por debajo de 10 % luego de 4 horas. **™Tc- N4j-Ahx-
CYCMSHa.13 Y ®™Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 presentan un perfil bastante similar, con % UP
proximo a 10 % en la primera hora, aumentando menos de un 5 % en las 2 horas y manteniéndose
debajo de 20 % a las 4 horas. El radioconjugado *MTc-N4-CO-Re(Arg!)CCMSH fue el que
presenté mayor % UP principalmente a las 4 horas, estando en aproximadamente un 32 %. %MTc-
N4-CO-Re(Arg*)CCMSH fue el que presentdé mayor incremento de % UP con el tiempo, pasando

de un 10 % en la primera hora a aproximadamente un 20 % a las 2 horas y un 32 % a las 4 horas.
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Figura 5.6: Porcentaje de unidn a proteinas de los radioconjugados

Se evaluo la estabilidad de los cuatro radioconjugados en SFB a 37° C por 1, 2y 4 h. Los
resultados se pueden apreciar en la Figura 5.7. El radioconjugado *"Tc-HYNIC-Ahx-cycMSH.
13 resultd ser el menos estable en el tiempo estudiado, disminuyendo la PRQ de un 95 % en la
primera hora a un 88 % a las 2 horas y a un 82 % a las 4 horas. ®™Tc-N4-CO-Re(Arg*!) CCMSH
fue el mas estable durante las 4 horas del estudio, disminuyendo la PRQ de un 98 % en la primera
hora a 97 % a las 2 horas y un 95 % a las 4 horas. ®"Tc-N4y-cycMSHa.10 también fue estable
durante las 4 horas, disminuyendo la PRQ de un 97 % en la primera hora a 95 % a las 2 horas y
un 92 % a las 4 horas. Sin embargo, *™Tc- N4;-Ahx-cycMSHa.13 fue estable en las primeras 2
horas, luego disminuyendo su PRQ. En la primera hora la PRQ de éste era de 98 %, a las 2 horas
de incubacién en SFB disminuyo levemente a 96 % pero a las 4 horas disminuyé hasta 84 %.
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Figura 5.7: Estabilidad en Suero Fetal Bovino de los radioconjugados

5.2.5. Estudio en células de melanoma murino

Se estudio union a membrana, internalizacion, externalizacion y bloqueo por péptido frio
para los cuatro radioconjugados en células B16 F1 a diferentes tiempos. Para *°"Tc-N4-CO-
Re(Arg!')CCMSH ademas se realizaron los estudios en células en B16 F10, las cuales son
altamente metastésicas.

Para °™Tc-N4i-cycMSHa-10 los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.8 (A, By
C). Como se puede apreciar en Fig. 5.8 (A), *™Tc-N4y-cycMSHa-10 presentd una rapida union a
membrana e internalizacién. La internalizacion aumento hasta los 90 min luego comenzé a
descender la unién e internalizacion. El estudio de externalizacion Fig. 5.8 (B) revel6 que luego
de 2 horas de incubacion en medio de cultivo, permanecia remanente la radioactividad total
internalizada un 27.9 £ 1.1 % y unido a membrana un 4.1 £ 1.3 %. La unién e internalizacién
especifica de ®°™Tc-N4y-cycMSHa.10 fue inhibida en 2 horas hasta un 25 % por NDP y hasta un
55 % por el péptido frio, ver Fig. 5.8 (C).
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Figura 5.8: Estudios de union a membrana celular, internalizacion y bloqueo de ®MTc-N4y-
cycMSHa.10 en células B16 F1. En gréfica (A) se muestra la radioactividad unida e internalizada
en las células. La grafica (B) muestra el porcentaje de radioactividad externalizada luego de 2
horas de incubacion. Los porcentajes de radioactividad total a diferentes tiempos corresponden al
porcentaje de radioactividad que permanece internalizada, unida o fue externalizada. En la grafica
(C) se muestra el porcentaje de actividad internalizada con y sin bloqueo con el péptido frio (sin
marcar) y el anadlogo NDP.
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Para ®°MTc-N4i-Ahx-cycMSHa-13 los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.9
(A, B y C). Como se puede apreciar en Fig. 5.9 (A), *™Tc-N4y-Ahx-cycMSHa.13 presenté una
rapida union e internalizacion. La internalizacion se increment6 considerablemente a lo largo del
tiempo del estudio (2 horas). La unién a membrana, sin embargo, se mantuvo constante luego de
los 40 min. El estudio de externalizacion Fig. 5.9 (B) reveld que luego de 2 horas de incubacién
en medio de cultivo, se externalizd un 34.4 £ 2.9 %, permaneciendo un 43.9 = 2.5 % auln
internalizado a las 2 horas. Del estudio de bloqueo Fig. 5.9 (C) se puede observar que luego de 2
horas la internalizacion de *™Tc-N4,-Ahx-cycMSHa.13 fue bloqueada en un 50 % por NPD y en
un 66 % por el péptido frio (N4-Ahx-cycMSH4.13).

Con ®MTc-(Tricina)-HYNIC-Ahx-cycMSHa4-13, también se observé un aumento de la
actividad unida e internalizada durante las 2 horas de incubacion, ver Figura 5.10 (A). Luego de
la internalizacion en el estudio de externalizacion Figura 5.10 (B), un 44.7 + 1.3 % de la actividad
inicialmente internalizada permanecio remanente dentro de las células luego de 2 horas. El % de
actividad unida a membrana en el estudio de externalizacion, permanecié relativamente constante
luego de los 20 min, obteniéndose luego de 2 horas un remanente de 9.5 + 0.2 %. En el estudio de
competencia con 20 pg del péptido no marcado HYNIC-Ahx-cycMSHa4.13, Figura 5.10 (C), la
union especifica de **™Tc-(Tricina)-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 a las células de melanoma murino

B16 F1 fue inhibido en un 70 % con la adicién del péptido frio.

Para ™Tc-N4-CO-Re(Arg!l) CCMSH se realizé el estudio en células de melanoma
murino B16F1 (Figura 5.11) y en células de melanoma murino metastasico B16F10 (Figura 5.12).
En el estudio con las células B16F1, se observé un aumento en la actividad internalizada durante
las 2 horas del estudio de internalizacion (Figura 5.11A). La actividad unida a membrana aumento
inicialmente en los 20 min y luego se mantuvo constante. Sin embargo, con B16F10 el aumentd
en la internalizacién y union se produjo principalmente hasta los 40 min de incubacion, (Figura
5.12A). El estudio de externalizacion en B16F1 (Fig. 5.11B) revel6 que luego de 2 horas de
incubacion en medio de cultivo, de la actividad total internalizada inicialmente se externalizo al
medio de cultivo un 46.0 + 4.5 %. Para las células B16F10 (Fig. 5.12B) se externalizo un 44.4 +
7.5 %, con un 12.5 + 2.4 % unido a membrana y un 75.7 £ 3.6 % internalizado a las 2 horas de

incubacion en medio de cultivo. En el estudio de competencia con el péptido frio se observé una
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disminucion en la internalizacion de ®™Tc-N4-CO-Re(Arg*') CCMSH del 44 %, en B16F1 Figura
5.11 (C) y del 26 % en las células B16F10 Figura 5.12 (C).
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Figura 5.9: Estudios de union a membrana celular, internalizacion y bloqueo de ®°™Tc-N4y-Ahx-
cycMSHas.13 en células B16 F1. En gréfica (A) se muestra la radioactividad unida e internalizada
en las células. La grafica (B) muestra el porcentaje de radioactividad externalizada luego de 2
horas de incubacion. Los porcentajes de radioactividad total a diferentes tiempos corresponden al
porcentaje de radioactividad que permanece internalizada, unida o fue externalizada. En la grafica
(C) se muestra el porcentaje de actividad internalizada con y sin bloqueo con el péptido frio (sin

marcar) y el andlogo NDP.
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Figura 5.10: Estudios de union a membrana celular, internalizacion y bloqueo de **™Tc-(Tricina)-

HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 en células B16 F1. En gréafica (A) se muestra la radioactividad unida e

internalizada en las células. La grafica (B) muestra el porcentaje de radioactividad externalizada

luego de 2 horas de incubacion. Los porcentajes de radioactividad total a diferentes tiempos

corresponden al porcentaje de radioactividad que permanece internalizada, unida o fue

externalizada. En la gréfica (C) se muestra el porcentaje de actividad internalizada con y sin

bloqueo con el péptido frio (sin marcar).
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Figura 5.11: Estudios de union a membrana celular, internalizacion y bloqueo de **™Tc¢-N4-CO-
Re(Arg!!) CCMSH en células B16 F1. En grafica (A) se muestra la radioactividad unida e
internalizada en las células. La grafica (B) muestra el porcentaje de radioactividad externalizada
luego de 2 horas de incubacion. Los porcentajes de radioactividad total a diferentes tiempos
corresponden al porcentaje de radioactividad que permanece internalizada, unida o fue
externalizada. En la gréfica (C) se muestra el porcentaje de actividad internalizada con y sin

bloqueo con el péptido frio (sin marcar).
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Figura 5.12: Estudios de union a membrana celular, internalizacion y bloqueo de **™Tc¢-N4-CO-
Re(Arg'l) CCMSH en células B16 F10. En grafica (A) se muestra la radioactividad unida e
internalizada en las células. La grafica (B) muestra el porcentaje de radioactividad externalizada
luego de 2 horas de incubacion. Los porcentajes de radioactividad total a diferentes tiempos
corresponden al porcentaje de radioactividad que permanece internalizada, unida o fue
externalizada. En la gréfica (C) se muestra el porcentaje de actividad internalizada con y sin

bloqueo con el péptido frio (sin marcar).
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5.2.6. Evaluacion in vivo de perfiles de biodistribucién en modelo murino

A los cuatro radioconjugados **™Tc-péptido obtenidos se les evalud la captacion tumoral y
perfiles de biodistribucion en ratones C57 BL/6J portadores de melanomaa 1, 2, 4 y 24 horas post

inyeccion (p.i). A continuacion, se presentan los resultados obtenidos con cada radioconjugado.

> 9MTc-N4y-cycMSHa-10
Los resultados se muestran en la Figura 5.13 y Tabla 5.4. La captacion tumoral fue mayor
a las 2 horas p.i, siendo de 1.56 + 1.20 % Act/g. A 1h, 4 h'y 24h p.i la captacion tumoral fue de
1.02 £ 0.89 % Act/g, 1.45 + 0.81 % Act/g y 0.57 % + 0.16 % Act/g, respectivamente. No se
encontro diferencia significativa en la captacion tumoral a2 h 'y 4 h p.i (p > 0.05). La eliminacién
fue principalmente por via renal, eliminandose aproximadamente el 59 % de radioactividad a las
2hpiyel83%alas24hp.i.
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Figura 5.13: Grafico % Act. iny/g de ®*™Tc-N4y-cycMSHa-10 en ratones C57 BL/6J portadores

de melanoma
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La captacion en rifiones fue de 13.14 £ 1.02 % Act/g a 1 h p.i, descendiendo con el paso del tiempo.
La captacion en higado fue de 6.50 + 1.22 % Act/g a 1 h p.i, descendiendo a 4.60 £ 2.77 % Act/g
alas2hp.i,5.13+£1.20% Act/galas4 hp.iya1.39+0.79 % Act/g a las 24 h p.i. La captacion
en sangre fue de 2.03 £ 0.75 % Act/g ala 1 h p.i, luego descendi6 aproximadamente un 55 % a las
2 h p.i y continto disminuyendo gradualmente hasta 0.14 + 0.05 % Act/g a las 24 h p.i. La
captacién en estdbmago se mantuvo relativamente incambiada desde la primera hora p.i (4.13 £
2.73% Act/g) hasta las 24 h p.i (4.88 £ 0.69 % Act/g). La captacion en intestino fue de 5.79 + 1.31
% Act/galhp.i,aumentando a 6.25 + 1.67 a 2 h p.i, disminuyendo a 3.01 + 0.96 % Act/g luego
de 24 h p.i. La captacion en los demas 6rganos no blancos fue inferior al 1 % Act/g a las 2 h p.i.
La relacion tumor/musculo fue maximaalas 4 h p.i, siendo de 11.54 £ 1.07, siendo alas 2 h p.i de
9.98 £ 0.74. Mientras que a las 4 h p.i. la relacion tumor/sangre fue 2.08 + 0.11, la relacion
tumor/higado fue 0.28 + 0.01 y la relacién tumor/rifiones fue 0.36 + 0.02. Sin embargo, la relacion

tumor/rifiones fue maxima a 24 h p.i, siendo 3.66 + 0.60.

T e-Ndy-cycMSH, 1o (0=3)

% Act./g 1h 2h 4 h 24 h
Sangre 203 + 075 |1.12 + 046076 + 034(0.14 =+ 0.05
Higado 6.50 + 1.22 (460 + 277513 + 121(139 <+ 0.79
Corazon 060 + 022 028 + 0.13]027 =+ 017]0.19 =+ 0.20
Pulmoén 049 + 066 (043 + 0.15|0.16 + 005|035 =+ 0.18
Bazo 059 + 058 (098 + 034|058 =+ 017(078 =+ 0.79
Rifiones 13.14 + 1.02 {124 + 092415 + 038|218 =+ 229
Tiroides 1.36 + 030 | 033 + 0.10(060 =+ 036|052 =+ 035
Musculo 030 + 0.09 (015 + 006|016 + 005(0.13 =+ 0.11
Hueso 080 + 043 |036 + 0.13|056 + 037|026 =+ 0.19
Estomago 413 + 273 |516 + 131407 + 177488 =+ 0.69
Intestino 579 + 1.31 {625 + 167331 + 097|301 =+ 0096
Tumor 1.02 + 089 |15 + 120|145 + 081|057 =+ 0.16
%Act.

Intestino 12.00 + 259 |12.30 + 355|726 + 229|533 + 0091
Orina 36.26 + 18.51 [59.18 + 2295|6643 + 4.24|83.02 + 549
T/NT

Higado 016 + 001 |031 + 001|028 + 001|046 <+ 0.02
Rifiones 008 + 001 258 + 030]|036 + 002]366 =+ 0.60
Miisculo 336 + 023 1998 + 0.74|11.54 =+ 1.07|6.11 + 0.33
Sangre 044 =+ 002 |1.39 + 0.10]2.08 =+ 0.11 (448 =+ 0.23

Tabla 5.4: Resultados de biodistribucion de ®°MTc-N4y-cycMSHa.10 en ratones C57 BL/6J

portadores de melanoma
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> 99MTc-N4y-Ahx-cycMSHa-13

Como se puede observar en la Figura 5.14 y en la Tabla 5.5, el radioconjugado %°MTc-N4-
Ahx-cycMSHa4.13 presentd una captacion tumoral de 0.97 + 0.69 % Act/g, 2.37 £ 0.54 % Act/g,
2.65 + 1.14 % Act/g y 2.14 + 0.001% Act/g, a 1h, 2h, 4 h'y 24h p.i, respectivamente. No hubo
diferencia significativa en la captacion tumoral a 1h y 2h p.i (p < 0.05). A las 2 h p.i se habia
eliminado aproximadamente un 73 % de la actividad en la orina. La captacion en rifiones fue de
1.49 +£0.82 % Act/g, 1.98 £ 1.06 % Act/g, 2.78 £ 0.85% Act/gy 1.88 + 0.77 % Act/galh,2h, 4
h 'y 24 h p.i respectivamente. La captacion en higado fue de 0.47 £ 0.31 % Act/g a 1 h p.i,
aumentando levemente a 0.59 £ 0.37 % Act/g y 1.84 +0.11 % Act/ga2 hy 4 h p.i, respectivamente
y finalmente disminuyendo a 0.80 = 0.09 % Act/g a las 24 h p.i. En sangre, la actividad fue de 0.74
+ 0.21 % Act/g, 0.28 + 0.14 % Act/g, 1.45+ 0.92 % Act/gy 1.22 + 0.76 % Act/galh,2h,4hy

24 h p.i, respectivamente. La captacion en intestino y los demas érganos no blancos fue inferior
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Figura 5.14: Grafico % Act. iny/g de **™Tc-N4y- Ahx-cycMSHa.13 en ratones C57 BL/6J

portadores de melanoma
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La relacion tumor/musculo fue de 29.85 + 1.75 a 1 h p.i, 29.56 + 0.26 a las 2 h p.i,

disminuyendo a 7.67 £ 0.30 alas4 hy a 8.88 + 0.89 a las 24 h. A las 2 h p.i fueron maximas las

relaciones tumor/higado 6.19 + 0.58, tumor/rifiones 1.71 + 0.15 y tumor/sangre 10.10 + 0.47.

T e-Na-Ahx-cycMSH, 15 (n=3)

% Act./g 1h 2h 4 h 4 h

Sangre 0.74 =+ 0.21 0.28 + 0.14 145 + 092 | 1.22 + 0.76
Higado 047 =+ 031 0.59 + 037184 + 0.11| 0.80 + 0.09
Corazon 020 =+ 0.06 0.13 + 0.04]053 + 036 0.44 + 0.21
Pulmén 034 =+ 0.11 0.24 + 008|043 + 0.02| 0.46 + 0.06
Bazo 0.11 + 0.08 0.09 + 0.03]0.87 + 0.01| 0.50 + 0.32
Rifiones 1.49 + 0.82 1.98 + 106|278 + 0.85| 1.88 + 0.77
Tiroides 0.14 + 0.09 0.22 + 0.10]0.56 + 0.06 | 0.58 * 0.38
Musculo 0.03 =+ 0.01 0.08 + 002034 + 0.02| 048 * 0.48
Hueso 0.10 =+ 0.03 0.10 + 0.03]032 + 0.02| 0.25 * 0.13
Estomago 0.10 =+ 0.08 0.07 + 0.03]061 + 0.19| 0.25 * 0.05
Intestino 0.18 =+ 0.10 0.14 + 0.08[095 + 0.05| 0.60 * 0.32
Tumor 097 =+ 0.69 2.37 + 0541265 + 1.14 | 2.14 * 0.00
%Act.

Intestino 028 =+ 0.02 0.21 + 00119 + 0.02| 0.71 + 0.03
Orina 41.15 + 1.20 | 73.38 + 1.83(67.18 + 1.92 | 7467 + 0.68
T/NT

Higado 353 + 042 6.19 + 058|142 + 0.05| 2.70 * 0.03
Rifiones 0.83 =+ 0.08 1.71 + 015094 + 0.01| 1.24 * 0.05
Miusculo 2985 1.75 | 2956 + 026 7.67 + 030 8.88 * 0.89
Sangre 1.21 + 0.08 10,10 + 047|258 + 0.24| 2.18 * 0.14

Tabla 5.5: Resultados de biodistribucion de **™Tc-N4y- Ahx-cycMSHa.13 en ratones C57
BL/6J portadores de melanoma
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> 9MTc-(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSHa.13

Los resultados se presentan en la Figura 5.15 y Tabla 5.6. El radioconjugado exhibi¢ répida
internalizacion y prolongada retencion en el tumor. La captacion tumoral fue de 4.99 + 2.35 %
Act/gy 4.92 + 0.92 % Act/g a 1h y 2h p.i respectivamente. No se observo diferencia significativa
en la captacion tumoral entre 1h y 2h (p < 0.05). A las 4 h p.i. la captacion del tumor fue de 2.78
+ 1.48 % Act/g, y disminuy6 a 1.74 + 0.5 % Act/g después de 24 h. La eliminacion de *°™Tc-
(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSH4.13 del cuerpo fue répida, con aproximadamente el 52% de la
radiactividad inyectada eliminado por la orina a las 2 h después de la inyeccién. A las 24 h,
aproximadamente 87% de la radiactividad se aclaro a través de la orina. La captacion renal
aumento de 7.64 + 2.05 % Act/gen 1 ha 9.94 £ 2.26 % Act/g a 2 h p.i bajando a 7.54 + 2.34 %
Act/g y 3.55 £ 0.96 % Act/g a4 hy 24 h p.i, respectivamente. La captacion hepética fue de 2.73
+0.34% Act/galhp.i,215+1.01% Act/ga2hp.i.,1.69+1.17 % Act/gad hp.i.y1l.47+
1.03 % Act/g luego de 24 h p.i.

14.0

4.

% Acitvidad inyectada /g
(=]

2.

(=]

i II“ falh l'i Ii ‘ iiﬁ --J T iil ill "i
& & &

< o
Q"
&

\)Q’
‘-F' u?*\ bo @ & \) Ay

.& «‘3

O
5 N

&

B 1HORA ® 2HORAS 4 HORAS H 24 HORAS

Figura 5.15: Grafico % Act. iny/g de ®™Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSHa.13

en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma
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La actividad en sangre a 1 h p.i fue 3.85 £ 0.69 % Act/g, disminuyendo aproximadamente
un56 % a2 hp.ial68+0.74 % Act/g. A las 4 h p.i la actividad en sangre fue 1.26 £ 0.62 %
Act/g y luego de 24 h p.i disminuyo a 0.53 + 0.30 % Act/g. La radiactividad en los intestinos se
redujo de 2.96 + 1.37 % Act/gal hp.i.a1l.28 £ 0.62 % Act/ga 2 h p.i. y 0.83 £ 0.26 % Act/g a
las 24 h p.i. La captacon del estbmago alas2 h p.iy 24 h p.i fue de 1.34 £ 0.31 % Act/gy 1.04 +

0.41 % Act/g. La absorcion en otros 6rganos no blanco fue tipicamente < 1% Act/g.

La relacion tumor/musculo y la relacion tumor/sangre de **"Tc-(Tricina) HYNIC-Ahx-

CyCMSHG3.13 fueron mas altas a 2 h p.i, siendo de 20.88 + 10.29 y 3.57 £ 1.73 respectivamente. Las

relaciones tumor/higado y tumor/rifiones a las 2 h p.i fueron 2.66 = 0.96 y 0.53 + 0.2

respectivamente.

0T ¢ (Tricina) HYNIC-Ahx-cycMSH, ;; (n=5)

% Act./g 1h 2h 4h 24 h
Sangre 385 + 069 | 1.68 + 074 | 1.26 + 062 | 053 + 0.30
Higado 273 + 034 | 215 + 101 | 1.69 + 1.17 | 147 + 1.03
Corazén | 063 + 0.03 | 052 = 0.13 | 053 + 038 | 048 + 0.63
Pulmén 059 + 002 | 098 + 0.17 | 0.84 + 027 | 094 * 0.40
Bazo 078 + 048 | 063 + 032 | 0.74 + 053 | 080 + 0.37
Rifiones 764 + 205 | 994 + 226 | 7.54 + 234 | 355 + 0.96
Tiroides 108 + 050 | 074 + 034 | 0.88 + 072 | 0.54 + 0.41
Misculo | 0.44 + 010 | 028 + 011 | 029 + 0.17 | 052 + 0.53
Hueso 061 + 024 | 039 + 0.16 | 049 + 031 | 0.72 + 0.41
Estémago | 1.62 + 081 | 134 + 031 | 096 + 029 | 1.04 + 041
Intestino | 2.96 + 137 | 128 + 062 | 1.36 + 0.40 | 0.83 + 0.26
Tumor 499 + 235 | 492 + 092 | 278 + 148 | 1.74 £ 0.50
% Act.

Intestino | 3.93 + 1.88 | 211 + 091 | 208 + 043 | 1.05 + 037
Orina 28.28 + 2.51 | 51.84 + 10.65|72.40 + 5.63 | 86.75 + 3.69
T/NT

Higado 178 + 0.67 | 266 + 096 | 220 + 166 | 1.43 + 039
Rifiones 069 + 033 | 053 + 020 | 040 + 019 | 051 + 0.19
Misculo | 1220 + 7.88 [ 20.88 + 1029 | 1140 + 6.31 | 946 + 831
Sangre 127 + 047 | 357 + 173 | 228 + 094 | 3.67 + 139

Tabla 5.6: Resultados de biodistribucion de **™Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSHa.13

en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma
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o 9MTc-N4-CO-Re(Arg!t) CCMSH

Los resultados de la biodistribucion en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma se
presentan en la Figura 5.16 y Tabla 5.7. El radioconjugado **™Tc- N4-CO-Re(Arg!') CCMSH
exhibio rapida internalizacion en el tumor. La captacion tumoral a 1h p.i fue de 3.96 £ 1.98 %
Act/g, a las 2 h p.i descendio a 2.35 £ 0.71 % Act/g. La actividad en el tumor continto
descendiendo, siendo a las 24 h p.i de 0.84 + 0.58 % Act/g. La eliminacion fue rapida con
aproximadamente el 76.45 + 4.01 % Act. inyectada eliminada por orina a 2 h p.i. Luego de 24
h p.i se elimino por via renal el 86.12 + 3.88 % de la Act. inyectada. La captacion en rifiones
fue de 6.83 £3.70 % Act/g a1 h p.i, disminuyendo hasta 3.03 £ 2.81 a las 24 h p.i. La captacion
en sangre fue de 1.51 + 1.38 % Act/gal hp.i,a2 h p.i fue de 0.79 + 0.39 % Act/g y a als 24
h p.i fue de 0.66 + 0.34 % Act/g. La captacion en higado e intestino fue elevadaa 2 h p.i, siendo
4.08 + 2.44 % Act/g y 3.18 £ 1.57 % Act/g, respectivamente. Luego de 24 h p.i la actividad
disminuyo a 1.72 + 0.92 % Act/ g en higado y 1.48 £ 0.39 % Act/g en intestino. La actividad
en estomago fue méxima a 1 h p.i siendo 3.20 + 1.28 % Act/g. Luego disminuy0 a 1.48 + 0.47
% Act/ga 2 hp.i, 0.77 £ 0.34 % Act/g a 3 h p.i, aumento a las 4h p.i a 1.97 + 1.58 % Act/g,
para disminuir hasta 1.61 + 1.21 % Act/g a las 24 h p.i. La captacién en los demas 6rganos no

blancos a las 2 h p.i fue <1 % Act/g.
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Figura 5.16: Grafico % Act. iny/g de *™Tc-N4-CO-Re(Arg't) CCMSH en ratones C57
BL/6J portadores de melanoma
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La relacién tumor/musculo a 1 h p.i fue de 30.4 + 4.17, disminuyendo a 20.7 £+ 0.88a 2 h

p.iy 10.95 + 0.84 a 24 h p.i. La relacion tumor/sangre a 1 h p.i fue de 3.9 £ 0.21, aumentando

levemente a 4.1 + 0.38 a 2 h p.i, disminuyendo hasta 1.00 + 0.08 a 24 h p.i. La relacion
tumor/higado fue de 4.6 + 0.39a1hp.i,0.8+0.06 a2 hp.iy 1.14 +0.14 a 24 h p.i. La relacion
tumor/rifiones fue de 0.9 £ 0.09a1 h,alas2 hde 0.5+ 0.01 y finalmente a 0.27 £ 0.03 a las 24 h

p.i.

PmTc-N4-CO-Re(Arg'') CCMSH (n=3)

% Act./g 1h 2h 3h h 4h
Sangre 151 + 138079 + 039]066 + 005]106 + 075|066 + 034
Higado 129 + 076 408 + 244|161 + 153[3.04 x 172|172 = 092
Corazén 038 + 0.19]045 + 014[038 + 047/030 + 019/013 =+ 0.2
Pulmén 080 + 0.15]040 + 025/065 + 014]021 + 016|044 + 037
Bazo 046 + 028 104 + 071/031 + 021]044 + 013/059 + 020
Rifiones 683 t 370 [423 + 088|216 + 042|257 + 073|303 :+ 281
Tiroides 066 + 023]044 + 015/053 + 031]041 + 022/013 :+ 0.02
Misculo 054 + 072]012 + 002/004 + 002]019 + 011]007 = 0.2
Hueso 056 + 033]079 + 014[016 + 003]062 + 059]020 : 0.06
Estémago  [3.20 + 128 [148 + 047[077 + 034[197 + 158|161 + 121
Intestino 106 + 077318 + 157[036 + 005]167 + 160|148 + 039
Tumor 396 + 198 [235 + 071]1.10 + 038]126 + 062/084 =+ 058
%Act.

Intestino 730 + 077 ]399 + 005[061 <+ 0.010[28 + 024]253 =+ 008
Orina 60.82 + 13.67[7645 + 4.01[7500 + 4.25[6550 + 10.78]86.12 + 3.8
T/NT

Higado 46 + 039]08 + 006[1.04 + 008]03 + 0001]1.14 + 0.4
Rifiones 09 + 009]05 + 001[054 + 00304 + 001]027 + 003
Misculo 304 + 417 [207 + 0883062 + 212| 74 + 0281095 : 084
Sangre 39 + 02141 + 038)169 + 007]17 + 008/1.00 : 008

Tabla 5.7: Resultados de biodistribucion de *MTc-N4-CO-Re(Arg*') CCMSH

en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma
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5.2.7. Evaluacion in vivo en modelo murino: imagenes centellograficas y micro SPECT/CT

Se realizaron estudios de imagenologia para los cuatro radioconjugados obtenidos *™Tc-
péptido en ratones hembras C57 BL/6J portadores de melanoma murino. Para los radioconjugados
OMTc-N4y-cycMSHa-10, ®MTc-N4y-Ahx-cycMSH4.13 Yy %™Tc-N4-CO-Re(Arg')CCMSH  fue
posible la obtencién de imégenes centellogréficas y SPECT-CT. Sin embargo, por un tema de no
disponibilidad en Uruguay del equipamiento necesario, para %°™Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-

cycMSHG..13 fue posible Gnicamente realizar imagenes centellograficas.

En la Figura 5.17 se observa la imagen microSPECT-CT 2 h p.i obtenida para ™ Tc-N4y-
cycMSHa.10. En esta se aprecia que no hubo captacién tumoral e importante captacién abdominal.

Asimismo se aprecia captacion tiroidea.

Tiroides

Rinones

€]
Hepatica

Figura 5.17: Imagen micro SPECT-CT a 2 h post-inyeccion de **™Tc-N4y-cycMSHa.-10 por
via intravenosa a través de la vena de la cola en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma

inducido por células B16 F1.
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En la Figura 5.18 se observa la imagen microSPECT-CT 2 h p.i obtenida para **™Tc-N4y-
Ahx-cycMSH4.13. En la imagen 5.18 (A) se puede identificar claramente el tumor en flanco
superior izquierdo y también se observa captacion a nivel abdominal asi como en la tiroides. En la
imagen 5.18 (B) se puede observar el tumor en un corte axial. En la imagen 5.18 (C) se puede
aprecia el bloqueo de la captacion tumoral de *™Tc-N4y-Ahx-cycMSHa.13 con el andlogo NDP

sin marcar en el mismo raton.

Tumor _

Rifiones
Gl
Hepatica

Figura 5.18: Imagen microSPECT-CT a 2 h post-inyeccion de ®™Tc-N4y- Ahx-cycMSHa.13 por
via intravenosa a través de la vena de la cola en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma
inducido por células B16 F1. A) Imagen longitudinal de cuerpo completo. B) Corte axial. C)

Imagen obtenida 2h p.i con ®MTc-N4y- Ahx-cycMSHa.13 y el analogo NDP.
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En la Figura 5.19 se observa la imagen centellografica 2 h p.i obtenida para %MTc-
(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSH4.13.  En la imagen en (A) se puede identificar captacion tumoral
del radiotrazador en proyeccion de flanco inferior derecho. Asimismo se aprecia importante
actividad a nivel de abdomen asi como en vejiga. En la imagen (B) se dibujé una méscara para

destacar la visualizacion del tumor

Rifiones Rifones
Gl Gl
Hepatica Hepatica

Figura 5.19: A) Imagen centellogréfica a 2 h post-inyeccion de *®°™Tc-(Tricina) HYNIC-Ahx
cycMSHoa.13 por via intravenosa a través de la vena de la cola en ratones C57 BL/6J portadores
de melanoma inducido por células B16 F1. B) Se dibujé una méascara sobre la actividad

abdominal y vejiga para apreciar mejor la captacion tumoral.
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En la Figura 5.20 se observa la imagen centellografica 2 h p.i obtenida para ®™Tc-N4-CO-
Re(Arg)CCMSH. En la imagen se puede identificar actividad aumentada en la proyeccion del

tumor en flanco inferior derecho, asi como actividad a nivel renal y en vejiga. .

Rinones

Figura 5.20: Imagen centellografica a 2 h post-inyeccion de **™Tc-N4-CO-Re(Arg't) CCMSH
por via intravenosa a traves de la vena de la cola en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma

inducido por células B16 F1
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En la Figura 5.21 se observa la imagen microSPECT-CT a 2 h p.i obtenida para *™Tc-N4-
CO-Re(Arg*)CCMSH. En laimagen en (A) se puede identificar claramente el tumor en el hombro
derecho y captacion a nivel abdominal. En la imagen (B) observa un corte axial con clara
identificacion del tumor. En la imagen (C) se observa la ausencia de actividad en la proyeccion de
tumor luego del blogueo con el andlogo NDP, apreciandose el bloqueo de la captacion tumoral.

[
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Figura 5.21: A) Imagen micro SPECT-CT a 2 h post-inyeccion de ®"Tc-N4-CO-Re(Arg'?)
CCMSH por via intravenosa a traves de la vena de la cola en ratones C57 BL/6J portadores
de melanoma inducido por células B16 F1. T corresponde a Tumor. B) Corte axial donde
destaca la captacion tumoral. C) Imagen micro SPECT-CT obtenida 2h p.i con ®™Tc-N4y-

Ahx-cycMSH4.13 y el analogo NDP, donde se osberva la ausencia de captacion tumoral.

157



5.2.8. Evaluacion in vivo en modelo murino mediante trazador fluorescente (ICG-a-MSH)

En la Figura 5.22 se puede apreciar la imagen de fluorescencia obtenida con un analogo de a-
MSH ciclado por renio derivatizado con el trazador fluorescente verde de indocianina (ICG). En
la misma se puede visualizar el tumor y también fluorescencia a nivel abdominal asi como en el
sitio de inyeccién (cola), contaminacion por fluorescencia presente en la orina en el miembro

inferior y en proyeccion de boca.

Figura 5.22: Imagen fluorescente obtenida 1 h post-inyeccion de ICG-Ahx-
AhxRe(Arg't)CCMSH

158



5.3. Discusion

En este trabajo se estudiaron las propiedades fisicoquimicas, desempefio in vitro e in vivo
de cuatro péptidos ciclicos analogos de a-MSH marcados con **™Tc como agentes de diagndstico
en melanoma. Los cuatro péptidos estudiados comprenden dos estrategias de ciclacion: mediante
enlace lactama y atomo metalico. Para la marcacion con **™Tc se emplearon tres ligandos
bifuncionales (HYNIC, N4 y N4).

Para los cuatro péptidos estudiados se determind la ICso (concentracion de péptido
necesaria para inhibir 50% de la unién de radioligando) en células B16 F1, mediante ensayo de
competencia contra ?°I-Tyr>-[Nle*, D-Phe’]Ja-MSH (NDP), un péptido analogo de la oa-MSH
radioiodado con afinidad del orden picomolar. Como se puede apreciar en la Tabla 5.1, el péptido
HYNIC-Ahx-cycMSa.13 es el que presenta menor valor ICso (mayor afinidad por el receptor) y el
péptido N4-CO-Re(Arg')CCMSH es el que presenta un mayor valor. Sin embargo, todos los
valores de 1Cso obtenidos para los péptidos son similares a los descritos para péptidos analogos de
a-MSH. Entre estos, péptidos ciclados con un atomo metéalico de renio como DOTA-
Re(Arg't)CCMSH) 172 posee un ICso de 2.1 nM y CHX-A"-Re(Arg*)CCMSH) 1’8 un 1Cso de 3.8
nM. Mientras que para péptidos ciclados mediante un enlace lactama se encuentran: HYNIC-
cycMSHa.13 18 con un 1Cso de 6.48 nM, GGNIe-cycMSHhex % con un ICso de 0.6 nM , MAG3-
GGNIe-CycMSHhex %2 con un ICso de 1.0 nM para 'y HYNIC-AocNle-cycMSHhex %4 con un ICso
de 0.4 nM.

Para los cuatro péptidos ciclicos analogos de o-MSH derivatizados con ligandos
bifuncionales se estudiaron diferentes condiciones de marcacion con %™Tc para obtener
radiopéptidos con una pureza radioquimica mayor a 90 %. Fue posible obtener los cuatro
radiopéptidos con pureza radioquimica superior a 95 % y purificar el radiopéptido del péptido no
marcado por HPLC. La purificacion del péptido marcado del no marcado, es un paso limitante
para la sensibilidad de la imagen obtenida, dado que si bien el receptor de melanocortina tipo 1
(MC1R) se encuentra sobreexpresado en las células de melanoma, el nimero de receptores por
célula de melanoma en humanos se encuentra en el rango de 1000 — 6000 y de 5000 — 8000 en
células de melanoma murino 2>%1-23, Esta densidad de receptores es baja en relacion a la densidad

de otras dianas de agentes de imagenologia molecular, como por ejemplo antigenos de anticuerpos
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111 A los radiopéptidos obtenidos también se les controlé a las 2 y 24 horas: pH, apariencia de la
solucion, identidad y estabilidad del marcado purificado por HPLC, no encontrandose cambios

significativos en estas variables en ninguno de los marcados a estos tiempos.

Para 1) N4;-cycMSHa.10, se estudiaron dos condiciones de marcacion con *™Tc. La
primera condicion de marcacion se encuentra descrita, sin embargo, no fue posible lograr
resultados reproducibles a dicha publicacion %, obteniéndose una pureza radioquimica (PRQ) de
70 % y un rendimiento de purificacion 10 %. Por lo que se decidié estudiar la condicién de
marcacion nimero dos, utilizada para otros ligandos bifuncionales tetraaminos %. Con la segunda
condicion se obtuvieron los radioconjugados **™Tc-N4y-cycMSHa-10 y ©°™Tc-N4y-Ahx-cycMSHL..
13 con una PRQ superior al 95 % y un rendimiento de purificacién entre 50-60 %. Esto podria
explicarse, dado que en la segunda condicion se emplea el citrato de sodio el cual forma un
intermediario con el *®*"Tc mediante una reaccion que es cinéticamente mas favorable que la de
coordinacion del ligando tetraamino con el %®™Tc. Sin embargo, esta segunda reaccion entre
ligando tetraamino-**"Tc es mas estable termodinamicamente por lo cual acaba predominando.

Para que sea posible esto son necesarias condiciones de pH elevado 222,

Con HYNIC-Ahx-cycMSH4.13 se estudiaron diferentes condiciones en las cuales se
variaron: los volumenes de las disoluciones de tricina y de SnClopL, la temperatura y el tiempo
de reaccion, obteniéndose diferentes purezas radioguimicas. De estas fue seleccionada la condicion
que permitié obtener el radioconjugado **™Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 con PRQ = 100 %. El
péptido con HYNIC protegido, TFA-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13, también fue marcado en estas
condiciones obteniéndose PRQ= 100%. Mediante una co-inyeccién del marcado de HYNIC-Ahx-
CcyCMSH3.13 con TFA-HYNIC-Ahx-cycMSHa4.13 se pudo verificar la desproteccion del grupo TFA
durante la marcacion para obtener la misma especie *™Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSHa.13.
Esto es de importancia porque el grupo TFA, protege el grupo hidracino del HYNIC, el cual es
sumamente reactivo y la desproteccion del mismo no requiere ningin paso adicional en la

marcacion, obteniéndose la especie deseada a una elevada pureza radioquimica.

El péptido N4-CO-Re(Arg*)CCMSH fue posible marcarlo con ®™Tc en un PRQ = 100 %
utilizando la condicion de marcado descrita por Maina et. al. 1% para este ligando bifuncional.

De esta forma, fue posible estudiar condiciones de marcacion con **"Tc empleando tres

ligandos bifuncionales diferentes: HYNIC, N4 y N4. Asi, se obtuvieron cores con *™Tc en estado
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de oxidacion +5. Los cores corresponden a [*""Tc (HYNIC) (Tricina)z] para HYNIC y [0=""Tc
=0](tetraamino)* para N4 y N4, 5101100,

Para los cuatros péptidos marcados con **™Tc se realizaron estudios: fisicoquimicos para
evaluar la lipofilicidad, union a proteinas y estabilidad en suero fetal bovino; estudios in vitro en
celulas de melanoma murino para evaluar la unién, internalizacion y externalizacion; y estudios in

vivo de perfil de biodistribucion y obtencion de iméagenes centellogréficas y SPECT-CT.

La determinacion de parametros como el coeficiente de particion (Log P) y la union a
proteinas es de relevancia, dado que estos afectan directamente el perfil de biodistribucién. El Log
P fue estudiado para los cuatro radiopéptidos. De los resultados obtenidos se puede apreciar que
el radioconjugado *°™Tc-N4y-cycMSHLa-10 es el que presenta caracter mas hidrofébico y *°™Tc-N4-
CO-Re(Arg)CCMSH el de mayor caracter hidrofilico. Los otros dos radioconjugados restantes
9MTc-N4y-Ahx-cycMSH4.13 y " Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 presentan un coeficiente
de particion similar. El caracter hidrofilico de los fA&rmacos y radiofarmacos es un parametro in
vitro muy utilizado para predecir el perfil de biodistribucion in vivo. De esta forma, la captacién
tumoral y la eliminacion, se ven muy afectados por la hidrofilia del radioconjugado. La
hidrofobicidad o lipofilicidad alta de un radioconjugado se manifiesta como un aumento en la
captacion hepatica e intestinal 1% Para otros péptidos analogos de a-MSH con anillo lactama,
marcados con **™Tc, se han descrito valores de Log P de -1,244 + 0,05 para " Tc(Tricina)-
HYNIC-cycMSHa.13 184, -0,778 + 0,06 para ®"Tc(EDDA)-HYNIC-cycMSHa.13 18, -0.93 + 0.01
para  ®MTc(CO)s-Pz3-BAlaNleCycMSHhex 8y -1.11+0.02 para % MT¢(CO)s-Pz*-
BAlaNleCycMSHnex 8. Para el péptido ciclado por renio %™Tc(CO)s-(Ala-Triazol)Ac-
Re(Arg!t)CCMSH fue descrito un Log P de -1.41 + 0.02 174, Siendo asi, los valores de Log P de

los cuatro radioconjugados aqui estudiados del mismo orden que los descritos en la literatura.

La evaluacion de % de union a proteinas plasmaticas (%UP), es importante ya que un
elevado % UP resultan en una circulacion sanguinea prolongada reduciendo la relacion 6rgano
blanco/érgano no blanco y la eliminacién de la radioactividad . De los cuatro radiopéptidos
estudiados, %°MTc-N4y-cycMSHa.10 fue el que presentd menor % UP, manteniéndose por debajo
de 10 % luego de 4 horas de incubacion. ®°™Tc-N4j-Ahx-cycMSHs.13 Y " Tc-HYNIC-Ahx-
CycMSHj4.13 presentaron un perfil similar, con % UP debajo de 20 % a las 4 horas. El

radioconjugado *°"Tc-N4-CO-Re(Arg)CCMSH fue el que presentd mayor % UP principalmente
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a las 4 horas, estando en aproximadamente un 32 %. Ademas *"Tc-N4-CO-Re(Arg*)CCMSH
fue el que presentdé mayor incremento de % UP con el tiempo, pasando de un 10 % en la primer
hora a aproximadamente un 20 % a las 2 horas y un 32 % a las 4 horas. Dentro de los analogos de
a-MSH marcados con *™Tc¢ valores similares han sido reportados, por ejemplo luego de 4 horas
de incubacion: aproximadamente un 27 % para ™ Tc(Tricina)-HYNIC-cycMSHa.13 8, 10 % para
¥MTc(EDDA)-HYNIC-cycMSH4.13 8, 10.8 % para ®°"Tc(CO)s-Pz3-pAlaNleCycMSHhex & y
22.6 % para ™ Tc(CO)s-Pz*-pAlaNleCycMSHhex 1.

Del estudio de estabilidad en suero fetal bovino a 1, 3y 4 horas a 37 °C, se pudo observar
que de los cuatro radiopéptidos **™Tc-N4i-cycMSHa10 y %™Tc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH
mantuvieron la PRQ por encima de 90 % luego de las 4 horas del estudio. ®™Tc-N4j-Ahx-
cyCMSHG3.13 exhibié una muy buena estabilidad hasta las 2 horas (PRQ = 96 %), luego disminuyo
a las 4 horas (PRQ = 82 %). ®™Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 fue el que presentd menor estabilidad,
con PRQ =88 % a las 2 horas y PRQ = 82 % a las 4 horas. La menor estabilidad del péptido
HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 se podria explicar porque para el core [®™Tc (HYNIC) (Tricina)]
existe un equilibrio entre los diferentes isomeros de coordinacion en relacion al core [0=%"Tc

=0](tetraamino)* que no presenta isomeros %+101:109,

Los estudios in vitro de union, internalizacién y retencion celular fueron realizados en
células de melanoma murino B16 F1 para los cuatros radiopéptidos obtenidos y en células
metastasicas de melanoma murino B16 F10 para **™Tc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH. Los resultados
obtenidos de los estudios con las células B16 F1 mostraron una rapida unién a la membrana celular,
internalizacion creciente en el tiempo y retencion celular para los siguientes radiopéptidos *™Tc-
N4-Ahx-CycMSHa.13, ®MTc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 y %°MTc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH. Sin
embargo, con %MTc-N4y-cycMSHa-10 la actividad unida a la membrana comenzé a disminuir
abruptamente a los 60 min de incubacién y la actividad internalizada también disminuyd luego de
los 90 min de incubacion. En relacion a la actividad retenida en las celulas luego de 2h de
incubacion, la actividad internalizada remanente de **™Tc-N4y-cycMSHa.10 disminuyé desde
aproximadamente un 83 % a tiempo cero hasta un 28 % luego de incubacién en medio de cultivo.
Para los otros tres radioconjugados la actividad internalizada remanente a las 2 horas de incubacion
en medio de cultivo fue aproximadamente un 44 % para *°*™Tc-N4;-Ahx-cycMSHa.13, 45 % para
9MTc-HYNIC-AhxX-CycMSHa.13 ¥ 39 % para **"Tc-N4-CO-Re(Arg*)CCMSH. Los receptores
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MC1R son internalizados con su ligando luego de la unién de este y la nueva expresion de los
MCI1R en la membrana celular no es inmediata 3211223, Por lo que si el radiopéptido es
rapidamente externalizado no se lograria una adecuada captacion tumoral para la obtencion de una
imagen. La internalizacion del receptor MC1R y la lenta recuperacion de éste, destacan la
importancia del desarrollo de analogos de a-MSH que tengan no sélo una elevada afinidad por el
receptor, sino que también un alto grado de retencion celular. En referencia a la union no
especifica, se pudo observar con el estudio de bloqueo que para los cuatro radiopéptidos hubo un
bloqueo de la actividad unida e internalizada al adicionarse NDP o el péptido sin marcar a la
incubacion. Demostrandose asi, que la unién de los radiopéptidos es especifica por MC1R y que

la afinidad por el receptor MC1R (ICso) no se pierde luego de la marcacion con *™Tc.

En los estudios en células metastasicas de melanoma murino B16 F10 con *™Tc-N4-CO-
Re(Arg!t)CCMSH también se apreci6 una rapida union e internalizacion del radiopéptido, con una
retencion celular permanente. Luego de 2 horas de incubacién en medio de cultivo en el estudio
de externalizacion, permanecia aun internalizado un 76 % de la actividad. También se demostro
que la unién era especifica por los receptores MC1R disminuyendo la internalizacion de la
actividad por competencia con el péptido sin marcar. Estos resultados demuestran que el
radioconjugado *°"Tc-N4-CO-Re(Arg!)CCMSH tendria una potencial captacion en tumores
metastasicos. Para los demas radiopéptidos no fue posible realizar este estudio por no contarse con

mas de este modelo celular.

Los estudios in vivo fueron realizados en ratones C57 BL/6J portadores de melanoma
murino inducido por células B16 F1. Se busca un agente de imagenologia para melanoma con una
rapida y buena captacion tumoral, con eliminacidn principalmente en orina, con baja captacion en
organos no blancos. Es deseable también una baja captacion en higado para poder evaluar
metéastasis hepaticas sin falsos positivos por interferencia del perfil de biodistribucion del agente
de imagen. Tambiéen es deseable que la captacion en rifiones sea baja, dado que podria aumentar
el riesgo de nefrotoxicidad, principalmente en los radiopéptidos trasladados a terapia >:146:161,

De los estudios de biodistribucion in vivo se puede apreciar que los cuatro radiopeptidos
presentaron captacion tumoral, siendo *™Tc-N4y-cycMSHa-10 el que presentd menor % Act/g. A
las 2 h p.i la captacion tumoral fue de 1.56 + 1.20 % Act/g para **™Tc-N4y-cycMSHa.10, 2.37 +
0.54 % Act/g para " Tc-N4j-Ahx-cycMSHa.13, 4.92 + 0.92 %Act/g para *°™Tc-HYNIC-Ahx-
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CYCMSHz13 y 3.96 + 1.98 % Act/g para *"Tc-N4-CO-Re(Arg!t)CCMSH. Los cuatro
radiopéptidos presentaron una rapida eliminacion renal de la actividad inyectada. Siendo a las 2 h
p.i, la eliminacion del total de la actividad inyectada por orina de 59 %, 73 %, 52% y 76 % para
99MTc-N4y-cycMSHa-10, ™ Tc-N4y-Ahx-cycMSHa.13, ®"Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 y ®™Tc-
N4-CO-Re(Arg*)CCMSH, respectivamente. En relacion a la lipofilia determinada (Log P), el
radioconjugado **™Tc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH presento el caracter mas hidrofilico de los cuatro
radioconjugados estudiados coincidente con una mayor eliminacion en orina. Para %°™Tc-N4y-
CYCMSHa.10 y ™ Tc-N4y-Ahx-cycMSHa.13, el perfil de eliminacion en orina seria concordante con
los valores de Log P determinados, sin embargo, para *°™Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 se esperaria
segun el valor de Log P una mayor eliminacion en orina a 2 h pi. Esta menor eliminacion en orina
de ®™Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 podria relacionarse con una mayor captacion en rifiones en
comparacion con los otros tres radiopéptidos (Figura 5.23).

En la Tabla 5.8 se resumen las relaciones tumor/higado, tumor/rifidén, tumor/musculo y
tumor/sangre obtenidas para los cuatro radiopéptidos. Si bien ®™Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 y
9MTc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH exhibieron las mayores captaciones tumorales a las 2 h p.i,
9MTc-N4y-Ahx-cycMSHa.13 presentd las mayores relaciones tumor/higado, tumor/musculo y
tumor/sangre en comparacion con los otros tres radiopéptidos estudiados. En cuanto a la relacion
tumor/rifién, la exhibida por %MTc-N4y-Ahx-cycMSHa.13 fue mayor a *M™Tc-HYNIC-Ahx-
CYCMSHa.13 ¥ **™Tc-N4-CO-Re(Arg*)CCMSH pero no a la de **™Tc-N4j-cycMSHa.10. Sin
embargo, la relacion tumor/rifiones de este Gltimo a 1 h p.i fue muy baja 0.08 + 0.01, con una
captacién en rifiones muy elevada 13.14 + 1.02 % Act/g. En comparacion la captacion en rifiones
de %®™Tc-N4j-Ahx-cycMSHs.13 a 1 h p.i fue baja 1.49 + 0.82 % Act/g, con una relacion
tumor/rifiones de 0.83 + 0.08. En este contexto, el radiopéptido **™Tc-N4;-Ahx-cycMSHa.13 seria
entre los radiopéptidos estudiados el que presentaria mejor perfil de biodistribucion, sin embargo,
el radiopéptido **™Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 fue el que presentd mayor captacion tumoral de

los estudiados.
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Tumor/Higado Tumor/Rifiones Tumor/Mduasculo  Tumor/Sangre

99MTc-Nai-cycMSH4-10 031 2.58 9.98 1.39
%9mTc-Naii-Ahx-cycMSHa-13 6.19 1.71 29.56 10.10
9mTe(Tricina)-HYNIC-Ahx-cycMSH4.13 2.66 0.53 20.88 3.57
#"Te-Na-CO-Re(Arg™)CCMSH 0.79 0.55 20.67 4.15

Tabla 5.8: Comparacion de las relaciones tumor/higado, tumor/rifién, tumor/masculo y
tumor/sangre entre ™Tc-N4y-cycMSHa-10, ™ Tc-N4y-Ahx-cycMSHa.13, " Tc-HYNIC-Ahx-
CYCMSHa.13, " Tc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH.

En la Figura 5.22 se grafican los % de captacion tumoral a 2 h p.i para los radiopéptidos
obtenidos en este trabajo en comparacion con otros péptidos analogos ciclicos publicados:
9MTc(EDDA)-HYNIC-PEG2NIe-CycMSHhex %4, ®™T¢(EDDA)-HYNIC-AocNle-CycMSHhex
164 = 9MTc(EDDA)-HYNIC-GGNIle-CycMSHhex 183, 9MT¢(EDDA)HYNIC-cyc-MSHa413 184,
9mTe(Tricina)HYNIC-cyc-MSHa4.13 8 'y %™T¢(CO)s-(Ala-Triazol)Ac-Re(Argt)CCMSH 174,
9MTc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13 es el radiopéptido de mayor captacion tumoral entre los cuatro
estudiados en este trabajo, sin embargo, la captacion tumoral de este es 4x veces menor
aproximadamente que el radiopéptido **"Tc(EDDA)-HYNIC-AocNle-CycMSHhex reportado por
Guo y Miao 64, 9MT¢(EDDA)-HYNIC-AocNIe-CycMSHhex es un analogo ciclico de a-MSH
mediante enlace lactama presenta una captacion tumoral de 22.3 £ 1.72 % Act/g a 2 h p.i,

convirtiéndolo, hasta la fecha, en el lider entre los péptidos analogos de a-MSH.
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Figura 5.22: Comparacion de la captacion tumoral entre **™Tc-N4y-cycMSHa.-10, *™Tc-N4y -
Ahx-CycMSHa.13, " Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13, " Tc-N4-CO-Re(Arg't)CCMSH,
9mTc(EDDA)-HYNIC-PEG2NIe-CycMSHhex 104, *MTc(EDDA)-HYNIC-AocNIle-CycMSHpex
164 99MT¢(EDDA)-HYNIC-GGNIe-CycMSHhex 1%, " Tc(EDDA)HYNIC-cyc-MSHa.13 %,
9mTe(Tricina)HYNIC-cyc-MSHa.13 18 y 9MT¢(CO)s-(Ala-Triazol) Ac-Re(Arg*™)CCMSH 74,

Entre los analogos ciclados mediante un atomo metalico *®MTc-(Arg!)-CCMSH reportado
por Miao et. al 12, ciclado por &tomo de **™Tc =0, presenta una captacion tumoral de 14.03 + 2.58
% Act/galhp.iy11.16 £ 1.77 % Act/g a4 h p.i, no encontrandose reportada la captacion tumoral
a 2 h p.i. El andlogo *™Tc-N4-CO-Re(Arg')CCMSH, aqui estudiado, ciclado mediante dtomo de
Re=0, presento una captacion tumoral de 3.96 + 1.98 % Act/g a 1h p.i, descendiendo a 2.35 +0.71
% Act/ga2hp.iy 1.26 +0.62 % Act/g a4 h p.i. De esta forma el analogo *°™Tc-(Arg'!)-CCMSH
contintia siendo el lider dentro de los péptidos analogos de a-MSH ciclados mediante enlace

metalico.
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En relacion a la captacion en rifiones, en la Figura 5.23 se pueden comparar los diferentes
valores reportados a las 2 h p.i para los analogos. Como se observa, ™ Tc-HYNIC-Ahx-cycMSH4.
13 es el que presenta mayor captacion renal. Sin embargo, parte de esta captacion se podria
disminuir con la co-inyeccion de L-Lisina, como ha sido reportado 1", disminuye la captacion
renal hasta un 70 % sin afectar la captacion tumoral. Es importante destacar que si bien los
andlogos  ®"Tc(EDDA)-HYNIC-PEG,NIle-CycMSHhex'®,  ®™Tc(EDDA)-HYNIC-AocNle-
CycMSHpex 164, ®™T¢(EDDA)-HYNIC-GGNIe-CycMSHrex 163, presentan elevada captacion
tumoral, su captacion renal también es elevada. No obstante, ®"Tc(EDDA)HYNIC-cyc-MSHa.13
reportado por Garcia et. al. 84y los analogos aqui estudiados *°"Tc-N4y-cycMSHa-10 y %MTc-
N4 -Ahx-cycMSHa.13, presentan menor captacion renal. Por otro lado, ™ Tc-(Arg!)-CCMSH 172,
previamente mencionado, presenta una captacion renal de 11.66 + 1.44 % Act/g a 1 h p.i, siendo
superior a la de ®"Tc-N4-CO-Re(Arg!)CCMSH de 6.83 + 3.70 % Act/g a 1 h p.i. Esto demuestra
gue no ha sido desarrollado aun un analogo de a-MSH con las caracteristicas farmacocinéticas
adecuadas para el empleo como agente de diagndstico de melanoma, siendo todavia un campo de

investigacion.

14.0
12.0

10.0

: l
: 'II lml

Rifiones 2H (% Actividad inyectada/g)

B 99mTc(EDDA)-HYNIC-AocNle-CycMSHhex W 99MTc(EDDA)-HYNIC-GGNIle-CycMSHhex
99mTc(EDDA)HYNIC-cyc-MSH4-13 99mTc(Tricina)HYNIC-cyc-MSH4-13

W 99mTc(Tricina)-HYNIC-Ahx-cycMSH4-13 B 99mTc-N4ll-cycMSH4-10
99mTc-N4lI-Ahx-cycMSH4-13 M 99mTc-N4-CO-Re(Arg11)CCMSH
99mTc(EDDA)-HYNIC-PEG2NIle-CycMSHhex 99mTc(CO)3-(Ala-Triazol)Ac-Re(Arg11)CCMSH

Figura 5.23: Comparacion de la captacion renal entre ™ Tc-N4y-cycMSHa.10, " Tc-N4y-Ahx-
CYCMSHa.13, ™ Tc-HYNIC-AhX-CycMSHa.13, *™Tc-N4-CO-Re(Arg*)CCMSH, *™T¢(EDDA)-
HYNIC-PEG2NIe-CycMSHhex'%, ®*MTc(EDDA)-HYNIC-AocNIe-CycMSHhex %, " Tc(EDDA)-
HYNIC-GGNIle-CycMSHnex'6%, ™ Tc(EDDA)HYNIC-cyc-MSHa.13 184, #™Te(Tricina)HYNIC-
cyc-MSHa.13 18 y 9MT¢(CO)s-(Ala-Triazol)Ac-Re(Arg*)CCMSH 174,
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Con respecto a la captacion en higado, en la Figura 5.24 se pueden apreciar los %
reportados para los diferentes analogos. *™Tc-N4yi-cycMSHa.10 y %™ Tc(CO)s-(Ala-Triazol)Ac-
Re(Argt)CCMSH 17 presentan la mayor captacion hepatica. En el caso de *°"Tc-N4y-cycMSHL.
10 este resultado es concordante con los resultados de Log P obtenidos, los cuales demostraron
mayor hidrofobicidad que los demas analogos aqui estudiados y descritos como se discutio
previamente. En el caso de ®"Tc¢(CO)s-(Ala-Triazol)Ac-Re(Arg!)CCMSH, si bien presenta un
Log P de -1.41 + 0.02 174, el core fac-*"Tc¢(CO)s(H20)s* presenta cierta inestabilidad in vivo con
captacion a nivel gastrointestinal y hepética, como ha sido observado también para ®™Tc¢(CO)3-
HYNIC- GGNIe-CycMSHhex 18 y el *™T¢(CO)s-analogo de bombesina??*. Para **™Tc-Na-CO-
Re(Arg!t)CCMSH, aqui estudiado, también se ha observado captacion hepatica. Concordante con
este resultado previamente fue descripta captacion hepatica core ®®"TcO,* en un N4-antagonista
de bombesina 1. La captacion hepatica de ®*™Tc-N4y-Ahx-cycMSHa.13, aqui estudiada se

encuentra entre las menores reportadas hasta el momento.
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0.0
B 99mTc(EDDA)-HYNIC-AocNle-CycMSHhex B 99mTc(EDDA)-HYNIC-GGNIle-CycMSHhex
99MTc(EDDA)HYNIC-cyc-MSH4-13 99mTc(Tricina)HYNIC-cyc-MSH4-13
B 99mTc(Tricina)-HYNIC-Ahx-cycMSH4-13 B 99mTc-N4ll-cycMSH4-10
99mTc-N4ll-Ahx-cycMSH4-13 B 99mTc-N4-CO-Re(Argl1)CCMSH
99MmTc(EDDA)-HYNIC-PEG2NIle-CycMSHhex 99mTc(CO)3-(Ala-Triazol)Ac-Re(Argl1l)CCMSH

Figura 5.24: Comparacion de la captacion en higado entre **™Tc¢-N4y-cycMSHa.-10, *™Tc-N4y;-
AhX-CycMSHa.13, ®™Tc-HYNIC-Ahx-CycMSHa.13, *™Tc-N4-CO-Re(Arg't)CCMSH,
9¥MTc(EDDA)-HYNIC-PEG;NIe-CycMSHhpex 184, *™T¢(EDDA)-HYNIC-AocNle-
CycMSHhex'® " Tc(EDDA)-HYNIC-GGNIle-CycMSHnex 83, ™ Tc(EDDA)HYNIC-cyc-MSHa.

13184 9MT(Tricina)HYNIC-cyc-MSHa.13 18 y #MT¢(CO)s-(Ala-Triazol)Ac-Re(Arg') CCMSH
174

Las iméagenes centellograficas y micro SPECT-CT adquiridas en este trabajo para
9MT¢-N4y1-cycMSHa-10,°MTc-N4y-Ahx-cycMSHa.13, M Tc-HY NIC-Ahx-cycMSHa-13,*™Tc-N4-
CO-Re(Arg*)CCMSH, permitieron la visualizacion del tumor para los Gltimos tres radiopéptidos.
Los resultados son concordantes con los resultados de biodistribucion in vivo y de los estudios in
vitro y fisicoquimicos. Entre los radiopéptidos estudiados, *°™Tc-N4y-cycMSHa.10 fue el que
presentd menor captacion tumoral en los estudios de biodistribucion y en las imagenes micro
SPECT/CT obtenidas no fue posible visualizar el tumor. Esto puede deberse a multiples factores.
Entre ellos que la retencién en las células de melanoma no fue suficiente, como se menciond
anteriormente en el estudio en células B16 dado una répida externalizacién de la actividad

internalizada sumado a una lenta recuperacion de los receptores MC1R. Otro factor importante
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podria ser que la estructura de este péptido carece de un espaciador como por ejemplo el &cido
amino hexanoico (Ahx) empleado en los otros dos péptidos ciclados por enlace lactama (*°™Tc-
N4-Ahx-CycMSHas.13 y " Tc-HYNIC-Ahx-cycMSHa.13). Este espaciador permitiria alejar la
esfera de coordinacion del ®**™Tc de la secuencia conservada [His-Phe-Arg-Trp] necesaria para la
union especifica y de alta afinidad por el receptor MC1R 35!, Otros factores que podrian
considerarse son el estadio tumoral que podria incluir diferenciacion celular y la escasa irrigacion

sanguinea del tumor (hipoxia tumoral).

Por otro lado, la afinidad por el receptor (ICso) determinada para los cuatro péptidos aqui
estudiados fue similar o incluso superior que para otros péptidos andlogos de o-MSH
163,164,174,184172,171,170 " Sin embargo, el perfil de biodistribucion y las imagenes obtenidas muestran
grandes diferencias en la captacion tumoral, acumulacion en érganos no blancos y vias de
eliminacion. Esto confirma, que los ligandos bifuncionales y los coligandos juegan un rol muy

importante en la farmacocinética de los radioconjugados.

En relacion a las estructuras de los radiopéptidos aqui estudiados, para %°™Tc-
(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSH4.13 se estudio el efecto de la introduccion del acido amino
hexanoico (-Ahx-) como espaciador en comparacion con **™Tc(Tricina)HYNIC-cyc-MSHa-13
descrito por Garcia MF et. al 4. Con la introduccion de este espaciador se buscaba mejorar la
captacion tumoral al alejar la esfera de coordinacion del **™Tc de la secuencia aminoacidica
conservada necesaria para la union a MC1R. Sin embargo, los resultados obtenidos mostraron una
leve mejoria en la captacion tumoral a 2 h p.i (Figura 5.22) y una gran diferencia en el perfil de
biodistribucion in vivo, como se aprecia en las Figuras 5.23 y 5.24 la captacion renal y hepatica se
vio severamente aumentada para *°™Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSH4.13  en relacion a
¥MTe(Tricina)HYNIC-cyc-MSHa.13.

Para ®°™Tc-N4y-Ahx-cycMSHa.13 se estudid el efecto del ligando bifuncional tetraamino
N4, en comparacion con HYNIC utilizado en el radiopéptido **™Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-
cycMSH..13. Comparando los resultados obtenidos con ambos radiopéptidos, se puede observar
que para %MTc-N4j-Ahx-cycMSH413 se obtuvo un mejor perfil de biodistribucion,
disminuyéndose la captacion hepatica y renal a 2 h p.i (Figuras 5.23 y 5.24). Sin embargo, la
captacion tumoral se vio afectada negativamente, disminuyendo casi un 50 % con *™Tc-N4y-Ahx-
CYCMSHj4.13.
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Con ®MTc¢-N4y-cycMSHa.10 se planted eliminar el extremo C-terminal Gly-Pro-Val-NHz,
en un intento de mejorar la captacion tumoral al eliminar toda posibilidad de impedimento estérico
sobre la secuencia de reconocimiento [His-Phe-Arg-Trp]. Dado los resultados obtenidos en el
perfil de biodistribucién, se empleo el ligando tetraamino N4y Péptidos analogos de a-MSH
ciclicos mediante enlace lactama descritos por Guo y Miao 63164 presentan una estructura de
CYCMSHhex sin el extremo C-terminal Gly-Pro-Val-NH, similar a la utilizada en ®™Tc-N4y-
CYCMSHa.10. Los analogos descritos por Guo y Miao %*™Tc(EDDA)-HYNIC-PEG;Nle-
CycMSHhex %4, ®MTc(EDDA)-HYNIC-AocNle-CycMSHnex ¥4y  ®™T¢(EDDA)-HYNIC-
GGNIe-CycMSHrex 183, presentan una elevada captacion tumoral como se aprecia en la Figura
5.22. La secuencia del extremo C-terminal ha sido descrita como una secuencia con propiedades
de segundo mensajero o farmacoforo 22°, sin embargo, en los radiopéptidos *°MTc-N4-Ahx-
CYCMSHa.13, ®™Tc-(Tricina)HYNIC-Ahx-cycMSHa.13, y los reportados por Garcia MF et. al 18
®mTe(Tricina)HYNIC-cyc-MSHa.13  y " Tc(EDDA)HYNIC-cyc-MSHa.13, que poseen esta
secuencia en el extremo C-terminal, no se observé mejoria en la captacion tumoral respecto a
cycMSHhex descrito por Guo y Miao 163184 En este contexto, en este trabajo se decidio estudiar el
efecto de eliminar el extremo C-terminal Gly-Pro-Val-NH, en %MTc-N4y-cycMSHa-1o.
Lamentablemente, como se discutié anteriormente la captacion tumoral disminuyd abruptamente

para %™Tc-N4-cycMSHa.10 en lugar de aumentar.

En relacion a **™Tc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH, como se menciond anteriormente en la
seccion 2 “Antecedentes y Justificaciones” se han descrito en la bibliografia diferentes analogos
ciclados con atomos metalicos para terapia y diagndstico, sin embargo, poco se ha estudiado
referente a la marcacion de analogos Re(Arg!)CCMSH con *™Tc. De esta forma, en este trabajo
se planted la marcacion de Re(Arg!)CCMSH con **"Tc, empleando el ligando bifuncional
tetraamino N4. Con este ligando bifuncional se esperaba obtener un radioconjugado con elevada
estabilidad, dado que forma un Gnico isomero de coordinacion a diferencia de HYNIC. Los
resultados obtenidos en la seccion 5.1.4 verificaron una mayor estabilidad. *°™Tc-N4-CO-
Re(Arg!t)CCMSH frente a *°™Tc-(Arg!)-CCMSH presentd menor captacion tumoral, siendo a 1
hp.i 3.96 +1.98 %Act/g **"Tc-N4-CO-Re(Arg')CCMSH y de 14.03 + 2.58 %Act/g para " Tc-
(Arg'h)-CCMSH. Sin embargo, la captacion renal disminuyd de 11.66 + 1.44 %Act/g a 1 h p.i para
9MTc-(Argth)-CCMSH a 6.83 + 3.70 %Act/g a 1 h p.i **™Tc-N4-CO-Re(Arg!)CCMSH. Es
importante destacar ademas que el valor descrito de captacion renal para *°™Tc-(Arg!t)-CCMSH
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fue obtenido con una co-inyeccion in vivo de L-lisina. Esta co-inyeccion de L-lisina disminuye la
captacion renal, por lo que para **™Tc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH se podria disminuir atin mas la
captacion renal empleando esta estrategia. De esta forma, aln se requiere estudio para mejorar la
captacion tumoral de los péptidos ciclados con atomos metalicos marcados con *MTc,
refinamiento de las propiedades hidrofilica/hidrofdbicas y de la quimica de coordinacion del *MTc

con ligandos bifuncionales.

Ademas, en este trabajo se obtuvo una imagen fluorescente in vivo de un analogo de a-
MSH ciclado con renio y derivatizado con una sustancia fluorecente el verde de indocianina (ICG).
La imagenologia fluorescente es una metodologia en crecimiento en las ciencias biomédicas y en
la clinica médica para la visualizacion de células y tejidos in vitro e in vivo. Presenta algunas
ventajas como alta sensibilidad, informacion molecular, econémica y facil de emplear 226, Dentro
de las sustancias fluorescentes, el verde de indocianina es ampliamente utilizado de rutina en la
préctica clinica en diversos usos desde hace aproximadamente 60 afios 22581227 En este trabajo se
estudio las propiedades de ICG-Ahx-AhxRe(Arg!t)CCMSH como trazador fluorescente para
melanoma. La principal limitante de los trazadores fluorescentes es la capacidad de visualizacion
a través de las sucesivas capas de la piel (sensibilidad). Esta limitante podria ser sobrellevada al
derivatizar el trazador fluorescente con un radionucleido emisor gamma, dando asi lugar a un
trazador hibrido radioactivo y fluorescente. Las imégenes de fluorescencia obtenidas con ICG-
Ahx-AhxRe(Arg't)CCMSH permitieron observar captacion tumoral y debido a su elevada
hidrofobicidad, se observé fluoresencia a nivel abdominal que puede corresponder a la presente
en higado y a nivel gastrointestinal. El principal valor de ICG-Ahx-AhxRe(Arg')CCMSH es
poder contar con un analogo de la a-MSH fluorescente para melanoma es que permitira la
identificacion de forma especifica de melanomas durante la evaluacion clinica de mdltiples
lesiones cutaneas (por ejemplo, multiples lunares en espalda) que permitan identificar de cuales
hacer una biopsia. En estos casos la biopsia de todas las lesiones seria un método cruento. Sin
embargo, si se cuenta con un trazador especifico fluorescente que indique cuales tienen mayor
probabilidad de ser melanomas, seria mucho mas sencillo seleccionar aquellas que deben ser

biopsiadas.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
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SINTESIS ORGANICA:

e Se logro sintetizar adecuadamente el ligando bifuncional tetraamino derivado de cyclam
(LB-I1), el cual se conjugo con dos péptidos andlogos de a-MSH (N4y;-cycMSHa.10 y N4yj-

Ahx-cycMSHa.13) para evaluar sus performances como agentes de diagnostico.

e En relacion a la sintesis del tetraamino de cadena abierta (LB-I), se han presentado
inconvenientes por no contar con el equipamiento necesario para la sintesis.
Afortunadamente fue igualmente posible contar con dicho ligando de forma comercial y
conjugarlo a un péptido analogo de o-MSH, obteniéndose N4-CO-Re(Arg'!)CCMSH.

e Fue posible sintetizar correctamente el ligando bifuncional HYNIC protegido con el grupo
BOC y TFA. HYNIC-BOC y HYNIC-TFA fueron utilizados posteriormente en la

conjugacion con el péptido Ahx-cycMSHa4.13.

e Enel marco de una beca de movilidad financiada por ANII (beca MOV-CA-2013-1-10984)
fue posible realizar la sintesis de los péptidos N4-cycMSH4.10 y N4y;-Ahx-cycMSH3.13 en
la Universidad de Missouri (EEUU). Los otros dos péptidos aqui estudiados (HYNIC-Ahx-
cycMSHa.13 y N4-CO-Re(Arg*)CCMSH) fueron sintetizados por el Prof. Fabio Gallazzi
de la Universidad de Misssouri.
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MARCACION Y EVALUACION DE PEPTIDOS ANALOGOS DE a-MSH CON 9mTg¢:

e Se logrd optimizar las condiciones de marcacion para la obtencion de los cuatro
radiopéptidos 9MTc-N4y-cycMSHa-10, ¥MTc-N4y-Ahx-CycMSH3.13, 9MTe-
HYNIC(tricina)-Ahx-cycMSHa4.13 y %™Tc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH con una pureza
radioquimica adecuada (>95%).

e Se logro purificar eficientemente los cuatro péptidos marcados de su correspondiente

péptido no marcado mediante metodologia de HPLC.

e Laevaluacion fisicoquimica y bioldgica de los cuatro radiopéptidos, los mostraron estables

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

e Serealizaron estudios in vivo de biodistribucion y adquisicion de imagenes centellogréaficas
y micro-SPECT-CT en ratones portadores de melanoma para los cuatro radiopéptidos.
Observandose concordancia con los resultados fisicoquimicos e in vitro. Los resultados
indican que %™Tc-N4y-Ahx-CycMSHa.13, ®™Tc-HYNIC(tricina)-Ahx-cycMSH4.13 Y
9MTc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH presentan buena captacion tumoral, buena eliminacion
renal y metabolismo hepatobiliar. **™Tc-HYNIC(tricina)-Ahx-cycMSHa.13 ha demostrado
la mejor captacion tumoral, sin embargo, **™Tc-N4;-Ahx-cycMSHa.13 presenta el mejor
perfil farmacocinético. *°*™Tc-N4-CO-Re(Argt)CCMSH ha presentado la mayor captacion
hepética y gastrointestinal. Con ®™Tc¢-N4,-cycMSHa.10 Se observd baja captacion tumoral
en los estudios de biodistribucion y no fue posible visualizar el tumor en las imagenes
adquiridas, esto podria deberse a la ausencia del espaciador -Ahx- para alejar la esfera de
coordinacion del **™Tc de la secuencia conservada necesaria para el reconocimiento del
receptor MC1R. Otra explicacion factible, es la poca permeancia en la célula del
radiopéptido luego de la internalizacion, como fue observado en el estudio en células B16
F1.
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Resumiendo, en este trabajo se evalud el desempefio in vitro e in vivo de cuatro nuevos
péptidos analogos de a-MSH ciclados mediante dos estrategias diferentes (enlace lactama
y atomo metalico) marcados con ®™Tc como agentes de diagndstico especificos para
melanoma. También se estudiaron nuevas estrategias de marcacion de cuatro péptidos
analogos de a-MSH con **™Tc, utilizando tres ligandos bifuncionales (HYNIC, N4 y N4y),

para su aplicacion como potencial radiofarmaco de diagnostico especifico de melanoma.

Comparando los resultados aqui obtenidos para los cuatro radiopéptidos con los descritos
en bibliografia se puede concluir que los péptidos analogos de a-MSH ciclados mediante
enlace lactama y mediante atomo de renio marcados con **"Tc comparten caracteristicas
fundamentales como potenciales agentes de diagndstico para melanoma. Sin embargo, se
debe continuar el estudio con cambios estructurales que permitan disminuir la captacién
inespecifica a nivel gastro-intestinal y rifiones. También seria interesante la evaluacion en

un modelo de melanoma humano para valorar captacion tumoral y perfil farmacocinético.

En este trabajo también se evalu6 un nuevo agente fluorescente especifico para melanoma,
ICG-Ahx-AhxRe(Arg!))CCMSH, determinandose que el mismo presenta un potencial
valor clinico en la identificacion de lesiones que sobreexpresan el receptor de MC1R que
estarian ligadas a melanoma. Seria de interés estudiar el desempefio de este nuevo

compuesto marcado con **"Tc como posible agente de deteccion de ganglios centinelas.
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7. ABREVIATURAS

ACTH: hormona adrenocorticotropina (del inglés Adrenocorticotropic hormone)

ADN: &cido desoxirribonucleico

BFC: Agente quelante bifuncional (del inglés bifunctional coupling agents)

cAMP: Adenosin monofosfato ciclico (del inglés 3',5'-cyclic adenosine monophosphate)
CCB: Carcinoma de células basales

CCE: Carcinoma de celulas escamosas

CT: tomografia computada (del inglés computed tomography)

DCM: diclorometano

DMEM: Dulbecco modificacion Eagle (medio de cultivo celular).

FDA: Food and Drug Administration

GPCR: receptores acoplados a proteinas G (del inglés G protein-coupled receptors)
HPLC: Cromatografia liquida de alta performance

HPLC-MS: Cromatografia liquida de alta performance — Espectrometria de masas
IARC: International Agency for Research on Cancer.

ICso: concentracion inhibitoria media (del inglés inhibitory concentration 50)

IR: Infrarrojo

MC1R: receptor de melanocortina tipo 1(del inglés melanocortin receptor)

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

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

p.i.: post-inyeccion

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

POMC: Proopiomelanocortina (del inglés pro-opiomelanocortin)

PRQ: Pureza radioguimica

RMN: Resonancia magnética nuclear

SEER: Surveillance Epidemiology and End Results Program

SFB: Suero Fetal Bovino

SFB:suero fetal bovino

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

t1: periodo de semidesintegracion

TM: transmembrana

UV: ultravioleta

a-MSH: Hormona melanocito estimulante (del inglés melanocyte stimulating hormone)
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7.1.1. Quimica Organica

- 2-CITrt: 2-clorotritilo

- Acm: acetamidometil

- All: alil

- Alloc: aliloxicarbonil

- Arg: arginina

- Asn: asparagina

- Asp: acido aspartico

- Boc: t-butiloxicarbonil

- Boc: ter-butiloxicarbonilo

- Boc0: di-tert-butil-dicarbonato

- Bt: 1-benzotriazolilo

- Bum: ter-butiloximetilo

- Bz: benzoilo

- Bzl: bencilo

- Cbz: benciloxicarbonilo

- Cys: cisteina

- DCC: diciclohexilcarbodiimida

- DCM: diclorometano

- DIC: diisopropilcarbodiimida

- DIPEA: N,N-diisopropiletilamina

- DMF: N,N-dimetilformamida

- DMSO: Dimetil sulfoxido

- EDT: 1,2-etanoditiol

- EtOH: etanol

- Fmoc: 9-fluorenilmetiloxicarbonilo

- GlIn: glicina

- Glu: acido glutamico

- HATU: hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N -tetrametiluronio
- HBTU: hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’, N -tetrametiluronio
- His: histidina

- HOBt: 1-hidroxibenzotriazol

- HYNIC: 6-hidrazinonicotinil (del inglés hydrazinonicotinic acid)
- Lys: lisina

- MAGs: mercaptoacetil-glicilglicilglicina

- MeOH: metanol

- Mmt: 4-metoxitritilo

- Mtt: 4-metiltritilo

- N-Dde: N-delta- [1- (4,4-dimetil-2,6-dioxycyclohex-1-ilidina) etil
- NMM: N-metilmorfolina

- NMP: N-metil-2-pirrolidona
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O-2-PhiPr: 2-fenilisopropil éster

O-Dmab: 4- {N- [1- (4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-iliden) -3-metilbutil] amino} bencilo
OPfp: éster de pentafluorofenol

OtBu: éster terc-butilico

Pfp: pentafluorofenol

Pmc: 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonilo
PyBOP: hexafluorofosfato de (3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-iloxi)tripirrolidino fosfonio
Pz: pyrazolyl-diamine

RMN: resonancia magnética nuclear

Ser: serina

SPSS: sintesis en fase sdlida

S-tBu: S-tert-butiltiol

Suc: succinil

tBu: tert-butilo

TFA: &cido trifluoroacético

THF: tetrahidrofurano

Thr: treonina

TIS: tioanisol

Trp: triptéfano

Trt: tritilo

Tyr: tirosina
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