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El cancer de mama es un problema de salud publica mundial y es el cancer mas
frecuente en las mujeres. Los tumores de mama pueden sobreexpresar distintos
tipos de receptores, cuya presencia determina tanto el pronéstico como el tipo
de tratamiento a seqguir. El receptor de estrogeno (RE) se encuentra
sobreexpresado en el 70% de los casos de cancer de mama. La Medicina
Nuclear permite monitorerar la presencia de los RE en la totalidad de la masa
tumoral de forma minimamente invasiva. Esto evita los errores de muestreo en
los métodos “ex vivo" que sélo permiten estudiar una porcién del tumor y puede,
por tanto, verse afectada por la expresion no homogénea de los receptores.

En el presente trabajo se han desarrollado cuatro radiotrazadores con potencial
aplicacion para imagenes de RE en cancer de mama. Para ello, se han
seleccionado dos radionucleidos, [**™Tc]Tc y [*¥F]F, radionucleidos mas
ampliamente utilizados en SPECT y PET, respectivamente.

Se sintetizaron tres ligandos (L1, L2 y L3) partiendo del etinilestradiol (agonista
de los RE) y afadiendo atomos donadores de electrones para coordinar con
[*°*™Tc]Tc. Su estructura fue corroborada a través de diversos estudios
espectroscopicos. La marcacion de L1 se realiz6 mediante la formacién de un
complejo del tipo [**™Tc]Tc(I)tricarbonilico (C1), la de L2 mediante la formacion

de un complejo [**MTc]Tc(V) =N (C2) y la de L3 mediante la formacion de un
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complejo [*®MTc]Tc(lll) 4+1 (C3). Todos los complejos se obtuvieron con una

pureza radioquimica (PRQ) mayor al 90%.

El radiotrazador de [*8F]F ([*®F]F-FEET) posee la molécula del estradiol como
farmacoforo. Continuando con el uso de la reaccion de Huisgen se incorporé en
posicion 17 del estradiol un anillo triazolico sustituido en posicidon 4 por una
cadena de dos carbonos con el [®F]F. Para su obtenciéon se sintetiz6 un
precursor (M) que contiene el grupo tosilo como buen grupo saliente necesario
para incorporar el [®F]F mediante sustituciéon nucleofilica y ademas un grupo
azida para incorporar la parte biologicamente activa mediante la reaccion de
Huisgen. La marcaciéon de M con [*8F]F fue realizada en un médulo automatizado
de sintesis Synthra RNplus Research, mientras que la reaccion de Husigen se
optimiz6 de forma manual y de forma automatizada, siendo el primer reporte de
una reaccién de este tipo realizada en un modulo automatizado de sintesis. En

ambos casos el producto de interés se obtuvo con elevada PRQ.

Todos los radiotrazadores resultaron ser estables en el medio de reaccion y en
plasma por al menos 4 horas. La lipofilicidad y la union a proteinas plasmaticas
fue elevada, lo cual es esperable por el tipo de estructura que poseen los
mismos. La evaluacion in vitro se realiz6 utilizando células de cdncer de mama
MCF-7. C1 posee una union de (2.0 + 0.2)%, C2 (6.7 £+ 0.8), C3 (3.7 0.5)% y
[*8F]F-FEET (0.8 £ 0.2)%.

C2 presentd las mejores propiedades in vitro ya que presenta una unién
especifica al receptor (un 70% fue bloqueado por adicién de ligando frio) y
comparable con el estradiol natural (Estradiol [6,7-*H(N)]) (6.6 + 1.4)% y con el
[*8F]F-FES (6.3+1.3)%, radiofarmaco de referencia para imagenologia molecular
de estos receptores. Ademas, C2 presenta un eflujo bajo, liberando solo el 26.7%
de la actividad unida a las células y se internaliza en un 84%, confirmando que
atraviesa la membrana plasmatica. Los estudios in vivo de C2 mostraron una
baja actividad en tiroides y estbmago, lo que indica una reoxidacion
insignificante. La excrecion se produjo principalmente a través del sistema
hepatobiliar, siendo la excrecidn por orina minoritaria. C2 presenta una actividad
en sangre superior a la actividad del [*®F]F-FES. Sin embargo, la captacion
hepatica de C2 es significativamente menor que él [®F]F-FES. Las

biodistribuciones de C2 en ratones portadores de tumores de mama inducidos
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mostraron una acumulacion preferencial del trazador en tumor, con una relacion

tumor/musculo cercana a 4.

En suma, se ha trabajado en todas las etapas del disefio de un radiofarmaco, y
los resultados obtenidos son promisorios, aunque seran necesarios nuevos
estudios para continuar la caracterizacion de los complejos.

Como resultado de esta tesis doctoral, se logr6 un complejo (C2) con
propiedades comparables al FES como potencial radiofarmaco de °°"Tc para
Imagenologia Molecular de receptores de estrogeno y se adquirié experiencia
que podr& ser capitalizada por el grupo en investigaciones futuras sobre este y

otros blancos moleculares de interés.
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Breast cancer is a public health problem worldwide and is the most common
cancer in women. Breast tumors can overexpress different types of receptors, the
presence of which determines both the prognosis and the type of treatment to be
followed. The estrogen receptor (ER) is overexpressed in 70% of breast cancer.
Nuclear Medicine allows monitoring the presence of ER in the entire tumor mass
in a minimally invasive way. This avoids sampling errors in "ex vivo" methods that
only allow a portion of the tumor to be studied and can therefore be affected by

non-homogeneous receptor expression.

In the present work, four radiotracers with potential application for ER imaging in
breast cancer have been developed. For this purpose, two radionuclides have
been selected, [**"Tc]Tc and [*®F]F, radionuclides most widely used in SPECT
and PET, respectively.

Three ligands (L1, L2 and L3) were synthesized starting from ethinylestradiol (ER
agonist) and adding electron donor atoms to coordinate with [**™Tc]Tc. Its
structure was corroborated through spectroscopic studies. The labeling of L1 was
carried out through the formation of a [**™Tc]Tc(I)tricarbonyl complex (C1), L2
through the formation of a [**™Tc]Tc(V) =N complex(C2) and L3 by the formation
of a [®™Tc]Tc(lll) 4+1 complex (C3). All the complexes were obtained with a

radiochemical purity (RCP) greater than 90%.
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The [*F]F radiotracer ([*®F]F-FEET) has the estradiol molecule as a
pharmacophore. Continuing with the use of the Huisgen reaction, a triazole ring
substituted in position 4 by a two-carbon chain bearing the [*¥F]F was
incorporated on position 17 of estradiol. It was obtained using a precursor (M).
which contains the tosyl group as a good leaving group necessary to incorporate
[*8F]F through nucleophilic substitution and also an azide group to incorporate
the biologically active part through the Huisgen reaction. The labeling of M with
[*®F]F was performed in a Synthra RNplus Research automated synthesis
module. The Huisgen reaction was optimized manually and automatically, being
the first report of a reaction of this type performed in an automated synthesis

module. In both cases, the product of interest was obtained with a high RCP.

All radiotracers were stable in the reaction medium and in plasma for at least 4
hours. Lipophilicity and binding to plasmatic proteins was high, which is expected
due to the their structure. In vitro evaluation was performed using MCF-7 breast
cancer cells. Uptake of C1, C2 and C3 was (2.0 £ 0.2)%,(6.7 = 0.8) and(3.7
0.5)%, respectectively. Uptake of [*®F]F-FEET was very low(0.8 + 0.2)%.

C2 presented the best in vitro properties, including a specific binding to the
receptor (70% was blocked by addition of cold ligand) comparable to that of
natural estradiol (Estradiol [6,7-3H(N)]) (6.6 + 1.4 )% and [*®F]F-FES (6.3+1.3)%,
the gold standard for molecular imaging of ER. Furthermore, C2 exhibits low
efflux, releasing only 26.7% of the cell-bound activity and 84% is internalized,
confirming that it crosses the plasmatic membrane. In vivo studies of C2 showed
low activity in the thyroid, indicating low reoxidation. Excretion occurred mainly
through the hepatobiliary system, with urinary excretion being negligible. C2 has
a higher activity in blood than [*¥F]F-FES. but significantly lower hepatic uptake.
The biodistributions of C2 in mice bearing induced breast tumors showed a
preferential accumulation of the tracer in the tumor, with a tumor/muscle ratio
close to 4. However, uptake is tumour is significantly lower in comparison with
[8F]F-FES.

The work performed includes all stages of the design of a potential

radiopharmaceutical, and the results obtained are promising, although new
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studies will be necessary to complete the characterization of the potential

radiotracer.

As a result of this doctoral thesis, a complex (C2) with properties comparable to
[\F]F-FES was achieved as a potential [**™Tc]Tc radiopharmaceutical for
Molecular Imaging of estrogen receptors. The gained experience may be
capitalized on by the group in future research on this and other molecular targets
of interest.
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2 INTRODUCCION

2.1 Cancer de mama

El estudio del cancer comenz6 en la revolucion biolégica del siglo XX. Esta
revolucién nos ha dado muchos aportes, entre ellos conocimientos de la doble
hélice de ADN, de la genética y la herencia, de cdmo las células crecen y se
dividen, como se unen para formar tejidos y como los tejidos se desarrollan bajo

el control de genes especificos [1].

Inicialmente los tumores habian sido considerados cuerpos extrafios que de
alguna manera habian echado raices en el cuerpo de un paciente afectado.
Ahora, se tiene mucha informacion de diferentes tipos de tumores e inclusive se
conoce que los mismos pueden extenderse a nuevos sitios del organismo
(metéstasis). Dicho de una manera sencilla, se ha llegado a la conclusion que
los tumores son generados por células que han perdido la capacidad de

ensamblarse y crear tejidos de forma y funcién normales [1].

La organizaciéon celular ha hecho posible la evolucion de una extraordinaria
diversidad de tejidos. Gran parte de esta plasticidad en el disefio puede atribuirse
al hecho de que los componentes basicos de la construccién de tejidos y 6rganos
(células individuales) estan dotados de una gran autonomia y versatilidad. La
mayoria de los tipos de células en el cuerpo tienen un genoma que les da la
capacidad de proliferar y participar en la morfogénesis de los tejidos (la creacion
de la forma). Esto hace posible el mantenimiento de los tejidos adultos a lo largo
de la vida de un organismo. Dicho mantenimiento puede implicar la reparacion
de heridas y el reemplazo de células que han sufrido desgaste después de largos

periodos de servicio [1].

Los genes pueden sufrir algunos cambios. Estos genes cambiados o mutados
pueden generar alteraciones en los programas de crecimiento celular, y estos a
su vez pueden dar lugar a la aparicion de grandes poblaciones de células que
ya no obedecen las reglas que rigen la construccién y el mantenimiento normal
del tejido [1].
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A pesar de que el organismo tiene mecanismos para prevenir esto, las células
cancerosas de alguna manera aprenden a prosperar. Mientras que las células
normales se programan cuidadosamente para participar en la construccion de
los diversos tejidos que hacen posible la supervivencia del organismo, las células
cancerosas tienen una agenda bastante diferente y mas enfocada, parecen estar

motivadas a hacer mas copias de si mismas [1].

En resumen, el cancer es una enfermedad genética causada por cambios en los
genes que controlan la forma como funcionan nuestras células, especialmente
la forma como crecen y se dividen. Esta enfermedad se ha convertido en un
problema de salud, ya que es una de las causas principales de muerte en todo
el mundo. Durante 2020 hubo casi 10 millones de fallecimientos debido a esta

enfermedad. [2].

El cancer de mama es el cancer més frecuente entre las mujeres, ya que afecta
a 2,1 millones de mujeres cada afio, y también causa la mayor cantidad de
muertes relacionadas con el cancer entre las mujeres. En 2018, se estima que
627,000 mujeres murieron de cancer de mama, es decir, aproximadamente el

15% de todas las muertes por cancer entre mujeres [3].

En Uruguay, el cancer de mama tiene la tasa de incidencia y mortalidad mas alta
(Figural). Segun cifras de la Comision Honoraria de Lucha contra el Cancer en
el periodo 2013-2017 se registraron anualmente un promedio de 1933 nuevos
casos de cancer de mama y fue la causa de muerte de 679 mujeres por afio en

el mismo periodo [4].
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Figura 1: Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer en mujeres.
Periodo 2013-2017.

Cuando se comenzé a estudiar el cancer no se contaba con informacion sobre
las alteraciones moleculares dentro de las células que conducen a la aparicion
de tumores malignos. A pesar de los avances extraordinarios en el conocimiento
de las alteraciones moleculares que producen la aparicion de tumores malignos,
se ha avanzado relativamente poco en la explotacion de estos conocimientos
para prevenir y tratar la enfermedad. La mayoria de los tratamientos contra el
cancer de uso generalizado hoy en dia se desarrollaron antes de 1975, cuando
el conocimiento detallado de los mecanismos genéticos y bioquimicos de la

patogénesis del cancer no estaba completamente desarrollado [1].

La informacidn sobre los mecanismos moleculares y celulares de la patogénesis
del cancer permite investigar nuevas formas de tratar la enfermedad de manera
efectiva [1]. Esto ha llevado a la identificacion de nuevos blancos moleculares y

el desarrollo de nuevas formas de diagndéstico y terapias basados en los mismos.
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En el cAncer de mama existen varias caracteristicas tumorales que se resumen
en la Figura 2 y que son candidatas para el desarrollo de trazadores especificos

del tumor [5].

Stromal cell

Figura 2: Potenciales blancos moleculares para el desarrollo de trazadores

especificos de tumores de mama.

Si uno desea enfocarse en fendOmenos generales, se puede visualizar el
metabolismo de la glucosa o la sintesis de ADN, los que se encuentran

aumentados en células tumorales en comparacién con células normales [5].

Asimismo, el microambiente tumoral es muy complejo. Ademas de las células
epiteliales neoplasicas, junto al tumor se encuentran varios tipos de células del
estroma. Estas células del estroma incluyen fibroblastos, miofibroblastos, células
endoteliales, pericitos, células del musculo liso, adipocitos, macréfagos, linfocitos
y mastocitos. La presencia de estas numerosas células puede explicarse si
comprendemos como funcionan los tejidos normales. Estos son
arquitectonicamente complejos y mantienen sus estructuras y funciones gracias
al intercambio continuo de sefales entre células, mediante la denominada
sefalizacion heterotipica. Muchas de las interacciones heterotipicas que operan
en los tejidos normales siguen desempefiando un papel importante en la biologia

de los tumores [1]. En el caso del cancer de mama se ha visto expresiéon del
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receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el receptor del factor-1 (IGF-1R) y el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas B (PDGF-BR). Todos
estos receptores que estan involucrados en las sefiales heterotipicas se han
convertido en objetivos interesantes para desarrollar nuevas formas de

diagndstico y de tratamiento [5].

Por otra parte, las células endoteliales, que se unen para formar los
revestimientos de las paredes de los capilares y los vasos sanguineos mas
grandes, asi como los conductos linfaticos, representan un componente vital del
estroma normal y neoplasico. Cuando las células carecen de acceso adecuado
al oxigeno liberan factores angiogénicos que estimulan el crecimiento de
capilares; este proceso es conocido como angiogénesis (Figura 3). Una vez que
los capilares se ensamblan y se vuelven funcionales, proporcionan nutrientes

esenciales y oxigeno a las células tumorales [1].

CELULAS CANCEROSAS

CELULAS NORMALES

}

NUEVOS VASOS SANGUINEOS
(ANGIOGENESIS)

Figura 3: Esquema del proceso de angiogénesis en un tumor

En cancer de mama se ha visto que las células tumorales excretan factores de
crecimiento, como el crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento transformante 3 (TGF-8) en el microambiente tumoral y, por lo tanto,

los receptores involucrados en la angiogénesis (receptores VEGF, aVp3,
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integrinas, fibronectinas, endostatinas) pueden ser nuevos blancos moleculares

[5].

Las hormonas sexuales juegan un papel importante en el desarrollo y
crecimiento de cancer, especialmente en cancer de mama y prostata. EI modo
de accion de estas hormonas sexuales es la activacion del receptor hormonal
correspondiente en las células tumorales. El receptor unido a la hormona actua
como un factor de transcripcion y activavias de sefalizacion que inducen la
proliferacion y crecimiento tumoral. Debido al papel fundamental de las
hormonas sexuales y sus receptores en la progresion del cancer de mama y
préstata, se han desarrollado terapias endocrinas, que tienen como objetivo
interferir con las vias mediadas por el receptor hormonal al reducir el nivel de la
hormona o bloqueo del receptor hormonal [6]. En el caso del cancer de mama
los receptores hormonales mas relevantes son el receptor de estrogeno (RE) y

el de progesterona [5,6].

El RE, es un receptor nuclear que juega un papel muy importante, tanto en el
factor pronéstico como en el objetivo terapéutico. La expresion del RE se
encuentra en solo el 6-10% de las células epiteliales de mama normales,
mientras que en el 70% de los canceres de mama primarios existe
sobreexpresion de este receptor. Los tumores de mama con receptor de
estrogeno positivo (RE+) generalmente responden a la terapia hormonal
antiestrogénica, mientras que los tumores con RE negativo (RE-) requieren otro
tipo de tratamiento. [7,8,9,10].

La terapia endocrina del cancer de mama fue informada por primera vez en 1896
por Sir George Beatson, un cirujano britanico que describié que la ooforectomia
podria conducir a una regresion tumoral. En la década de 1960 el RE fue
identificado por Toft, Gorski y Jensen y desde entonces la terapia hormonal ha
sido dirigida a este receptor. Actualmente el tamoxifeno es el principal farmaco
que se utiliza para la terapia hormonal. Conocer la presencia del RE en los
tumores de mama permite una prediccion mas precisa de la respuesta a la

terapia hormonal [9,10].

Una de las herramientas utilizadas para estudiar la expresion de este receptor

es la biopsia. Una biopsia es un procedimiento diagnostico que consiste en la
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extraccion de una muestra de un tumor. Sin embargo, los tumores son
generalmente heterogéneos, por o que una pequefia muestra de tejido puede
no representar la biologia exacta de ese tumor. Ademas, las biopsias son
invasivas, conllevan algunos riesgos inherentes, pueden ser dolorosas, pueden
perturbar el microambiente tumoral y pueden pasar por alto las partes mas
importantes del tumor. En este sentido, la Imagenologia Molecular a través de la
Medicina Nuclear puede proporcionar una alternativa, permitiendo obtener una
imagen de la totalidad del tumor in vivo. Los métodos de imagen molecular son
ciertamente complementarios a la biopsia y ademas presentan muchas ventajas,
son minimamente invasivos, permiten la recoleccién de los datos a lo largo del
tiempo, se puede evaluar la respuesta a la terapia, proporcionan informacion
funcional y abarcan grandes voliumenes de tejido (todo el cuerpo en la mayoria
de los casos) [11].

2.2 Radiofarmacos de diagnostico

Un radiofarmaco se puede definir como una sustancia quimica que contiene
atomos radiactivos dentro de su estructura y es apta para ser administrada en
seres humanos con fines de diagnostico o terapia [12]. Los radiofarmacos se
administran en cantidades de trazas y no tienen efecto farmacolégico, sino que
es la energia emitida en el decaimiento la responsable de su funcién [13]. En
resumen, un radiofarmaco es una molécula que posee un atomo radiactivo, la
cual mediante diferentes mecanismos se acumula selectivamente en el érgano
o tejido de interés. Dependiendo del tipo de &tomo radiactivo o radionucleido
tendremos un radiofarmaco de diagndstico o de terapia (Figura 4).
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Figura 4: Esquema general de un radiofarmaco

Los procedimientos diagndsticos consisten en administrar en forma sistémica
(Figura 5-B) un radiofarmaco que contenga un radionucleido emisor y o emisor
B+ cuya radiacion de alto poder de penetracion es detectada externamente
(Figura 5-C). La radiacion gamma emitida por los radiofarmacos de diagnostico
escapa facilmente del cuerpo, lo que permite la deteccién y medicién externas.
El patron de distribucion del radiofarmaco en un 6rgano o sistema a lo largo del
tiempo permite hacer una evaluacion diagnéstica de la morfologia y funcién de

los mismos a través de una imagen (Figura 5-D) [13].

Figura 5: Esquema de un procedimiento diagnostico de Medicina Nuclear

Dependiendo el tipo de emisor utilizado para estos estudios diagndsticos, la
tecnologia utilizada para tomar la imagen puede ser SPECT (single-photon

emission computed tomography, tomografia de emision de fotén Unico) o PET
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(positron emission tomography, tomografia de emision de positrones). La
radiacion gama producto de radionucleidos que se desintegran por transicion
isomérica y captura electronica interactia minimamente con el organismo y es
capaz de llegar al detector. De aqui que los radionucleidos emisores y son los
elegidos para el desarrollo de radiofarmacos de diagnostico que seran
utilizadoscon la modalidad SPECT [13]. En la Tabla 1se muestra una
recopilacion de los principales radionucleidos utilizados a nivel mundial bajo la

modalidad SPECT y de sus propiedades fisicas mas relevantes [14].

Periodo de
Radionucleido semidesintegracion Energia [0 (KeV) Modo de decaimiento
(horas)
[*°*MTc]Tc 6.0 140.5 0

171.3

[*n]In 67.31 CE
245.4

[2231]1 13.22 159 CE

[2O1TITI 73.01 167.4 CE

Tabla 1: Principales radionucleidos utilizados a nivel mundial bajo la modalidad
SPECT

Existen otros radionucleidos que si bien son emisores de radiacién particulada
son utilizados para fines de diagndstico: los radionucleidos emisores 3+. Son los
que se desintegran mediante emision de positrones que se aniquilan con un
electron del medio a los pocos milimetros del lugar de emisién dando lugar a la
aparicion de dos rayos gamma de 511 KeV, utiles para diagnéstico (Figura 6-A).
Estos radionucleidos son los que se emplean en la modalidad PET. En esta
modalidad los fotones de aniquilacion emitidos a 180 grados transmiten una
sefal coincidente cuando se detectan simultdneamente. Los eventos registrados
se reconstruyen en una imagen tridimensional que representa la distribuciéon

espacial del trazador en el paciente estudiado (Figura 6-B) [13].
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En la Tabla 2 se describen los principales radionucleidos emisores de positrones

utilizados a nivel mundial para modalidad PET [14].

, _ Periodo de Promedio energia
Radionucleido S B
semidesintegracion B+ (MeV)

[tC]IC 20.385 min 0.386

: min :
[*3N]N 9.965 mi 0.492

: min :
[*°0]O 2.037 mi 0.735

77 min :
[*8F]F 109.77 mi 0.250
[¢2Cu]Cu 9.673 min 1.314
[64Cu]Cu 12.701 h 0.278
[(8Ga]Ga 67.71 min 0.830
[8°Rb]Rb 76.38 s 1.479
[B6Y]Y 14.74 h 0.660
[89Zr]Zr 78.41 h 0.396
[24]1 4.176 d 0.820

Tabla 2: Principales radionucleidos utilizados a nivel mundial bajo la modalidad
PET [14]
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La principal ventaja de la Medicina Nuclear frente a otras modalidades de
Imagenologia, tales como la Tomografia Computada (CT) o la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), es la posibilidad de estudiar la funcionalidad de los
organos y no solamente su anatomia, ya que el mecanismo de captacion y
retencion de los radiofarmacos depende de dicha funcionalidad. Los estudios de
imagen se clasifican en dos grandes tipos, los estudios dinamicos y los estudios
estaticos. Los estudios dinamicos requieren que el detector de la camara se
coloque sobre el 6rgano de interés antes de la inyeccion del radiofarmaco, de
modo que la camara pueda capturar la radiactividad a medida que entra y sale
del 6rgano. Estos estudios proporcionan informacién funcional a través de la
medicién de la tasa de acumulacién y eliminacion del radiofarmaco por parte del
organo. Los estudios estéticos se realizan después de que se permite que un
radiofarmaco se acumule en el 6rgano de interés. Estos estudios proporcionan
informacion morfolégica sobre el tamario, la forma y la posicion de los 6rganos o
la presencia de lesiones que ocupan espacio, receptores y en algunos casos la
funcion relativa [12].

El patron de distribucion del radiofarmaco en un érgano varia y depende del
organo particular estudiado y la presencia o ausencia de enfermedad. En
algunos estudios, el 6rgano normal concentra facilmente el radiofarmaco y
aparece uniformemente radiactivo o "caliente”, mientras que el tejido enfermo
excluye el radiofarmaco, y las lesiones aparecen como puntos "frios" dentro de
un érgano "caliente". En otros tipos de estudios el 6rgano normal excluye el
radiofarmaco; pero el tejido enfermo lo concentra para que las lesiones
aparezcan como puntos "calientes" dentro de un érgano "frio". En otros casos,
un érgano normal puede acumular el radiofarmaco, pero el tejido enfermo puede
concentrarlo en mayor grado debido al aumento de la funcion o la sobreexpresién
de receptores o en menor grado debido a la disminucion de la funcion o
disminucion de receptores [12].

Las imagenes funcionales que se obtienen con los estudios de Medicina Nuclear
a menudo carecen del detalle anatomico necesario para la localizacion precisa
de la lesion, lo que puede disminuir la confianza del médico tratante en la
interpretacion de la imagen y conducir a interpretaciones inciertas o erréneas.
Durante algun tiempo la solucion a este problema se encontro al usar un software

de fusion que permite fusionar las imagenes de Medicina Nuclear con las
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imagenes anatomicas por ejemploCT o RMN, adquiridas como estudios
separados. Sin embargo, las diferencias en la posicion del paciente, los cambios
de intervalo en la posicidon de los 6rganos (es decir, gas intestinal, vejiga) entre
los estudios y los artefactos respiratorios o de movimiento pueden hacer que la
alineacion precisa de las imagenes sea desafiante y no siempre exitosa [16]. Es
por esto que se han desarrollado equipos hibridos SPECT/CT y PET/CT, de
manera de poder obtener imagenes funcionales y estructurales del mismo
paciente en el mismo momento (Figura 7). La fusibn de imagenes permite
imponer un marco anatémico estructural a las imagenes funcionales, brindan
puntos de referencia anatémicos para identificar con precision el foco de
absorcion anormal y las estructuras que contienen actividad normal, y permite

visualizar detalles de la anatomia de los 6rganos normales y enfermos [17].

Figura 7: Imagen de CT (A), imagen de SPECT (B), imagen obtenida al fusionar

Ay B (C) de un mismo paciente.

El nacimiento de la Medicina Nuclear en Uruguay esté estrechamente ligado a la
fundacién y desarrollo del Centro de Medicina Nuclear (CMN) del Hospital de
Clinicas en el afio 1962 [15]. Uruguay cuenta con SPECT desde el afio 1982
cuando este centro recibi6 el equipamiento a través del Organismo Internacional
de Energia Atomica (OIEA), hecho que significO un importante avance en
Medicina Nuclear en nuestro pais. Desde el 2010 Uruguay cuenta con tecnologia
PET gracias a la apertura del Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular
(CUDIM). Actualmente el pais cuenta con 9 centros de Medicina Nuclear con
modalidad SPECT ubicados 7 en la capital y 2 en el interior del pais y un Gnico

centro PET ubicado en Montevideo.

El desarrollo de un potencial radiofarmaco implica varias etapas que se muestran

en la Figura 8 y que se describiran brevemente a continuacion.
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En primer lugar, es importante realizar un estudio exhaustivo del proceso
patolégico que se desea diagnosticar o tratar para asi encontrar el blanco
molecular al cual va a estar dirigido el trazador. Para el caso del cancer de mama
ya se detallaron anteriormente en el texto algunos ejemplos de posibles blancos
moleculares.

Otra de las decisiones a tomar es la seleccion del radionucleido de trabajo. Aqui
se debe tener en cuenta si el fin del trazador es de diagnéstico o de terapia, el
periodo de semidesintegracion del radionulceido involucrado, disponibilidad y
Costos.

La siguiente etapa es el disefio de la molécula a marcar con el radionucleido
previamente seleccionado. Esta molécula, generalmente posee dos partes, una
parte biolégicamente activa que llegard al blanco molecular y una parte que
incluira atomos para poder unir el radionucleido seleccionado. Generalmente se
debe sintetizar dicha molécula a partir de reactivos comerciales. En esta etapa
se realiza la elucidacion estructural de la molécula utilizando herramientas como
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, espectroscopia infrarroja y
espectroscopia de masas.

El siguiente paso es la incorporacion del atomo radiactivo, lo que comunmente
se denomina marcacion. En esta etapa se deben optimizar parametros como
cantidad de ligando o precursor, cantidad de radionucleido, tiempo, temperatura,
pH, entre otros, asi como desarrollar un método que permita evaluar la pureza
radioguimica (PRQ) de la molécula marcada. Generalmente los métodos
seleccionados para determinar la PRQ son de cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC).
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Figura 8: Etapas involucradas en el desarrollo de un radiofarmaco

Si el compuesto radiactivo es obtenido con buen rendimiento y adecuada pureza,
sera evaluado a fin de determinar su potencialidad como trazador. La
caracterizacion fisicoquimica generalmente incluye la determinaciéon de la
estabilidad del trazador a lo largo del tiempo, asi como su estabilidad en medios
biol6gicos como el plasma. También se evalGa su unién a proteinas plasmaticas
y su lipofilicidad, factores relevantes para la llegada del trazador al sitio blanco.

La evaluacion bioldgica in vitro consiste en trabajar con lineas celulares de
manera de determinar el porcentaje de union del compuesto en estudio al blanco
molecular de interés. La evaluacion bioldgica in vivo se realiza en primer lugar
en animales normales a fin de establecer la distribucién biolégica, con especial
atencion al comportamiento farmacocinético en sangre, las vias de eliminacion y
organos de acumulacion. Posteriormente se podra trabajar con animales
portadores de la patologia a la que el trazador esta dirigido, de manera de

conocer la acumulacion del trazador en el sitio blanco.
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2.3 Radiometales y quimica del [*"Tc]Tc

Los radionucleidos metalicos son particularmente interesantes para el desarrollo

de radiofarmacos debido a la variedad de propiedades nucleares (tipo de

radiacion, energia de sus fotones gamma o particulas beta, periodo de

semidesintegracion) y las posibilidades de union a distinto tipo de moléculas

utilizando su quimica de coordinacion [16,17].

La tabla que se encuentra a

continuacion muestra los radiometales mas utilizados para diagnostico y terapia
en la actualidad (Tabla 3) [18].

Periodo de
Radionucleido  Modo de decaimiento  semidesintegracion Usos
(horas)
[2*MTc]Tc Y 6.0 Diagnéstico
EC + B+ (61.5 %),
[64Cu]Cu 12.7 Diagndstico y Terapia
B+ (17.6%) B- (38.5%)
B+ (89.1%)
[¢8Ga]Ga 1.1 Diagnostico
EC (100%)
EC + B+ (100%)
[89Zr]Zr 78.4 Diagnostico
B+ (22.7%)
[20Y]Y B- 63.8 Terapia
[*n]In EC 67.9 Diagnéstico
[153Sm]Sm B-, v 46.5 Terapia
[188Re]Re B- 17.0 Terapia
[Y"7Lu]Lu B-, v 88.8 Terapia

Tabla 3: Principales radiometales utilizados en Medicina Nuclear

La marcacion se realiza en la mayoria de los casos a través de la formacion de

complejos o compuestos de coordinacion. En un compuesto de coordinacion, un

atomo central es coordinado por una o0 mas moléculas las cuales actian como
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base de Lewis, formando enlaces de coordinacion con el a&tomo central, que
actia como acido de Lewis. Los atomos donadores en el ligando estan

directamente enlazados al atomo central [19].

Diversos factores afectan el estado de oxidacién final del metal en el complejo:
la naturaleza del reductor y del ligando, el pH y la temperatura. El factor de mayor
influencia es la naturaleza de los grupos donadores presentes en el ligando. Los
ligandos, que actian como bases de Lewis en la formacion del complejo, se
clasifican segun los criterios de Pearson, de acuerdo con su dureza. Ligandos
duros son aquellos que presentan grupos donadores de electrones de pequefio
tamafo, y en general, retienen carga negativa sobre ellos. Por el contrario,
ligandos blandos presentan mayor tamafio y menor densidad electronica. Los
mismos criterios pueden aplicarse en la clasificacién del metal,que actia como
acido de Lewis. Ademas, se debe tener en cuenta que un acido duro de Pearson

formara preferentemente complejos estables con bases también duras [20].

Los radiometales utilizados en Radiofarmacia poseen diferentes quimicas de
coordinaciéon y por lo tanto requieren diferentes atomos donadores para
completar la esfera de coordinacion. El sistema quelante seleccionado tiene un
impacto significativo en las propiedades fisicoquimicas y biologicas de los
complejos obtenidos. Por esta razén, es usual modificar el entorno de
coordinacion alrededor del radiometal, cambiando los sistemas quelantes o
mediante el uso de varios coligandos si es necesario para modular las

propiedades del trazador en desarrollo [16,21].

En la década de 1980 la investigacion radiofarmacéutica se centr6 en el
desarrollo de radiotrazadores de perfusién, cuya biodistribucion refleja el flujo
sanguineo regional de 6rganos como son el corazén y el cerebro. A medida que
el tiempo paso la investigacion se ha centrado mas en el uso de ligandos

radiomarcados especificos para algun blanco molecular [16].

La Figura 9 muestra dos estrategias generales para el disefio de radiofarmacos
metalicos destinados a algun blanco especifico [16]. Cabe destacar que la
marcacion con metales de moléculas capaces de interaccionar con sistemas
bioldgicos de alta especificidad constituye un gran desafio, ya que es necesario

introducir un metal completamente ajeno a las moléculas biologicas sin alterar
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sus propiedades [21]. Idealmente, la afinidad de un ligando especifico por su
diana biolégica no deberia modificarse después de la incorporacion del

radiometal [18].

A

. Biomolécula

Linker

Unidad quelante

a2

Figura 9: Estrategias de disefio de radiofarmacos metélicos. A: Integrated

approach. B: Pendant approach

La primera estrategia es el “integrated approach” (Figura 9-A) que consiste en
simular mediante el complejo de coordinacion la estructura del compuesto
bioactivo. En este enfoque las partes individuales no son activas en la union al
receptor, sino que todas las partes se disponen de tal manera que todo el
complejo metélico se convierte en una molécula de alta afinidad por el sitio
blanco [16, 20]. La Figura 10 muestra una aplicacion interesante de este enfoque
en la que se ha intentado desarrollar un complejo que simula la estructura de
una hormona esteroidea como es el estradiol. Desafortunadamente, el complejo
mostré una afinidad muy baja por el receptor involucrado. Este método es
desafiante y los ejemplos son raros ya que, para las moléculas pequefias, en la
mayoria de los casos la afinidad del receptor disminuye significativamente. Este
enfoque puede ser adecuado para especies de alto peso molecular en las que

se puede minimizar el impacto del tamafio del complejo metalico [18].
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Estradiol

Figura 10: Disefio de radiofarmacos- Enfoque integral

La segunda estrategia es el “pendant approach” o enfoque bifuncional (Figura 9-
B). Este es el método més utilizado para incorporar radiometales a biomoléculas
de interés. En este enfoque se utiliza un agente bifuncional capaz de quelar el
metal involucrado por un lado y unirse a la biolmolécula por otro. Las
biomoléculas pueden ser anticuerpos monoclonales, péptidos, proteinas o
moléculas pequefias [16,20,21]. Cuando la biomolécula a marcar es labil y no
puede quedar expuesta a las condiciones duras (pH, temperatura) necesarias
para la coordinacion se utiliza el enfoque “prelabeling approach” que se
esquematiza en la Figura 11. El “prelabeling approach” implica el marcado del
agente bifuncional con el radiometal, la activacion de este agente bifuncional
para ser a posteriori conjugado con la biomolécula que debe tener un grupo

funcional adecuado para permitir la misma [18,22].

D o _» o--g

Agente bifuncional - @
Biomolécula con grupo
funcional adecuado

@ Metal

‘ Agente bifuncional activado

Figura 11: “prelabeling approach”

Lo mas usual en Radiofarmacia es sintetizar un ligando que contiene la

biomolecula y los atomos donadores de electrones para coordinar con el metal.
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La Figura 12 muestra algunos ejemplos de reacciones quimica utilizadas a estos

efectos [18].
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Figura 12: Reacciones de conjugacion entre quelantes bifuncionales activados

y biomoléculas

Una vez obtenido ese ligando se procede a realizar la reaccién de marcacion con

el radiometal seleccionado (Figura 13) [18,22].

- Biomolécula

‘ Agente bifuncional activado
Biomolécula con grupo
funcional adecuado

@ Metal

Figura 13: Marcacion de biomoléculas utilizando pendant approach

&

Casi el 80% de todos los radiofarmacos utilizados en Medicina Nuclear
disgnostica son compuestos marcados con [**™Tc]Tc [16]. La existencia del
Tecnecio fue anunciada por Mendeleiev en 1869 y finalmente descubierto y
caracterizado por C. Perrier y el premio nobel E.Segré en 1937 [23]. Dado que
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en ese momento este elemento estaba exclusivamente disponible en cantidades
traza en laminas de Molibdeno pasoé algun tiempo antes de que se pudiera
comenzar la exploracion de su quimica a nivel macroscoépico. Los primeros
informes sobre la quimica del Tecnecio en mayor escala aparecieron a principio
de los afios cincuenta, cuando el [*°Tc]Tc se obtuvo a partir del analisis de los
combustibles nucleares ya usados. Durante mucho tiempo el tecnecio se
consideré simplemente un elemento artificial “exdtico” y no se le prestd
demasiada atencion. Esto cambidé por completo cuando se descubrieron las
propiedades muy favorables del isomero metaestable de [*°Tc]Tc para fines de

diagnéstico [24].

El tecnecio es el elemento 43 de la Tabla Periddica. Existen 21 isotopos que van
desde el [*°Tc]Tc a [*°Tc]Tc, siendo todos ellos radiactivos. El [*°*™Tc]Tc ha
logrado una amplia aplicacion en la Medicina Nuclear diagnéstica debido a sus
propiedades nucleares ideales para la obtencion de imagenes: emision y pura
con alto rendimiento de fotones, energia de 140 keV capaz de detectarse y
medirse externamente con alta eficienta mediante detectores de Nal(Tl) y
periodo de semidesintegracion de 6 horas, compatible con el tiempo requerido
para la preparacion de los radiofarmacos y el tiempo necesario para realizar el
estudio de Medicina Nuclear. A las propiedades nucleares favorables se debe
agregar la facil disponibilidad a partir de generadores de [**Mo]Mo/[**™Tc]Tc [22,
23].

Desde el punto de vista quimico, el tecnecio es un metal de transicion cuya
configuracion electrénica del atomo neutro es (Kr)4d® 5s!. Puede presentar
estados de oxidacién entre -1 y +7. Las formas reducidas del Tc presentan
niveles d incompletos y forman facilmente compuestos de coordinacion, en los
que el metal deficiente en electrones se enlaza a &tomos o grupos de atomos
capaces de donar electrones [21,22,23]. El primer paso para la marcacion con
Tc es generalmente la reduccion del Tc (VII), ya que la mayoria de los complejos
con utilidad diagnéstica contienen el metal en estados de oxidacion entre +5 y
+1. (excepciones destacables: el propio ion pertecneciato y el [*°™Tc]Tc-S
coloidal en que el Tc se encuentra en estado de oxidacion +7 bajo forma de
Tc207) [20,21,22]. Los agentes reductores mas utilizados en la actualidad son el
cloruro estannoso (SnCl2) y el borohidruro de sodio (NaBHa).
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Diversos factores afectan el estado de oxidacion del metal en el complejo: la
naturaleza del reductor y del ligando, el pH y la temperatura [21,25]. Ademas, los
experimentos han demostrado que algunos ligandos pueden producir complejos
con tecnecio en un estado de oxidacidén especifico, mientras que otros ligandos
producen complejos con tecnecio en mas de un estado de oxidacion. Por
ejemplo, la reduccion del TcO4 con cloruro estannoso en presencia del ligando
tetradentado ciclam da lugar a la formacién de un complejo con el tecnecio en
estado de oxidacion 5, mientras que el mismo reductor con un alquilisonitrilo, el
TBI, como ligando origina un compuesto de Tc (l) (Figura 14-A) [21]. El ligando
difenilfosfino etano forma un complejo con Tc (V) cuando la reduccion tiene lugar
a temperatura ambiente y bajo pH, mientras que si se incrementa la temperatura
el Tc estard en estado de oxidacion Il y si se aumentan tanto pH como

temperatura obtendremos Tc (l) (Figura 14-B) [21].
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Figura 14: A-influencia del ligando en el estado de oxidacion del metal, B-

influencia de la temperatura y el pH en el estado de oxidacion del metal

Sin duda el factor de mayor influencia en el estado de oxidacion del metal es el
ligando. En estados de oxidacion altos (+5, +4) la alta carga del centro metélico
convierte al Tc en un acido duro. La estabilidad se logra por coordinacion con
bases duras, como los grupos oxo, nitruro o nitreno. Estos grupos se unen
directamente al &tomo metélico formando un ndcleo o core en el que quedan aun
sitios de coordinacion disponibles para unién a los ligandos. Estos cores son

relativamente inertes, no siendo alterados, en general, ni por la formacién del
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complejo, ni por eventuales reacciones de sustitucion de ligandos. Por otro lado,
el Tc en estados de oxidacion mas bajos (+3, +1) es un acido blando y por lo
tanto se une preferentemente a bases blandas que contienen aceptores = como

fosfinas, arenos o isonitrilos [21,25].

Para la Radiofarmacia los estados de oxidacion mas relevantes son el +1, +3 'y

+5. En la Figura 15 se resumen los principales cores asociados a cada estado

de oxidacion.
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Figura 15: Principales cores de Tc
Tecnecio (I

El tecnecio en estado de oxidacién +1 (Figura 15-A) presenta una configuracién
d®, la que debe ser estabilizada por ligandos deficientes en electrones como
fosfinas, difosfinas e isonitrilos, todos ellos dadores o y aceptores =. Un ejemplo
es el radiofarmaco [*"Tc]Tc-Sestambi (Cardiolite®), utilizado como trazador de
perfusidon miocardica. Se trata de un complejo que contiene seis moléculas del
ligando monodentados 2- metoxiisobutilisonitrilo (Figura 16-A) [20,21,22,24,25].
Otro core que ha cobrado especial importancia es el Tc(l)-tricarbonilico o
[Tc(CO)s]*. Se trata de un core que contiene al metal en estado de oxidacion +1

(Figura 15-A) coordinado y estabilizado por 3 moléculas de monoxido de
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carbono. En 1998, el grupo del Dr. Roger Alberto propuso la formacion a baja
presion del acuocomplejo tricarbonilico de Tc(l) fac[[**™Tc]Tc(CO)3(H20)3]*
(Figura 16-B), el que puede ser utilizado como precursor para obtener una gran
variedad de potenciales radiofarmacos. Se trata de un complejo en el cual tres
de las posiciones de coordinacién son ocupadas por los grupos carbonilo
fuertemente unidos al metal. El enlace de coordinacion entre el metal y los
grupos carbonilo es muy estable debido a que estos ligandos son dadores o y
aceptores 1. El intenso campo de los ligandos resultante, conjuntamente con la
configuracion electrénica d® del metal, provoca una significativa estabilizacion del
estado de oxidacion +1 y evitan que éste pueda sufrir nuevas reacciones de
oxido-reduccion. El resto de las posiciones de coordinacion disponibles estan
ocupadas por tres moléculas de agua débilmente unidas. Estas pueden ser
reemplazadas por ligandos que posean una combinacion de atomos donadores
con alta afinidad por el metal [21,22,25-30]. Existe una amplia gama de posibles
grupos donadores para completar la esferade coordinacidén de este core, desde
grupos duros e hidrofilicos basados en acidos carboxilicos y aminas alifaticas,
hasta otros blandos vy lipofilicos, preferentemente aminas arométicas. También
los grupos tiol, tioéter o fosfina se coordinan adecuadamente con el precursor
tricarbonilico. Los ligandos que contienen este tipo de grupos no solamente son
simples de sintetizar, sino que también aparecen en muchas moléculas
biolégicamente activas, en particular en el aminoacido histidina presente en

muchas proteinas y péptidos [25].
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Figura 16: A-[**™Tc]Tc-Sestambi (Cardiolite®), B- fac[[>®™Tc]Tc(CO)3(H20)s]* C-
ligandos tridentados adecuados para la formacion de complejos de Tc(l)-

tricarbonilicos.

La Figura 16-C muestra ligandos tridentados adecuados para la sustitucion de
las 3 moléculas de agua del complejo precursor. Estas estructuras pueden unirse
guimicamente a variedad de biomoléculas. Este sistema ha sido utilizado en la
marcacion de ligandos para receptores del sistema nervioso central, receptores
de andrégenos en cancer de préstata (Figura 17-A), agentes para imagenes
miocardicas, agentes intercalantes de DNA, péptidos (Figura 17-B), entre otros
[30-34]. Nuestro grupo de trabajo tiene experiencia en el desarrollo de este tipo
de complejos con quelantes tridentados conteniendo nitrégeno, oxigeno o azufre
como donadores de electrones. En la Figura 17 se muestra un complejo de
[*°*™Tc]Te(Dtricarbonilico analogo de la glucosa (C) y un complejo de
[**™Tc]Te(tricarbonilico para la evaluacion de la hipoxia tumoral (D), ambos

desarrollados y evaluados por nuestro grupo [35,36].
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Figura 17: Ejemplos de complejos del tipo [**™Tc]Tc(l)tricarbonilicos

Un estudio sistematico sobre la influencia de la denticidad de los ligandos sobre
las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los compuestos tricarbonilicos ha
demostrado que el uso de ligandos bidentados no es del todo adecuado para la
preparacion de compuestos estables, ya que la presencia de una molécula de
agua labil en el compuesto final favorece la inestabilidad in vivo por intercambio
con grupos funcionales presentes fundamentalmente en las proteinas. El
resultado es una depuracion mas lenta y un aumento de la actividad retenida en
rifiones o higado. La Figura 18-A muestra un complejo de [**™Tc]Tc(l)
tricarbonilico que posee un ligando bidentado derivado del nitroimidazol y una
molécula de agua para completar la esfera de coordinacion, este complejo fue

desarrollado por nuestro grupo y demuestra lo antes expuesto [25,36]
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Figura 18: Complejos de [**™Tc]Tc(l) tricarbonilicos del tipo 2+1
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Otra posibilidad es la preparacion de complejos tricarbonilicos mixtos de tipo 2
+1, en los cuales las 3 moléculas de agua del precursor son sustituidas por la
accion simultanea de un ligando bidentado (por ejemplo, etilendiamina,
histamina o 2-picolilamina) y uno monodentado (isonitrilo, imidazol, etc) (Figura
18-B) [37,38] Este nuevo concepto aporta una mayor versatilidad y flexibilidad al

diseno.

Otra posibilidad mas reciente ha sido la introduccion de ciclopendadienilos (Cp)
derivatizados como potenciales ligandos para la preparaciéon de complejos de
[*°*™Tc]Tc conteniendo el core fac-[[**™Tc]Tc(CO)s]*. El ciclopentadienilo ofrece
varias ventajas que lo hacen potencialmente aplicable a la preparacién de
radiofarmacos: es pequefio, tiene bajo peso molecular, imita a los anillos de
fenilo y forma complejos de tricarbonilo tipo piano-taburete pequefios y estables
con tecnecio y renio. Las sintesis de los ligandos conteniendo Cp
multifuncionales (Figura 19-A) se basa en la reaccion de Hatanaka donde una
sal de trifenilfosfina con sustituyentes R reacciona con a-bromocetonas también
con sustituyentes R en condiciones suaves y con buenos rendimientos
[22,25,26,39]. En la Figura 19-B se muestra la estructura de estos complejos y
algunos ejemplos de esta estrategia para la formacién de complejos de [*°"Tc]Tc
con moléculas de pequefio tamafio [39] asi como también estructuras de mayor

tamafo, como péptidos [22,40].
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Figura 19: A- reaccion de Hatanaka para la sintesis de ligandos Cp

multifuncionales, B- estructura y ejemplos de los complejos Cp.
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Tecnecio (Il

El tecnecio en estado de oxidacion +3 (Figura 17-B) es un acido blando y por
tanto se une preferentemente a bases blandas que contienen grupos aceptores
n, principalmente fosfinas o isonitrilos. En este estado de oxidacion las
estructuras formadas son penta o hexacoordinadas, dependiendo de los
ligandos empleados. Los complejos de Tc(lll) no contienen grupos oxo o nitrido
en su estructura, lo que confiere una menor polaridad a la molécula final. En este
tipo de complejos, el centro metalico quedaria mas protegido por los grupos
donadores de electrones sufriendo una menor sustitucion in vivo y por lo tanto
presentando en teoria una mayor estabilidad [25,41,42]. Un radiofarmaco de
segunda generacion seria el Unico ejemplo de este tipo de complejos aplicado a
la Radiofarmacia. El Teboroxime (CardioTec®) es un complejo lipofilico neutro

utilizado para imagenes de perfusion miocérdica (Figura 20-A) [22,23].

Dentro de los complejos de Tc(lll) se ha explorado el concepto de complejos
mixtos 3+1+1 o 3+2. Los primeros complejos mixtos de Tc(lll) que se estudiaron
fueron los 3+1+1 (Figura 20-B). Estos estan formados por un ligando tridentado
del tipo NS2 (coordina al radiometal por un nitrégeno alifatico y dos tioles), una
fosfina monodentada y un tiol monodentado. Si bien en la teoria este tipo de
complejos da la posibilidad de acoplar la biomolécula a uno de los ligandos
monodentados y emplear el otro para modificar las propiedades fisicoquimicas
del complejo final, en la practica estos complejos resultaron inestables in vivo
debido a la presencia de dos ligandos monodentados. La solucion planteada a
este problema entonces fue pasar al empleo de los complejos 3+2 (Figura 20-
C). La estructura formada en este caso resulté mas estable, pero las dificultades
aparecieron al momento de realizar la funcionalizacién de los ligandos

polidentados, lo que resultaba bastante dificil de realizar.
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Por este motivo ha cobrado gran importancia la alternativa de emplear complejos
4+1 (Figura 21-A), basados en el sistema donor NS3/CN o NSs/P, (NSs: 2,2°,2”
nitrilotris-etanotiol). Este tipo de complejos permiten funcionalizar la biomolécula
a través del ligando monodentado e introducir grupos hidrofilicos en la estructura
del ligando tetradentado (OH, carboxilos o azlUcares) lo que permite aumentar la
hidrofilicidad del compuesto final y modular su farmacocinética y excrecion.
Estos complejos se caracterizan por ser no polares, libres de &tomos de oxigeno,
poseen elevada estabilidad y estructuras bien definidas. Ademas, el atomo de
[**™Tc]Tc se encuentra blindado por el arreglo de los a&tomos donadores de
electrones, lo que lo hace estable frente al intercambio de ligandos como la
cisteina o glutation, asi como también en presencia de medios biolégicos
[25,41,43-48].

En comparacion con el core monooxo (muy usado en radiofarmacos que se
encuentran en rutina clinica), en donde el [*®"Tc]Tc se encuentra en estado de
oxidacion +5, la disposicion espacial de ligando y coligando en este tipo de
complejos es tal que actia como blindaje estérico para el metal, tal como se
muestra en la Figura 21-B, evitando su interferencia con la union ligando-
receptor, motivo por el cual la influencia del metal en el comportamiento biolégico

del complejo final sera mucho menos importante.
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Figura 21: A- complejos [*°*™Tc]Tc(lll) “4+1”, B- disposicién espacial de ligando

y coligando en cores de [*°™Tc]Tc(V) monooxo y [**™Tc(II)]Tc “4+1”

Si bien la aplicacion de estos complejos en el desarrollo de potenciales
radiofarmacos no se ha difundido ampliamente, el grupo de investigacion de
Pietzsch et al. [41,43-49] lo ha utilizado para la marcacion de diversos tipos de
péptidos, 4cidos grasos, etc. Estos complejos presentan una elevada lipofilicidad
debido a las caracteristicas de los ligandos empleados, la cual puede ser
modificada adicionando grupos funcionales R hidrofilicos al ligando tetradentado.
La Figura 22-A muestra un ejemplo de aplicacibn de este concepto a la
marcacion de un péptido de la familia RGD (Arg-Gly-Asp) con potencialidad para
imagenes de neoangiogénesis tumoral. EI complejo contiene el peptido de la
familia RGD incorporado en el isonitrilo monodentado y el ligando tetradentado
NSs3 el cual posee sustituyentes R hidrofilicos ((COOH)3) para modular las
propiedades del complejo final [48]. Nuestro grupo junto con el grupo del Dr.
Pietzsch ha desarrollado dos complejos del tipo [*™Tc]Tc(lll) 4+1 que se
muestran en la Figura 22-B destinados a la evaluacion de hipoxia tumoral. En
este tipo de complejos puede apreciarse que la biomolécula se ha incorporado
en el isonitrilo monodentado y se utiliza como ligando tetradentado el NS3 sin
sustituyentes [49].
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Figura 22: A- complejo de [*™Tc]Tc(lI)4+1 derivado del peptido RGD, B-

complejos de [*°*MTc]Tc(ll1)4+1 para hipoxia tumoral

Tecnecio (V)

A pesar de la variedad de estados de oxidacion que puede adoptar el Tc, en la
mayoria de los compuestos de rutina clinica se encuentran bajo el estado de
oxidacién +5 (Figura 15-C), generalmente bajo la forma del core monooxo
[Tc(V)O]*3. Algunos ejemplos en Medicina Nuclear son el [*®"Tc]Tc-HMPAO, o
el [*®*™Tc]Tc-ECD [50,51], ambos radiofarmacos utilizados para evaluacién de
perfusién cerebral. Sus estructuras pueden verse en la Figura 23. Cabe destacar
que los sistemas de atomos donadores utilizados en estos radiofarmacos, en
especial el N2S2 del ECD son muy importantes dentro de los oxo complejos de
[*°™Tc]Tc(V) [22,23,25].
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Figura 23: Estructuras del [*®"Tc]Tc-HMPAO y [*°*"Tc]Tc-ECD

Con el avance de la Imagenologia Molecular fue necesario contar con
radiofarmacos que permitieran estudiar procesos bioquimicos in vivo a través del
marcado de ligandos bioldgicamente relevantes. El uso del core Tc(V)-oxo con
los sistemas quelantes N2S2, derivados de mercaptoacetiltriglicina NS3 o de
propilenaminoximas N4 se ha investigado para marcar moléculas bioactivas. Por
ejemplo, moléculas de bajo peso molecular, anticuerpos y péptidos. Un ejemplo
exitoso de radiofarmacos de tercera generacion con este core es el [*°*™Tc]Tc-
TRODAT que se muestra en la Figura 24. Este radiofarmaco es un analogo de

la cocaina y se utiliza para imagenologia de receptores dopaminérgicos [52].
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Figura 24: Estructura de la cocaina y del radiofarmaco [*°*™Tc]Tc-TRODAT

BM= Biomolécula

Las unidades quelantes estudiadas para el desarrollo de biomoléculas marcadas
con [*MTc]Tc se muestran en la Figura 25 [53]. Una limitacién importante durante
este trabajo fue la incapacidad de producir trazadores de alta actividad especifica
que se puedan utilizar para mapear los receptores de péptidos, que estan

presentes en concentraciones relativamente pequefias.
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Figura 25: Tipos de complejos de [*°*™Tc]Tc(V) monooxo estudiados

Luego de estos inconvenientes se desarrollé un nuevo “core” de Tc para la
marcacion de biomoléculas proteicas, el Tc (HYNIC) (hidrazidonicotinamida) El
Tc se encuentra en estado de oxidacion +5 y un grupo nitreno se une
directamente al metal constituyendo el core. El grupo amino terminal del HYNIC
se puede conjugar con el extremo carboxiterminal de una proteina o péptido. En
este “core” quedan 5 posiciones de coordinacion disponibles que deben ser
ocupadas por 1 o mas coligandos (Figura 26-A). Una diversidad de moléculas
han sido usadas como coligandos y los estudios coinciden en sefialar que la
naturaleza de las mismas tiene un efecto significativo en la estabilidad y
biodistribucién del compuesto marcado. Los coligandos mas comunmente
empleados en las marcaciones con HYNIC son la tricina
(tris(hidroximetil)metilglicina) o el EDDA (acido etilendiamino-N,N’"-diacético)
(Figura 26-B) [22,25,54-59]. El core Tc-HYNIC ha sido empleado en la marcacién
de una diversidad de biomoléculas: IgG, péptidos analogos a la somatostatina,
péptidos RGD, bombesinas, etc. Los productos resultantes suelen obtenerse con
alta actividad especifica y en general son relativamente hidrofilicos lo que
favorece su depuracion. Las principales limitaciones son la posibilidad de
formacién de multiples isémeros, el desconocimiento de la estructura exacta de
las especies formadas y el hecho que los complejos resultantes suelen ser
cargados negativamente por lo que es inviable utilizarlos para compuestos que
deban atravesar barreras bioldgicas como la barrera hematoencefalica (Figura
26-C) [59].
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Figura 26: A- core Tc-HYNIC, B- coligandos mas utilizados, C- ejemplo de

marcacion de biomoléculas

El “core” Tc(V) nitruro es destacable dentro de los compuestos de Tc(V). Estos
compuestos inicialmente desarrollados por Baldas et al. [60], se caracterizan por
la presencia de un triple enlace terminal tecnecio -nitrdgeno que deja 4
posiciones de coordinacién disponibles para la unién al ligando. Las mismas
pueden llenarse mediante 2 ligandos bidentados iguales o diferentes, dando
lugar a complejos simétricos o asimétricos, respectivamente. Los complejos
simétricos completan la esfera de coordinacién del “core” con 2 moléculas de un
ligando bidentado que sea donador w, generalmente ditiocarbamatos o
fosfotioles, formando una estructura de piramide de base cuadrada o bipiramide
trigonal (Figura 27-A) [61,25]. Debido al impedimento estérico muy fuerte
generado por el triple enlace Tc-N que es muy rico en electrones, generalmente
la union de 2 moléculas bidentadas es mas favorable que la unién de una Unica
molécula potencialmente tetradentada ya que en escala trazadora la primera
ocurre en forma mucho mas rapida. Los nitrurocomplejos asimétricos, en cambio,
requieren la combinacion de dos ligandos: uno pseudotridentado de tipo aceptor
7, generalmente heterodifosfinas de estructura PNP, con un coligando bidentado

gue sea donor & (Figura 27-B) [62,25].
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Figura 27: A- nitruro complejos simétricos, B- nitruro complejos
asimétricos

Desde el punto de vista practico la preparacion de los complejos conteniendo el
“core” [**™Tc]Tc(V)N se realiza en medio fisiolégico mediante una reacciéon en 2
etapas: reduccién de pertecneciato en presencia de un donor de grupos N¥
(practicamente cualquier hidrazina o similar conteniendo la unidad >N-N< puede
ser usada como fuente de nitruros), seguida de sustitucion por el o los ligandos
adecuados. Uno de los reactivos mas usados como fuente de nitruros es la
dihidrazida succinica debido fundamentalmente a su alta solubilidad en agua y
baja toxicidad. [25].

Varios complejos nitridos de Tc(V) tanto simétricos como asimétricos han
presentado interesantes propiedades. Por ejemplo, Pasqualini et al. [61] del
grupo de Duatti desarrollé una familia de complejos simétricos, donde se
emplean dos ligandos bidentados del tipo ditiocarbamato para formar el complejo
final. El [®®™Tc]Tc-(NOEt)2 (Figura 28-A) fue uno de los complejos que demostré

una alta calidad en imagenes miocardicas.

Dentro de los complejos de nitrido asimétricos Boschi et al. [63] del grupo de A.
Duatti, desarroll6 una familia de trazadores para los receptores de
benzodiacepinas. Los mismos, poseen un ligando bidentado derivado de la

benzodiacepina y una fosfina bidentada para completar la esfera de
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coordinacién. La Figura 28-B muestra tres de los trazadores desarrollados
[25,64,65].
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Figura 28: A-complejo simétrico de Tc(V) nitrido, B-complejo asimétrico
de Tc(V) nitrido

Los complejos de [*™Tc]Tc conteniendo el core Tc(V)N también han sido
aplicados en la marcacién de biomoléculas proteicas a través del amino&cido
cisteina. Dicho aminoacido es un ligando muy adecuado que permite la
formacion de nitruro complejos asimétricos uniéndose en forma muy estable al
fragmento [[**"Tc]Tc(N)(P~P)]J?*. La unién puede darse en 2 formas: a través de
los grupos donores NHz y S (Figura 29-A) o a través de los grupos O~y S~
(Figura 29-B). Es de destacar que en el primer caso el complejo final presenta
carga positiva mientras que en el segundo resulta neutro. Estas reacciones son
altamente especificas y ocurren en forma cuantitativa de forma que cualquier
péptido que contenga cisteina en forma suficientemente accesible para unirse al
Tc podria marcarse utilizando este “core”. Normalmente el péptido que desea
marcarse se derivativatiza agregando una cisteina, la que se une a través de su
grupo amino terminal dando quedando disponibles los donores O,S o a través
de su &cido carboxilico terminal transformandose en un potencial donor de tipo
N,S [25].
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Figura 29: Union de la cisteina al core de Tc(V)

Giglio et al. [66] de nuestro grupo, ha desarrollado complejos de Tc(V) simétricos

para evaluacién de la hipoxia tumoral.

Otra posibilidad es generar complejos asimétricos de tipo “3 + 1” formados por
la combinacion de un ligando tridentado donor © conteniendo el set de atomos
donores [S, N, S] y un ligando monodentado aceptor = de tipo PR3 (Figura 30)
[25, 67]. La ventaja principal de este nuevo tipo de nitrurocomplejos radica en la
posibilidad de utilizar como coligandos monofosfinas disponibles comercialmente

y de adecuada estabilidad.

Cardoso et al. [68] de nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un potencial
radiofarmaco [*°™Tc]Tc aplicando este concepto (Figura 30-B). El trazador esta
destinado a los receptores del Neuropéptido Y tipo 1 (NPY) sobreexpresados en
algunos tipos de cancer de mama. La secuencia de aminoacidos del péptido
incluye los 9 aminoéacidos del extremo C-terminal del NPY, que segun la literatura
son los responsables de la actividad biologica. Adicionalmente, se afiadieron
cisteina y acido marcaptoacético para formar el conjunto de atomos donadores
NSS para la coordinacion con el radiometal a través de la formacién de un
complejo de [**™Tc]Tc-nitrido “3+1”. La esfera de coordinacién se completd con

una monosfosfina monodentada comercialmente disponible
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Figura 30: A-complejo de Tc(V) asimétrico “3 + 17, B-complejo de Tc (V) “3 + 17

destinado a los receptores del NPY
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2.4 Quimicadel [*®F]F

El [*8F]F es el radionucleido mas empleado en PET. Decae emitiendo particulas
B+ a 80 estable con un ty2de 109.8 min (Figura 31) [23,69].

189':
109,8 min
1,022 MeV
£ (3%)
B*(97%)
0,633 MeV
1880
(estable)

Figura 31: Esquema de decaimiento del [*8F]F

El [*®F]F es un radionucleido que ha generado un interés especial debido a sus
favorables caracteristicas fisicas y nucleares ya mencionadas, incluyendo el
elevado porcentaje de decaimiento B+ (97%) y la baja energia de la radiacion 3+
(maximo 0.635 keV) en comparacion a otros radionucleidos empleados en PET,
lo que resulta en un corto rango de difusion de la particula B+ en un medio
biolégico (< 2.4 mm) que aumenta la resolucién de las imagenes. Puede
obtenerse mediante ciclotron con una elevada actividad molar ya que no hay
dilucién isotdpica como ocurre en las marcaciones con 'C, en donde la dilucién
isotopica se presenta con el CO: gaseoso atmosférico. El tiz es lo
suficientemente largo para permitir desarrollar sintesis en mas de una etapa y
realizar el control de calidad del radiofarmaco previo a la inyeccion del paciente.
Su quimica es versatil y permite la introduccion del mismo en diversos sistemas

quimicos [70].

El [*8F]F se prepar6 por primera vez en un reactor nuclear utilizando carbonato
de litio como blanco. En este caso, dos reacciones nucleares simultaneas dan
lugar a la produccion del [*8F]F. La primera reaccion 6Li(n,a)3H, libera un ntcleo

de tritio (°H) que reacciona con %0 para formar [*®F]F a través de la reaccion
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nuclear **0O(t,n)'8F. A pesar de que la primera reacciéon nuclear tiene una alta
seccion eficaz (936 barns) la cantidad de producto final ([*8F]F) formado es baja
debido a las dos reacciones nucleares sucesivas. Este método de produccion ya
no se utiliza. En la actualidad, la produccién de [‘8F]F se realiza mediante el uso
de ciclotrones (Tabla 4) [23,71,72].

Rango de )
y ) Abundancia
Reaccion Blanco energia
natural (%)
(MeV)
BO(p,n)BF H280 18-4 0.2
BO(p,n)*BF 1802 18-4 0.2
Ne, puro
2ONe(d,)*F 15-0 90.5
Ne +0.1% F2

180(*He,p)18F H20 15-1 99.7
160(3He,p)18Ne: 18F H20 40-15 99.7
180(e, np)eF H20 40-20 99.7
180(e, 2n)Ne: 18F H20 52-10 99.7
2ONe(3He, ap)!8F H20 40-10 90.5

Tabla 4: Principales reacciones nucleares para la produccién de [*F]F

El método de produccién condiciona las reacciones quimicas que se realizaran
a posteriori, ya que el [*®F]F puede obtenerse como [*¥F]F acuoso o [*®F]F:
gaseoso. El [*8F]F2 gaseoso se obtiene con la Ultima reaccién que se muestra en
la Figura 34 (*°Ne(d,a)*®F). La obtencién como [*8F]F se realiza con la primera
reaccion que muestra la Tabla 4 80(p, n)®F, utilizando [O]H20 (agua
enriquecida mayor a 95% con *0) como blanco. Los atomos de 20 son
impactados por protones generando el radionucleido [*8F]F en forma de [*8F]F y
liberando un neutrén. El [*8F]F une a las moléculas mediante reacciones de
sustitucion nucleofilica, mientras que el F2 es empleado en reacciones de

sustitucion electrofilica.
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La diferencia clave entre estas dos formas quimicas es la actividad especifica
del [*®F]F obtenido. En la sintesis de [®F]F2 se debe agregar '°F como gas
portador para extraer el [*8F]F2 producido, y como consecuencia se obtiene flior
con baja actividad molar (Aprox. 100 MBg/ umol). Por otra parte, en la produccién
de ['8F]F la actividad molar es mas alta y ronda en los 600x102 MBg/ pmol. Es
importante mencionar que la actividad molar elevada es crucial cuando se trabaja
con sistemas de baja capacidad de union (por ejemplo, union ligando-receptor).
El alto rendimiento en la produccion mediante el uso del ciclotron junto con la
mayor actividad molar es crucial, motivo por el cual la preparacion de la mayoria
de los radiofarmacos de '8F destinados a un receptor se realizamediante
meétodos nucleofilicos [22,23,71,72].

En una reaccion de fluoracion nucleofilica, el ion [*®F]F rico en electrones
(nucledfilo) reemplaza a un &tomo o grupo de atomos (grupo saliente) en una
posicion electrofilica de una molécula. Para que esto ocurra es fundamental que
la molécula contenga un buen grupo saliente en una posicion electrofilica, asi
como también que las condiciones de reaccion favorezcan el ataque nucleofilico
del [*®F]F. Para esto Ultimo es necesario realizar el acondicionamiento del
nucleofilo y controlar las condiciones de reaccion como temperatura y disolvente
[73].

La fluoracion nucleofilica puede realizarse en compuestos alifaticos (sustitucion
nucleofilica alifatica bimolecular: Sn2), aromaticos (SnAr) o heteroaromaticos
(Figura 32).
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Sustitucion Nucleofilica alifatica

D

Sustitucion Nucleofilica aromatica

Y= Grupo electron atrayente
Sustitucion Nucleofilica hetero-aromatica
GS= Grupo saliente

Figura 32: Reacciones de sustitucion nucleofilica mas conocidas

Las Sn2 suelen ser eficientes y rapidas. Los grupos salientes mas comunes son

los haluros (Cl, Br, ) y los sulfonil ésteres (triflato, mesilato, tosilato o nosilato).

La reactividad del sustrato aumenta de carbono terciario a primario como causa

de impedimentos estéricos y de que la sustitucion en un carbono secundario

puede ir acompafada por una reaccién de eliminaciéon no deseada (Figura 33)
[69,74,74].

Sustitucidon Nucleofilica alifatica
AcO OACE AcO OAc HO OH

"0 '8F- K2.22-KY o _Deprotection 0
AcO AcO NaOH HO

18
18 F"OH
o F OAc 18F_FDG

OAc
@)
HN )'R
18F- k2.2.2-K* N
G L L er
GS= Grupo saliente

Figura 33: Ejemplos de reacciones de sustitucion nucleofilica alifatica

En el caso de las SnAr, los grupos salientes mas comunes son F, NO2 y NMe*

siendo a su vez necesaria la activacion previa del anillo aroméatico con un grupo

electréon atrayente en posicién orto o para como el NO2, CF3 o cianuro (Figura
34) [68,73,75].
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Figura 34: Ejemplos de reacciones de sustitucion nucleofilica aroméatica

Aunque el ion [*¥F]F es un nucledfilo fuerte, en solucién acuosa forma enlaces
de hidrégeno con moléculas de agua que lo rodean determinando que su
reactividad para sustituciones nucleofilicas bimoleculares (Sn2) sea menor. Con
el fin de aumentar su reactividad, el ['®F]F- debe ser acondicionado previo a la
reaccion de sustitucion lo que implica su purificacion del agua y de otras
impurezas (metales con periodos de semidesintegracion alto) mediante
intercambio i6nico y posterior destilacion para eliminar el agua (Figura 35-A). El
primer paso es el pasaje del [*®F]F que viene del ciclotron por una resina de
intercambio anidénico, la que permite separar el F- del agua pesada ([*¥0]H20) y
de otras impurezas (en el blanco se forman otros radionucleidos como [>’Co]Co,
[L°°Cd]Cd, entre otros). La resina contiene al i6n carbonato (COs) como
contraién, quien es reemplazado por los iones [*8F]F. El [*8F]F retenido se eluye
hacia el reactor con una solucién de K2COs bajo la forma quimica K[*®F]F. El
siguiente paso es la destilacion que se realiza formando un azeétropo con
CH3CN. Para mantener las condiciones anhidras, la reaccion de ['F]fluoracion

del precursor que corresponda debe ocurrir en disolventes organicos polares
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apréticos (como CHsCN, DMSO y THF). La solubilidad [*®F]F en disolventes
organicos mejora mediante la adicion de un catalizador de transferencia de fase
como el Kryptofix® 2.2.2 o carbonato de tetrabutilamonio (Figura 35-B), quienes
ademas aumentan la nucleofilia del [*F]F al aumentar la distancia de enlace
ionico [23,73,75,76].

130(p,n)13F ]H 7 B
L N
" Ciclotrén {
v N [18F]F-
[18F]F en H2180 f ;\7
Pasaje del [*®F]F- en H,'®0
- por una resina de intercambio aniénico [8F]fluoruro de tetrabutilamonio
v
Elucidn del ['8F]F-retenido con una solucidn K\O/\
de K,CO4/K2.2.2
O N N<
Destilacion azeotrépica con CH;CN E K O/
N 5_-0O
(|~
" N\ K/O\)
N K* N [®FIF
O O__J . .
K/ NS Nucledfilo acondicionado ['8F]fluoruro/ Krytofix® 2.2 .2
O @)

Figura 35: A-acondicionamiento del nucledfilo, B- catalizadores de transferencia

de fase

El acondicionamiento del nucledfilo debe realizarse en medio basico, ya que de
lo contrario se favorece la formacion de [*8F]F2 gaseoso durante la destilacion, lo
gue conduce a una pérdida de la actividad por volatilizacion. Comunmente se
utiliza el anién carbonato (COgs") (podria también utilizarse bicarbonato, HCO3")
para generar el medio basico debido a que es una base pobremente nucleofilica
y no compite con la reaccion Sn2. Un medio débilmente basico es suficiente para
evitar la formacion de [*8F]F2 gaseoso, de lo contrario, si el medio es fuertemente
basico, pueden formarse productos secundarios indeseados por la
descomposicion de precursores que sean sensibles al medio basico. Para evitar
reacciones secundarias, se necesita optimizar muchos parametros: 1) la relaciéon
catalizador de transferencia de fase/ base/ precursor, 2) temperatura de
reaccion, 3) eleccion del grupo saliente. Con una cuidadosa evaluacion de estos
parametros, la [*®F]fluoracion nucleofilica alifatica es usualmente eficiente en
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términos de PRQ. Ademas, las temperaturas requeridas son moderadas (desde
temperatura ambiente a los 100 °C) y los tiempos de reaccion relativamente
cortos compatibles con el ti2del radionucleido (usualmente hasta los 15 minutos)
[72,76].

La preparacion de radiofarmacos PET en grandes cantidades y de manera
rutinaria requiere sistemas de produccion especiales para evitar condiciones
riesgosas para el personal y el producto de interés. La produccion de este tipo
de radiofarmacos incluye un entorno de alta actividad, con blindajes de plomo
voluminosos, intervalos de produccién cortos debido al periodo de
semidesintegracion de los radionucleidos y una alta capacidad de produccién
gque cumpla con las necesidades clinicas. Ademas de estos requisitos, la
radiosintesis debe proporcionar un radiofarmaco de alta pureza, de forma fiable,
eficiente y en condiciones aptas para administrar en forma intravenosa. Para
hacer frente a todos estos desafios, a lo largo de los afios, se han desarrollado

varios sistemas de produccion automatizados de radiofarmacos PET [22,77].

Un modulo automatizado es un dispositivo capaz de realizar autométicamente
una secuencia de manipulaciones quimicas necesarias en la preparacion de
radiofarmacos. Un médulo automatizado puede ser comercial o por encargo.
Consta de dos partes ensambladas: una parte mecanica y una unidad de
sintesis. La parte mecanica consiste en un conjunto de elementos eléctricos y/o
neumaticos, lineales y/o circulares, fuentes de alimentacion, bombas,
enfriadores, calentadores, sensores para monitorear diferentes parametros
(como temperatura, presion, flujo, radioactividad) o cualquier dispositivo que no
esté en contacto directo con productos quimicos. La unidad de sintesis es una
red interconectada de contenedores en el que reactivos y componentes
gaseosos, liquidos y/o sdlidos se puede mover, mezclar y/o reaccionar para
obtener el producto final. La parte mecanica y la unidad de sintesis estan
conectadas entre si. El contacto entre las dos partes. puede ser permanente
(dispositivo no desechable) (Figura 36-A) o temporal (dispositivo desechable;
llamado ‘cassette’) (Figura 36-B). Un cassette (Figura 36-C) es una red
premontada de contenedores, valvulas y jeringas, destinadas a ser montadas en
la parte mecanica del médulo, convirtiéndose en la parte quimica del mismo. Por

lo general son desechables y pueden estar vacios o contener reactivos Los
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desechables presentan la ventaja de que no es necesaria su limpieza luego de
cada sintesis y se evita la contaminacion cruzada [77,78]. En el caso de los
sistemas permanentes, en general las sintesis son mas econdémicas, pero se

requiere rutinas de limpieza y desinfeccion luego de cada sintesis.

A B

TRACERIab* FX N Pro,GE. ®® & : —

Figura 36: Diferentes médulos automatizados de sintesis

Un sistema de control proporciona una interfaz con la cual el operador interactta
con el modulo. El software gobierna el sistema de control y generalmente es
proporcionado por el fabricante del médulo y no es modificable por los usuarios.
Es especifico para el mdédulo, pero no necesariamente para un proceso
especifico. Existe una secuencia especifica para cada proceso que corresponde
a una lista de instrucciones que el software ejecuta para controlar los distintos
pasos realizados durante la preparacion de un radiofarmaco. Si el software lo

permite la secuencia puede ser modificada por el usuario [78].

Los mddulos automatizados de sintesis permiten llevar a cabo la sintesis de la
molécula marcada, asi como su formulacién bajo la forma de preparado
inyectable de forma réapida y siguiendo criterios de radioproteccién y de buenas

practicas de produccion.

Los mddulos se encuentran dentro de recintos blindados denominados celdas
calientes, “hot-cells” que proveen por un lado proteccion radiolégica al operador
frente a las altas tasas de dosis que son producto del trabajo con elevadas

66



actividades de [®F]F y una calidad de aire apropiada para la preparacion de
inyectables (Figura 37) [79].

Figura 37: Celdas blindadas donde se encuentran los modulos

automatizados de sintesis

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se utilizd6 un médulo automatizado de
sintesis Synthra RNplus Research (Figura 38). Este mddulo es una plataforma
de radiosintesis flexible y completamente automatizada para la investigacion de
una amplia variedad de péptidos marcados con radiometales y de compuestos
marcados con flior por sustitucion nucleofilica. EI médulo incluye secuencias
sintéticas para radiofarmacos ya empleados en rutina como ['F]FluoroDOPA,
[*8F]FLT, [*®F]FMISO, [*®F]Fluorocolina, [M]-DOTATATE y [M]-DOTATOC asi
como también [¥F]JFPP(RGD)2. Para cualquier otro compuesto marcado con
['8F]F la secuencia de sintesis puede ser creada por el usuario de forma
relativamente simple y testeada graficamente mediante una simulacion previa a
operar. Presenta la posibilidad de funcionar de forma manual o completamente
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automatizada. En forma manual es el usuario quien comanda cada paso de
sintesis a través de una computadora conectada al médulo, mientras que, en
forma totalmente automatizada, el usuario Unicamente debe dar inicio a la

sintesis, la cual transcurre siguiendo los pasos ya prefijados [80].

sqm‘hra

Figura 38: Mddulo automatizado de sintesis Synthra RNplus Research

La unidad de sintesis de este médulo incluye todos los componentes necesarios
para la preparacion, marcacion, purificacion y formulacidn de compuestos
marcados con [*8F]F. También contiene un programa que permite realizar la

limpieza tomando los disolventes de manera automética [80].
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Los componentes de la unidad de sintesis se describen en la tabla que se

presenta a continuacion:

Componente Caracteristicas
16 Viales Quimicamente inertes y faciles de limpiar
contendedores

2 Reactores

8 Soportes
para cartuchos
de extraccion

en fase solida

Cromatografo
HPLC

1 bomba de

vacio

6 Detectores

de radiacion

Trampa de

nitrégeno frio

Sistema de
recoleccién
H»180

Computadora

De carbono vitreo, capacidad para 11 mL, sistema de

calentamiento integrado (-50 °C a 250 °C)

1 para la purificacion del [*®F]F que llega desde el
ciclotron, 6 para purificacién durante la sintesis con opcion

de calentamiento y 1 para purificacion fina

Bomba para realizar gradientes cuaternaria, detector y UV
con A variable, posicidn para dos columnas, inyector

automatico

Permite llegar a una presion < a 5 mbar.

5 dentro del médulo que permiten tener datos durante la
sintesis, 1 fuera del médulo incorporado a la celda caliente

gue permite medir la A final

Permite la recoleccién de sustancias volatiles radiactivas

Permite recuperar el [*¥O]H20

Cumple con las exigencias de GMP en cuanto a registro
de datos, permite controlar el médulo de forma manual o

automatizada

Tabla 5: Componentes de la unidad de sintesis del modulo Synthra RNplus

Research
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En la Figura 39 se muestra la interfaz gréfica que conecta al usuario con el
modulo, en donde se sefialan los principales componentes nombrados. En rojo
se sefalan los dos reactores conectados a la bomba de vacio en amarillo y en
celeste los cuatro detectores de radiacion, dos de los cuales estan asociados a
los reactores. Se indican en verde las posiciones para colocar los cartuchos de
extraccion en fase sdlida (cartuchos SPE), en fucsia el contenedor que permite
recuperar el [180]H20 y en marrén el vial colector final. En naranja se muestran
los 16 viales contenedores y en negro los tres viales contenedores para
solventes utilizados en la limpieza del médulo. Por ultimo, en violeta se sefiala el
sistema HPLC con valvula de inyeccién automatica y posiciones para dos
columnas cromatograficas, se pueden observar los cuatro contenedores para los
solventes HPLC (A, B, Cy D) [80,81].
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Figura 39: Principales componentes mostrados en la Interfaz grafica usuario-

maodulo

El ['8F]F llega a este moédulo desde el ciclotron por el punto A de la Figura 40.
Previo a cualquier marcacion con [*8F]F es necesario acondicionar el nucledfilo,
para ello el [*®F]F es retenido por un cartucho de intercambio i6nico Sep-Pak®
® QMA Light (Figura 40-B). El [*8F]F retenido se eluye hacia el reactor 1 (Figura
40-C) con una solucion de K2COs/ Kryptofix® 2.2.2 y en este reactor se realiza

la destilacion azeotropica correspondiente. Luego de estos pasos el nucledfilo
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gueda acondicionado para realizar la sustitucién nucleofilica en el reactor 1. En
el caso de las sintesis hasta reactor que se realizaron durante esta tesis, luego
de la marcacién con [*®F]F el producto resultante es retirado para su analisis
(Figura 40-D).

Figura 40: Acondicionamiento del nucledfilo y sintesis hasta reactor en el

modulo Synthra RNplus Research

Para el caso de las reacciones de Huisgen que se realizaron en el médulo de
sintesis se utiliz6 practicamente el médulo completo. El [*®F]F llega a este
modulo desde el ciclotron por el punto A de la Figura 41, el acondicionamiento
del nucledfilo se realiza como se menciond anteriormente utilizando los puntos
B y C del modulo (Figura 41). La sustitucion nucledfilica se realiza en el reactor
1 (Figura 41-C), mientras que la reaccién de Huisgen se realiza en el reactor 2
(Figura 41-D). Finalmente, la purificacion del trazador se realiza en la posicion E

y se transfiere el producto purificado al vial final (Figura 41-F),
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Figura 41: Acondicionamiento del nucledfilo y sintesis utilizando los dos
reactores en el modulo Synthra RNplus Research

2.5 Estrégenos y receptor de estrogenos (RE)

Los estrogenos pertenecen a la familia de hormonas esteroides. Estos ejercen
profundos efectos sobre el crecimiento, la diferenciacion y el funcionamiento de
muchos tejidos reproductivos [82], asi como también ejercen acciones
importantes sobre otros tejidos incluidos los huesos, el higado, el sistema
cardiovascular y el cerebro [83]. Los estrogenos son sintetizados a partir de
precursores andrégenicos, como testosterona y androstenediona (Figura 42-A).
Las enzimas que intervienen en su conversién a estrdgenos constituyen un grupo
de aromatasas: el grupo enzimatico del citocromo p450 (CYP). Estas enzimas
se encuentran en el ovario, el tejido adiposo, los fibroblastos de la piel, la
placenta y el cerebro. El ovario es el sitio de mayor concentracion y su sintesis
es estimulada por la hormona foliculo estimulante (FSH). En la posmenopausia,
los sitios de metabolizacion  extra-ovaricos cobran  importancia,
fundamentalmente el tejido adiposo y la piel. En este periodo (transicion
menopausica) hay un cambio desde un mecanismo de produccién enddcrino
(estrébgenos de produccion ovarica) a uno paracrino (sintesis tisular de

estrogenos) y la fuente de los precursores androgénicos necesarios es
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compartida entre el ovario y la glandula suprarrenal. La aromatasa tisular,
responsable de este ultimo proceso, a diferencia de la ovarica no es regulada
por la FSH sino por citoquinas, factores de crecimiento y glucocorticoides [84].

Los estrogenos son derivados quimicos del ciclopentanoperhidrofenantreno o
esterano. Posee 4 anillos que se clasifican como A, B, C (ciclohexanos) y D
(ciclopentano) [85]. Su estructura esta formada por 18 atomos de carbono, un
grupo metilo en la posicién 13 del anillo D, un grupo B-hidroxilo (OH) o cetona
(C=0) en la posicion 17 del anillo D y un grupo hidroxilo (OH) o cetona (C=0) en
el carbono 3 del anillo A ((Figura 42-A-B). El estrogeno natural mas potente en

seres humanos es el estradiol cuya estructura se muestra en la Figura 42-C [86].

Estradiol
Androstenediona

Figura 42: A-precursores andrdgenicos, B-estructura quimica de los

estrogenos, C-estructura del estradiol

En 1958, se descubri6 que las acciones de los estrogenos requerian de la
activacion de un receptor intracelular, cuya composicion y estructura fueron
determinadas en 1986. Durante mucho tiempo se penso que todas las acciones
de los estrogenos estaban mediadas por este receptor. En 1996 se confirmé la
teoria de que existe mas de un receptor para el estradiol y los estrégenos en
general [86]. En la actualidad, se han identificado dos receptores de estrégenos
conocidos como ERa y ERB, ambos receptores nucleares formados por una sola
cadena de 565 y 530 aminoacidos, respectivamente. ERa y ERB son codificados

por diferentes genes y su expresion varia dependiendo del tipo de tejido. ERa es
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expresado predominantemente en oOrganos reproductivos (Gtero, mama y
ovario), asi como en el higado y en el sistema nervioso central, en tanto que la
forma B es expresada mayoritariamente en otros tejidos como hueso, endotelio,
pulmones, tracto urogenital, ovario, sistema nervioso central y prostata [82].

La mayor parte de los efectos de los estrégenos en sus 6rganos blanco se deben
a una cadena de eventos celulares conocida como “sefalizacion estrogénica”, la
cual es una via de transduccion celular que se inicia con la activacion de los RE.
Estos receptores poseen una estructura terciaria que incluye cinco dominios
funcionalmente distintos designados con las letras “A” a “F” (Figura 43). El
dominio C es la parte del receptor que se une al ADN (Dominio de Unién al ADN,
DUA) en los elementos de respuesta de sus genes blanco, en tanto que el E
corresponde al Dominio de Union a Ligando (DUL) y es el sitio de

reconocimiento y union a la hormona especifica y otras moléculas afines [86].

coactivadores DOMINIO N-TERMINAL BISAGRA C-TERMINAL | . Activacién de la transcripcién

A )

Interaccién con {""“""""" DOMINIO | " goni
-SLN

DUL — SN
- Unién a las HSP

1 | ~ Reconocimiento y unién al ligando
« Reconocimiento y unién al ERE

DUA
-SLN

Figura 43: Estructura terciaria del receptor del RE [86]

En ausencia de ligando, los RE permanecen inactivos, ya que se encuentran
enlazados a proteinas chaperonas del complejo HSP (Heath Shock Proteins,
proteinas de choque térmico), quienes los mantienen en una conformaciéon que
oculta sus péptidos sefial de localizacién nuclear (SLN). La union del receptor
con la hormona correspondiente provoca cambios de conformacion que lo
separan de las HSP y descubren las sefiales de localizacion nuclear;
posibilitando su traslocacion a ndcleo y la activacion de la transcripcion de genes
blanco por interaccion con sus elementos de respuesta, denominados ERE
(Elemento de Respuesta a Estroégenos) (Figura 47). Aquellos genes que cuentan

con un ERE en su estructura son clasificados como “sensibles a estrogenos”. Sin
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embargo, existen genes que, aun careciendo de ERE, pueden transcribirse
mediante sefalizacion estrogénica gracias a un mecanismo indirecto. En este
caso los RE interactian con otros factores de transcripcion, provocando su
activacion y posterior translocacion al nicleo, donde a su vez se unen con sus
propios elementos de respuesta y provocan la expresion génica (Figura 44). La
interaccidn con otros factores de transcripcion es diferente dependiendo del tipo
de RE implicado, lo que se ha propuesto como explicacion al hecho de que la
activacion de los RE por los mismos ligandos puede provocar efectos distintos

dependiendo del contexto tisular y celular [86].

Otros factores
m celular w Nuclear v de transcripcién
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55 Estradiol
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“ de choque ‘ de transcripcion NNNNnnnNNNN sl:ﬂﬂmo
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Figura 44: Sefializacion estrogénica [86]
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Si bien el mecanismo principal por el cual el receptor de estrogenos regula el
crecimiento y la proliferacion celular es por activacion del RE dependiente del
ligando, en los udltimos afios se ha descubierto que existen algunos otros
mecanismos que no necesitan del ligando para generar una respuesta, o0 que no
se necesita la unién del complejo hormona-receptor a su elemento de respuesta
especifico sobre el ADN o inclusive se ha visto que es posible que se dé la
respuesta activando otras cascadas de transduccion de sefales. Es claro que
todos los mecanismos interactian entre si para llevar a cabo la regulacion
hormonal de un tejido blanco, sin embargo, la regulacion de cada uno de estos

mecanismos y cOmo interactian entre ellos no se conoce en su totalidad [82].

El RE esta implicado en el desarrollo del cdncer de mama. Hasta el momento
existen dos hipétesis que explican cédmo se relaciona el cancer de mama con la
exposicion acumulativa del epitelio mamario a los estrégenos La primera indica
que la union de los estrogenos al RE estimula la proliferacion de células
mamarias, aumentando el niumero de células diana dentro del tejido, y el
aumento de la division celular y la sintesis de ADN eleva el riesgo de errores de
replicacion que puede resultar en la adquisicion de mutaciones perjudiciales que
alteran los procesos celulares normales, como la apoptosis, la proliferacién o
reparacién del ADN. La segunda hipétesis indica que el metabolismo de los
estrogenos conduce a la produccion de subproductos genotéxicos que podrian
dafar directamente el ADN, resultando nuevamente en mutaciones puntuales.

Existe evidencia de que los estrégenos pueden actuar a través de ambos
mecanismos para iniciar y/o promover el cancer de mama [87]. La expresion de
RE es un buen pronéstico en pacientes que padecen cancer de mama.
Aproximadamente el 70% de los tumores de mama expresan RE, por lo que son
candidatos para terapia anti-hormonal con moduladores selectivos del receptor
de estrogenos. Al momento se cuenta con dos recursos farmacoloégicos para
reducir el efecto del estrégeno en las células tumorales: la inhibicion de la accion
del estrogeno con agentes antiestrogénicos y la prevencion de la produccion de

estrogenos por medio de la inhibicién de la enzima aromatasa [82].
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Anteriormente se expuso que medir el nivel de expresion de ER en los tumores
de mama permite una prediccion precisa de la respuesta a la terapia hormonal
[9,10]. La Medicina Nuclear permite obtener informacién sobre las caracteristicas
bioguimicas del tumor estudiando la totalidad de la masa tumoral en forma
minimamente invasiva y evitando error en el muestreo debido a la expresion no

homogénea de los receptores [11].

Dado que el objetivo de esta tesis es desarrollar trazadores derivados del
estradiol destinados al RE resulta crucial conocer el farmacoéforo y tener presente
gué grupos funcionales son necesarios para mantener la actividad biologica. El
farmacoforo del RE fue descrito por primera vez en 1950 y esta formado por los
dos grupos hidroxilo separados por un espaciador hidrofébico [88]. A pesar de
gue el acomodamiento alrededor del anillo A impone un requerimiento absoluto
de que los ligandos tengan un anillo aromatico, el restante bolsillo de union
puede aceptar un gran numero de diferentes grupos hidrofobicos. Esto puede
ser atribuido al tamafio de la cavidad, quien tiene un volumen (450 A) cercano a
dos veces el volumen molecular que ocupa el estradiol (245 A) [89,90]. La
presentacion del farmacdéforo comunmente aceptada para un agonista del REa

incluye (Figura 45):

l. Presencia de un anillo aromatico (Ar).

I. Il. Presencia de grupos capaces de formar enlaces de hidrogeno (OH)
en cada extremo de la molécula (el OH unido al C3 es mas crucial para
la union en comparaciéon al OH unido al C17).

Il ll. Una distancia precisa de 11A entre los atomos de oxigeno de los
grupos OH unidos al C3y C17.

V. IV. Esqueleto hidrofébico rigido.
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Figura 45: Grupos funcionales necesarios en la molécula de estradiol para
mantener la actividad bioldgica [90]

2.6 Desarrollo de trazadores destinados al RE

Desde el afio 1980 muchos grupos de investigacion han evaluado compuestos
esteroides y no esteroides como radiotrazadores PET y SPECT para
Imagenologia de los RE en pacientes con cancer de mama. Sin embargo, la gran
mayoria de ellos han fallado en los estudios preclinicos o primeras etapas de los
clinicos.

En 1984 Kiesewetter et al. [91]. desarroll6 dos trazadores derivados del estradiol
gue se muestran en la (Figura 46-A). Ambos se obtuvieron con elevada pureza
radioquimica y adecuada actividad especifica. Uno de ellos, el [*®F]FES ha
demostrado ser un interesante trazador PET para imagenes de RE en pacientes
con cancer de mama RE+ [6,92]. Actualmente el [®F]FES es sintetizado
utilizando médulos automatizados de sintesis en dos etapas (Figura 46-B). La
sintesis parte del precursor 3-O-metoxy-metil-163-epiestriol sulfona e implica en
primera instancia la sustitucion nucledfilica con el [®F]KF, seguida de una

hidrolisis con acido sulfurico [6, 93,94]
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Figura 46: A-trazadores desarrollados por Kiesewetter, B-sintesis actual del
['8F]FES [91]

La Figura 47 muestra una imagen PET obtenida luego de administrar ['8F]FES a
un paciente, en la misma pueden observarse dos lesiones focales que se

sefalan con una flecha roja [6].

L e =
\v" ’ i ) ht

Figura 47: Imagen PET con [‘®F]FES

Diversos estudios han demostrado que el [\®F]FES tiene buena sensibilidad para
detectar la captacion en tumores primarioS como metastasicos y que es una
herramienta muy til para hacer el seguimiento a la terapia hormonal [5,8,95-98].
Sin embargo, el [*®F]FES presenta algunas limitaciones ya que las metastasis
hepaticas no pueden ser detectadas con este método ya que las mismas quedan
ocultas debido a la metabolizacion hepatica normal que presenta el trazador. En

mayo de 2020 la FDA aprobd su uso como un agente de imagen en PET,
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indicado para la deteccién de lesiones RE+ y como complemento a la biopsia en

pacientes con cancer de mama recurrente [99].

VanBrocklin et al. [100] del grupo de Katzenellenbogen sintetizaron analogos de
[*8F]FES con el [*8F]F en la posicion 16a que fue el epimero que mostré una
mayor afinidad por el RE pero incorporando algunos sustituyentes en el C11 y
C17 (Figura 48) con el fin de mejorar su comportamiento bioldgico. Todos los
derivados 17B-etinil-[*¥F]JFES resultaron en una afinidad de uniéon al RE
significativamente menor. En cuanto a los derivados 17a-etinil-['\8F]FES, la
introduccion del grupo 11B-etil, resulté en una mayor afinidad por el RE, pero
debido a ser apolar también aumentoé la union inespecifica. Por el contrario, el
sustituyente 11B-metoxi, aumentd la union al RE pero disminuyd la lipofilicidad,
con un potencial beneficio en reducir la unién inespecifica [81]. Jonson et al. [101]
del grupo de Katzenellenbogen desarrollaron 4 derivados 163-[*8F]fluoroestradiol
con sustituyentes en posicion 1183, 17a y en ambos (Figura 48). El derivado 4 fue
el mas prometedor, 17a-etinil-11B-metoxi-16B- [*8F]fluoroestradiol (BFMOX),
cuya afinidad de unién en utero fue cerca de cuatro veces mayor con respecto al
[*8F]FES. La razén de esta mayor afinidad de unién se encuentra en la mayor
estabilidad in vivo en comparaciéon al [®F]JFES. Sin embargo, estudios
preliminares en pacientes evidenciaron una baja captacién en tumores RE+ en
comparacion con [®F]JFES. Jonson et al. [101] demostraron que la actividad
inyectada del derivado 4 practicamente no se redistribuyé desde el sitio de
inyeccion como consecuencia de la baja unién de BFMOX a proteinas

plasmaticas [81].
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Figura 48: Derivados de estradiol marcados con [*®F]F sintetizados por
diferentes grupos [81,100,101]

El grupo de Seimbille et al. [102] sintetizaron una serie de derivados de [*®F]FES
con modificaciones en el anillo A, tanto en el C2 como en el C4 (Figura 49). Los
estudios realizados demostraron que la adicibn concomitante de un atomo de
fluor en el C4 y un grupo 11B-metoximetilo (4-F[*¥F]MFES) podria aumentar el
potencial de [®F]JFES como radiotrazador para Imagenologia Molecular en
cancer de mama debido a la favorable biodistribucion observada en modelos
animales y su elevada relaciéon blanco/no blanco en comparacion al [*®F]FES.
Actualmente se encuentra en estudios clinicos, por lo que aun queda trabajo
para asegurar su potencial para superar al [*®F]FES [81,102-104]. Este mismo
grupo también trabajé en la sintesis de dos derivados 16a-[*8F]-fluorofulvestrant
(andlogo del antagonista de RE fulvestrant) (Figura 49) El marcado se llevo a
cabo en la posicidbn C16, de forma similar a la reportada para la sintesis de
[*8F]FES. Cada derivado presenté un estado de oxidacién diferente en el atomo
de azufre que forma parte de la cadena unida al C7, incluyendo el sulfoxido,
sulfona y sulfuro. Los estudios in vivo resultaron ser desalentadores; la captacion
en tejidos RE+ resultd un tercio menor en comparacion al [*®F]FES, al mismo

tiempo que la captacion en tejidos no blanco fue mayor [81,105].

Mas recientemente los grupos de Duo Xu et al. [106] y Guiging Liu et al. [107]

aplicaron la cicoladicion de Huisgen para desarrollar derivados de estradiol
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marcados con [*®F]F (Figura 49). La reaccion de Husigen catalizada por cobre (1)
consiste en una cicloadicion [3+2] entre un alquino terminal y una azida, para dar
1,2,3-triazoles 1,4 disustituidos. Este tipo de quimica es muy versatil y permite
su aplicacibn en muchos campos como en el desarrollo de potenciales
radiofarmacos [3]. El grupo de Guiging Liu et al. [107] ha utilizado los beneficios
de la reaccion de Huisgen para introducir el grupo AmBF3 en la estructura del
estradiol obteniendo la molécula de interés, pero con [*°F]F en su estructura
(AmBF3-ES). En un paso posterior se incuba el [®F]F y el AmMBFs-ES a 100°C
durante 20 minutos en solucion tampoén piridazina-HCI (1,0 M, pH 2.0-2.5)
intercambiandose el [*°F]F por el [*®F]F para generar el trazador de interés. Dicho
trazador posee en la posicion 17 del estradiol un triazol que en posicion 4 tiene
una amina cuaternarioa. Uno de los susutituyentes de dicha amina es un BFs3,
donde uno de los atomos de Fluor es radiactivo. [*®F]F-AmBF3-ES fue sintetizado
con éxito en un solo paso y con buen rendimiento. Si bien el trazador presenté
adecuada lipofilicidad y uniéon a RE especifica resta realizar una evaluacion in

vivo para determinar su potencialidad.

El grupo de Duo Xu et al. [106] plantea en 2018 el desarrollo del trazador
[*F]FETE. Para ello realiza la marcacion con [*8F]F de una molécula de pequefio
tamafio conteniendo un grupo tosilo como buen grupo saliente. En un paso
posterior, se realiza una reaccion de Huisgen utilizando etinilestradiol, Cul como
catalizador y DIPEA como base nitrogenada obteniendo ['®F]FETE. El trazador
posee en la posicion 17 del estradiol un triazol que en posicion 4 tiene una
cadena con 6 carbonos, 2 oxigenos y el [®F]F. El [*®F]JFETE mostré un alto
rendimiento radioquimico y buena estabilidad. En comparacion con el [*8F]FES,
este trazador tiene una lipofilicidad mas baja, lo que hace disminuir su
metabolismo hepatico y la absorcion de tejido no objetivo y conducir a mejores
relaciones blanco/ musculo. [*F]JFETE mostr6 caracteristicas favorables in vitro
y propiedades prometedoras in vivo con alta captacion especifica de tumores
RE+, lo que lo convierte en un candidato potente para la obtencion de imagenes
de RE con PET.
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Figura 49: Derivados de estradiol marcados con [*®F]F sintetizados por

diferentes grupos

También se han desarrollado compuestos no esteroides analogos del tamoxifeno
que se han marcado con ['®F]F. El tamoxifeno es una de las drogas mas
comunmente usada para la terapia endocrina por ser antagonista de los RE.
Kiesewetter et al. [91] y Yang et al. [108-110] han estudiado trazadores derivados

del tamoxifeno marcados con [*8F]F sin éxito (Figura 50).

Kiesewetteret al. Yang et al.
OH
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HO ‘ HO I

18

‘IBF
1-['®F]Fluoropentaestrol 1-['®F]Fluorohexaestrol

Figura 50: Analogos de tamoxifeno marcados con ['8F]F [91,108-110]

A pesar de que el [*8F]F tiene un gran atractivo en el desarrollo de trazadores
destinados al RE para su uso en PET, aun existe un gran interés en el uso del
[*°®™Tc]Tc debido a su quimica versatil y sus caracteristicas ideales que ya fueron

profundizadas anteriormente.
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El disefio de potenciales radiofarmacos de [**™Tc]Tc aprovecha la rica quimica
de coordinaciéon del metal que se puede coordinar con una variedad muy grande
de quelantes. En muchos casos el desarrollo de los complejos de [**™Tc]Tc
comienza sintetizando los analogos de Re estable. Dada las similitudes en las
propiedades quimicas entre el Re y Tc, dichos complejos son utilizados para
estudios estructurales puesto que la concentracion de [*°™Tc]Tc es muy baja a
los niveles de actividad usualmente utilizados, lo que no permite obtener masa
suficiente para realizar un estudio estructural. Ademas, al contarse con is6topos
no radiactivos de Re, esto facilita el trabajo durante el desarrollo y caracterizaciéon

de los compuestos.

Katzenellenbogen y colaboradores fueron los primeros en utilizar el sistema
guelante N2S2, un sistema en forma de bisamino-bistiol (BAT) o derivados de
monoamina-monoamida (MAMA), asi como quelantes N2S para el disefio de
derivados de estrégenos y progestagenos (Figura 51) [111-114]. Los primeros
complejos sintetizados por el grupo fueron con el sistema quelante N2Sz en forma
de bisamino-bistiol (BAT), Si bien este primer sistema mostré una alta afinidad
por el sitio blanco, su unién no especifica fue muy alta y su biodistribucién no fue
lo suficientemente selectiva. Es asi que los complejos no fueron Utiles para su
uso en imagenes de tumores de mama. El grupo concluyé que debido a que el
sistema conjugado BAT-metal es muy hidréfobo, la alta lipofilicidad de los
complejos podria ser la razén principal de su reduccién de selectividad hacia el
tejido blanco. El grupo se planteé el desafio de mejorar la biodistribucion de estos
complejos, para lo cual se desarrollaron complejos derivados de estradiol con el
sistema quelante N2S2 derivados de monoamina-monoamida (MAMA). En
comparacion con el sistema BAT el sistema MAMA tiene cuatro grupos metilo
menos Yy tiene una funcién carbonilo en lugar de un grupo metileno lo que
provoca una reduccién sustancial en la lipofilia. A pesar de los esfuerzos tanto
en la serie BAT como en la serie MAMA la alta lipofilicidad y el gran tamafio de
los complejos fueron las principales propiedades que influyeron en el

comportamiento biolégico inadecuado.
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Figura 51: Complejos de [**"Tc]Tc derivados del estradiol con sistema quelante
N2S2 0 N2S [111-114]

Mas recientemente los grupos de Spies y Johannsen y Wiust desarrollaron
complejos derivados de estradiol del tipo “3+1” (Figura 52-A) o “4+1” (Figura 52-
B) donde la biomolécula de interés se encuentra ubicada como ligando
monodentado mientras que se completa la esfera de coordinacion con
coligandos tridentados tipo SXS (X=N,0,S) o tetradentados. Gracias a este
enfoque se logré obtener especies menos voluminosas y con posibilidad de
incorporar grupos quimicos como OH o COOH en el coligando de manera de
modular las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de los complejos resultantes
[1112, 115-117]

A B

O

SN |u
[ /Re\—S
s’ s

p - </

Wust et al. 1996

Figura 52: Complejos de [**™Tc]Tc derivados del estradiol del tipo “3+1” o

“4+1” [111, 115-117]
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Mas recientemente, Skaddan et al. [118] disefiaron y sintetizaron una gran
variedad de complejos tricarbonilicos derivados de estradiol 7a-sustituidos con
Re estable. En primera instancia se centraron en complejos del tipo “3+1” (Figura
53-A) y del tipo Re(CO)s ciclopendadienilo (Figura 53-B) los cuales presentaron
buena afinidad por el RE pero elevada lipofilicidad. Buscando modificar la
lipofilicidad, se enfocaron en el complejo conteniendo el anillo ciclopentadienilo
y disefiaron nuevos ligandos con una cadena lateral contiendo enlaces éter en

lugar de una cadena carbonada [81,111,118].

A

HO

Figura 53: Complejos derivados del estradiol A- del tipo “3+1”, B- del tipo
Re(CO)s ciclopendadienilo [81,111,118]

Xia et al. [119] disefaron, sintetizaron y evaluaron in vitro e in vivo un derivado
de estradiol conteniendo al acido dietilentriaminopentaacetico (DTPA) como
agente quelante (Figura 54). Con la introduccion del DTPA, el grupo buscé
aumentar la solubilidad en agua del estradiol para disminuir el metabolismo
hepatico. El complejo [**™Tc]Tc-DTPA-estradiol demostré tener una unién
especifica al RE pero present6 una elevada captacion en higado lo cual dificulta

su uso en imagenologia de los RE [81,119]
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Figura 54: Ligando derivado de estradiol de Xia et al. [119]
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El grupo de Takahashi et al. [120] desarroll6 un complejo derivado de estradiol
que denomind [*°MTc]Tc-GAP-EDL. Partiendo de la estrona se incorporé una
amina en el hidroxilo de la posicion 3 del anillo aroméatico formando el EDL-
NH2 para luego incorporar un péptido glutamato y asi formar el GAP-EDL
(Figura 55). La marcacion se realizé en forma directa incorporando [*°™Tc]Tc
y SnClz2 a un vial conteniendo el GAP-EDL. El trazador demostro tener afinidad
por el RE, ademas las imagenes SPECT demostraron su utilidad en el

diagnostico de enfermedades RE+ [120].

HOOC

o)
H
N OH
H,N n/2
© o)
S HNT N

GAP-EDL

OH
Figura 55: Ligando derivado de estradiol de Takahashi et al. [120]

Jaouen et al. [121] sintetizaron y evaluaron un complejo de [**"Tc¢]Tc analogo
del tamoxifeno (Figura 56-A). El complejo posee un grupo ciclopentadienilo
como sustituyente del doble enlace en la posicién donde el tamoxifeno posee
un grupo aromatico. Este trazador presentd una union especifica al RE y
ademas se comportd6 como antiestrégeno con eficacia casi idéntica al
metabolito activo del tamoxifeno [81,121]. Bigott et al. [122]. reportaron la
sintesis y evaluacion in vitro de analogos de ciclofenilo con el anillo C
sustituido (Figura 56-B). En este caso el grupo ciclopentadienilo se encuentra
junto a un carbonilo como sustituyente del doble enlace. El doble enlace
ademas posee un metilo como sustituyente y no un etilo como posee el
tamxifeno y existe pérdida de la amina terciaria que posee el tamoxifeno en el
hidroxilo del anillo B. El complejo present6 una baja afinidad por el RE por lo

cual no se realizaron estudios in vivo [81,122].
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O(CH2)4N(CHj3); HO

Figura 56: Complejos de [**™Tc]Tc derivados de tamoxifeno [122]

Todos estos esfuerzos demuestran claramente la influencia del sistema quelante
en las propiedades de las biomoléculas marcadas con [**™Tc]Tc. En
consecuencia, el disefio del quelante adecuado es crucial para obtener la

estabilidad bioldgica y la farmacocinética deseadas para un radiofarmaco.

Es por esto que diversos grupos de investigacion contintan en la busqueda de
un trazador ideal para imagenologia de los RE en cancer de mama. Asimismo,
muchos grupos buscan desarrollar un trazadores de [**"Tc]Tc destinado a los
RE ya que el uso de radiofarmacos de [*®™Tc]Tc sigue siendo deseable debido a
su amplia disponibilidad y bajo costo en comparacion con los emisores de
positrones como el [*®F]F. Ademas, el desarrollo de compuestos analogos de

[186/188Re]Re para la terapia es una ventaja adicional.

Dado que ninguno de los trazadores que se han estudiado han llegado a etapas
clinicas, esta tesis plantea el desarrollo de nuevos trazadores de [**™Tc]Tc y
['8F]F destinados al RE de manera de mejorar las propiedades de los acomplejos

actualmente disponibles.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es el disefio, sintesis y evaluacion de
radiotrazadores de [*"Tc]Tc y [*®F]F derivados de estradiol, como potenciales
radiofdrmacos para contribuir al diagnostico de cancer de mama asociado a

receptores de estrogenos (RE) y a la evaluacion de la terapia anti-hormonal.

El farmacoéforo seleccionado fue el estradiol, agonista de los receptores de
estrogenos. Los radionucleidos utilizados para esta tesis fueron el [*°*™Tc]Tc y el
[‘8F]F.

En este trabajo se abordaron cada una de las etapas basicas del desarrollo de
un radiofarmaco, desde el disefo, la sintesis de los ligandos, las etapas de
optimizacién de la marcacién con cada radionucleido, pasando por la evaluacién

fisicoquimica y bioldgica.

3.2 Objetivos especificos

e Disefio y sintesis de ligandos derivados de estradiol conteniendo grupos

quelantes adecuados para la coordinaciéon con el [*°™Tc]Tc:

Partiendo del etinilestradiol se disefiaron y optimizaron diferentes rutas sintéticas
para incorporar atomos donadores de electrones adecuados para la formacion
de los complejos con el radiometal. Estos grupos fueron seleccionados de
acuerdo con el estado de oxidacién y al core de Tc que se esperaba obtener (ver
esquema de ligandos sintetizados punto 3.3).

e Preparacion de los complejos de [*°™Tc]Tc:

Se prepararon complejos del tipo [*°*™Tc]Tc()tricarbonilo, [*°*™Tc]Tc(V)nitrido y
[?°*™Tc]Tc(ll)4+1. Durante esta etapa se sintetizaron los precursores adecuados
y se optimizaron las condiciones de marcacioén con [*°™Tc]Tc, teniendo en cuenta
pardmetros como cantidad de ligando, cantidad de radionucleido, tiempo,

temperatura, etc. Se desarrollaron los métodos de cromatografia liquida de alta
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eficiencia (HPLC) para evaluar la pureza radioquimica (PRQ) de las moléculas

marcadas.
e Disefio y sintesis de un ligando adecuado para la marcacién con [*8F]F:

Se disefaron y optimizaron diferentes rutas sintéticas de manera de obtener un
ligando que contenga la biomolécula y un buen grupo saliente para la sustitucion

con [*8F]F (ver esquema de ligandos sintetizados punto 3.3).

e Sintesis de un analogo de [*°F]F:

Se optimizé una ruta de sintesis para obtener un compuesto analogo con [*°F]F

para ser utilizado como estandar.

e Marcacion con [F]F:

Se optimizaron las condiciones de marcacién con [*®F]F teniendo en cuenta
parametros como cantidad de ligando, cantidad de radionucleido, tiempo,
temperatura, etc. Durante esta etapa fue necesario familiarizarse con las
plataformas automatizadas de sintesis para la produccion de compuestos
marcados con [*®F]F. Asimismo, se desarroll6 un método de HPLC para la

determinacion de la PRQ del trazador.
e Estudios fisicoquimicos:

Se determiné la lipofilicidad, la union a proteinas plasmaticas, la estabilidad en
el medio de reaccibn y en plasma humano de todos los radiotrazadores

obtenidos.
e Estudios in vitro:

Se optimizaron las metodologias para la evaluacion in vitro de los trazadores

desarrollados en células MCF-7 (ATCC® HTB-22) que expresan el receptor de

estrogeno. Se realizaron ensayos de captacion, ensayos de eflujo y estudios de
bloqueo destinados a evaluar la especificidad de la interaccion con el receptor.

e Estudios in vivo:

En esta etapa se evalud en primera instancia el comportamiento biolégico en

animales normales, prestando especial atencion en las vias de eliminacion,
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organos de acumulacion y comportamiento farmacocinético. El trazador que
presento resultados mas auspiciosos fue sometido a la evaluacion biologica en
un modelo animal portador de tumor de mama prestando especial atencion a la
captacion tumoral.
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3.3 Esquemade ligandos incluidos en esta Tesis

Ligando (L)

L1

L2

L3

L4

L5

L6

HO
i
cH.OH NxN _
3. S I\“/\/\/O S\\‘©/
0
HO
i
cH,PH N=N O/S‘O/
0
HO
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El disefio de los ligandos para marcar con [*°*™Tc]Tc se realiz6 segun el método
“pendent approach”, que consiste en afadir a la molécula biolégicamente activa
una serie de grupos donadores de electrones capaces de coordinar al
radiometal. En todos los casos se partio del etinilestradiol (agonista de los RE),
se derivatizo la molécula a través del triple enlace terminal haciendo uso de la
reaccion de Huisgen, teniendo en cuenta no afectar los grupos quimicos
necesarios para mantener la actividad biolégica. El ligando 1 (L1) posee un grupo
amino, un grupo hidroxilo de acido carboxilico y un nitrogéno del triazol para
coordinar con el [*®"Tc]Tc formando un complejo del tipo [*®°MTc]Tc(l)
tricarbonilico. El ligando 2 (L2) posee como sistema quelante un grupo
ditiocarbamato para la formacién de complejos del tipo [**™Tc]Tc(V)-nitrido. El
ligando 3 ligando (L3) contiene un grupo isonitrilo como donador de electrones
formando un complejo del tipo [*°*™Tc]Tc(lll) 4+1. En dicho complejo se espera
que L3 ocupe una de las posiciones de coordinacién, mientras que las restantes

4 posiciones son ocupadas por un coligando.

Continuando con el uso de la reaccion de Huisgen y respetando los grupos
quimicos necesarios para mantener la actividad biol6gica del farmacoforo se
derivatizo el etinilestradiol para obtener los ligandos 4, 5y 6 (L4, L5, L6). Todos
ellos poseen un buen grupo saliente en su estructura para realizar una

sustitucion nucleofilica con el [*8F]F.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiales

Todos los reactivos y los disolventes utilizados para la sintesis de los ligandos,
precursores o estandares fueron de calidad para analisis. Todos los disolventes
utilizados para las cromatografias liquidas de alta eficiencia fueron de calidad
HPLC. En los casos necesarios los disolventes se secaron previo al uso. Para
las sintesis se utilizaron reactivos comerciales Sigma Aldrich, Estados Unidos,
Merck, Estados Unidos, entre otros. Parte del etinilestradiol utilizado fue donado
por Bayer Schering Pharma, Uruguay. El avance de las reacciones y la pureza
de los productos se analizaron mediante cromatografia en capa fina (TLC),
utilizando silica-gel 60F-254 o alumina 60F-254. El revelado de dichas
cromatografias se realiz6 mediante exposicion a luz ultravioleta a 254 nm,
exposicion a vapores de iodo, tratamiento con solucion &cida de p-anisaldehido
en etanol (con posterior quemado) o con nihidrina (con posterior quemado). Para
las purificaciones por columna se utilizé silica gel (Kieselgel 60, 230-400 mesh)
de Sigma Aldrich, Estados Unidos o Alumina neutra 90 de Macharey-Nagel,

Alemania.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de *H-RMN y de **C-RMN
se adquirieron en un equipo Bruker Advance DPX-400 (400 MHz), un equipo
Bruker Ascend 400 0 en un equipo Bruker DRX500 (500 MHz), utilizando los
disolventes deuterados que se indican en cada caso. Los desplazamientos
quimicos se expresaron en partes por millon (ppm). Las multiplicidades se
designaron como: s singulete, d doblete, t triplete, ¢ cuarteto, m multiplete, sa
sefal ancha. Las secuencias de pulsos de los experimentos HSQC y HMBC
utilizadas son las disponibles en el software del equipo. Los espectros de masa
(MS) se adquirieron en un espectrémetro de masa Applied Biosystem API 2000
con electrospray (ESI) para la fragmentacion. Los espectros Infrarrojo (IR) fueron
determinados por transformada de Fourier en un espectrometro Shimadzu IR-
Affinity-1, usando tabletas de KBr.

El gas CO utilizado para la formacion del fac-[*®™Tc]Tc(CO)3(H20)3]* fue de alta
pureza de AGA, Linde, Uruguay. El Na[*®*"Tc]TcOs empleado en todas las
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marcaciones fue eluido de un generador Tecnonuclear S.A., Argentina

(propiedad del Centro de Medicina Nuclear del Hospital de Clinicas).

Para las determinaciones de actividad se empledé una cadmara de ionizacion
CAPINTEC CRC5 o0 ALFANUCLEAR ACT-15P (Propiedad de CUDIM).

El [*8F]F fue producido en un Ciclotrén PETtrace 10 de 16.5 MeV (GE, Estados
Unidos) (propiedad de CUDIM), mediante la reaccién nuclear 8O(p,n)8F a partir
de [*8O]H20 con un enriquecimiento mayor a 98%, adquirida de Wo Isotop Cop
Ltda, China.

La sintesis del trazador de [*®F]F se realiz6 en CUDIM en un médulo automatico
de sintesis Synthra RNplus Reseach (Synthra GmbH, Alemania) que se
encuentra dentro de una celda MIP1-1P 1390 LAF (Comecer, Italia) con un flujo

laminar blindado FHR-50 (Comecer, Italia).

Para las medidas de actividad en los ensayos de lipofilicidad, UPP, in vitro e in
vivo se utilizé un espectrémetro de centelleo solido con cristal de Nal(Tl) de 3x3

pulgadas plano acoplado a un sistema analizador monocanal ORTEC.

El estradiol tritiado (Estradiol [6,7-3H (N)]), utilizado para el ensayo in vitro fue
adquirido a American Radiolabeled Chemicals, Inc, Estados Unidos. Las
mediciones de la actividad se realizaron en un contador de centelleo liquido,
MicroBetaTriLux Wallac-145.

El andlisis de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) de C1, C2 y C3 se
desarroll6 en equipo LC-10 AS Shimadzu. La deteccion se realizé con un

detector de centelleo sélido de cristal de Nal (TI) de 3 x 3 pulgadas.

El andlisis de HPLC del [*®F]F-PRE-FEET, del [*®F]F-FEET y de [19F]F-FEET
se desarroll6 en un equipo Shimadzu, con horno CTO-10AS VP, Detector de
arreglo de diodos SPD-M20A y Bomba LC20AT. La deteccién se logré con un

detector de centelleo sélido Bioscan de Nal (Tl) de 1 x 1 pulgadas.
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4.2 Meétodos

4.2.1 Sintesis de los ligandos

4.2.1.1 17[4cido Boc-2-amino-3-(1H-1,2,3-triazol-1-yl) propanoico]estradiol (L1-
BOC)

BOC

Py
L

o)
cH,OH N=N
N; OH o \
HN L OH
HN
\
BOC

tert-Butanol:H,;0, ascorbato de sodio
Cu(ll), t.amb HO

L1-BOC

Etinilestradiol

Esquema sintético 1: Sintesis de L1-BOC

Una cantidad equimolecular de N-BOC-azidoalanina (A) (0.20 g, 0.49 mmol) y
etinilestradiol (B) (0.14 g, 0.49 mmol) se disolvié en tert-butanol (9 mL) junto con
acido ascérbico (0.019 g, 0.096 mmol) y acetato de cobre (0.038 g, 0.21 mmol)
disuelto en agua (6 mL). La mezcla se dejé reaccionar durante 6 dias a
temperatura ambiente, protegida de la luz y con atmdsfera de nitrégeno. El
avance de la reaccion se controlo por TLC utilizando silica-gel y una mezcla de
disolventes diclorometano:metanol 9:1. Una vez finalizada la reaccion, se extrae
con acetato de etilo (10 x 10 mL). Se secé la fase organica con MgSO4 anhidro,
y se destilé el disolvente a presion reducida. Se obtuvo L1 como un aceite

amarillo.

IH RMN (400 MHz, CD30D): 8(ppm) = 7.76 (s, 1H), 6.96 (d, 1H), 6.50 (dd, 1H),
6.46 (d, 1H), 4.70 (m, 2H), 2.76 (m, 2H), 2.70 (s, 1H), 2.44 (m, 2H), 1.89 (m, 6H),
1.38 (m,10H), 1.03 (s, 3H).

13C RMN (400 MHz, CD30D) &(ppm): 208.7, 156.1, 154.5, 154.0, 137.4, 131.1,
125.7, 123.2, 114.6, 112.2, 81.8, 79.3, 68.0, 53.1, 50.9, 47.0, 43.4, 39.7, 37.0,
32.8,29.4,29.2,27.3, 26.1, 23.2, 13.5.

MS (ESI, 10 eV) m/z: 524.9 (M") 426.7.
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4.2.1.2 17 [sodio (1-carboxi-2-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)etil) ditiocarbamato]
estradiol (L2)

o]

o]
cH.OH N oH N=N
Lo Q/N/\‘)LOH 1- TFA, CHyCl3, tamb CHB"“‘&/}\'/\HI\OH
- HN
>:S

NH,
2- CS,, NaH, THF, 65°C

NaS

HO L1 HO

L2

Esquema sintético 2: Sintesis de L2

L1-BOC (0.20 g, 0.38 mmol) se disolvié en CH2Cl2 anhidro (20 mL) y se afiadio
acido trifluoroacetico (TFA) (361 uL, 4.68 mmol). La mezcla se dejé reaccionar
durante 2 dias a temperatura ambiente, protegida de la luz y con atmosfera de
nitrégeno. El avance de la reaccion se control6 por TLC utilizando silica-gel y
una mezcla de disolventes diclorometano:metanol 1:1. Finalizada la reaccion se
evaporo el disolvente a presion reducida y con arrastre con tolueno (10 x 10 mL)

obteniendo L1.

L1 (0.10 g, 0.23 mmol) se disolvié en THF anhidro (10 mL) y se enfrié en bafio
de hielo. Se afadio CS2 (0.2 mL, 1.66 mmol) y NaH (0.035 g, 1.46 mmol).
Finalizado el agregado de los reactivos se retir6 el bafio hielo y se mantuvo la
reaccion a 65°C por dos horas. Transcurrida una hora se agregdé nuevamente
CS2 (0.1 mL, 1.66 mmol). El avance de la reaccion se control6 por TLC utilizando
silica-gel y una mezcla de disolventes diclorometano:acetato de etilo 1:1.
Finalizada la reaccion se destil6 el disolvente a presion reducida a presion
reducida obteniendo L2 como un aceite amarillo.

RMNH RMN (400 MHz, (CDsOD) &(ppm): 7.59 (H22, s, 1H), 6.96 (H2, d, 1H),
6.48 (H1, dd, 1H), 6.41 (H3, d, 1H), 2.68 (H4,5, m, 3H), 1.7 a 0.9 (sa, 14H), 0.93
(H19,20,21, s, 3H).

MS(ESI, 10 eV) m/z: (M*) 503.4

IR(KBr): (CS2) 1139 cm*,1207 cm™?
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4.2.1.3 17[5-((1-carboxi-2-(1H-1, 2,3-triazol-1-yl) etil) amino)-N-metilidine-5-

oxopentano-1-amonio] estradiol (L3)

OH

HC
A d« el eSS
N«,\I)LDH GHsCly, TFA, tamb /\I)L M )[I@

HN
“moc ks THF EtN, tamb fert-Butanol:H,0, ascorbato de sodio
E Cu (Il ), tamb
N

y

Esquema sintético 3: Sintesis de L3

A una solucion de N-BOC-azidoalanina (A) (0.20 g, 0.49 mmol) en CH2Cl2 (8 mL)
se agrego TFA (1.8 mL, 23 mmol) y se dejo reaccionar por 48 hs a temperatura
ambiente. El avance de la reaccion se controlé por TLC utilizando silica-gel y una
mezcla de disolventes diclorometano:metanol 1:1. Culminado el tiempo de
reaccion se destilé el disolvente a presion reducida. Sobre el crudo de reaccion
conteniendo C (0.20 g- 1.6 mmol) se afiadi6 THF (6 mL) y EtsN (3 mL).
Finalmente se adiciond el isonitrilo activado [2,5-dioxopirrolidin-1-il 4-
isocianobutanoato] (D) (0.22 g, 1.0 mmol) y se dej6é reaccionar a temperatura
ambiente, protegida de la luz y en atmosfera de nitrogeno durante 19 hs. El
avance de la reaccion se controlo por TLC utilizando silica-gel y una mezcla de
disolventes diclorometano:metanol 1:1. Finalizada la reaccién se evaporé el

disolvente a presién reducida.

Una cantidad equimolecular de E (0.48 g, 2.0 mmol) y de etinilestradiol (B) (0.60
g, 2.0 mmol) en tert-butanol (X mL) se incubaron con acido ascorbico (37 mg,
0.19 mmol) y acetato de cobre (0.087 g, 0.48 mmol) disuelto en agua, durante 6
dias a temperatura ambiente, protegidos de la luz y con atmésfera de nitrégeno.
El avance de la reaccion se controlé por TLC utilizando silica-gel y una mezcla
de disolventes diclorometano:metanol 9:1. Una vez finalizada la reaccion, se
extrae con acetato de etilo (10 x 10 mL). Las fases organicas se secaron sobre
MgSOas, y el disolvente se destilé a presion reducida, obteniéndose L3 (aceite

amarillo).

RMN 'H RMN (400 MHz,(CDsOD) &(ppm): 8.07 (H22, s), 7.10 (H2, d, 1H), 6.57
(H1, dd, 1H), 6.50 (H3, d, 1H), 3.33 (H23,25, m, 3H), 2.78 (H4,5, m, 2H), 1.5 a

2.5 (sa, 17 H), 0.89 (H19,20,21, s, 3H).
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MS (ESI, 10 eV) m/z: 552

4.2.1.4 17[1-(4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)fenil)-2-bromoetanone] estradiol (L4)

cH, P N"‘:N
\ N

Br
N

THF:H-0, acido ascorblco
Cu (Il), t.amb

Esquema sintético 4: Sintesis de L4
Técnica 1:

Una cantidad equimolecular de 1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona (F) (0.12 g -
0,49 mmol) y etinilestradiol (B) (0.15 g - 0,49 mmol) en tert-butanol (6mL) junto
con &cido ascorbico (0.025 g - 0,126 mmol) y acetato de cobre (0.048 g - 0,26
mmol) disuelto en agua (4mL) se incubaron durante 2 dias a temperatura
ambiente, protegida de la luz y con atmosfera de nitrogeno. El avance de la
reaccion se controld por TLC utilizando silica-gel y una mezcla de disolventes
hexano:acetato de etilo 7:3. Una vez finalizada la reaccion, se extrae con acetato
de etilo (10 x 10 mL). Se secé la fase organica con MgSO4 anhidro y se destild
el disolvente a presion reducida. El producto fue purificado mediante columna de
silica (y una mezcla de disolventes compuesta por hexano:acetato de etilo 7:3
para extraer el etinilestradiol y hexano:acetato de etilo 3:7 para extraer a L4

(aceite amarillo, R=56%).

Técnica 2:

1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona (F) (0.17 g - 0,71 mmol) y etinilestradiol (B)
(0.15 g - 0,51 mmol) se disuelven en una mezcla THF:H20 3:1 (12mL/4mL). Se
incorporo a la reaccion 340 uL de una solucion de sulfato de cobre (CuSOa4) en
H20 4.79% (0.016 g — 0,10 mmol) y 410 pL de una solucion de ascorbato de
sodio en H20 1M (0.081 g- 0,41 mmol). La mezcla se dejo reaccionar durante 8
dias a temperatura ambiente, protegida de la luz y con atmdésfera de nitrégeno.
El avance de la reaccion se controlé por TLC utilizando silica-gel y una mezcla

de disolventes hexano:acetato de etilo 1:1 El producto se purificO mediante
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columna de silica y una mezcla de disolventes compuesta por hexano:acetato

de etilo 1:1. (aceite amarillo, R=21%).

4.2.1.5 17[4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)butil 4- metilbencenosulfonato] estradiol (L5)

Q.o i O‘O/
) J W\
NN DUSO A% o3
Br 100 °C N; T Na/\/\/ 5
G H CH,Cl,, Trietilamina, t.amb

H, e QH_

Céjjs
HO!

tert-Butanol:H,O, acido ascdrbico,
Cu (1), tamb

\J

Q
OH NxpN ,\S\—O/

CH o]
f . k\/\N/\/\/ \}3
L5
HO

Esquema sintético 5: Sintesis de L5

Se hace reaccionar 4-bromobutanol (G) (1 g - 6.59 mmol) con azida de sodio
(NaNs) (0.44 g — 6.76 mmol) en dimetilsulfoxido anhidro (DMSO) (30mL). La
mezcla de reaccién se mantuvo con agitacién continua y atmosfera de nitrégeno
a 100°C por dos horas y a temperatura ambiente por 48 hs. El avance de la
reaccion se controld por TLC utilizando silica-gel y una mezcla de disolventes
hexano:acetato de etilo 7:3. Pasado el tiempo de reaccién se eliminaron los
disolventes a presién reducida y se realizaron extracciones con eter y agua (10
x 10 mL). Se secé la fase organica con MgSOas anhidro y se eliminaron los
disolventes bajo presion reducida con la ayuda de tolueno (10 x 10 mL) para

obtener H (aceite amarillo).

La mezcla del producto H (0.76 g- 6.54 mmol) en CH2Clz anhidro (30mL) y EtsN
(0.9 mL- 6.46 mmol) se enfrié a 0°C y se agreg6 gota a gota una solucion de
cloruro de metilsulfonilo (I) disuelto en CH2Cl2 (1.37 g -7.19 mmol). Finalizado el
agregado de | se retir0 la reaccion del bafio hielo y se mantuvo a temperatura
ambiente por 2 dias. El avance de la reaccion se controlo por TLC utilizando

silica-gel y una mezcla de disolventes hexano:acetato de etilo 7:3. La purificacion
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de J se realizd por cromatografia en columna utilizando silica y una mezcla de

disolventes compuesta por hexano:acetato de etilo 7:3.

4.2.1.6 17[2-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)etil 4-metilbencenosulfonato] estradiol (L6)

? I
5¢ o}
S OH ° \é
OH _NaN;, DMSQ - 0\
N 100°C Ny —— > v b
CH,Cl,, Trietilamina, t.amb M

K L
H,e OH_
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Cu (I, tamb

]
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Esquema sintético 6: Sintesis de L6

Se hace reaccionar 2-bromoetanol (K) (1.34 g — 10.95 mmol) con NaNs (0.85 g
— 13.14 mmol) en DMSO anhidro (30mL). La mezcla de reaccion se incubé con
agitacion continua y en atmosfera de nitrdgeno a 100 °C por 6 horas y 18 horas
mas a temperatura ambiente. El avance de la reaccion se control6 por TLC
utilizando silica-gel y una mezcla de disolventes hexano:acetato de etilo 1:1.
Pasado el tiempo de reaccion se quitaron los disolventes a presion reducida y se
realizaron extracciones con éter y agua (10 x 10 mL). Se secé la fase organica
con MgSOas anhidro y se eliminaron los disolventes a presion reducida con la

ayuda de tolueno (10 x 10 mL) para obtener L (aceite amarillo).

RMN L H RMN (400 MHz,( CDCls) &(ppm): 3.76 (H3,4, m, 2H), 3.38 (H1,2, t,
2H)

La mezcla del producto L (0.87 g- 9.99 mmol) en CH2Cl2 anhidro (30mL) y EtsN
(2 mL- 6.46 mmol) se enfrio a 0°C. Se agrego gota a gota una solucion de cloruro
de metilsulfonilo (1) disuelto en CH2Cl2 (2.26 g — 11.90 mmol). Posteriormente se
retird la reaccidén del bafio hielo y se mantuvo a temperatura ambiente, con
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agitacion continua y en atmosfera de nitrogeno por 5 dias. El avance de la
reaccion se controlé por TLC utilizando silica-gel y una mezcla de disolventes
hexano:acetato de etilo 7:3. La purificacion de M se realizé por cromatografia en
columna utilizando alimina y una mezcla de disolventes compuesta por

hexano:acetato de etilo 7:3. (aceite amarillo, R>17%).

RMN M H (400 MHz,( CDCls) &(ppm): 7.83 (H5,7, d, 2H), 7.38 (H6,8, d, 2H),
4.17 (H3,4, t, 2H), 3.49 (H1,2, t, 2H), 2.46 (H9-11, s, 3H).

Se incub6 M (0.66 g — 2.73 mmol) y etinilestradiol (B) (0.40 g — 1.36 mmol) en
tert-butanol (6mL) junto con acido ascorbico (0.011 g - 0,055 mmol) y acetato de
cobre (0.020 g - 0,11 mmol) disuelto en agua (4mL). La mezcla se dejo
reaccionar durante 6 dias a temperatura ambiente, protegida de la luz y con
atmaosfera de nitrogeno. El avance de la reaccién se controlé por TLC utilizando
silica-gel y una mezcla de disolventes diclorometano:metanol 1:1. Una vez
finalizada la reaccién, se extrae con acetato de etilo (10 x 10 mL). Se seco la
fase organica con MgSOas anhidro y se eliminaron los disolventes bajo presion

reducida (aceite amarillo).

4.2.2 Sintesis del 17[1-(2-fluoroetil)-1H-1,2,3-triazol] estradiol ([*°F]F-

FEET)
CH_v,OH N:':N\ o-—-\S\’@/ TBAF. DMF CHGOHtN\ /\/F
..... \ N/\/ \ 3 » S \ N
Q’ \o 130°C
L6 [19F]F-FEET
HO HO

Esquema sintético 7: Sintesis de [*°F]F-FEET

Se incubo L6 (0.05 g —0.09 mmol) disuelto en DMF anhidro (2.5 mL) con Fluoruro
de Tetrabutilamonio (TBAF) (0.030 g — 0.11 mmol) durante 6 horas a 130°C,
protegidos de la luz y con atmdsfera de nitrogeno. El avance de la reaccion se
controld por TLC utilizando silica-gel y una mezcla de disolventes Acetato de

etilo: Hexano 8:2. Transcurrido este tiempo se realizaron extracciones con éter y
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H20 (10 x 10 mL). Se secb la fase organica con MgSO4 anhidro y se eliminaron

los disolventes bajo presion reducida (aceite amarillo, R>39.6%).

4.2.3 Preparacion de los trazadores de [**™Tc]Tc

4.2.3.1 Sintesis del complejo [[**™Tc]Tc(1)(CO)sL1] (C1)
4.2.3.1.1 Sintesis del fac-[[**"Tc]Tc(CO)3(H20)3]*

Una mezcla de 4.0 mg de carbonato de sodio (Na2COs), 20.0 mg de tartrato de
Sodio y potasio (NaKCsH4Os6) y 7 mg de borohidruro de sodio (NaBHa4) se purga
con monoxido de carbono (CO) durante 15-20 min. Se agrega 1 mL de
pertecneciato de sodio (Na[**™Tc]TcOa) (20-30 mCi en 1mL). Se calienta en bafio
de agua a 60-70°C durante 30 minutos. La PRQ es evaluada por cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC), fase reversa utlizando una columna
Phenomenex C18 Luna 5 i, 100 A, to 250x4,6 mm, a flujo de 1 mL/mi yn buffer
fosfato con trietilamina pH=2,5 (A) y metanol (MeOH) (B) como fases maviles

segun el gradiente que se muestra a continuacion (Tabla 6):

Tiempo (min) %A %B

0-3 100 0
3-6 75 25
6-9 66 34
9-20 0 100
20-27 100 0

Tabla 6: gradiente sistema HPLC para el control de la PRQ del fac-
[[®*MTc]Tc(CO)3(H20)3]* y de C1

Finalmente, el precursor tricarbonilico se neutraliza con una solucion de fosfato
diacido de sodio (NaH2PO4) 260 mg/ml.
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4.2.3.1.2 Sintesis de C1

Técnica 1:

Se incuba N-BOC-azidoalanina (A) (65ul soluciéon 1x102 M), con etinilestradiol
(B) (50ul soluciéon 1x102 M), ascorbato de sodio (15ul soluciéon 1x102 M) y
acetato de cobre (7.5ul solucion 1x102 M) durante una hora a 75°C,
obteniendose L1-BOC. Se afade acido trifluoroacético (TFA) (25 uL-0,33 mmol)
y se incuba durante 1 hora a 75 °C. Finalizada la reaccién se neutraliza con
hidréxido de sodio (NaOH) 0,5 M y NaH2PO4 260 mg/ml. Posteriormente, se
incuba la solucién de L1 obtenida con 0,3 ml de solucion netralizada de fac-
[[*®™Tc]Tc(CO)3(H20)3]* (5-14 mCi), por 30 minutos a 75°C. Se controla la PRQ
del complejo obtenido mediante HPLC empleando el sistema descrito en
4.2.3.1.1.

Técnica 2:

L1-BOC se incuba (4 mg-0,0076 mmol, 200 yL de metanol) con TFA (25 uL-0,33
mmol) durante 1 hora a 75 °C. Finalizada la reaccion se neutraliza con NaOH 0,5
M y NaH2POs4 260 mg/ml. Posteriormente, se afiade 0,3 ml de fac-
[[*°™Tc]Tc(CO)3(H20)3]* neutralizado (5-14 mCi), se incuba por 30 minutos a
75°C. Se controla la PRQ del complejo obtenido mediante HPLC empleando el

sistema descrito en 4.2.3.1.1.

4.2.3.2 Sintesis del complejo de [[®*™Tc]Tc(V)EN L2] (C2)
4.2.3.2.1 Sintesis del core [[**™Tc]Tc(V)nitrido]

Se incuban 5mg de dihidracida succinica disueltos en 0.5 mL de NaCl 0.9%,
0.1mL de SnCl2 (solucion 1mg/mL en H20) y Na[**™Tc]TcOa4 (5-50 mCi en 0.5-
1mL) a temperatura ambiente durante 20 minutos. La PRQ se controla por
cromatografia en papel Whatman/acetona (Rf [[*°®™Tc]Tc(V)nitrido]: 0, Rf
Na[**"Tc]TcOa: 1).
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4.2.3.2.2 Sintesis de C2

Se disuelven 3 mg de L2 en 300uL de metanol, se agregan 100uL de
[*°*™Tc]Te(V)nitrido (5-14 mCi) y se incuba 30 minutos a 65°C. La PRQ es
evaluada por HPLC fase reversa, utilizando una columna Waters C18 10um de
30 cm, a flujo de 1 mL/min. Los disolventes utilizados son TFA 0.1% en agua (A)
y TFA 0.1% en acetonitrilo (CH3CN) (B) segun el siguiente gradiente que se

muestra a continuacién (Tabla 7):

Tiempo (min) %A %B

0-3 100 0
3-22 0 100
22-24 100 0

Tabla 7: gradiente sistema HPLC para el control de la PRQ de C2

4.2.3.3 Sintesis del complejo de [[**™Tc]Tc(lI)NS3L3] (C3)
4.2.3.3.1 Sintesis del precursor [[**"Tc]Tc(II)EDTA]

Se disuelven 4 mg de manitol y 4 mg de EDTA en 0.5 mL de agua destilada libre
de O2. Se agregan 0.1 mL de SnClz (solucién de 5mg en 5mL de agua destilada
libre de O2). Finalmente, se afiade el Na[**™Tc]TcOa4 (5-50 mCi en 0.5-2 mL) y se
deja incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo
de incubacion se controla la PRQ utilizando dos sistemas cromatograficos,
Whatman/ Acetona (Rf 0: Coloide + precursor, Rf 1: Na[**"Tc]TcO4) y Whatman/
NaCl 0.9 % (Rf 0: coloide, Rf 1: Na[**™Tc]TcOasy precursor).

4.2.3.3.2 Sintesis de C3

Se disuelven 1 mg de L3 y 1 mg del coligando 2-[Bis (2-mercaptoetil) amino]
etanotiol (NS3) en 400 pL de metanol. Se adicionan 0,2 ml de [**™Tc]Tc-EDTA
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(1-5 mCi), se incuba por 30 minutos a 70 °C. El control de la PRQ se realiza por
HPLC fase reversa utilizando una columna Waters C18 10um de 30 cm a flujo
de 1 mL/min. Los disolventes utilizados son TFA 0.1% en agua (A) y TFA 0.1%
en acetonitrilo (B) segun el gradiente es de 0-100% de B en los 20 minutos de

corrida.

4.2.4 Sintesis del trazador [*®F]F-FEET

4.2.4.1 Sintesis del trazador [*8F]F-FEET partiendo de L6

El [*®F]F (50-150mCi) fue obtenido como solucién acuosa, se purificé por
intercambio i6nico utilizando un cartucho de intercambio iénico Sep-Pak® ®
QMA Light, el cual se eluy6 con una solucion conteniendo K2COs y Kryptofix®
2.2.2. Se evaporaron los solventes a presion reducida con corriente de He
gaseoso Yy calentando. Seguidamente se agreg6 una solucion de L6 y se dejé
reaccionar durante 20 minutos a 90°C. A continuacion, se detallan las posiciones
de los reactivos en el médulo automatizado de sintesis Synthra Research:

Posicion

Vial Al | Carbonato de potasio (K2CO3) (3.5 mg — 0.03 mmol) y Kryptofix® 2.2.2 (15 mg — 0.04
mmol) disueltos en 1mL de la mezcla CH3CN:H20 (9:1)
Vial A5 | 1 mL CHsCN anhidro
Vial A3 | L6 (1 mg — 0.002 mmol) disuelto en 1mL de CH3CN anhidro
Tabla 8: Posiciones de carga del médulo automatizado de sintesis

El control de la PRQ se realiza por HPLC utilizando una columna Phenomenex
C185u ODS (1) 80 A (250x4.60) mm y un flujo de 1.5 mL/min. La elucion se llevo
a cabo con un gradiente con la fase movil A: TFA 0.1% en agua y B: TFA 0.1%

en CHsCN, segun el gradiente de la Tabla 9.

Tiempo (min) %A %B

0-10 100 0
10-15 10 90

Tabla 9: gradiente sistema HPLC para el control de la PRQ de ['®F]F-FEET
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4.2.4.2 Sintesis del trazador [*®F]F-FEET partiendo de M
4.2.4.2.1 Sintesis del [*®F]F-PRE-FEET

El [*®¥F]F (228-533mCi) fue obtenido como solucién acuosa, se purificé por
intercambio i6nico utilizando un cartucho de intercambio iénico Sep-Pak® ®
QMA Light, el cual se eluyd con una solucion conteniendo K2COs y Kryptofix®
2.2.2. Se evaporaron los solventes a presion reducida con corriente de He
gaseoso y calentando. Seguidamente se agregd una solucion de M y se dej6
reaccionar durante 20 minutos a 90°C. A continuacion, se detallan las posiciones
de los reactivos en el médulo automatizado de sintesis Synthra Research:

Posicién

Vial A1 | Carbonato de potasio (K2CO3) (3.5 mg — 0.03 mmol) y Kryptofix® 2.2.2 (15 mg — 0.04
mmol) disueltos en 1mL de la mezcla CH3CN:H20 (9:1)

Vial A5 | 2 mL CH3CN anhidro

Vial A3 | M (2 mg — 0.008 mmol) disuelto en 1mL de CHsCN anhidro

Tabla 10: Posiciones de carga del médulo automatizado de sintesis

El control de la PRQ se realiza por HPLC utilizando una columna Phenomenex
C185u ODS (1) 80 A (250x4.60) mm y un flujo de 1.5 mL/min. La elucién se llevé
a cabo con un gradiente binario con la fase movil A: TFA 0.1% en agua y B: TFA
0.1% en CHsCN, segun el gradiente de la Tabla 11.

Tiempo (min) %A %B

0-10 100 0
10-20 10 90

Tabla 11: gradiente sistema HPLC para el control de la PRQ de [*8F]F-PRE-
FEET
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4.2.4.2.2 Sintesis manual del [*F]F-FEET — Reaccion de Huisgen in situ

Se incuban durante 30 min a 80°C el [*®¥F]F-PRE-FEET (0.0005 mmol, 1 eq),
etinilestradiol (0.001mmol-2eq), solucion de sulfato de cobre (CuSO4) 0.45M
(0.01 mmol-30eq) y solucién de ascorbato de sodio 1.5M (0.05 mmol-100eq) en
300uL de metanol y 100uL de buffer fosfato pH=6 50mM. La purificacion de la
reaccion in situ se realizd por extraccion en fase solida mediante un cartucho
Sep-Pak® C18 Plus light. El control de la PRQ se realiza por HPLC utilizando
una columna Phenomenex C18 5u ODS (1) 80 A (250x4.60) mm y un flujo de
1.5 mL/min. La elucién se llevé a cabo con un gradiente binario con la fase movil
A: TFA 0.1% en agua y B: TFA 0.1% en CH3CN, segun el gradiente de la Tabla
12.

Tiempo (min) %A %B

0-10 100 0

10-15 10 90

Tabla 12: gradiente sistema HPLC para el control de la PRQ de [*8F]F-FEET

4.2.4.2.3 Sintesis del [*®F]F-FEET en el modulo automatizado de sintesis

El [*®¥F]F (228-533mCi) fue obtenido como solucién acuosa, se purificé por
intercambio i6nico utilizando un cartucho de intercambio i6nico Sep-Pak® ®
QMA Light, el cual se eluy6 con una solucion conteniendo K2COs y Kryptofix®
2.2.2. Se evaporaron los solventes a presion reducida con corriente de He
gaseoso y calentando. Seguidamente se agregd una solucion de M y se dej6
reaccionar durante 20 minutos a 90°C. La mezcla de reaccion se transfirio al
segundo reactor donde se da la reaccion de Huisgen con etinilestradiol, CuSOa
y ascorbato de sodio a 80°C por 30 min. La purificacion se realizd por extraccion
en fase solida mediante un cartucho Sep-Pak® ® C18 Plus light. A continuacion,
se detallan las posiciones de los reactivos en el moédulo automatizado de sintesis

Synthra Research:
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Posicién

Vial A1 | Carbonato de potasio (K2CO3) (3.5 mg — 0.03 mmol) y Kryptofix® 2.2.2 (15 mg
— 0.04 mmol) disueltos en 1mL de la mezcla CH3CN:H20 (9:1)
Vial A5 | 1 mL CHsCN anhidro
Vial A3 | M (2 mg — 0.008 mmol) disuelto en 1mL de CH3CN anhidro
Vial B1 | Etinilestradiol (5 mg — 0.02 mmol) disuelto en 600uL de CH3OH
Vial B2 | CuSO4 0.45M (533 pL— 0.24 mmol) en 100uL de buffer fosfato 50mM pH=6
Vial B3 | Ascorbato de sodio 1.5M (533 pL— 0.80 mmol) en 100uL de buffer fosfato
50mM pH=6

Vial B4 | 1 mL CHsOH

Vial C1 | 2 mL de NaCl 0.9%

Vial C2 | 1 mL Etanol

Vial C3 | 10 mL de NaCl 0.9%

Vial SPE 2 | 50 mL de H20
Vial del producto | 7 mL de NaCl 0.9%
Tabla 13: Posiciones de carga del médulo automatizado de sintesis

El control de la PRQ se realiza por HPLC utilizando una columna Phenomenex
C185u ODS (1) 80 A (250x4.60) mm y un flujo de 1.5 mL/min. La elucion se llevo
a cabo con un gradiente binario con la fase movil A: TFA 0.1% en agua y B: TFA
0.1% en CH3CN, segun el gradiente de la Tabla 14.

Tiempo (min) %A %B

0-10 100 0

10-15 10 90

Tabla 14: gradiente sistema HPLC para el control de la PRQ de [*®F]F-FEET
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4.2.5 Caracterizacion fisicoquimica de los trazadores

4.2.5.1 Estabilidad en el medio de reaccién

Se incuba el trazador en estudio a temperatura ambiente durante un periodo de
4 horas. Se extraen muestras a 1,2,3, y 4 horas post- marcado y se determina la
PRQ utilizando las condiciones de HPLC optimizadas para cada uno de los

trazadores.

4.2.5.2 Estabilidad en plasma

Se incuba el trazador (100 pL) en estudio en plasma humano (1000 pL) a 37° C.
Transcurridas 1, 2,3 y 4 horas se extraen muestras de 200 pL, se precipitan las
proteinas por agregado de etanol absoluto frio (200 uL, -15°C), seguida de
incubacion a -20 °C durante 5 minutos. Se centrifuga la muestra a 100 g (5
minutos, 0° C) y se controla la PRQ del sobrenadante mediante HPLC, utilizando

las mismas condiciones en las que fue evaluada la PRQ para cada caso.

4.2.5.3 Lipofilicidad

La lipofilicidad es estudiada a pH 7.4 a través de la determinacion del coeficiente
de particion octanol/buffer fosfato 0.1M (log Pow). En un tubo de centrifuga se
mezclan 2 mL de octanol y 1.9 mL de buffer fosfato 0.1 M pH=7.4). Se adiciona
el trazador a estudiar (100 uL) y se agita en vortex durante 2 minutos. La mezcla
es centrifugada por 5 minutos a una velocidad de 5000 rpm. Se toman 2 alicuotas
de cada fase (100 uL) y se mide la actividad de cada una de ellas en un contador
de centelleo sélido. Se realizan 3 repeticiones de cada experiencia. La

lipofilicidad se calcula como:

cuentas fase organica

|Og Po/W:( )

cuentas en fase acuosa
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4.2.5.4 Union a proteinas plasmaticas

La unidén a proteinas plasmaticas (UPP) es determinada mediante exclusion
molecular utilizando columnas illustra MicroSpin G-50 (GE Healthcare, Estados
Unidos). Para ello, se incuba un blanco (475 uL de agua destilada + 25 uL del
trazador) y una muestra (475 uL de plasma humano + 25 uL del trazador) a 37°C
durante 30 y 60 minutos. Transcurrido el tiempo estipulado el buffer de
conservacion de las columnas es extraido mediante centrifugacion durante 1
minuto a 7169 y 25uL del blanco o la muestra son sembrados en la columna y
centrifugados durante 1 minuto a 716g. Se mide la actividad eluida y retenida en

la columna en un contador de centelleo sélido. La UPP se calcula como:

cuentas fase eluida

UPPmuestra = (

)x100

cuentas en fase eluida + cuentas en fase retenida

cuentas fase eluida

UPPbianco = (

X100

cuentas en fase eluida + cuentas en fase retenida

U PPtrazador= U PPmuestra = UPPbIanco

4.2.6 Evaluacion biologicain vitro de los trazadores

Para la evaluacion biolégica in vitro de los trazadores se utiliza la linea celular
adherente MCF-7 (ATCC® HTB-22TM, Estados Unidos) correspondiente a un
adenocarcinoma mamario humano. Las células se cultivan en frascos T-75
(Greiner bio-one, Sigma Aldrich, Estados Unidos) con medio DMEM (A1316,
9050 PanReac AppliChem ITW Reagents, Alemania) suplementado con suero
fetal bovino al 10% (Gibco, TermoFisher Scientific, Estados Unidos), penicilina
100 U mL-1 (Sigma Aldrich, Estados Unidos) y estreptomicina 100 yg mL-1
(Sigma Aldrich, Estados Unidos) a 37 °C y 5% de CO..
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4.2.6.1 Ensayo de unién

Se incuban las células (monocapa, 1x10° células por frasco T-75) con el trazador
en estudio (10 pCi, 20 pCi, 50uCi y 80-100 uCi) durante 1 hora a 37°C y 5% de
CO:s.. Transcurrido el tiempo de incubacion, se retira el medio de cultivo, se lavan
las células dos veces con solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) (10mL)
y se tratan con tripsina-EDTA (3 mL, 5 minutos de incubaciéon a 37°C y 5% de
CO2.). Se mide la actividad en el sobrenadante (12 mL de medio de cultivo +
20ml de PBS) y la actividad en las células en un contador de centelleo sdlido. La

unién para cada actividad de trazador se calcula como:

cuentas netas en las células

% Union = ( ) x100

cuentas netas en las células+cuentas netas en el sobrenadante

4.2.6.2 Ensayo de unién dependiente del tiempo

Se incuban las células (monocapa, 1x10° células por frasco T-75) con el trazador
en estudio (con la actividad que presentdé mayor % de unién en el ensayo
anterior) durante el tiempo estipulado (1,2 y 4 horas para los trazadores de
[**™Tc]Tc y 30 min, 1 hora y 2 horas para el trazador de [*®F]F) a 37°C y 5% de
CO:s2. Transcurrido el tiempo de incubacion, se retira el medio de cultivo, se lavan
las células dos veces con PBS (10mL) y se tratan con tripsina-EDTA (3 mL, 5
minutos de incubacion a 37°C y 5% de CO:2.). Se mide la actividad en el
sobrenadante (12 mL de medio de cultivo + 20ml de PBS) y la actividad en las
células en un contador de centelleo sélido. La unién para cada tiempo se calcula

como.

cuentas netas en las células

% Union = ( ) X100

cuentas netas en las células+cuentas netas en el sobrenadante
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4.2.6.3 Ensayo de eflujo

Se incuban las células (monocapa, 1x10° células por frasco T-75) con el trazador
en estudio (con la actividad que presenté mayor % de unidn) durante una hora a
37°C y 5% de COz2. Transcurrido el tiempo de incubacion, se retira el medio de
cultivo el cual se descarta, se lavan las células dos veces con PBS (10mL)
descartando estos lavados. Se aflade nuevo medio de cultivo (12 mL) y se
reincuban las células durante el tiempo estipulado (1,2 y 4 horas para los
trazadores de [*MTc]Tc y 30 min, 1 hora y 2 horas para el trazador de [*®F]F).
Transcurrido el tiempo correspondiente, se retira medio de cultivo, se lavan dos
veces con PBS (10mL) y se tratan con tripsina-EDTA (3 mL, 5 minutos de
incubacion a 37°C y 5% de CO2.). Se mide la actividad en el sobrenadante (12
mL de medio de cultivo + 20ml de PBS) y la actividad unida a células. El eflujo
se expresa como el porcentaje de actividad originalmente absorbida por células
que difunde fuera de las células y se recupera en el sobrenadante. El % de eflujo

se calcula como se muestra a continuacion:

cuentas netas en las células

% Eflujo = ( ) X100

cuentas netas en las células+cuentas netas en el sobrenadante

4.2.6.4 Ensayo de competencia

Se incuban las células (monocapa, 1x10° células por frasco T-75) con
concentraciones crecientes del agente competitivo (de 10 a 100 veces mas de
ligando) y con una cantidad fija del trazador (con la actividad que presentd mayor
% de unién) durante una hora a 37°C y 5% de CO2. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se retira el medio de cultivo, se lavan las células dos veces con PBS
(10mL) y se tratan con tripsina-EDTA (3 mL, 5 minutos de incubacion a 37°C y
5% de CO2.). Se mide la actividad en el sobrenadante (12 mL de medio de cultivo
+ 20ml de PBS) y la actividad en las células en un contador de centelleo solido.

La uniodn para cada concentracion de agente competitivo se calcula como:

cuentas netas en las células

% Union = ( ) x100

cuentas netas en las células+cuentas netas en el sobrenadante
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4.2.6.5 Ensayo de internalizacion

Se incuban las células (monocapa, pocillos de 3.5 cm de diametro) con una
cantidad fija del trazador (con la actividad que presenté mayor % de union) y con
una cantidad fija del agente bloqueante (40 veces mas de ligando) durante 30
min, 1 hora y 2 horas a 37°C y 5% de COa2. Transcurridos los tiempos de
incubacion, se extrae el sobrenadante, se lavan las células con PBS (2mL) y se
agrega 1mL de glicina fria 0,05M / 0,1M NaCl, pH=2,8 (4°C). Se deja actuar 5
minutos, posteriormente se extrae el buffer glicina y se colecta dicho contenido
en un tubo que corresponde al radiotrazador unido a membrana (U). Se repite
este procedimiento 2 veces y se miden las muestras en un contador de centelleo
sélido obteniendo U por triplicado. Posteriormente, se lavan las células con PBS
(2mL), se tratan con 1mL de NaOH 0.1 N y se extrae el NaOH a un tubo que
corresponde al radiotrazador internalizado (). Se repite este procedimiento 2
veces y se miden las muestras en un contador de centelleo sdélido obteniendo |
por triplicado. Para medir la actividad total (T) se coloca en un tubo 3mL de NaCl
0.9% y la misma cantidad de trazador utilizada para el ensayo. El % de unién a

membranay el % de Internalizacion se calculan como se muestra a continuacion

% Internalizacion = (%) x100

% Unién a membrana = (%) x100

4.2.7 Docking Molecular

Para realizar el estudio computacional se utiliza el programa Molecular Operating
Environment (MOE) version 2014.09. Para el modelado y minimizacion de las
estructuras tanto de los trazadores como del estradiol se emple6 el campo de
fuerza MMFF94X, considerando un gradiente de 0.001(unidades) y un cut off de
8-10. Con estas estructuras minimizadas se elabora una base de datos. Se
busca el blanco bioldgico (RE) en el Protein Data Bank (PDB) , siendo 1QKU
(resolucion de 3.2 Ay tiene el estradiol como ligando) el mas adecuado para este
ensayo. Se procede a borrar las moléculas de agua de la estructura proteica y

se protona la misma (Protonate 3D, T=310 pH=7.4 Conc=0.152 mol/L, cut off=15,
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solvent 80, dielectric 2). Se elimina la molécula de estradiol del RE y se minimiza
la estructura utilizando AMBER99 y gradiente 0.05 (unidades). Se seleccionan 3
sitios de union al receptor utilizando coordenadas denominadas esferas alfa. Se
corre el docking molecular con un Plecement Alpha triangle, un rescoring 1
Affinity dG, y un retain 50.

4.2.8 Evaluaciéon in vivo de los trazadores

Los estudios en animales se realizaron cumpliendo las normas vigentes sobre
manejo de animales de experimentacion (Ordenanza sobre el uso de animales
de experimentacién, docencia e investigacion universitaria). Los protocolos
utilizados en el trabajo de esta tesis han sido previamente aprobados por el
Comité de Etica de Experimentacioén Animal de la CHEA (Comision Honoraria de
Experimentacion Animal) para las biodistribuciones en animales normales, o por
el Comité de Etica de CUDIM (Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular),

segun corresponda.

4.2.8.1 Biodistribucidon en animales normales

La caracterizacion biolégica de los trazadores fue realizada en ratas Wistar
normales hembras de 2-3 meses de edad. Los animales son adquiridos en la
Unidad de Reactivos y Biomodelos de experimentacion de la facultad de
Medicina (URBE).

Los estudios de biodistribucion se realizan inyectando C2 (11-50uCi) por via
intravenosa (3 animales por tiempo) y transcurrido el tiempo de biodistribucion
establecido (30 minutos, 1 hora y 2 horas post-inyeccion) los animales son
anestesiados con tiopental (6mg por animal) y sacrificados por traccion cervical.
Los 6rganos, tejidos y muestras de interés son extraidos, pesados y su actividad

medida en un contador de centelleo sélido.
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4.2.8.2 Biodistribucién en animales con tumor

Las biodistribuciones en animales con tumor se realizan en ratones Mus
musculus, Cepa: J:Nu-Foxn lnu Homocigota hembras. Los tumores son inducidos
por la inoculaciéon de una suspensién de células MCF-7 (3x10%) en Geltrex
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos): solucién salina tamponada
con fosfato (50:50) por via subcutanea en el flanco izquierdo de los ratones (4-6
semanas de edad). El crecimiento del tumor es estimulado por la aplicacion diaria
de gel dérmico que contiene estradiol (Oestrogel Servimedic), hasta la semana
anterior a la biodistribucion. Después de 30 a 45 dias, los tumores tienen un
tamafio adecuado y los animales son inyectados con C2 (15-40 uCi) por via
intravenosa a través de la vena lateral de la cola. Transcurrido el tiempo de
biodistribucién establecido (60 min) los animales son sacrificados por traccion
cervical. Los érganos, tejidos y muestras de interés son extraidos, pesados y su
actividad medida en un contador de centelleo solido
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5 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Sintesis de los ligandos

5.1.1 17 [acido Boc-2-amino-3-(1H-1,2,3-triazol-1-yl) propanoico] estradiol (L1-
BOC)

El ligando 1 (L1) posee una parte activa derivada del estradiol y atomos
donadores de electrones (el nitrégeno del triazol, el grupo amino y el hidoxilo de
acido carboxilico) que coordinardn con el [*®"Tc]Tc a través del core

tricarbonilico (Figura 57).

OH

NH,

ATOMOS DONADORES
DE ELECTRONES

Figura 57: Estructura de L1

Para su obtencién se planteé una reaccion de Huisgen, del tipo de reacciones
llamadas “Click Chemistry“. Este término fue utilizado por primera vez en 2001
por Kolb et al. [123] del grupo de Sharpless refiriéendose a reacciones organicas
ideales para la formacion de enlaces carbono-heretoatomo. Estas reacciones
permiten la conexion de dos moléculas o blogues de construccibn de manera
facil, rapida, bajo condiciones suaves, con alto rendimiento, de manera robusta,
guimio y estereoselectiva, econdmica y segura desde el punto de vista ambiental
[123-127].

En 2002 Rostovtsev et al. [128] del grupo de Sharpless y Tornge et al [129].
publicaron al mismo tiempo una modificacién de la cicloadicién de Huisgen, una
cicloadicion [3+2] que se produce entre un alquino terminal y una azida,

resultando en la formacion solo 1,2,3-triazoles 1,4 disustituidos (Figura 58-A).
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Este tipo de reacciones se conoce como CuAAC ya que son catalizadas por
cobre (I), que se genera “in situ” mediante la reduccion por ascorbato de sodio
de sales de Cu (ll) [124,128,129]

Inicialmente Sharpless y colaboradores plantearon un mecanismo de reaccion
escalonado que involucra un intermediario mononuclear de Cu-acetiluro.
Estudios més recientes confirman que dos centros metélicos de Cu estan
involucrados en el mecanismo de reaccion, demostrando que la complejacion
del alquino por un segundo centro metalico reduce la energia de activacion y
mejora la reactividad del alquino disminuyendo la densidad de electrones sp en
los atomos de carbono facilitando el ataque de azidas [130,131]. EI mecanismo
de reaccidn se esquematiza en la Figura 58-B y consta de 6 pasos para llegar al

triazol 1,4 disustituido de interés.
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‘Cﬂ I Yo
-
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Ne| fCu R—=—[Culxp®

B-Imagen tomada del paper Changlong Wang. et al. Coordination chemistry Reviews. 2016; 316:1-20

Figura 58: A- esquema de la cicloadicién [3+2] de Huisgen. B-mecanismo de

reaccion de la reaccion de Huisgen catalizada por Cu (I).
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El primer uso de las reacciones del tipo CUAAC en Radiofarmacia fue publicado
por Kolb. et al [132] y Marik. et al. [133]. Ese mismo afio Mindt et al. [134]
reportaron el primer ejemplo de aplicacion de las reacciones CuAAC para
radionucleidos metalicos. En su enfoque, este tipo de reacciones se empled para
la sintesis de sistemas de ligandos tridentados para la complejacion del
[[*®*™Tc]Tc(CO)s] mientras se conjugan simultdneamente a biomoléculas de
interés [124,132,133,134].

En general la preparacion de biomoléculas que contengan sistemas quelantes
tridentados para posterior coordinacion con radiometales requiere de sintesis de
varios pasos y a menudo estas reacciones carecen de eficiencia y selectividad
debido a reacciones cruzadas. En este sentido, la eficiencia de las reacciones
CUuAAC junto con la facilidad de introducir restos de alquinos y azidas en
moléculas mediante métodos sintéticos o bioquimicos proporciona una solucién

para la obtencion de biomoléculas que posean quelantes tridentados [124].

En la Figura 59 se muestra un esquema de las posibilidades existentes siendo
R la biomolécula de interés. En la Figura 59-A se puede ver la reaccion de
biomoléculas funcionalizadas con azidas con agentes bidentados que tienen la
funcién alquino terminal generando sistemas de ligandos tridentados que
contienen el triazol 1,4 disustituido, los llamados ligandos de click regulares. En
la Figura 59-B la biomolécula posee un alquino y el agente bidentado un grupo
azida generando ligandos de click inverso. En ambos casos los ligandos son
aptos para coordinarse con sistemas [M(CO)s]*, donde M puede ser Tc 0 Re,
destacandose que en el caso de los ligandos click regulares la coordinacion se
da a través del nitrégeno en la posicion 3 del triazol, mientras que para los
ligandos click inversos la coordinacion se da por el nitrdgeno en posicion 2 del
heterociclo [124].
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Figura 59: A formacion de ligandos click regulares, B formacién de ligandos

click inverso

La sintesis de L1-BOC (Esquema sintético 1) fue realizada mediante una
cicloadicion “3+2” entre el alquino terminal del etinilestradiol (B) y un azida
comercial, la N-BOC-azidoalanina (A). La reaccion fue catalizada por Cu(l)
generando el triazol 1,4 disustituido necesario para que el nitrdgeno del triazol
junto con el grupo amino e hidroxilo del agente bidentado coordinen a posterior

con el radiometal seleccionado [134,35,36].

A o o
/\H’L cH.OH NN
N3 OH - N \N OH
HN,
BOC HN

- N

tert-Butanol:H,O, ascorbato de sodio
Cu ('), t.amb HO

L1-BOC

Etinilestradiol

Esquema sintético 1: Sintesis de L1-BOC

La reaccion se realizé incubando a temperatura ambiente, en atmosfera de
nitrdgeno por 6 dias y utilizando una mezcla tert-butanol:H20 como disolventes
de reaccién. Al finalizar la reaccidén se realizaron extracciones con acetato de

etilo ya el producto de interés es afin por la fase organica, mientras que la mayor
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parte del ascorbato de sodio y de Cu(ll) son afines por la fase acuosa. El Cu(l)
se reparte entre ambas fases. La presencia de Cu(l), de ascorbato de sodio y de
Cu () en el extracto organico pueden explicar los rendimientos mayores al 100%
obtenidos. Dicho extracto no se purifico ya que las impurezas no interfieren en la

etapa de marcacion con [**MTc]Tc.

El producto obtenido fue caracterizado por MS y RMN (*H RMN, 3C RMN,
COSY, HSQC, HMBC, DEPT135).

En la Figura 60 se muestra el espectro de masa obtenido mediante ESI-EM
(lonizacion por Electrospray) en modo negativo. El espectro muestra un ion que
tiene una relacion m/z de 525 y corresponde al L1-BOC (M-). Ademés, hay un

fragmento de m/z=427 que corresponde a la pérdida del grupo protector BOC.

W Q1:234 MCA scans from Sample 1 (TuneSamplelD) of +ac.wifl (Turbo Spray), Centroided Max. 2.8¢8 cps.

5249

2res o OH N=hy =N

2668 ﬁ)‘l\ \N /\)L
2508

2408 ] )‘

2308

22e0] 1O 9 HO

z1ee) mi=s526 T L1-BOC (M) m/z= 525 ’|\

1
N

1.608 cH,PH N

1.508 OH

Intensity, cps
Y
&

o m/z= 427

a2z 4509 520 sa08

& 4709 4839 556.8.5609 570 5
sl mie i o e s h H
By (o LG LLLL L 1) liad a1y 11 L
0

|| | 5828
i \ il | Lita 1

440 461 480 500 520 5&0 600
mvz, Da

Figura 60: Espectro de Masas de L1-BOC

Con el fin de comprender el espectro de RMN obtenido para L1-BOC se analizé
en primer lugar el espectro de H-RMN del etinilestradiol por ser el reactivo de

partida.

La Figura 61 muestra el espectro de 'H-RMN del etinilestradiol. En dicho
espectro se asigno en primera instancia la zona entre 6=6.5 y 8 ppm
identificAndose tres sefiales correspondientes a los 3 protones aromaticos de la
molécula (H1, H2 y H3). Por otro lado, se identificé la sefal del grupo metilo CHs,

un singulete que integra 3 protones, con un desplazamiento quimico de 6=0.88
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ppm, como es de esperar para protones metilicos del tipo CHs-C, ya que son
protones que se encuentran en un carbono de hibridaciéon sp® con un 25% de
caracter s y por tanto mas blindados. Sabiendo que los protones acetilénicos
aparecen entre 6=2-3 ppm en los espectros, se identific6 un singulete, que
integra un protén, con un desplazamiento quimico de 6=2.91 ppm
correspondiente al hidrogeno del grupo alquino terminal (H22). Ademas, se
identificaron los protones H4 y H5 mediante el calculo tedrico por la regla de

Shoolery a 6=2.79 ppm.
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Figura 61: el espectro de *H-RMN del etinilestradiol

La Figura 62 muestra el estudio bidimensional de Correlated Spectroscopy
(COSY) del etinilestradiol, en el que pueden apreciarse que las sefales
pertenecientes a los protones aromaticos acoplan entre si, la sefial
correspondiente al protén del triple enlace terminal (H22) no acopla con ningin
otro protdn al igual que la sefal correspondiente al CHs (H19, H20 y H21). En
cambio, la sefal de H4 y H5 acopla con otras dos sefales, identificando

entonces las posibles sefales correspondientes a H6 y H7.
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Figura 62: Estudio de COSY para el etinilestradiol
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H1 fue identificado sin dificultad en la zona de protones aromaticos ya que es el

anico doblete de doblete que acopla con dos protones H2 y H3 (Figura 63). Las

J para esta sefial son 2.7 (meta) y 8,4 (orto). Para la sefial que se encuentra en

6=7.11-7.09 ppm el calculo de J dio un valor de 8,4 correspondiente a un

acoplamiento orto, por lo que esta sefial corresponde a H2. Para la sefial que se

encuentra en 6=6.49-6.48 ppm la constante J dio 2.6, correspondiente a un

acoplamiento meta, por lo que esta sefial corresponde a H3.
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Figura 63: Asignacion de sefales en la zona de aromaticos

Con el estudio bidimensional Heteronuclear Simple Quantum Coherence
(HSQC) se asignaron los primeros carbonos unidos a protones previamente
asignados (Figura 64). El HSQC es un experimento que permite la deteccion de
protones que estan conectados directamente con carbonos. Las sefales
correspondientes a CHz se veran en rojo y las correspondientes a CH y CHs se
veran en azul. Es asi que la sefial en 6=11.94 ppm corresponde al carbono unido
al grupo metilo que tiene los protones H19, H20 y H21 y el carbono en 6=29.34
ppm corresponde al carbono unido a los protones H4 y H5. Fue posible ademas
identificar todos los carbonos aromaticos cuyo desplazamiento se encuentra
entre 90-170 ppm. El carbono de H1 se encuentra en 6=112.38 ppm, el carbono
de H2 en 6=114.65 ppm y el carbono de H3 en 6=125.86 ppm. Las sefales en
6=137.42 y 6=131.08 ppm corresponden a carbonos aromaticos (C-Ar) que no
tiene unido ningun protén y la sefial en 6=154.57 ppm corresponde al carbono
aromatico unido al grupo OH, por ser la seflal menos blindada (C-OH-Ar).
Ademas, pueden identificarse 3 carbonos en 6=87.43, 6=78.98 y 6=73.55 ppm
que no tienen ninguna sefal en el HSQC, por lo que no tienen protones
asociados. Estos son los tres carbonos cuaternarios que posee la molécula

(CC,CC, C-OH).
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Figura 64: Asignacion de los primeros carbonos

El estudio bidimensional Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC) es un
experimento de deteccion de protones que muestra los carbonos que se
encuentran a 2 o 3 enlaces de distancia de los correspondientes protones. En
este tipo de estudios no todas las correlaciones apareceran, y tampoco con la
misma intensidad. Normalmente las sefiales correspondientes a acoplamientos
a 3 enlaces de distancia son mas grandes que aquellas a dos enlaces. En la
Figura 65 se muestra el HMBC del etinilestradiol en la zona donde salen los
protones aromaticos. En la misma puede verse que H2 acopla a tres enlaces con
un carbono aromético y a 3 enlaces con el carbono a 6=154.57 ppm,
correspondiente al carbono aromatico unido al grupo OH. También H2 acopla
con otro carbono a 6=38.51 ppm en la zona de C-CH2-C (de 15 a 45 ppm) aun
sin asignar, por lo que se asume que ese carbono corresponde al carbono unido
al protén 9y que acopla a 3 enlaces con H2. En la Figura 66 se muestra el estudio
de HSQC permitiendo asignar la sefial correspondiente a H9 que es un multiplete

que integra 1 proton en 6=2.15 ppm.

En la Figura 65 podemos ver que el protdbn H1 acopla a dos enlaces con el
carbono del proton H2. El proton H3 acopla a 3 enlaces con el carbono en
6=29.34 ppm, correspondiente al carbono unido a los protones 4 y 5 y ademas

acopla a tres enlaces con el carbono del protén 1 y con el carbono aromético en
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6=131.08 ppm. Los protones H1 y H3 acoplan ambos con un carbono aromatico

en 6=131.08 ppm, por lo que se supone que este carbono es el que esta contiguo
al carbono de H2.
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Figura 65: Estudio HMBC de la zona de los aromaticos
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Figura 66: Estudio HSQC, asignaciéon de H9
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Si se observa el estudio de HMBC en la Figura 67 se puede apreciar que H22 y
H19, H20 y H21 acoplan a tres enlaces con un mismo carbono, que es el carbono
unido a OH que se encuentra al lado del triple enlace terminal. Por otro lado, los
protones del grupo metilo acoplan con dos carbonos, uno a 6=49,36 ppm y otro
a 6=32.66 ppm. Teniendo en cuenta la estructura de la molécula se puede
deducir que los carbonos que pueden acoplar a tres enlaces con los metilos son
el CH14 y el CH12,13. Si observamos el estudio HSQC de la Figura 68 podemos
apreciar que la relacion entre la sefal del carbono de 6=49.36 ppm y la sefial del
proton (multiplete en 1,77 ppm que integra 6H) es de color azul o sea que
corresponde a un CH, por lo que la Unica posibilidad es que ese carbono sea el
carbono de H14. Asimismo, la sefal entre el carbono en 6=32.66 ppm y el
multiplete en 6=1.77 es de color rojo o sea que corresponde a un CHz, por lo que

este carbono es el CH12,13.

OH
[~ ) | - _ _ _
: 2H 6H 4H

| 0
CH19,20.21 - - - rwo
20
CH4 5e+— L30

CH12,13+— -
40
CH14* rse
60
70

-

80
- = 90

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

H22

f1 (ppm)

18 16
f2 (ppm)

Figura 67: Estudio HMBC, asignacion de C H12,13 y CH14
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Figura 68: Estudio HSQC, asignacion de protones H12,13 y H14

En la Figura 69 se muestra que el proton del triple enlace terminal H22 acopla
con uno de los carbonos cuaternarios (6=87.43 ppm). Este carbono corresponde
al que esta junto al triple enlace. Por ende, el otro carbono cuaternario que
aparece en 6=73.55 es el que se encuentra al lado del grupo metilo. Conociendo
esto vemos en la Figura 70 que el carbono en 6=87.43 ppm acopla con un
multiplete que se encuentra en 6=2.26 ppm e integra 2H, estos dos protones son
H17 y H18. Al conocer esto y observando el estudio de HSQC de la Figura 71
identificamos el carbono de H17 y H18 en 6=26.31 ppm.
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en 2.26 ppm
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Figura 71: Estudio HSQC, identificacion del carbono de H17 y H18

Al estudiar nuevamente el HSQC (Figura 72) no es posible asignar los 5
carbonos restantes. Se observo que el carbono en $=22,33 ppm acopla con la
sefal en 6=1.77 y 6=1.42 ppm, al igual que el carbono en 5=27.76 ppm. Los
carbonos en 6=39.73 y 6=38.51 acoplan con la sefial en 6=1.42 ppm (color azul),
por lo que esa sefial corresponde a el protén H8, que es el tnico CH que queda

por asignar. En la Figura 73 se muestra el RMN de protén y como queda la

asignacion de los protones que faltan asignar.
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A continuacion, se detallan los RMN de 'H y 3C con las sefiales asignadas para
el etinilestradiol que es el reactivo de partida y se empleara en el analisis de todo

el resto de los compuestos sintetizados:

1H RMN (400 MHz,(CDsOD) &(ppm): 7.1 (H2, d, 1H), 6.56 (H1, dd, 1H), 6.50 (H3,
d, 1H), 2.91 (H22, s, 1H), 2.79 (H4 y H5, m, 2H), 2.26 (H17 y H18, m, 2H), 2.15
(H9, m, 1H), 1.77 (H14, H12 y H13, H6, H7 0 H10, H11 0 H15, H16, m, 6H), 1.42
(H8, H6, H7 0 H10, H11 o H15, H16, m, 4H), 0.88 (H19, H20 y H21, s, 3H).

13C RMN (400 MHz,(CD30OD) &(ppm):154.57 (C-OH-Aromatico), 137.3 (C-
Aromético), 131.1 (C-Aromatico), 125.9 (C-Hs), 114.7 (CH2), 112.4 (CH1), 87.4
(carbono del triple enlace), 79.0 (C-OH), 74.0 (C-CH3), 49.4 (CH14), 46.9, 43.7
(CH9), 39.7, 38.5, 32.7 (CH12,13), 29.3 (CH4,5), 27.8, 26.3 (CH17,18), 22.3,
11.5 (CH19,20,21).

Ya estudiado el RMN del etinilestradiol, se procedié a evaluar el RMN de L1-
BOC mostrado en la Figura 74. La forma general del espectro se mantiene,
incorporando tres nuevas sefiales en 6=7.76 ppm, 6=4.70 ppm y 6=1.38 ppm y
perdiendo dos sefiales una en 6=2.26 y otra en 6=2.91 ppm. Como se menciond
anteriormente en el espectro aparece un singulete que integra 1 protdén a 6=7.76
ppm, sefal que no se encuentra presente en el espectro de etinilestradiol y que
corresponde segun bibliografia (H del Imidazol sale entre 7.71y 7.14 ppm) y la
experiencia del grupo, al protén del triazol, el H22. Esto indica que la reaccion
entre la N-BOC-azidoalanina y el etinilestradiol gener6 el triazol correspondiente
de acuerdo con lo esperado. Como en el caso del etinilestradiol, H1 fue
identificado sin dificultad a 6=6.50 ppm, ya que es el Unico doblete de doblete
gue acopla con dos protones H2 y H3, siendo las constantes de acoplamiento J
para estas sefiales de 2,1 (meta) y 8,2 (orto). Para la sefial que se encuentra en
86=6.45 ppm la constante de acoplamiento J arroj6 un valor de 2,4,
correspondiente a un acoplamiento meta, por lo que esta sefal corresponde a
H3. Para la sefial que se encuentra en $6=6.96-6.98 ppm el calculo de la constante
de acoplamiento J dio 8,6, un valor correspondiente a un acoplamiento orto
asumiendo que esta sefial corresponde al proton H2. Fue posible identificar la
sefal del grupo metilo CHs (H19, H20 y H21), un singulete que integra 3 protones,

con un desplazamiento quimico de 6=1.03 ppm. Asimismo, se identificé una
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sefal con 6=1.38 ppm que corresponde a los protones metilicos del grupo
protector BOC, los protones H26-H34. También se asignaron los protones H4 y
H5 a 6=2.76 ppm. Esta sefal es un multiplete que integra 3 protones y parece

tener un singulete en su interior a 2.70 ppm.
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La Figura 75 muestra el estudio de COSY del L1-BOC. En el mismo puede
apreciarse que las sefales pertenecientes a los protones aromaticos acoplan
entre si, la sefial correspondiente al protén del triazol (H22) no acopla con ningun
otro protén, al igual que la sefial correspondiente al CHz (H19, H20 y H21).
También puede observarse que la sefial con desplazamiento quimico de 4.7 ppm
no acopla con ningun otro proton. En cambio, la sefal de H4 y H5 a 6=2.76 ppm
acopla con otras dos sefales, identificandose como las sefiales

correspondientes a H6 y H7.
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Figura 75: Estudio de COSY de L1-BOC

Con el estudio de HSQC se asignaron los primeros carbonos unidos a protones
asignados previamente (Figura 76). El carbono de H1 se encuentra en 6=112.25
ppm, el carbono de H2 en 6=125.72 ppm, el carbono de H3 en 6=114.62 ppm y
el carbono de H22 en 6=123.25 ppm. Las sefales en 6=137.42 y 6=131.14 ppm
coinciden con sefiales presentes en el etinilestradiol y corresponden a carbonos
aromaticos (C-Ar) que no tienen unido ningun proton. La sefial en 6=154.47 ppm
también coincide con el RMN del etinilestradiol y corresponde al carbono

aromatico unido a el grupo OH (C-OH-Ar).
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Figura 76: Estudio de HSQC, identificando los primeros carbonos de L1-BOC

En el RMN de carbono aparece una sefal a 6=208.68 ppm (Figura 77). Es la
sefial menos blindada del espectro, por lo que se asume que es el carbono del
acido carboxilico (bordo). Ademas, segun bibliografia estos carbonos aparecen

entre 155y 185 ppm.

3
&
I

C derivado de acido

Figura 77: Asignacion del carbono del acido carboxilico
En la Figura 78 se muestra el estudio de HMBC entre 6.4 y 7.8 ppm. Alli puede

verse que H22 acopla a dos enlaces con un carbono a 6=154.01 ppm que

corresponde al carbono del triazol (rojo). También se observa que H2 acopla con
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el carbono aromatico en 6=137.42 ppm y a 3 enlaces con el carbono aromatico
unido a OH en 6=154.47 ppm. H2 acopla también con otro carbono que aparece
a 6=43.40 ppm, en la zona de C-CH2-C (de 15 a 45 ppm), por lo que se asume
que corresponde al carbono que tiene el protén 9 y que acopla a 3 enlaces con
H2. H1 y H3 acoplan con el mismo carbono aromatico en 6=131.14 ppm, por lo
que este carbono corresponde al contiguo al carbono de H2. Por ende, el
carbono en 6=137.42 acopla a 3 enlaces con H2 y es el contiguo al carbono de
H3. El carbono que aparece en 6=156.08 ppm es el carbono del grupo éster

(verde) ya que los carbonos de esteres presentan desplazamientos quimicos
entre 150-190 ppm.
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Figura 78: Estudio de HMBC, identificando los primeros carbonos de L1-BOC

La Figura 79 muestra el estudio de HSQC de 0.6 a 5 ppm. En primer lugar, fue
posible identificar el carbono metilico de los protones H19,20,21 que se
encuentra en 6=13.50 ppm y es las mas blindada de las sefiales. Conociendo
gue el carbono de H9 se encuentra en 43.40 ppm, fue posible identificar H9, este
forma parte de la sefial que integra 6 protones a los 6=1.89 ppm. Por dltimo,
conociendo que los protones H4 y H5 salen en 6=2.76 ppm se pudo asignar el
carbono de estos protones que tiene un desplazamiento quimico de 29.36 ppm.
Para L1-BOC se realiz6 un estudio de DEPT 135 que identifica los diferentes

tipos de carbono, los carbonos tipo CH y CHs se muestran como sefales
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negativas en el espectro, mientras que los carbonos tipo CH2 se muestran como
sefales positivas en el espectro. Es asi que el carbono de H19,20,21 y el
carbono de H9 aparecen como sefiales negativas en el espectro y el carbono de
H4,5 aparece como sefial positiva en el espectro corroborando el estudio
realizado en el HSQC de la Figura 79.
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Figura 79: Estudio de HSQC de 0.6 a 5.0 ppm.

En el estudio de HMBC de la Figura 80 se puede observar que la sefial de los
protones H19,20,21 acopla a tres enlaces con un carbono que se encuentra a
los 6=81.78 ppm, confirmando que es el carbono (naranja) del ciclo de 5
miembros que esta unido a un grupo OH. Por otro lado, los protones del grupo
metilo acoplan con dos carbonos, uno a 47,00 ppm y otro a 32.76 ppm. De
acuerdo con la estructura de la molécula, los carbonos que pueden acoplar a
tres enlaces con los hidrogenos del CHs son el CH14 y el CH12,13. Si
observamos el estudio de DEPT 135 la seial de 47 ppm no aparece, pero la
sefial de 32.76 es una sefal positiva confirmando que se trata de un CH2 y por
ende es el carbono de los protones 12,13. La otra sefial en 47 ppm corresponde
al carbono de H14. La sefial en 1.38 ppm acopla con un carbono que se
encuentra a los 79.32 ppm. Dicho carbono es el que une los tres grupos metilos
y forma parte del éster del grupo protector (violeta). Esto concuerda con las
prediciones tedricas realizadas que indican que este tipo de carbonos se

encuentran a los 79.5 ppm. El carbono que no esta unido a proton que resta
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asignar es el carbono que aparece en 68.05 ppm que corresponde al carbono

unido al grupo metilo (celeste).
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Figura 80: Estudio de HMBC de 0.8 a 1.75 ppm

Habiendo asignado los carbonos de H14 y H12,13 con el estudio de HSQC de la
Figura 81 se observo que en el espectro de proton estos carbonos corresponden

al multiplete que integra 4 protones en 1.62 ppm.
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Figura 81: Estudio de HSQC, asignando los protones H14,12,13
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El estudio de HMBC de la Figura 82 muestra que el carbono del triazol (rojo) a
8=154.01 ppm acopla con la sefial del RMN de protén con desplazamiento de
2.44 ppm que integra 2 protones. El carbono del triazol puede acoplar a tres
enlaces con los protones H17,18, por lo que se consider6 que la sefal en 6=2.44
ppm corresponde a estos protones. Gracias al estudio de HSQC que se muestra
en la misma Figura pudo identificarse el carbono de H17,18 que tiene un
desplazamiento quimico de 37.04 ppm y que en el DEPT 135 es una sefial del
tipo CH2.
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Figura 82: Estudio de HMBC y HSQC para identificar el carbono y los protones
17y 18

De los carbonos del tipo CH restan por asignar uno con 6= 39.72 ppm y otro con
8= 53.09 ppm. Estas sefiales pueden corresponder a H8 o H25. Se asumi6 que
el carbono en 39.72 ppm corresponde al carbono de H8 ya que existe una sefial
con el mismo deplazamiento en el espectro del etinilestradiol. Si se observa el
HSQC de la Figura 83 el carbono de H8 acopla con la sefial en 1.38 ppm que
corresponde a los protones del grupo protector BOC. Por este motivo esta sefial
integra 10 protones, 9 protones pertenecientes al grupo protector BOC y uno de

H8. El carbono de H25 entonces, es el que aparece en 6=53.09 ppm.

139



| | | A
I‘ MI ‘ J A ,|} 'J
vsae | e A AN U

DEPT135CH ___J

—
T T
i P
bt bd
n )

4.5 4.0
2 (ppm)

Figura 83: Estudio de HSQC para identificar el H8

De los carbonos del tipo CH2 restan asignar los carbonos de H10,11, de H6,7,
de H15,16 y de H26-34. Si observamos la Figura 84 el carbono en 23.25 y el
carbono en 26.15 ppm son sefiales del tipo CHz en el DEPT 135 y acoplan con
la sefial en el RMN de protdn que integra 6 protones y se encuentra a 1.89 ppm.
El carbono que se encuentra en 27.31 ppm es una sefial del tipo CH o CHs y
acopla con la sefal en 1.89 ppm y tiene un acople muy fuerte con la sefial del
RMN de protén que se encuentra en 1.38 ppm. Al realizar la prediccion tedrica
de los carbonos metilicos unidos a los protones H26-34 se obtiene un valor de
28.4 ppm, por lo que se asume que el carbono que se encuentra en 27.31 ppm
corresponde a estos carbonos metilicos del grupo protector BOC. La otra sefial
que resta por asignar es un carbono del tipo CH2 que se encuentra en 29.18 ppm
pero no acopla con ninguna sefal, por lo que se asume que los carbonos en
23.25, 26.15 y 29.18 ppm corresponden a los protones H10,11, H6,7 y H15,16.
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Figura 84: Estudio de HSQC para identificar H10,11, H6,7 y H15,16.

Por otro lado, la sefial que se encuentra en 4.70 ppm es una sefial que no
aparecia en el *H-RMN del etinilestradiol, que integra dos protones y que tiene
un dnico carbono asociado a 50.94 ppm del tipo CH2, como se muestra en la
Figura 85. Se asume que estos protones son los protones H23 y 24 que no estan
en el etinilestradiol y que segun las predicciones teoricas tienen desplazamientos
quimicos de aproximadamente 4.3-4.1 ppm. Se asume que el carbono en 50.94
ppm es el carbono de H23,24, ya que segun las predicciones tedricas tiene un

desplazamiento quimico de 56 ppm.

La sefial que aparece a los 2.70 ppm, un singulete que integra un protén y se
asigna al proton H 25. Para descartar que este protdn sea el proton del grupo
alquino terminal que aparecia en el espectro del etinilestradiol como singulete a
8=2.91 ppm, se observé en el HMBC (Figura 85) que esta sefial a los 2.70 ppm
y el carbono a 6=81.78 ppm que es el carbono (naranja) del ciclo de 5 que esta
unido a OH no acoplan, mientras en el etinilestradiol si habia un fuerte acople

entre estas sefales.
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Figura 85: Estudio HSQC, HMBC, asignacion de H23,24,25.

En la Figura 86 se muestra la asignacién de los protones en el espectro de RMN
de protén de L1-BOC.
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Figura 86: 'H-RMN del L1-BOC

Con todos estos analisis realizados se confirma que la estructura de L1-BOC

coincide con lo esperado.
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5.1.2 17 [sodio (1-carboxi-2-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)etil) ditiocarbamato] estradiol
(L2)

El ligando 2 (L2) posee una parte activa derivada del estradiol y como sistema
quelante un grupo ditiocarbamato que coordinara con el [**"Tc]Tc formando un
complejo del tipo [*°*™Tc]Tc(V)-nitrido (Figura 87).

CH3OH
lll||

Figura 87: Estructura de L2

La sintesis de L2 se realizé en dos etapas, la desproteccidon del grupo amino de
L1-BOC seguida de la formacion del grupo ditiocarbamato. La desproteccion de
una amina protegida con un grupo BOC (terc-butiloxicarbonilo) se realiza
mediante hidrdlisis del grupo carbamato en condiciones acidas (Figura 88) [135].

o]
BOC - :
JL H,O o solvente organico: tolueno, diclorometano

o o acetato de etilo
» R——NH,

TFA o HCI, t. amb

R—HN

Figura 88: Desproteccion de una amina protegida con un BOC

Generalmente el material de partida se disuelve en agua o un disolvente
organico, como tolueno, diclorometano o acetato de etilo. El acido
clorhidrico concentrado o el acido trifluoroacético son los acidos que se suelen
usar para este tipo de reacciones. Estas reacciones suelen ser rapidas, se

producen a temperatura ambiente y presentan buenos resultados [135].
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La segunda etapa de sintesis se realizd segun la técnica descrita por Goubert et
al. [136] levemente modificada e implica el agregado de la funcién ditiocarbamato

a partir de disulfuro de carbono e hidruro de sodio.

Los ditiocarbamatos son los ésteres y sales de los acidos ditiocarbamicos.
Quimicamente son carbamatos en los que ambos atomos de oxigeno han sido
sustituidos por atomos de azufre. Este grupo es ampliamente utilizado en
agroquimicos, productos farmacéuticos, como producto intermedio de sintesis
organica, como grupo protector en sintesis de péptidos y como quelante en
quimica de materiales. La sintesis de ditiocarbamatos implicé durante mucho
tiempo reacciones en condiciones muy duras (uso de fuertes condiciones
bésicas, altas temperaturas de reaccion y tiempos de reaccion prolongados) para
poder aislar los productos deseados con buenos rendimientos. También se han
utilizado métodos alternativos con condiciones de reaccion mas suaves pero que
requieren reactivos téxicos como el é6xido de bis (tributilestafio), aminas
secundarias que son mas nucleofilicas que las primarias y bases fuertes como
el hidréxido de sodio o potasio. En 2007 Goubert et al. [136] optimizaron
condiciones de reaccion para lograr la sintesis de ditiocarbamatos con buenos
rendimientos y en condiciones de reaccion suaves. Los mejores resultados los
obtuvieron realizando la reaccion en THF, usando CS2 y NaH como base (Figura
89). La temperatura tuvo mucha influencia en el rendimiento de reaccion. La
conversién completa de la amina se logra agregando el disulfuro de carbono y la
base a 0°C y luego elevando la temperatura a 65 °C por dos horas. La misma
reaccion realizada a temperatura ambiente resultd en una disminucion

importante del rendimiento.

CS2 S
Base
(MeO0)sSi”~ " “NH, (MeO)3Si/\/\NJ\S®
Solvent H
1 2 ®
BaseH

Imagen: Goubert R., et al. Tetrahedron Letter. 2007;48:2113-2116.

Figura 89: Reaccion propuesta por Goubert. et al. [136]
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Nuestro grupo de investigacion ya ha trabajado previamente en la sintesis de
ligandos que contienen el grupo ditiocarbamato como sistema quelante
basandose en la reaccidon de Goubert. et al. [136] obteniendo excelentes

resultados [66].

La sintesis de L2 parti6 de L1-BOC (Esquema sintético 2), realizandose en
primer lugar la desproteccion del grupo terc-butiloxicarbonilo (BOC) con TFA en
diclorometano seco durante 48 horas a temperatura ambiente y en atmoésfera de
nitrégeno [135]. Una vez culminada la reaccion, el diclorometano se elimino bajo
presion reducida, mientras que el acido trifluoroacético se elimind por destilacion
azeotropica del crudo de reaccion mediante el agregado de tolueno y posterior

evaporacion a presion reducida obteniéndose L1.

cn. OH NxN i oH N=N i
i =
---- Q/N/\HLOH 1- TFA, CH,Cl,, tamb CHE’-»‘K/}\I/\)LOH

ke 2- CS,, NaH, THF, 65°C HN>:
- 2, aH, , O s

HC HO

Esquema sintético 2: Sintesis de L2

La adicion de la funcion ditiocarbamato se realizé partiendo de L1 disuelto en
THF seco y enfriando esta mezcla a 0°C con ayuda de un bafio de agua/hielo.
Posteriormente se incorpor6 el CSz y el NaH y se mantuvo la mezcla de reaccién
a 65°C durante 2 horas y media [66]. Finalizada la misma se eliminaron los
disolventes a presion reducida obteniendo un sélido marrén oscuro. L2 se obtuvo
con un rendimiento mayor al 100% en todos los casos debido a la presencia de

THF que no interfiere en la etapa posterior de marcacion con [*°™Tc]Tc.

El producto obtenido fue caracterizado por técnicas espectroscopicas. En la
Figura 90 se muestra el espectro de masa obtenido mediante ESI-EM (lonizacion
por Electrospray) en modo positivo. El espectro muestra un ion que tiene una
relacion m/z de 503.4, valor que coincide con el esperado para el M+ de L2

cuando pierde el contraidn sodio.
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Figura 90: Espectro de Masas de L2

La Figura 91 muestra el espectro infrarrojo de L2, en el cual se destacan 2
bandas, v(CSz)as (asymmetric strech, estiramiento asimétrico) y v(CS2)s
(symmetric strech, estiramiento simétrico) (1207 cm?, 1139 cm™) caracteristicas

de los ditiocarbamatos [137].
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Figura 91: Espectro infrarrojo para L2

Se realiz6 también el estudio de 'H-RMN de L2, el que se muestra en la Figura
92. Dicho espectro mantiene el perfil del RMN de L1-BOC ya analizado
previamente. Se pudieron asignar los protones H1, H2 y H3 con 5=6.48, 6.94 y
6.41 ppm, respectivamente, por encontrarse entre 8=6.5 y 8 ppm, zona

caracteristica de los protones aromaticos. Ademas, se pudo identificar el proton
146



del triazol (H22) en 7.59 ppm, la seial del grupo metilo CHs (H19, H20 y H21) a
los 0.93 ppm vy los protones H4 y H5 a 6=2.68 ppm. Se observd, como era
esperable, la desaparicion de la sefial en 6=1.38 ppm que corresponde a los
protones metilicos del grupo protector BOC, ya que previo a incorporar la funcion
ditiocarbamato se elimin6 este grupo protector. El resto de los protones de la

molécula se integraron entre 2.5y 0.9 ppm.
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Figura 92: 1H-RMN del L2

Con todos estos resultados se confirma que la estructura de L2 coincide con lo

esperado.

5.1.3 17[5-((1-carboxi-2-(1H-1, 2,3-triazol-1-yl) etil) amino)-N-metilidine-5-
oxopentano-1-amonio] estradiol (L3)

El tercer ligando (L3) (Figura 93) contiene un grupo isonitrilo como donador de
electrones para coordinar con el [**™Tc]Tc, formando un complejo del tipo

[?°*™Tc]Tc(lll) 4+1. En dicho complejo se espera que L3 ocupe una de las
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posiciones de coordinacion, mientras que las restantes 4 posiciones son

ocupadas por un coligando el 2-[Bis (2-mercaptoetil) amino] etanotiol (NS3s).

Figura 93: Estructura de L3

Para obtener este ligando se plantea una secuencia de sintesis que consta de

varios pasos, los que se muestran en el esquema sintético.

H C OH
CH, OH N‘-N
A o

d A S
Nﬂ,\I)LDH CHoCly, TFA, temb _ /\I)L N; o
o]
HN HN
“eoe NHz THF, Et3N tamb e (L fert-Butanol:H;0, ascorbato de sodio
N

Cu (1), tamb

y

Esquema sintético 3: Sintesis de L3
El primero paso de sintesis partié de la N-BOC-azidoalanina (Esquema sintético
3-A) e implico la desproteccion del grupo BOC con TFA en diclorometano seco

durante 48 horas a temperatura ambiente y en atmaosfera de nitrogeno [135].

Para comprobar que la desproteccion fue efectiva se realizé un *H-RMN del
reactivo de partida la N-BOC-azidoalanina (A) y de C.

En la Figura 94 se muestra el espectro de H-RMN de A, en él que pueden
observarse varias sefales correspondientes a la sal que acompafa este
aminoacido protegido y cuatro sefiales propias del aminoacido. Los protones
H35 y H36 de la sal son diferentes al resto de los protones del ciclohexano, ya
gue acoplan tanto con los protones del ciclohexano como con el proton de la
amina que une ambos ciclos. Por este motivo, esta sefial se presenta como un
multiplete que integra 2 protones a 6=3.20 ppm. Por otro lado, la sal posee 20

protones del tipo CH2, los que se encuentran en ambos ciclohexanos. Estos
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protones corresponden a las sefiales entre 1.24 y 2.10 ppm. De acuerdo a la
estructura del aminoacido, y dada nuestra experiencia previa en la sintesis y
analisis espectroscopico de L1-BOC, se identifica la sefial del grupo protector
BOC en 6=1.47 ppm que integra 9H. El proton H25 aparece en 6=4.14 ppm e
integra 1 protén y los protones H23 y H24 aparecen como multipletes en el
entorno de 6=3.65 ppm. La asighacion fue confirmada por estudios

bidimensionales.
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Figura 94: Espectro de 'H-RMN de la N-BOC-azidoalanina (A)

La Figura 95 muestra el espectro de C en él puede observarse la desaparicion
de la sefial en 6=1.47 ppm correspondiente al grupo protector BOC, mostrando
qgue la desproteccion con TFA se produjo correctamente. Las sefiales de los
protones H23 y H24 se encuentran como multiplete en 6=3.97 ppm y la sefial de
H25 se encuentra en 6=4.12 ppm. La asignacion fue confirmada por estudios

bidimensionales
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Figura 95: Espectro de *H-RMN de C

El siguiente paso para obtener L3 es una reaccién entre C y un isonitrilo activado
(D) (Esquema sintético 3) proporcionado por el grupo del Dr. Hans-Jurgen
Pietzsch del Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf, Alemania. La reaccion se
realizo utilizando como disolvente el diclorometano anhidro, en medio basico, a

temperatura ambiente y atmosfera de nitrégeno durante 19 horas.

Se realiz6 un espectro de *H-RMN de E para comprobar el acoplamiento entre
C vy el isonitrilo activado D. La Figura 96 muestra el *H-RMN de E, en él puede
verse que la sefial de H23, H24 y H25 aparece como un multiplete que integra 3
protones en 6=3.34 ppm Yy se incorporan dos nuevas sefiales; un singulete en
6=2.19 ppm que integra 4 protones y corresponde a los protones H26-H29 y un
triplete en 6=1.33 ppm que integra 2 protones y segun predicciones corresponde
a H30 y H31.
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Figura 96: Espectro de *H-RMN de E

El dltimo paso de sintesis consistié en una reaccion de Huisgen entre el triple
enlace del etinilestradiol y el grupo azida de E. Esta reaccion fue catalizada por
Cu(l) que se generd in situ por accion del acido ascoérbico en presencia de sales
de Cu(ll) [134,35,36]. La reaccion se realiz6 a temperatura ambiente, en
atmosfera de nitrdgeno por 6 dias, utilizando una mezcla tert-butanol:H20 como
disolventes. Al finalizar la reaccion se realizaron extracciones con acetato de
etilo, el producto de interés es afin por la fase organica, mientras que la mayor
parte del ascorbato de sodio y de Cu(ll) son afines por la fase acuosa. En cambio,
el Cu(l) se reparte entre ambas fases. La presencia de Cu(l), de ascorbato de
sodio y de Cu (Il) en el extracto organico pueden explicar los rendimientos
mayores al 100% obtenidos. Dicho extracto no se purifico ya que las impurezas

no interfieren en la etapa de marcaciéon con [**™Tc]Tc.

En la Figura 97 se muestra el espectro de masa obtenido mediante ESI-EM
(lonizacioén por Electrospray) en modo negativo, el que muestra un ion que tiene

una relacion m/z de 521.8 y corresponde al L3 (M-).
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Figura 97: Espectro de Masas de L3

La Figura 98 muestra el 'H-RMN de L3 en CDsOD. En el mismo se pudieron
asignar las sefiales correspondientes a los protones H1, H2 y H3 en 6=6.57, 7.10
y 6.50 ppm, respectivamente. Ademas, se pudo asignar la sefial del proton del
anillo triazdlico (H22) en 6=8.07 ppm, indicando que la reaccion de Huisgen entre
el etinilestradiol y E fue exitosa. La sefial del grupo metilo CHsz (H19, H20 y H21)
aparece como un singulete que integra 3 H, con un desplazamiento quimico de
6=0.89 ppmy los protones H4 y H5 a 6=2.91 ppm. Los protones H23, H24 y H25
de L3 se asignan a la sefial en 6=3.33 ppm (multiplete que integra 3 protones)
por similitud con el epectro de E. En el caso de los protones H26-H29 aparecen
junto con los del estradiol con un desplazamiento quimico en el entorno de los
6=2.19. Los protones H30 y H31 seguramente aparezcan dentro del pico de

disolvente a los 6=1.33 ppm.
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Figura 98: Espectro de *H-RMN de L3

Con todos estos analisis realizados se confirma que la estructura de L3 coincide

con lo esperado.

5.1.4 17[1-(4-(1H-1,2,3-triazol-1-yDfenil)-2-bromoetanone] estradiol (L4)

El ligando 4 (L4) que sera utilizado para la marcacién con [*®F]F posee un atomo

de Br como grupo saliente y se muestra en la Figura 99.

Br

Figura 99: Estructura de L4

La sintesis de L4 fue realizada mediante una cicloadicién “3+2” entre el alquino

terminal del etinilestradiol (Esquema sintético 4-B) y una azida comercial, la 1-
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(4-azidofenil)-2-bromoetanona (Esquema sintético 4-F) para formar un anillo de
triazol 1,4 disustituido [134,35,36].

He  pPH

H,OH N::N
\ N

Br
N3

THF:H-50, acido ascorblco
Cu (Il'), t.amb

Esquema sintético 4: Sintesis de L4

La reaccion se realiz6 a temperatura ambiente, en atmosfera de nitrdgeno,
utilizando una mezcla tert-butanol:H20 como disolventes. Si bien se habia
formado un producto de Rf menor al etinilestradiol, presuntamente el producto
de interés, a los dos dias la reacciébn permanecia sin avanzar por lo que se
realizaron extracciones con acetato de etilo. El extracto organico presentd un
rendimiento mayor al 100% debido a la presencia de sales y de etinilestradiol. El
producto de interés se purificdé por columna. En primera instancia se utilizé una
mezcla de solventes mas apolar para extraer el etinilestradiol y al aumentar la
polaridad de la mezcla se extrajo el producto de interés con un rendimiento de
56%.

Para poder comprender mejor el *H-RMN del producto de interés se comparé
con el RMN de proton del reactivo de partida 1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona y
del etinilestradiol (analizado en la discusion de la sintesis de L1-BOC, seccién
5.1.1).

En la Figura 100 se muestra el *H-RMN de la 1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona
(F). En el mismo, se encontraron varias sefiales en la zona correspondiente a
protones aromaticos, 2 de las cuales aparecen en 6=8.12 y 7.97 ppm y son
dobletes e integran 2 protones cada una, por lo que se asignan a los protones
H1-H4. Se calculé la constante de acomplamiento J de ambos dobletes
encontrando que ambos corresponden a un acoplamiento orto. Con este dato y
con los datos de la prediccion teorica se asigno la seial en 6=8.12 ppm a los
protones H2 y H4. H2 posee un acoplamiento orto con H3 y H4 posee un
acoplamiento orto con H1. La sefal en 6=7.97 ppm corresponde a los protones

H1l y H3. H1 posee un acoplamiento orto con H4 y H3 posee un acoplamiento
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orto con H2. El estudio bidimensional COSY que se muestra en la Figura 101
confirma que estas sefales acoplan entre si. Los protones H5 y H6 deben
aparecer en 6=4.06 ppm segun predicciones tedricas. Por lo tanto, la sefial en
86=4.76 ppm que aparece como un singulete que integra dos protones se asigna
a H5 y H6. Si se observa el estudio de COSY, esta sefial no acopla con ningun
otro proton lo cual confirma la consideracion realizada. Observando el RMN de
proton de la Figura 100 se ve que el reactivo de partida no est4 puro, ya que

existen varias sefiales extras marcadas en rojo.
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Figura 100: *H-RMN 1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona (F)
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Figura 101: Estudio de COSY 1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona (F)

A continuacion, se detalla el RMN de 'H de 1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona (F)

con las sefiales asignadas:

1H RMN (400 MHz, ((CD3)2S0) 8(ppm): 4.76 (H5 y 6, s, 2H), 7.96 (H1 y H3, d,
2H), 8.10 (H2 y H4, d, 2H).

Conociendo los RMN de los reactivos de partida se procedié a analizar el *H-
RMN de L4, el que se muestra en la Figura 102. En el mismo puede visualizarse
la sefal de los protones metilicos a 6=0.97 ppm, un singulete que integra 3
protones. Se identificaron los protones H4 y H5 a 6=2.70 ppm. Por otro lado,
puede verse un singulete a 6=8.13 ppm que corresponde a H22 (proton del anillo
triazol), pero integra 2 protones y no un protdn como era de esperar. Se observa
también la desaparicion del protdn del triple enlace terminal del etinilestradiol (s,
1 H, 5=2.91 ppm). Estas 2 observaciones parecen indicar que la reaccion se
produjo éxitosamente. Sin embargo, al observar la zona del espectro donde
aparecen los protones aromaticos solo se encuentran los protones aromaticos
correspondientes al etinilestradiol (H1, H2 y H3) y no se observan claramente los
protones procedentes del fenilo de la azida (H23-26). Observando en detalle el
RMN de protén de la Figura 102 existen asimismo algunas sefales extras

marcadas en rojo que no pueden ser atribuidas a ningun tipo de protéon de la
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molécula L4. Todo esto lleva a concluir que ni la reaccién, ni la purificacion fueron

exitosas, por lo que se busca alguna alternativa para la sintesis L4.
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Figura 102: 'H-RMN de L4
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En la busqueda bibliografica solo se encontrd la referencia de Tosh et al. [138],
quien utiliza la 1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona (F) (Esquema sintético 4-F) en

una reaccion de Huisgen. El grupo de Tosh realiza la reaccion utilizando exceso

de la azida, mas equivalentes de ascorbato de sodio y menos equivalentes de la

sal de Cu(ll). La sal de cobre que se utiliza es sulfato en vez de acetato. La

reaccion se realiza en una mezcla se disolventes THF:H20 3:1 y con agitacion

durante toda la noche. El producto de interés se purifica por cromatografia en

columna. En consecuencia, se cambiaron las condiciones de reaccion entre el

etinilestradiol

(Esquema sintético 4-B) y 1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona

(Esguema sintético 4-F) segun la técnica descrita en 4.2.1.4-Técnica 2. El tiempo

de reaccion fue de 8 dias, ya que a las 24 hs habia un avance minimo e la misma.
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Esquema sintético 4: Sintesis de L4

Transcurrido dicho lapso, si bien el consumo de los reactivos no habia sido total
se eliminaron los disolventes bajo presion reducida obteniendosé un crudo de
reaccion con rendimiento mayor al 100% debido a la presencia del producto de
interés, de sales y de parte de los reactivos de partida. Se realiz6 una purificacién
por columna, extrayendo en primer lugar la azida F, el etinilestradiol y por ultimo

el producto de interés con un rendimiento del 21%.

Se realiz6 un *H-RMN en ((CD3)2SO que se muestra en la Figura 103, en el cual
puede visualizarse la sefial de los protones metilicos a =0.97 ppm, un singulete
que integra 3 protones. Los protones H4 y H5 corresponden al multiplete que
integra 2H a 6=2.70 ppm. Por otro lado, puede verse un singulete a 6=8.13 ppm
gue corresponde al H22, el proton del anillo triazol, pero integra 3 protones y no
un proton como era de esperar. Se puede observar que no existe la sefal
correspondiente al proton del triple enlace del etinilestradiol (singulete a 6=2.91
ppm). Al observar la zona del espectro donde aparecen los protones aromaticos
solo se encuentran los correspondientes al etinilestradiol (H1, H2 y H3) y no los
protones procedentes del fenilo de la azida (H23-26). Ademas, aparecen algunas
sefales extras marcadas en rojo que no pueden ser atribuidas a ningun tipo de
protén de la molécula L4. En funcion de los resultados obtenidos se puede
concluir que ni la reaccién, ni la purificacion fueron exitosas, por lo que se decide
buscar alguna alternativa sintética para obtener un ligando adecuado para la

marcacion con [*®F]F.
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Figura 103: *H-RMN de L4 segUn sintesis de Tosh. et al. [136]

5.1.5 17[4-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)butil 4- metilbencenosulfonato] estradiol (L5)

En la sintesis de L4 se utilizdé 1-(4-azidofenil)-2-bromoetanona, el cual es muy
reactivo, pudiendo generar productos secundarios no deseados. Por este motivo
se decidi6 ensayar la sintesis de un nuevo ligando derivado de estradiol
utilizando 4-bromobutanol, producto menos reactivo que el anterior. En la Figura

104 se muestra la estructura del ligando 5 (L5).

(@]
OH NxN \\O/
SN N/\/\/ \

O

HO
Figura 104: Estructura de L5

La sintesis de L5, que se muestra en la Figura 113, implico la sustitucion del

bromo del 4-bromobutanol (Esquema sintético 5-G) [139] por un grupo azida,
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seguida por la incorporacion del grupo tosilo y por dltimo una reaccién de

Huisgen entre la azida de J y el triple enlace terminal del etinilestradiol.

s-q | ; 9 U
/\/\/OHM /\/\/ /\/\/o/%\
Br 100 °C . —— LT o
G CH,Cly, Trietilamina, t.amb

H,c PH

A=
Qi@s
HO

tert-Butanol:H,0, acido ascorbico,
Cu (), tamb

Esquema sintético 5: Sintesis de L5

El producto H fue obtenido con un rendimiento de 56% luego de una extraccion

entre éter y agua.

La asignacion de las sefiales de 'H-RMN de H, se realizé por comparacién con
el correspondiente al 4-Bromobutanol (G) (Figura 105). Las 2 sefiales en 6=3.67
y 3.41 ppm, que son multipletes que integran 2 protones cada una, se asignaron
mediante aproximaciones teéricas a los protones H1 y H2 y H7 y HS8,
respectivamente. En la zona de 6= 1.8 ppm aparecen tres sefiales como
multipletes que integran 2 protones cada una, dos de las cuales se atribuyen a
los protones H3-H6, mientras que se considera que la tercera corresponderia a

una impureza, al igual que la sefial que aparece en 6.51 ppm.
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Figura 105: *H-RMN de 4-Bromobutanol (G)

En el *H-RMN de H (Figura 106) aparecen 2 sefiales en §=3.69 y 3.34 ppm que
son multipletes que integran 2 protones cada una, las que de acuerdo a
aproximaciones tedricas corresponden a los protones H7 y H8 y H1 y H2,
respectivamente En la zona de 6= 1.68 ppm aparece una sefal que integra 5

protones, que corresponde a los protones H3-H6.
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Figura 106: 'H-RMN de H
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El segundo paso de reaccion (Esquema sintético 5) se realizd segun la técnica
ya usada por nuestro grupo previamente [140], basada en la publicacion de Hay
et al. [141]. La purificacion de J se realizd inicialmente por cromatografia en
columna utilizando silica como soporte, sin tener éxito. No fue posible purificar J
del reactivo de partida I. Ademas, aparecieron nuevas no identificadas por lo que
se supuso que el producto seria ser intestable en silica. Esta presuncion fue

confirmada con el *H-RMN.que se muestra en la Figura 107.

El singulete a 6=1.26 ppm que integra 3 protones corresponde a los protones del
grupo metilo (H13-15). En el producto H los protones H1 y H2 aparecian en 3.34
ppm, los protones H7 y H8 en 3.69 ppm y los protones H3-H6 en 1.68 ppm. En
este espectro tenemos varias sefiales que podrian corresponder a estos
protones: un triplete en 4.06 ppm que integra 1 H, un triplete en 3.27 ppm que
integra 1 H, un doblete en 2.50 ppm que integra 3H y un singulete que integra
3H en 2.46 ppm. No existe ninguna sefial cerca de 3.34 ppm que integre 2
protones y pueda corresponder a H1 y H2 y tampoco existe sefial en 4.04 ppm
que integre dos protones y corresponda a H7 y H8. Ademas, en la zona
correspondiente a los protones aromaticos se observan mas sefiales que las

esperables. En suma, el producto obtenido tras la purificacion no seria J.
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Figura 107: *H-RMN de J
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En funcién de los resultados obtenidos se plantea la sintesis de un nuevo

precursor para marcacion con [*8F]F, L6 (Figura 117).
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(3|‘|3O|-|<\I:il\\I 0o—S
it /\/
\ N \
O

HO
Figura 108: Estructura de L6

5.1.6 17[2-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)etil 4-metilbencenosulfonato] estradiol (L6)

Dado que en el momento no fue posible obtener 4-bromobutanol se decidié
utilizar todo el conocimiento generado en las sintesis de L5 para la sintesis del

ligando 6 (L6) emplenado 2-bromoetanol (Esquema sintético 6).

Para la sintesis de L6 se partio del 2-bromoetanol (Esquema sintético 6-K)
reactivo comercialmente disponible. El primer paso de reaccion implico la
sustitucién del bromo por el grupo azida para obtener L; como segundo paso se
realizd la incorporacién del grupo tosilo como buen grupo saliente para obtener
M y por ultimo una reaccién de Huisgen entre la azida de M y el triple enlace
terminal del etinilestradiol para obtener L6.

“S“'CI | 0@
o] W
OH _NaNg, DMSQ OH o 073
Br/\/ P Na/\/ — : - Na/\/ \c\)
K L CH,Cl,, Trietilamina, t.amb M

tert-Butanol:H,0, acido ascérbico,
Cu (ll), t.amb

HO

Esquema sintético 6: Sintesis de L6
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El primer paso de reaccion se realiz6 basdndose en la técnica de Berta et.al [139]
obteniendosé L con un rendimiento mayor al 90%.

El espectro de 'H-RMN del producto L, se analizara en comparacion con el del
el 2-Bromoetanol (K) (Figura 109). Dicho espectro muestra dos sefiales que

integran 2 protones cada una, lo cual concuerda perfectamente con lo esperado
para este tipo de moléculas.
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Figura 109: *H-RMN de 2-Bromoetanol (K)

El 'H-RMN de L (Figura 110) muestra dos sefiales, una en §=3.38 ppm

corresponde a los protones H1 y H2, mientras que la sefal en 3.76 ppm
corresponde a los protones H3 y H4.
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Figura 110: *H-RMN de L

La incorporacion del grupo tosilo (Esquema sintético 6) se realiz6 segun la
técnica de Hay et al. [141]. Transcurridos cinco dias de reaccién y aunque el
reactivo de partida | no se habia consumido completamente, se constaté la
presencia de una nueva especie de menor Rf, el cual fue purificado por
cromatografia en columna, utlizando alumina como soporte alimina

obteniendosé M con un rendimiento de 17%.

La Figura 111 muestra el H-RMN del producto M. En el mismo pueden
observarse dos tripletes que integran dos protones cada uno, uno a 6=3.49 ppm
y el otro a 6=4.17 ppm. Segun la regla de Shoolery los protones H1 y H2 salen a
menor desplazamiento quimico, mientras que los protones H3 y H4 se ven
menos blindados y salen a mayor desplazamiento quimico. Por lo tanto, la sefial
en 6=3.49 ppm corresponde a los protones H1 y H2, mientras que la sefal en
4.17 ppm corresponde a los protones H3 y H4. En el espectro aparece una seiial
a los 6=2.46 ppm, un singulete que integra 3 protones y corresponde a los
protones metilicos H9-H11. En la zona de los protones aromaticos aparecen dos
dobletes que integran dos protones cada uno. La constante de acoplamiento J
de ambos dobletes es de 8 correpondiente a un acoplamiento del tipo orto. Con
este dato y con los datos de la prediccién teérica se asigna la primera sefial en

7.83 ppm a los protones H5 y H7. H5 acopla orto con H8 y H7 acopla orto con
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H6. La sefial en 7.38 ppm corresponde a los protones H6 y H8. H6 acopla orto
con H7 y H8 acopla orto con H5. El estudio de COSY que se muestra en la Figura

112 confirma que estas sefales acoplan entre si.
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Figura 112: Estudio de COSY de M en la zona de aromaticos
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El dltimo paso para la sintesis de L6 fue una reaccion de Huisgen, entre el
alquino terminal del etinilestradiol (Esquema sintético 6) y la azida de M
[134,35,36].

Transcurrido 6 dias de reaccidn se realizaron extracciones con acetato de etilo
obteniendosé L6 con un rendimiento mayor al 100%, debido a la presencia de
etinilestradiol (el cual no se habia consumido completamente) y sales en el crudo

de reaccion.

La Figura 113 muestra el espectro de *H-RMN de L6. En el espectro se observa
una sefal de tipo singulete que integra 1 proton a 6=7.52 ppm. Esta sefial no
aparece en el espectro de etinilestradiol y corresponde segun bibliografia al H22
del anillo triazol, confirmando el éxito de la reaccion. Fue posible identificar la
sefal del grupo metilo CHs (H19, H20 y H21), un singulete que integra 6 H, con
un desplazamiento quimico de 6=0.88 ppm. Esta sefial tiene el doble de
integracion esperada para L6, debido a la presencia de etinilestradiol. También
se puede observar un singulete que integra 3 protones a 6=1.05 ppm que
corresponde a los protones metilicos del L6 (H31-H33). Se identificaron los
protones H4 y H5 como la sefial multiplete que integra 4H a 6=2.80 ppm
(desplazamiento quimico teorico 8=2.74) también con el doble integracién
Ademas pudo identificarse un singulete que integra un protén a 8=2.61ppm, que
corresponde al proton del triple enlace terminal del etinilestradiol, en cuyo

espectro aparecia en §=2.91ppm.
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Ademas, fue posible identificar como se muestra en la Figura 114 el patron de

protones aromaticos del etinilestradiol (doblete para H2, doblete de doblete para

H1 y doblete para H3). Este patron se encuentra repetido en el espectro, ya que

3 protones pertenecen a L6 y tres al etinilestradiol.

Ademas, se encontr6 el

patrén de protones aromaticos de M, un doblete que integra dos protones a los

6=7.31 ppm correspondiente a H28 y H30 y un doblete que integra dos protones

a los 6=7.69 ppm correspondiente a H27 y H29.
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Figura 114: 'H-RMN de L6 zona de protones aromaticos

Como se muestra en la Figura 115 fue posible identificar los protones H23-H26.

La sefal en 6=4.42 ppm corresponde a los protones H23 y H24, mientras que la

sefal en 6=4.66 ppm corresponde a los protones H25 y H26.
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Figura 115: 'H-RMN de L6, identificacion de los protones H23-H26
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Los espectros analizados muestran claramente que el ligando 6 no se encuentra
puro, razén por la cual se decidié intentar una nueva estrategia sintética y
simultineamente iniciar la optimizacién de la marcacién con [*8F]F utilizando este

ligando.

5.2 17[1-(2-fluoroetil)-1H-1,2,3-triazol] estradiol ([*°F]F-FEET)

La sintesis del [*°F]F-FEET, analogo no radiactivo del [*®F]F-FEET se muestra
en el Esquema sintético 7. Para ello se sustituyo el grupo tosilo de L6 por [*°*F]F
utilizando TBAF [142].

TBAF, DMF ..
130°C

['*F]F-FEET

HO
Esguema sintético 7: Sintesis de [°F]F-FEET

A la hora de reaccion se constat6 que L6 no se habia consumido completamente.
Mayores tiempos de reaccion no mostraron mayor avance de la misma. Se
realizaron extracciones con éter y agua, extrayéndose el producto de interés y el
reactivo de partida en la fase organica. El rendimiento de reaccion fue mayor al
100% debido a la presencia de L6.

La Figura 116 muestra el espectro de *H-RMN del ([*°*F]F-FEET). Las sefiales

obtenidas resultaron de muy baja intensidad y no se encontro el patrén esperado.
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Figura 116: *H-RMN del 17[1-(2-fluoroetil)-1H-1,2,3-triazol] estradiol ([19F]F-
FEET)

Sin embargo, fue posible concluir que la reaccién de fluoracién se produjo, ya
gue al observar las sefales correspondientes a H23, H24, H25 y H26 vemos un
cambio drastico entre el espectro de L6 y el que se estd analizando. En L6
aparece un cuarteto en 6=4.42 ppm que corresponde a los protones H23 y H24
y un triplete en 6=4.66 ppm que corresponde a los protones H25 y H26. En el
caso del estandar como se muestra en la Figura 117 aparecen dos sefiales, un
multiplete en 4.35 ppm correspondiente a H23 y H24 y un segundo multiplete en
4.68 ppm correspondiente a H25 y H26. Cabe destacar que el °F es activo en
RMN y se comporta como un pequefio “iman” acoplando con los protones
adyacentes. Por este motivo, las sefiales contiguas al Flaor (H23-H26) acoplan

no solo con los protones adyacentes sino también con el flior, obteniéndose

multipletes para estos protones.
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Figura 117: *H-RMN del Estandar, asignacion H23-H26

Debido a las anomalias del 'H-RMN y para constatar la presencia del producto
de interés, se realiz6 una espectrometria de masas del crudo de reaccién
mediante ESI-EM (lonizacién por Electrospray) en modo positivo. El espectro
muestra un ién con una relaciéon m/z de 385 correspondiente al compuesto

[19F]F-FEET (M+).

5.3 Preparacion de los complejos de [*°*™Tc]Tc

5.3.1 Sintesis del complejo [[*°*™Tc]Tc(1)(CO)sL1] (C1)
5.3.1.1 Sintesis del precursor tricarbonilico fac-[[**"Tc]Tc(CO)3(H20)3]*

La sintesis del complejo 1 del tipo [**™Tc]Tc(I)tricarbonilico fue desarrollada por
sustitucion de L1 con el complejo precursor fac[[*°™Tc]Tc(CO)z(H20)3]*. El mismo
se obtuvo por reduccién de pertecneciato de sodio en presencia de CO (g) en un
medio fuertemente alcalino dado por el tartrato de sodio y potasio (NaKC4H4Os)

y el carbonato de sodio (Na2COs3) y utilizando borohidruro de sodio como reductor

[27,28,29] (Figura 118).
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Figura 118: Sintesis del precursor fac[[*°™Tc]Tc(CO)3(H20)3]*

Este precursor puede obtenerse también empleando un kit comercial, el cual
contiene boranocarbonato de sodio (NazBH3CO2) que actia como dador de CO
“in situ” y como reductor, en presencia de carbonato de sodio para dar el medio
alcalino [143,144]. Ambas reacciones se basan en el mismo principio, solamente
cambia la forma de suministrar el CO y el reductor. Ademas, ambas son capaces

de generar el precursor con alto rendimiento a presion atmosférica.

El procedimiento tradicional de preparacion de este tipo de complejos requeria
altas presiones y altas temperaturas. Mientras que en este caso, la reaccién
puede realizarse a presion atmosférica y a temperaturas de entre 75-100 °C
debido a la baja concentracion del metal y a la alta afinidad del centro metélico
para capturar 3 moléculas de CO, como forma de estabilizar el estado de

oxidacion +1.

La PRQ del precursor fue controlada por HPLC utilizando el sistema descrito en
la seccion 4.2.3.1.1. El perfil cromatogréafico obtenido (Figura 119) muestra que
la reaccion ocurrié de forma cuantitativa, ya que se obtuvo una Unica especie de
PRQ mayor al 90%, con un tiempo de retencion entre los 4-5 min que

corresponde al acuo-complejo deseado [27,28,29]
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Figura 119: Perfil cromatogréfico obtenido para el complejo
fac[[®®*™Tc]Tc(CO)3(H20)3]*

El pertecneciato es una potencial impureza en la sintesis del precursor por ser
un reactivo de partida. Esta especie presenta un tiempo de retencion de 11.4 min

en idénticas condiciones cromatograficas (Figura 120).

250000
99m tr=11.4 min
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Figura 120: Perfil cromatografico obtenido para el pertecneciato de sodio
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5.3.1.2 Sintesis de C1

La preparacion de C1 se realizdé usando dos estrategias diferentes. La primera
implicé la sintesis del ligando protegido L1-BOC a través de una reaccion de
Huisgen realizada in situ. La reaccion in situ consiste en realizar la reaccion sin
una etapa de purificacion previo a la marcacion. La reaccion in situ al igual que
la reaccion en gran escala genera un triazol 1,4 disustituido y fue catalizada por
Cu(l). Transcurrido el tiempo de reaccion, se realiz6 la desproteccion por
hidrolisis con acido trifluoroacético (TFA). Finalmente, se realizo la sustitucion
obteniéndose C1 (Figura 121) [134,135].

A O

o]
H,c OH Na/\HJ\OH cH, M NQ"{ e OH N o
B = HN\BOC N Q\/N OH  1ra, 750 3 ‘</\ N/\/—<
HN > N~ NH
—_— \ 2-[29MTe( OH,)s( CO)4l+, 759C S A (o]
Ascorbato de sodio BOC "Tc
Cu (I1), 75°C N
HO HO oc” | “co
L1-BOC HO Cl co

Figura 121: Primera estrategia para la obtencién de C1

La PRQ de C1 se evalud por HPLC. Se obtuvo una especie mayoritaria con un
tiempo de retencion de 20 min que se adjudicé a C1. La PRQ oscilé entre 60-
80%, siendo las impurezas encontradas el precursor tricarbonilico y el

pertecneciato (Figura 122).
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Figura 122: Perfil cromatografico obtenido para C1 con la primera estrategia

Intentando mejorar el rendimiento de marcacion se utilizd una estrategia
alternativa, que se muestra en la Figura 123. Se parti6 del ligando L1-BOC ya
sintetizado como se muestra en la seccion 5.1.1 [134,35,36] y se realizo la
desproteccion in situ [135], de manera de dejar libre el grupo amino necesario
para la coordinacion con el radiometal. Finalmente, se realizé la neutralizacién

de la mezcla y se procedi6 a la sustitucion con el fac[[*®™Tc]Tc(CO)3(H20)3]*.

\

Q/ /\)J\OH CHSOH{NM
NH; poonre om0 coyl+, WC/EI?S N"N’c, NH o

13 (A%

—— e

Tc.

- [~

Ho X oc” | “co

Figura 123: Segunda estrategia para la obtencion de C1

HO L1-BOC

A fin de mejorar el rendimiento de la reaccidon fue necesario optimizar algunos
parametros mostrados en la Tabla 15. L1-BOC fue disuelto en metanol ya que

la disolucion fue completa, el disolvente esta disponible en el laboratorio y es
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facil de eliminar bajo atmosfera de nitrégeno si fuera necesario para algun tipo
de ensayo. La temperatura de reaccién se seleccion6 en base a la literatura
[35,36]. La desproteccion de L1-BOC se realizé variando la cantidad de TFA
utilizada, obteniendo el mejor resultado con 25 pL (43 eq). La masa de L1-BOC
seleccionada fue de 4mg, ya que el aumento de la misma no mejoré la PRQ. El
tiempo de la reaccion de sustitucion seleccionado fue de 30 min, ya que no hay

cambio significativo en la PRQ por aumento del tiempo.

Parametro a optimizar PRQ C1 (%)

Cantidad de TFA | 6 pL 80.1
25 L 81.3
Masa de L1-BOC | 1 mg 37.2

4 mg 60-80
8 mg 64.8
Tiempo de reaccién | 30 mina 75°C  97.2
60 mina 75°C  95.3

Tabla 15: Optimizacién de la marcacién con [**™Tc]Tc para obtener C1

A pesar de la optimizacion realizada la PRQ no mejoré. En todos los casos la
impureza obtenida fue el pertecneciato de sodio (Figura 124-A). Por lo tanto,
para realizar los estudios fisicoquimicos, de estabilidad, in vitro e in vivo fue
necesario purificar por HPLC de manera de obtener un complejo de PRQ mayor
al 90% (Figura 124-B). La Unica ventaja de este procedimiento fue la disminucién
de la cantidad de horas de trabajo en el laboratorio.
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Figura 124: A: perfil cromatografico obtenido para C1 con la segunda

estrategia, B: C1 purificado

La estructura propuesta para C1 se muestra en la Figura 125. Ccomo puede
verse el ligando derivado de estradiol posee un hidroxilo de acido carboxilico, un
nitrogeno aromatico del grupo 1,2,3-triazol y un nitrogeno alifatico de la amina
primaria que son grupos donores de electrones adecuados para la coordinacion
con el core tricarbonilico. Es posible afirmar este tipo de coordinacion ya que
existe numerosa bibliografia que lo avala [28,29,35,36].

CH,OH </\f\\l
...... "t - N

O

N"™ NH o
T / ‘‘‘‘‘‘‘‘
C

oc” | >co

HO

Figura 125: Estructura propuesta para C1

5.3.2 Sintesis del complejo de [[**Tc]Tc(V)=N L2] (C2)
5.3.2.1 Sintesis del core [[**™Tc]Tc(V)nitrido]

La sintesis del complejo 2 fue desarrollada por sustitucion de L2 con el precursor

conteniendo el core [*®°*™Tc]Tc(V)nitrido.

La preparacion del precursor se realizé en medio acuoso empleando SnCl2 como
reductor y dihidracida succinica (SDH= H2NNHCOCH2CH2CONHNH2) como
fuente de nitrdgeno. Se emplea dihidracida succinica debido a que tiene una muy
buena solubilidad en agua y una baja toxicidad. La reaccién se lleva a cabo a
temperatura ambiente y en 20 minutos de incubacion. La PRQ del precursor fue

controlada por cromatografia en papel y fue mayor al 90% en todos los casos.
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5.3.2.2 Sintesis de C2

C2 se obtuvo incubando L2 disuelto en metanol con el precursor previamente

sintetizado (Figura 126).

=N N=N

o o
OH —
s \ o £ =N o I Ho R
f ot N O 93mT¢( V)E==N, 65°C ‘«\“&/N s iH s N P
—_— ~
HN HN/<‘5>TC\‘S%NH
>=5
NaS HO OH

cz2

Figura 126: Sintesis de C2

Se optimizaron algunos pardmetros mostrados en la Tabla 16. La masa de L2
seleccionada fue de 3 mg y la temperatura de reaccion fue de 65°C ya que la

PRQ fue de 100% en estas condiciones.

Parametro a optimizar PRQ C2 (%)
Masa de L2 1 mg 54
3 mg 100
10 mg 100
Temperatura de 30 mina 75°C 100
reaccion 30 min a 65°C 100

Tabla 16: Optimizacion de la marcacién con [**™Tc]Tc para obtener C2

Se obtuvo una uUnica especie con una PRQ mayor al 90% y un tiempo de

retencién de 11.7 min (Figura 127).
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Figura 127: Perfil cromatografico obtenido para C2

25

La estructura propuesta para C2 se muestra en la Figura 128. El ligando posee

un grupo ditiocarbamato que proporciona dos atomos donadores de electrones

(C=S, C-S) para coordinar con el [*®"Tc]Tc, formandose un complejo simétrico

ya que los electrones del doble enlace C=S y el enlace C-S (ambos grupos del

ditiocarbamato) son equivalentes por deslocalizaciéon de los mismos. En los

complejos simétricos se completa la esfera de coordinacién del “core” con 2
moléculas del ligando bidentado (L2). [60,61,66].

HO

o) o]

N=N N=N Ho
cHP T on I HoO ! HsC
o XN s H| s N_ A
~_ 7

HN,,< ~rel >—NH

S S

Figura 128: Estructura propuesta para C2

OH

180



5.3.3 Sintesis del complejo de [[**™Tc]Tc(l1)NS3L3] (C3)
5.3.3.1 Sintesis del precursor [[*™Tc]Tc(lI)EDTA]

La sintesis del complejo de [**™Tc]Tc(Ill) 4+1 se realizd por sustitucion utilizando
[[*°™Tc]Tc(II)EDTA] como precursor. En este tipo de complejos el ligando actta
como monodentado y la esfera de coordinacion se utiliz6 un coligando

tetradentado, el 2-[Bis (2-mercaptoetil) amino] etanotiol (NS3).

La sintesis del precursor [*"Tc]Tc(lll)-EDTA se realiz6 en medio acuoso
utilizando SnCl2 como reductor. La reaccion es muy rapida y transcurre a
temperatura ambiente obteniendosé el compuesto de interés con una elevada
PRQ [49]. El control de la misma fue realizado por cromatografia en papel, de
acuerdo con lo descripto en la seccion 4.2.3.3.1, obteniendosé un valor superior

al 90% en todos los casos [49].

5.3.3.2 Sintesis del complejo 3 (C3)

C3 fue obtenido por reaccion de L3 y NSs disueltos en metanol con el precursor
[*°*"Tc]Tc-EDTA (Figura 129).

Q/ /W)LOH PmICEDTA, NS;
o e
HN 30 min a 75 °C -
HO
Ne

I3 H 3 l

Figura 129: Sintesis de C3

Se optimizaron algunos parametros, los que se muestran en la Tabla 17. Se varié
la masa de L3, seleccionandosé el valor de 1 mg, ya que se obtuvo una PRQ de
69% que permanecio invariable al aumentar la masa del ligando. También se
vario la masa de NSs, concluyéndose que la relacion molar ligando 1/coligando

3 generaba el producto con la PRQ mas alta, permaneciendo el valor incambiado
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al aumentar las masa de NSs. La temperatura y tiempo de reaccion fueron

seleccionadas debido a la experiencia previa del grupo [49].

Parametro a optimizar PRQ C2 (%) Observaciones
Masa de L3 20 mg 69% -
(2 mg de NS3) 1 mg 69% -
Relacion molar
0.3mg 29%
Masa de NS3 L3-NS3 1-1
(1 mg de L3) Relacion molar
0.5mg 32%
L3-NSs 1-1.5
Relacion molar
1mg 59%
L3-NS3 1-3
Relacion molar
4mg 58%
L3-NSs 1-10

Tabla 17: Optimizacién de la marcacién con [**™Tc]Tc para obtener C3

La sustitucion del precursor con L3 y NS3 da lugar a varias especies como se
muestra en el cromatograma de la Figura 130-A. La especie mayoritaria presento
un de tr=13.98 min y una PRQ de 69%. Para realizar los estudios posteriores se
purifico la especie de interés por HPLC obtenienddse el cromatograma de la
Figura 130-B.
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Figura 130: A-perfil cromatogréfico obtenido para C3, B-C3 purificado

La estructura propuesta para C3 se muestra en la Figura 131. El ligando L3

posee un isonitrilo como grupo donador de electrones, el cual ocupa una posicién

en la esfera de coordinacion, mientras que las 4 posiciones restantes son

ocupadas por un coligando el 2-[Bis (2-mercaptoetil) amino] etanotiol (NSs).

i

|

Tc—S

S

7

Figura 131: Estructura propuesta para C3

Los complejos [*MTc]Tc(lll) 4 +1 formados por un ligando tetradentado y un

isonitrilo monodentado presentan alta estabilidad debido al efecto quelato.
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Ademas, se facilita la introduccion de biomoléculas a través del ligando
monodentado. La opcion de funcionalizar el ligando monodentado simplifica las
estrategias sintéticas en relacion a funcionalizar una molécula polidentada.
Ademas, es posible modular las propiedades fisicoquimicas y por ende la
farmacocinética del complejo resultante modificando el coligando tetradentado.

Es destacable que la disposicion espacial de ligando monodentado y el coligando
tetradentado es tal que actda como blindaje estérico para el metal, evitando que
este interfiera en las propiedades biologicas del ligando [45-49].

5.4 Sintesis del trazador [*8F]F-FEET

El trazador de ["®F]F propuesto se obtuvo a través de una reaccion de Huisgen
incorporando en posicién 17 del estradiol un anillo triazdlico, que ne posicion 4
posee una cadena carbonada con el ["®F]F (Figura 132). Se decidio trabajar con
este ligando siguiendo la estrategia sintética previamente utilizada en la

preparacion de los ligandos para marcacién con [**MTc]Tc.

OH NxN
CH, = F
\
Ll \ N/\/

HO

Figura 132: Estructura del trazador de fluor propuesto ['8F]F-FEET

5.4.1 Sintesis del trazador [*®F]F-FEET partiendo de L6

El [*®F]F-FEET fue preparado a partir de L6 mediante sustitucién nucleofilica con
el [*®F]F. La misma se realiz6 en un médulo automatizado de sintesis Synthra
RNplus Research (Figura 133).
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Figura 133: Sintesis del [*®F]F-FEET partiendo de L6

Durante esta etapa se optimizd un sistema HPLC adecuado, descrito en la

seccidn 4.2.4.1 para determinar el tiempo de retencién y la PRQ del trazador de

interés, asi como los tiempos de retencién de L6 y el fluoruro.

La Figura 134-A muestra el perfil cromatogréafico de L6, observandose una Unica
especie de tr=11.1 min. El cromatograma del [°F]F-FEET (Figura 134-B)

muestra varias especies, siendo la principal la que aparece a un tr= 9.6 min. El

fluoruro, aparece como una Unica especie a tr=1.7 min (Figura 134-C).
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Figura 134: Perfiles cromatograficos de A-L6, B-[19F]F-FEET, C-Fluoruro

Las condiciones para la primera marcacién con [*®F]F realizada en forma

automatica fueron seleccionadas tomando como base la experiencia previa del
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grupo en este tipo de marcaciones [81]. Para ello, se utilizaron 5mg del ligando,
CHsCN anhidro como disolvente, 15 mg de Kriptofix y 3.5 mg de carbonato de
potasio y un tiempo de 30 min de reaccion a 100°C (A=376 mCi). La solucién
obtenida tenia un color marrén, y el analisis cromatografico de la misma mostré
la presencia de fluoruro como Unica especie radiactiva mientras que el
cromatograma UV evidencio la presencia de varias especies, por lo que se
asumio que L6 se descompuso. Por este motivo se realizaron diferentes pruebas
de estabilidad del ligando (Tabla 18) a fin de establecer condiciones donde el
ligando no sufriera descomposicion. Se encontré que, al disminuir la masa de

carbonato de potasio a 1 mg, L6 no se descomponia.

Las marcaciones realizadas en estas condiciones (1-4) se resumen en la Tabla
15. En todos los casos se utilizé 1mg de L6, 15mg de Kriptofix y 1mg de K2CO3

mientras que se variaron los disolventes, asi como los tiempos y temperaturas

de reaccion.

L6 - Tiempo/ Actividad  Rendimiento
n=1 disolvente Temperatura (mCi) (%)
Marcacion 1 | 1 mg-DMSO 30 min/50°C 280 1.6
Marcacion 2 | 1mg- DMSO 20 min/80°C 341 15
Marcacion 3 | 1mg- THF 20 min/60°C 228 0.2
Marcacion 4 | 1mg-DMSO 2 min/150°C 533 1.4

Tabla 18: Condiciones de marcacion de L6 con [*8F]F

En las marcaciones (1-4) el rendimiento de la especie de interés fue muy bajo,
obteniéndose una gran cantidad de fluoruro. En la Figura 135-A se muestra el
perfil gamma obtenido para la marcacion 1, en el cual se observa una gran
cantidad de fluoruro y una especie con tiempo de retencion de 9.9 min que
corresponde al [*F]F-FEET. Ademas, aparece una especie con tr= 5.7 min que
se repite en todas las marcaciones realizadas y es una impureza de identidad
desconocida. En el perfil cromatografico UV a 280 nm de esta marcacion (Figura
135-B) se puede observar la descomposicion de L6, ya que aparecen varias

especies, coincidiendo solo una de ellas con el tiempo de retencién del ligando.

186



mv mAl

Detector UV AD3 |
— [¥F]F ‘

400

10,367 /

~
5
<

A’

300 ‘

Detector 7

SPD-20A 280n

P
oAl

s 50 75 100 125 150 175 200 g 2% 50 - 00 P a0

min

tr(min) Area(%) tr(min) Area(%) tr(min) Area(%)

1.437 93.215 5.721 5.169 9.937 1.616 9.797 20.054 10.367 48593 11.076

‘ |
100+ ‘ | E ]‘ 5 " |'\I |! M‘MWLL\»__F__ .
o L'"'L )L[L'M X J LJ \ L/)J

tr(min) Area(%) tr(min) Area(%) tr(min) Area(%)

31.354

Figura 135: Perfiles cromatogréficos de la marcacién

En virtud de los bajos rendimientos obtenidos se decidié utilizar una nueva

estrategia para obtener el trazador [*8F]F-FEET.

5.4.2 Sintesis del trazador [®F]F-FEET partiendo de M

La cicloadicién de Huisgen y otras reacciones de la llamada “quimica click” estan
recibiendo un interés creciente en el campo de la Radiofarmacia como nuevas
estrategias para obtener moléculas bioldgicamente activas radiomarcadas, en
particular con [*8F]F. Las condiciones de marcacion convencionales con ['8F]F
son relativamente duras, por lo que no son adecuadas para la marcacion de
biomoléculas labiles. Para superar este conflicto, varios grupos plantean
incorporar el [*®F]F a una molécula pequefia que posteriormente se unira a
biomoléculas en condiciones mas suaves [133, 145-149]. Esta estrategia fue
utilizada para superar el problema de descomposicién de L6.

5.4.2.1 Sintesis del [*®F]F-PRE-FEET

La estrategia planteada para obtener el [1®F]F-PRE-FEET (Figura 136) parte de
un intermediario de reaccion, el 2-azidoetil 4-metilbencensulfonato (M) que
posee un grupo azida para llevar a cabo la reaccion de Huisgen e incorporar la

biomolécula (Figura 136).
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Figura 136: Estructura de el 2-azidoetil 4-metilbencenoesulfonato (M)

La fluoracion de M genera el [*®F]F-PRE-FEET por sustitucion del grupo tosilo
por [*8F]F (Figura 137-A). El sistema cromatografico utilizado para determinar el
tr de M y la PRQ del [*®F]F-PRE-FEET es el optimizado en la sesion 5.4.1. El
perfil cromatografico (UV a 280nm) de M muestra una Unica especie de tr=11.1
min (Figura 137-B).
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Figura 137: A- sintesis del [\®F]F-PRE-FEET partiendo de M, B- perfil

cromatografico de M

Las marcaciones con [*8F]F se realizaron en el médulo automatizado de sintesis

Synthra RNplus Research bajo condiciones seleccionadas basandose en
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bibliografia y en la experiencia previa del grupo [69,75,81]. Las marcaciones se
realizaron a 90 °C por 20 minutos, usando 3.5 mg de Kryptofix y 3.5 mg de
K2COs. La actividad de los marcados vario entre 50 y 150 mCi. La masa de M
requerida para lograr un rendimiento mayor al 90% fue de 2 mg (Tabla 19) ya
que al disminuir la masa de M a 1mg el rendimiento disminuye

considerablemente.

M- disolvente Rendimiento (%)
Marcacién 1 (n>5) ‘ 2 mg-CHsCN > 90%
Marcacion 2 (n=2) ‘ 1 mg- CHsCN 68.8%

Tabla 19: Condiciones de marcaciéon de M con [*8F]F.

En la Figura 138 se muestra el perfil cromatografico obtenido en las marcaciones
con [*8F]F utilizando 1mg de M (Figura 138-A) y 2 mg de M (Figura 138-B). Como
puede apreciarse el cromatograma B muestra una Unica especie de tiempo de
retencién 9.9 min correspondiente al [*®F]F-PRE-FEET.

mV
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- O
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200 N
100 tr{min) Area(%)
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Figura 138: perfil cromatgréafico obtenido en las marcaciones con ['8F]F
utilizando A-1mg de M, B-2mg de M
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5.4.2.2 Sintesis manual del [*F]F-FEET — Reaccién de Huisgen in situ

Una vez obtenido el precursor fluorado ['®F]F-PRE-FEET con adecuado
rendimiento (>90%) se acopld6 el etinilestradiol para obtener el radiotrazador de

interés (Figura 139)

OH
HC = o QM NN .
©5b AN
F HO
N3/\/ >
HO
['*F]F-PRE-FEET ["*F]F-FEET

Figura 139: Sintesis del [F]F-FEET partiendo de [18F]F-PRE-FEET

Este acoplamiento se realizé utilizando las condiciones descritas en la seccion
5.3.1.2, incubando el etinilestradiol en exceso con el precursor fluorado durante
una hora a 75°C y utlizando Cu (I) como catalizador (Tabla 20). El
acomplamiento no se produjo, ya que el perfil cromatografico muestra una

especie mayoritaria correspondiente al precursor fluorado. (Figura 140).

n=1 eq Condiciones
18F-PRE-FEET 1
Etinilestradiol (sol. 1x10-2M) 1.6 1 horaa
Ascorbato de sodio (sol. 1x10-2M) 0.3 75°C
Acetato de cobre (sol. 1x10-2M) 0.6

Tabla 20: primeras condiciones de Click Chemistry in situ

my/

5 Detector ¥ AD1
s ___. F
NG /\/
. N3
250
| tr(min) Area(%)
2.665 7.187
R g % 7.001 90.330
18 -
4 g——-&[ F]F $ 8.369 2.484
0 o A
S
0.0 2.5 50 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0

min

Figura 140: Perfil cromatografico obtenido para la primera reaccién de Huisgen

in situ ensayada
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Este resultado negativo puede deberse a que la reaccion de Huisgen es lenta y
requiere muchas horas para completarse. Esto es un inconveniente importante
en el caso de radionucleidos de corto periodo de semidesintegracion como el
[18F]F [150].

Una alternativa para el uso de la reaccion de Huisgen en la sintesis de productos
marcados con [*®F]F puede ser lo descrito por Marik et al. [133] en 2006 en la
obtencién [*8F]F-Fluoropéptidos. Para ello una serie de [*®F]F-fluoroalquinos se
hicieron reaccionar con péptidos que contenian un grupo azida agregando Cu(l)
bajo la forma de Cul como catalizador y acido ascorbico para evitar la oxidacion
del mismo por el oxigeno atmosférico, en vez de generarlo por reduccién de
CuSOs4. Asimismo, es importante utilizar una base nitrogenada como N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) para facilitar la desprotonacién del hidrégeno
terminal del alquino que ocurre durante el segundo paso de la reaccion. Cuando
se utiliza Cu (ll) la reaccion se da en un medio acuoso siendo el agua quien
favorece la desprotonacion. Ademas, es necesario utilizar un exceso importante

de catalizador en comparacién con una reaccion convencional [133, 145-149].

En la Tabla 21 se muestran las condiciones de reaccion ensayadas segun
Hausner et al. [146], Marik et al. [133] y Evans et al. [149]. En todas ellas se us6
Cu (I) como catalizador bajo la forma de Cul y DIPEA como base. Los parametros
gue se variaron fueron la masa de los reactivos, los tiempos y las temperaturas

de reaccion.

Aplicando este concepto y utilizando una relacion molar 10:1 de etinilestradiol/
[8F]F-PRE-FEET, 3:1 de catalizador y un exceso importante de ascorbato de
sodio y de base, 15 min de reaccién a temperatura ambiente se obtuvo la especie
de interés con un rendimiento de 31% (Tabla 21-condicion n° 1). Aumentando el
tiempo de reaccion sin variar la temperatura se aumento el rendimiento hasta un
95% (Tabla 21-condicién n° 2 y 3). En las condiciones ensayadas se observo la
presencia de un precipitado, lo cual no seria compatible con el desarrollo del
trazador en una plataforma automatizada de sintesis, ya que las soluciones se
transfieren mediante tubuladuras de pequefio calibre obturandose por la
presencia de precipitados. La busqueda de condiciones que permitan trabajar en

forma totalmente automatizada permitiria la sintesis con mayores niveles de
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actividad de una forma mas segura para el operario. Es asi que se decidi6
disminuir la masa de etinilestradiol, por ser el reactivo mas insoluble y aumentar
la temperatura de reaccion para favorecer la disolucion de este, utilizando una
relacion molar 5:1 de etinilestradiol/ compuesto fluorado y manteniendo igual el
resto de los reactivos. En estas condiciones (15 minutos a 80°C) se obtuvo un
rendimiento de 69% (Tabla 21-condicion n°® 4), mientras que al aumentar el
tiempo a 30 min el rendimiento llegé al 94% (Tabla 21-condicion n° 5).
Nuevamente se observé la presencia de un precipitado. Por este motivo se
realizé la reaccién utilizando 0.03 eq del producto fluorado, 1 equivalente de
etinilestradiol y de Cu (I) y ademas se disminuy6 la masa de ascorbato de sodio
y de base utilizada y se incub6 por un tiempo de 30 min a temperatura ambiente,
obteniendose un rendimiento de 85% (Tabla 21-condicion n° 6). Debido a que
continuaba existiendo un precipitado, se variaron las condiciones, pero esta vez
utilizando un exceso importante de etinilestradiol y menos cantidad de
catalizador, de base y de ascorbato, obteniéndose luego de los 20 minutos a 60°
un rendimiento de 4% (Tabla 21-condicion n° 7 y 8) [133,146,149].

o
(nn:1) eq Condiciones Rendimiento (%)
[*8F]F-PRE-FEET 0.1
Etinilestradiol 1 10minaT
1 | Ascorbato de sodio 31 . 31.1
ambiente
Cul 3
DIPEA 31
[®F]F-PRE-FEET 0.1
Etinilestradiol 1 45 mina T
2 | Ascorbato de sodio 31 . 81.2
ambiente
Cul 3
DIPEA 31
[*8F]F-PRE-FEET 0.1
Etinilestradiol 1 65 mina T
3 | Ascorbato de sodio 31 . 98.7
ambiente
Cul 3
DIPEA 31
[®F]F-PRE-FEET 0.1
Etinilestradiol 0.5
4 | Ascorbato de sodio 31 15 min a 80°C 69.3
Cul 3
DIPEA 31
[*8F]F-PRE-FEET 0.1
Etinilestradiol 0.5
5 | Ascorbato de sodio 31 30 min a 80°C 94.0
Cul 3
DIPEA 31
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[*F]F-PRE-FEET

Etinilestradiol
Ascorbato de sodio
Cul

DIPEA
[®F]F-PRE-FEET
Etinilestradiol
(solucién 1x 102M)
DIPEA (sol. 1x 10
ZM)

Cul (sol. 1x 102M)
[®F]-PRE-FEET
Etinilestradiol (sol.
1x 102M)

DIPEA (sol. 1x 10
ZM)

Cul (sol. 1x 102M)

20 min a 60°C

3.6

1.2
1
1.6

30 min a 60°C

3.6

1.2

30minaT

ambiente

84.8

4.2

3.9

Tabla 21: condiciones de reaccion de Huisgen in situ ensayadas empleando

Cul

En la Figura 141 se muestra el perfil cromatografico obtenido en las reacciones

de Huisgen “in situ” que utilizan Cul. En el mismo puede observarse la presencia

de una especie mayoritaria a los 10.3 min que corresponde al [*8F]F-FEET y una

impureza a los 6.9 min que corresponde al reactivo de partida.
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g @ o
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)l 10.280  69.306
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Figura 141: Perfil cromatografico obtenido para las reacciones de Huisgen

ensayadas que utilizan Cul

Si bien las reacciones in situ permitian obtener el trazador de interés con un buen

rendimiento, no fue posible obtener una reaccion sin precipitado, por lo que se

decidié utilizar reactivos mas solubles, en concordancia con lo reportado por

Glaser et al. [147] quien utiliza Cu(ll) bajo la forma de CuSOa.
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En este caso se utilizé metanol para disolver el etinilestradiol y una temperatura
de 80°C, se vari6 la masa de los reactivos y los tiempos de reaccion (Tabla 22).
Inicialmente se utilizé una relacion molar 6:1 entre el etinilestradiol y el
compuesto fluorado, 9 eq de CuSOsy 30 eq de ascorbato de sodio, se dejo
reaccionar 15 min a 80°C obteniendo un rendimiento de 6% (Tabla 22-condicién
n° 1). Aumentando los equivalentes de CuSOa4 y de ascorbato de sodio a 30 y
300 respectivamente y dejando fija la masa de etinilestradiol y del compuesto
fluorado el rendimiento es de 55 % (Tabla 22-condicién n° 2). Al aumentar el
tiempo a 30 minutos el rendimiento aumenta considerablemente hasta 85%
(Tabla 22-condicion n® 3). Esta ultima condicidon presentaba un precipitado,
aungque de menor magnitud que con la estrategia sintética anterior. Al bajar la
cantidad de etinilestradiol variando los equivalentes de catalizador y reductor se
lograron condiciones de reaccion sin presencia de precipitado. EI mejor
rendimiento se obtuvo al utilizar el doble de equivalentes de etinilestradiol en
relacion al compuesto fluorado, 30 equivalentes de CuSO4, 100 equivalentes de
ascorbato de sodio, 30 minutos a 80°C. El rendimiento obtenido bajo estas
condiciones es de 41% (Tabla 22-condicion n°9) (Figura 142).

n° eq Tiempo (min) Rendimiento (%)
(n=1)

[*®F]F-PRE-FEET
Etinilestradiol 6

1 15 5.7
CuS0,(0.45M) 9
Ascorbato de sodio (1.5M) 30
[**F]F-PRE-FEET 1
Etinilestradiol 6

2 15 54.8
CuSO04 (0.45M) 30
Ascorbato de sodio (1.5M) 300
[*®F]F-PRE-FEET 1
Etinilestradiol 6

3 30 84.8
CuSO04 (0.45M) 30
Ascorbato de sodio (1.5M) 300
[*®F]F-PRE-FEET 1

4 | Etinilestradiol 2 15 35.3
CuSO04 (0.45M) 30
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Ascorbato de sodio (1.5M) 300
[*®F]F-PRE-FEET 1
Etinilestradiol 2
5 30 73.0
CuS0, (0.45M) 30
Ascorbato de sodio (1.5M) 300
[*®F]F-PRE-FEET 1
Etinilestradiol 2
6 15 3.8
CuS0, (0.45M) 30
Ascorbato de sodio (1.5M) 30
[*®F]F-PRE-FEET
Etinilestradiol 2
30 6.2
7 | CuSO4 (0.45M) 30
Ascorbato de sodio (1.5M) 30
n° eq Tiempo Rendimiento (%)
(n=1) (min)
[*®F]F-PRE-FEET 1
Etinilestradiol 2
8 15 15.2
CuSO04 (0.45M) 30
Ascorbato de sodio (1.5M) 100
[*®F]F-PRE-FEET 1
9 | Etinilestradiol 2
30 41.2
CuS0, (0.45M) 30
Ascorbato de sodio (1.5M) 100
[*®F]F-PRE-FEET 1
Etinilestradiol 2
10 15 20.1
CuS0, (0.45M) 30
Ascorbato de sodio (1.5M) 50
[*®F]F-PRE-FEET
Etinilestradiol 2
11 30 41.7
CuSO04 (0.45M) 30
Ascorbato de sodio (1.5M) 50

Tabla 22: Condiciones de reaccion de Huisgen in situ ensayadas emplenado

CuSOs4
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En la Figura 142 se muestra el perfil cromatografico obtenido (Tabla 22-condicion
n°9). Se observa presencia de una especie mayoritaria a los 10.3 min que
corresponde al [*F]F-FEET, una impureza a los 6.7 min que corresponde al
reactivo de partida el [*®F]F-PRE-FEET vy fluoruro a los 2.6 min. La purificacion
del producto de interés se realizdé por extraccion en fase sélida mediante un
cartucho Sep-Pak® C18 Plus light obteniendo una Unica especie de PRQ>90%

y tiempo de retencién de 10.3 min.
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Figura 142: Perfil cromatografico obtenido para la reaccion n® 9

5.4.2.3 Sintesis del [*F]F-FEET —en el médulo automatizado de sintesis

El trazador [*®F]F-FEET fue sintetizado posteriormente en el médulo Synthra
RNplus Research. Como se muestra en la Figura 143-A, la sintesis parte de M y
el grupo tosilo se sustituye por el flior radiactivo en el reactor 1 del modulo
obteniendo el [*®F]F-PRE-FEET. La solucién del reactor 1 se transfiere al reactor
2 donde se produce la reaccién de Huisgen para obtener el [F]F-FEET. La
purificacion final se realizd por extraccion en fase sélida mediante un cartucho
Sep-Pak® C18 Plus light. El sistema de HPLC utilizado para el control de la PRQ
fue el optimizado en la seccion 5.4.1. La Figura 143-B muestra el perfil
cromatografico obtenido, en el mismo puede observarse una Unica especie de
tiempo de retencion 10.3 min y PRQ de 100% correspondiente al trazador de

interés.
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Figura 143: A-sintesis del [*8F]F-FEET en modulo automatizado, B- perfil

cromatografico

5.5 Caracterizacion fisicoquimicos de los trazadores

5.5.1 Estabilidad en el medio de reaccion

La estabilidad en medio de reaccion de los radiotrazadores desarrollados se
evalué determinando la variaciéon de la PRQ mediante el sistema HPLC
optimizado hasta 4 horas luego del marcado. La PRQ fue mayor al 95% con

respecto al valor inicial en todos los casos durante todo el periodo evaluado.

5.5.2 Estabilidad en plasma

La misma se estudia a fin de predecir la estabilidad de los trazadores
desarrollados frente a un medio fuertemente competitivo como es el biologico. El
meétodo implica la incubacion de la muestra con un pool de plasma humano a 37
°C y el control de la PRQ a diferentes tiempos utilizando el sistema de HPLC

optimizado para cada trazador. Para esto, es necesario precipitar las proteinas
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plasmaticas y por lo tanto, solamente se determina la estabilidad de la fraccion

libre del complejo.

Todos los trazadores evaluados resultaron ser estables (PRQ mayor a 95% con

respecto al valor inicial) en plasma hasta las 4 horas de estudio.

5.5.3 Lipofilicidad

Se determind la lipofilicidad para todos los trazadores en estudio (Tabla 23) a

través del coeficiente de particion entre un buffer fosfato 0.1M pH= 7,4 y octanol.

Lipofilicidad (Log P)

(n=2-3)

C1 1,3+0,1

Cc2 0.8+0,1

C3 0,5+0,1
[18F]F-FEET 1.8+0,1

Tabla 23: Valores de lipofilicidad de los trazadores en estudio

La lipofilicidad es un pardmetro muy importante en un radiofarmaco ya que la
misma condiciona muchos parametros de interés biolégico. Los trazadores en
estudio no poseen un transportador que les permita atravesar la membrana
celular, por lo que su llegada al citoplasma se produciria mediante difusion pasiva
a través de la membrana. Para ello, el trazador debe tener una lipofilia adecuada

de modo de favorecer ese pasaje, la cual esta determinado por la ley de Fick:
dQ/dt = -D.A.K/h (Ci — Ce)

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

interior, Ce: exterior).

Por otra parte, la lipofilia no debe ser excesivamente alta, porque en ese caso el
trazador tendria una baja eliminacion renal y una alta eliminacion hepatobiliar.
Ademas, presentara una lenta depuracién de los tejidos no blanco. Por estos

motivos los valores de logP entre -0.5y 2 a pH = 7.4 se consideran 6ptimos para
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un buen pasaje a través de una membrana bioldégica y una adecuada
biodistribucién [151,152].

Todos los trazadores en estudio son lipofilicos y neutros, en concordancia con
las estructuras propuestas. Asimismo, los valores de lipofilicidad obtenidos
(Tabla 23) se encuentran en el rango adecuado para la penetracion de
membranas bioldgicas, lo cual en este caso es de gran importancia ya que el RE

se encuentra en el nucleo celular.

C1 es un complejo de [*®*™Tc]Tc(l) tricarbonilico siendo uno de los complejos mas
lipofilicos desarrollados durante la presente tesis doctoral. Este trazador posee
en su estructura los anillos derivados de estradiol y ademas un anillo 1,2,3- triazol

gue podria estar incidiendo en este resultado.

C2 es un complejo [**™Tc]Tc(V)=N simétrico que posee tanto dos moléculas de
estradiol como dos anillos triazélicos por centro metalico, por tanto, se espera
una lipofilicidad elevada. Sin embargo, C2 posee una lipofilicidad bastante baja
en comparacion con el resto de los trazadores desarrollados lo cual puede
atribuirse a que posee dos grupos &cidos carboxilico, ionizables al pH del
estudio.

C3 exhibid la lipofilia mas baja, lo que concuerda con la bibliografia [41, 43, 45-
49] que indica que la preparacion de complejos de [*°™Tc]Tc(lll) 4+1 podria ser
una buena estrategia para reducir la lipofilia global. Ademas, al igual que C2, C3
posee un grupo acido carboxilico, ionizable al pH del estudio, que debe incidir en

esta propiedad.

La influencia del anillo trazélico en la lipofilicidad del complejo resultante ha sido
observada en otros estudios con ligandos sintetizados a través de la reaccion de
Huisgen. Por ejemplo, en el trabajo de Fernandez et al. [36] de nuestro grupo,
se observa este fendbmeno, complejo 1 (LogP=-0.44) y 2 (LogP=-0.75) (Figura
144). [36,153].
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Figura 144: Influencia del anillo triazolico en la lipofilicidad de un complejo
[36,153]

En el caso de los complejos [*°*™Tc]Tc(lll) 4+1 es posible modular la lipofilicidad
modificando el coligando. Como ejemplo en la Figura 145 se muestran dos
complejos de este tipo desarrollados por nuestro grupo de trabajo, donde se
afiadieron grupos acidos carboxilicos al coligando NSs. Como puede observarse
la lipofilicidad se ve disminuida en comparacion a C3, disminuyendo muy
abruptamente [81].

C3 Log P: 0.520.1 Log P: -2.0540.20 Log P:-0,22:0,01
Tesis de Maestria Pia Pereira

Figura 145: Complejos de [**™Tc]Tc(lll) 4+1 desarrollados por el grupo
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El trazador [*8F]F-FEET es el que posee mayor lipofilia. EI mismo posee los
anillos derivados de estradiol, un triazol y una cadena carbonada en su estructura

gue podrian estar influyendo en esta propiedad.

No obstante, en todos los casos la lipofilicidad de los trazadores en estudio es

mucho menor que la del estradiol natural [154].

5.5.4 Union a proteinas plasmaticas

La unién a proteinas plasmaticas (UPP) se determiné por cromatografia de
exclusion molecular. La UPP es un parametro muy importante que determina la
farmacocinética del potencial radiofarmaco. En general la depuracion sanguinea
es generalmente mas lenta para aquellos compuestos que presentan elevada
UPP. Si el trazador presenta un valor elevado de UPP, no se encontrara
disponible para permear hacia las células y tendra una lenta depuracion
sanguinea [155].

En la Tabla 24 se muestra la UPP de los trazadores en estudio. Estos valores
corresponden a la media de todos los datos experimentales, ya que la unién a

las proteinas no varié significativamente con el tiempo.

UPP (%) (n=2-3)

Cc1 33+11
C2 41+9
C3 46 + 6
[18F]F-FEET 58 + 7

Tabla 24: Valores de unién a proteinas plasmaticas de los trazadores en

estudio

Es importante considerar que la union a proteinas puede deberse a dos factores.
Por un lado, la estructura y propiedades biolégicas del ligando pueden generar
elevada afinidad por las proteinas plasmaticas, como es el caso de muchos
farmacos y algunas sustancias enddégenas como lipidos, vitaminas y hormonas

transportadas fisiolégicamente por las proteinas plasmaticas. Este es el caso del
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estradiol y las hormonas relacionadas se unen a la globulina fijadora de
testosterona estradiol (Te-BG) y a la albimina en mas del 90% [155-158]. Por
otra parte, una alta union a proteinas puede deberse a una baja estabilidad del
complejo, lo cual lleva a una transquelacién del metal. Esto significa que el
ligando es desplazado por grupos donadores de electrones de las proteinas

guedando el radionucleido unido a ellas.

Los trazadores en estudio poseen una UPP alta, pero significativamente menor
que la biomolécula de partida, el etinilestradiol que posee una UPP de 98,3 £ 0,6
segun la bibliografia [159].

5.6 Evaluacién in vitro

Los cultivos celulares son modelos caracterizados y homogéneos que permiten
realizar una evaluacion primaria del comportamiento del radiofarmaco a nivel
celular y molecular. Una de las principales ventajas del cultivo celular es que
puede controlarse el entorno fisicoquimico (pH, temperatura, CO2, etc). Ademas,
es posible contar con un cultivo homogéneo a lo largo del tiempo. Por otro lado,
los cultivos pueden someterse a cantidades mas bajas de los productos a
ensayar en comparacion con los ensayos in vivo donde el 90% de la muestra se
pierde por excrecion y distribucion a tejidos distintos al tejido blanco de estudio,
sumado a que se evita el trabajo con animales de experimentacién con todas las
consideraciones eticas que ello implica. Las principales desventajas del cultivo
celular es que habra diferencia con los estudios in vivo, ya que los cultivos
celulares derivan de la disociacion de células de una geometria tridimensional y
Su propagacion sobre un sustrato bidimensional, perdiendo algunas
interacciones y caracteristicas de la histologia del tejido. Asimismo, se necesita
personal altamente capacitado y se requiere una observacién exhaustiva de las
caracteristicas de la linea celular para detectar posibles cambios en la misma.
El cultivo celular es una herramienta que permite un tamizaje inicial de nuevos
trazadores destinados a un tejido blanco en particular sin la presencia de las
barreras biol6gicas que se encuentran in vivo de modo de seleccionar los

mejores candidatos para posteriores estudios [160].
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La linea MCF-7 (ATCC® HTB-22TM) fue aislada por primera vez en 1970 del
tejido epitelial mamario de una mujer caucasica. El nombre MCF deriva de
Michigan Cancer Foundation, lugar en donde se desarrollo la linea celular y se
agrega el numero siete debido a que fue la séptima linea celular desarrollada por
el investigador Herbert D. Soule. La popularidad de la linea celular MCF-7 para
las investigaciones en cancer de mama refleja su fidelidad en muchos aspectos
clinicos de esta enfermedad, en particular en el cancer de mama RE+. Una de
las contribuciones mas importantes de la linea celular MCF-7 ha sido en el
estudio del REa, ya que es una de las pocas lineas en expresar niveles
sustanciales del mismo, imitando a la mayoria de los canceres de mama
invasivos [160-162].

El primer ensayo que se realiz6 fue el estudio de union de los diferentes
trazadores a las células variando la actividad del trazador (10 pCi, 20uCi, 50uCi,
80uCi, 100uCi). Este ensayo se realiza para seleccionar la actividad con la que
cada trazador obtiene el % de unidon mas alto. Se espera que a medida que se
aumenta la actividad el % de unidon aumente hasta hacerse constante. Este
fendbmeno se debe a que el trazador va aumentando la ocupacién de los
receptores disponibles hasta que todos ellos se encuentren ocupados, momento
a partir del cual el valor de la unién se hace constante. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 25. Como puede observarse, en algunos casos el % de
unién aumenta y luego disminuye (C2, [*®F]F-FEET) y en otros casos al
aumentar la actividad del complejo disminuye el % de uniéon (C1 y C3). Esto
puede deberse a que al aumentar la actividad del trazador exista un aumento del
namero de interacciones inespecificas y esta actividad se pierda durante los
lavados quedando en la fraccion libre. El grupo de Bigott-Hennkens et al. [163]
sugiere que las concentraciones de radioligando deben mantenerse bajas para
maximizar la precision y exactitud de los estudios. Es asi que para cada trazador
se selecciond la actividad mas baja posible para continuar con los siguientes

ensayos.
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Cl (%) (n=3) C2(%)(n=3) C3(%)(n=3) [1BF]F-FEET (%)(n=3)

10 pCi 19+0.2 47+1.1 3.2+0.2 1.0+£0.2
20 pCi 1.4+0.6 6.1+1.3 21+0.2 1.3+04
50 pCi 1.8+0.3 2.1+£0.7 1.3+0.2 1.3+0.2
80 pCi 1.2+0.3 - - -
100 pCi - 1.8+0.7 16+0.1 1.0+£0.2

Tabla 25: Ensayo de union variando la actividad del trazador

El segundo ensayo realizado fue el estudio de la variacion en el porcentaje de
union de los trazadores en funcion del tiempo de incubacién. Para los trazadores
de [*¥™Tc]Tc se evalué la variacion del % de unién a una hora, 2 horas y 4 horas
de incubacion, mientras que para el trazador de [*®F]F se hiz6 los 30 min, una

hora y 2 horas de incubacion.

Cl(%)(n=3) C2(%)(n=3) C3(%)(n=3) [BF]F-FEET (%)(n=3)

30 min - - - 0.60 £ 0.04

1 hora 1.8+0.3 6.0+1.3 33+13 06+0.1
2 horas 20%+0.2 6.8+0.5 3.8+0.2 1.0+£0.5
4 horas 22+0.2 7.8%+23 43+0.3 -

Tabla 26: Ensayo de union variando el tiempo de incubacion

Como muestra la Tabla 26 el % de union no varid significativamente con el
tiempo. El promedio de los resultados obtenidos para cada trazador se muestra
en la Tabla 27.

% de union (n=4)

C1 2.0+0.2
c2 6.7+0.8
C3 3.7+05
[8F]F-FEET 0.8+0.2

Tabla 27: % de Union de los trazadores a células MCF-7

A fin de estudiar la especificaidad de la union de los trazadores al receptor se
realizd el ensayo de competencia. Para ello, se incubaron las células MCF-7
dejando fija la actividad del trazador y variando la concentracion del ligando no
radiactivo. Se espera que al aumentar la cantidad del agente bloqueante el % de

unién disminuya hasta hacerse constante. Este ensayo se realiz6 solo para C1,
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C2y C3, ya que el [*®F]F-FEET no mostrd union significativa a las células MCF-
7.

Es preciso sefalar que para los primeros ensayos de competencia realizados se
intento utilizar etinilestradiol como ligando competitivo por ser su estructura muy
similar al estradiol natural. Sin embargo, esto fue imposible en la practica debido
a la escasa solubilidad de este. EI mismo problema se encontré con otros
derivados del estradiol como el benzoato de estradiol, motivo por el cual se
decidio utilizar como agente competitivo el propio ligando correspondiente a cada
trazador en una relacion 50:1 con el utilizado en la marcacion. En la Tabla 28 se

muestran los resultados obtenidos para el ensayo de competencia.

L* Cl (%) (n=3) C2 (%)(n=3) C3 (%)(n=3)
0 ‘ 2.0+0.2 6.7 +0.8 3.3+0.3

x50 ‘ 1.8+0.4 2.0+0.3 22+0.2

*Cantidad de ligando expresado como mililtiplo de la cantidad de ligando frio en un
marcado convencional

Tabla 28: Estudio de competencia

En el caso de C1 el % de unién no disminuye significativamente al realizar el
estudio, lo cual indica que C1 no tiene una interaccion especifica con el receptor
involucrado. C2 es el complejo que presenta el mayor porcentaje de unién
especifica con el RE ya que se observa un 70 % de disminucion de la unién.

Asimismo, en el caso de C3 el % de unién disminuye un 33%.

Para conocer la cantidad del trazador unido a receptor liberado fuera de las
células en funcion del tiempo se realizé el ensayo de eflujo. El % de eflujo se
define entonces como la cantidad de actividad originalmente unida a las células
qgue se libera y se recupera en el sobrenadante [106]. Los tiempos analizados

fueron de 1 hora, 2 horas y 4 horas para los trazadores de [**™Tc]Tc.

Cl(%)(n=3) C2(%)(n=3) C3 (%)(n=3)

1 hora ‘ 56.1+4.8 26.7+2.3 63.2+0.2
2 horas ‘ 57.2+5.6 485+ 4.8 61.8+0.7

4 horas ‘ 55.6 + 3.4 62.6 + 2.3 63.5+0.5
Tabla 29: % de eflujo en células MCF-7 para cada trazador
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Como se muestra en la Tabla 29, el 56% de la actividad inicialmente unida de
C1 se libera y este % permenece incambiado con el aumento del tiempo. En
cambio, C2 solo libero el 26.7% de la actividad retenida a la hora. En este caso,
el % de eflujo si varia con el tiempo llegando al 63% a las 4 horas de incubacion.
C3 es el trazador que tiene el mayor % de eflujo, solo un 37% de la actividad

incubada queda retenida en las células.

Dado que C2 es el trazador que presentd los mejores resultados en cultivo
celular se realiz6 adicionalmente un etsudio de internalizacion. En la Figura 146
se muestran los resultados obtenidos para este ensayo. Como puede verse, a
los 30 minutos de incubacion C2 se internaliza en un 84% valor que aumenta
hasta 94% a los 60 minutos. Sin embargo, posteriormente parte de lo
internalizado se vuelve a externalizar resultado coincidente con el estudio de

eflujo.

Este estudio confirma que C2 atraviesa la membrana plasmatica llegando al sitio
blanco, mientras que el estudio de competencia sugiere que la union al RE es

especifica.

120.0

100.0

20.0

0.0

30 min 60 min 120 min

B % unido a membrana % internalizado

Figura 146: Resultados estudio de internalizacion para C2
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Para validar el procedimiento experimental se realiz6 el ensayo de uniéon en
idénticas condiciones utilizando estradiol tritiado comercial (Estradiol [6,7-
3H(N)]), ya que el estradiol es el ligando natural del RE y en consecuencia su
captacion por las células de cancer de mama se considera como referencia. El
% de union obtenido fue de (6.6 £ 1.4) % [164]. Por otro lado, en el marco de la
tesis de Maestria de la Q.F.Ma. Pia Pereira [81] se optimizé la produccion y se
realizaron estudios in vitro del [*®F]F-FES (16a-[*®F] fluoro-17p-estradiol — 8F-
fluoroestradiol) en idénticas condiciones que en esta tesis doctoral. El [*®F]F-
FES, radiofdrmaco de referencia en la actualidad para Imagenologia molecular
en RE, presento un % de unién en células MCF-7 de (6.3 + 1.3) %.

Como muestra la Figura 147 C1 posee una baja unién en células MCF-7 en
comparacion con la molécula natural que llega a los receptores de estrogenos y
con el [*®F]F-FES. Este trazador posee un anillo triazélico el cual podria estar
interfiriendo con la unién al receptor. C3 posee un % de union intermedio. Si bien
posee un triazol en su estructura también posee un grupo acido carboxilico libre
el cual podria influir positivamente en la unién al receptor. C2 posee un % de
unién practicamente igual al del estradiol tritiado y el [*®F]F-FES. La elevada
union a células MCF-7 podria explicarse teniendo en cuenta que C2 es un
complejo simétrico de [**™Tc]Tc(V) =N que lleva dos unidades de estradiol por
centro metalico. Este resultado concuerda con lo informado por otros
investigadores que han reportado el efecto positivo en la union de la dimerizacion

o la multimerizacion [165-167].
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Estradiol [6,7-  [18F]F-FES c1 c2 3 [18F]F-FEET
3H(N)]

Figura 147: % de Union del estradiol natural y otros derivados

La Figura 148 muestra un ligando desarrollado por Xia et al. [119] y otro
desarrollado por Takahashi et al. [120]. Como puede observarse ambos ligandos
son derivados de estradiol y poseen en el hidroxilo de la posicién 3 del anillo
aromatico un quelante derivado de pentaacetato de dietilentriamina (DTPA) para
posterior coordinacion con el [**MTc]Tc. El compuesto desarrollado por Xia et al.
[119] presenta un % de unién a células similar al obtenido para C2. Sin embargo,
el sistema quelante utilizado para la coordinaciéon con el [**"Tc]Tc da lugar a una
mezcla de especies de estructuras no conocidas y que puede variar dependiendo
de las condiciones de marcacion, lo cual constituye una evidente desventaja

[120, 168,169].
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Figura 148: % de union en células MCF-7 y estructuras de trazdores que

aparecen en bibliografia

La Figura 148 ademas, muestra un complejo [*°*"Tc]Tc(lll) 4+1 desarrollado
durante la Tesis de Maestria de Pia Pereira [81]. El ligando monodentado
derivado de estradiol es igual al utilizado en C3, mientras que el coligando NSs
posee 3 acidos carboxilicos como sustituyentes (NS3(COOH)s). El % de unién
en células MCF-7 de C3 (3.7 + 0.5%) es muy superior al obtenido para este
complejo (0.10 £ 0.02 %), demostrando una vez mas que el cambio de coligando

puede modular las propiedades de los complejos resultantes.

Por otro lado, la Figura 148 muestra un derivado de estradiol [*F]F-FETE
desarrollado por Xu et al. [106], muy parecido al [*®F]F-FEET. En ambos casos
existe un anillo triazdlico en posicion 17 del estradiol, el cual podria estar
interfiriendo con la unién al receptor. El [*8F]F-FEET posee una cadena de 2
carbonos en la posicion 4 del triazol, mientras que el [\®F]F-FETE posee una una
cadena con 6 carbonos y dos oxigenos. El % de union a células MCF-7 para los
dos trazadores es bajo en comparacion con el estradiol natural (6.6 + 1.4 %) vy el
[*8F]F-FES (6.3 + 1.3 %). Si bien en ambos casos se derivatizo el estradiol en
posicién 17 cuidando de que no se pierda la actividad biolégica, la estructura
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cambié mucho en comparacion con el estradiol natural. En el caso de esta tesis
doctoral el disefio del trazador se baso en mantener la estrategia sintética
(Reaccion de Huisgen) que se venia siguiendo con los complejos de [*°™Tc]Tc A
futuro se buscaran otras estrategias que afecten menos la estructura del trazador

en relacion al ligando natural del RE.

5.7 Docking Molecular

El docking molecular es un proceso de simulacién computacional que tiene como
objetivo predecir la conformacion, orientacion y afinidad de un ligando en un sitio
receptor. En los ultimos tiempos ha cobrado mucha importancia para el disefio
racional de nuevos farmacos, estudiando las mejores interacciones de los
posibles candidatos con el sitio blanco. En el caso de esta tesis doctoral se
modelaron los complejos de [**™Tc]Tc derivados de estradiol y el estradiol natural

y se determinaron las posibles interacciones de estas moléculas con el RE.

El docking molecular tuvo varias etapas. En primer lugar, se creé una base de
datos con los complejos de [**™Tc]Tc y el estradiol natural. Para ello se
modelaron las estructuras con la herramienta builder del programa Molecular
Operating Environment (MOE). En el caso de C2 se colocé una distancia de
enlace de 1.2 nm entre el nitrdgeno y el tecnecio, ya que el programa no
contempla la posibilidad de simular un enlace triple. Para realizar el estudio
computacional se tuvo en cuenta que durante el modelado de los complejos y el
estradiol estuvieran presentes los grupos funcionales y las estructuras
necesarias para que se produzca la interaccion con el receptor. Es fundamental
la presencia del anillo aromético para las interacciones hidrofébicas con el
receptor. Ademas, son necesarios los grupos OH en cada extremo de la
molécula (el OH en la posicion 3 es mas crucial para la interaccién que el OH en
la posicion 17). Por otro lado, la distancia entre el OH en posicion 3y el OH en
la posicion 17 es crucial para la interaccion del esqueleto rigido hidrofobo (Figura
149) [90].
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Figura 149: Grupos funcionales y estructuras necesarias para que se dé la

interaccion con RE

El segundo paso fue la preparacion del blanco biolégico buscando un modelo
adecuado en una base de datos. El modelo seleccionado, que se muestra en la
Figura 150, posee 3 cadenas proteicas idénticas con sus correspondientes
ligandos, ademéas de moléculas de agua, correspondientes a aguas de
cristalizacion [170,171].
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Figura 150: Blanco bioldgico seleccionado para realizar el docking molecular
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Se analiz6 el blanco bioldgico seleccionado de manera de determinar si se puede
simplificar el sistema y trabajar solo con una de las cadenas proteicas.
Observando el diagrama de interacciones superficiales entre las cadenas de la
Figura 151 se concluye que entre la cadena A y C se comparten entre 2 y 3
residuos, pero entre la cadena B y C se comparten 26 residuos por lo que se
decide no simplificar el sistema a un monoémero y trabajar con el sistema tal cual
fue cristalizado. Se procedi6 entonces a borrar las moléculas de agua de

cristalizacion, a borrar los ligandos y a protonar la estructura.

Interface statistics

0. of No. of No. of No. of No. of
interface Interface  sait  disulphide hydrogen non-bonded
Chains _residues area (A2 bridges  bonds bonds contacts
QU@ 2:3  186:154

OHE 26:26 1816:1810

Interface summary
@}_((5 *(2:3res)
OHE " (26:26 res)

“ Coloured by residue conservation _ Salt Disulphide __ Hydrogen Non-bonded

bridges bonds bonds contacts

Key:

Schematic diagram of interactions between protein chains. Interacting chains are joined by coloured lines, each representing a different type of
interaction, as per the key above. The area of each circle is proportional to the surface area of the corresponding protein chain. The extent of the
interface region on each chain is represented by a coloured wedge whose colour corresponds to the colour of the other chain and whose size signifies
the interface surface area. Statistics for all the interfaces are given below. Click on any interface in the table below for a detailed analysis of that
interface.

Figura 151: Diagrama de interacciones superficiales entre las cadenas

Todo estudio de docking requiere en primer lugar que el sitio de unién en el
receptor sea especificado por el usuario y esto se realizé seleccionando puntos
(coordenadas, no atomos) denominadas esferas alfa que son creadas por la
aplicacion Site Finder en MOE. Se prestd especial atencién en los residuos
Arg394, His524 y GIlu353 del receptor que segun bibliografia son los que
interaccionan con el estradiol (Figura 152) [90]. Cabe destacar que el sitio 1
seleccionado posee los residuos Arg394, His 524 y Glu353 y los sitios 2 y 3

poseen los residuos Arg 394 y Glu 353 pero no poseen el residuo His 524.
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Figura 152: Interaccion de los residuos Arg394, His524 y Glu353 con estradiol

Al inicio del docking se van generando distintas posiciones de los ligandos en el
boslillo o receptor en estudio usando los algoritmos de colocacion que posee el
MOE. Luego se hace la evaluacion energética arrojando un resultado de score.

En la Tabla 29 se muestran los resultados de score obtenidos durante los 3
estudios de docking realizados para cada complejo en estudio y para el estradiol.
Como puede observarse el docking 2 fue el que arrojé mejores resultados, ya
que cuanto mas negativo el valor de score mayor es la union entre el receptor y

la molécula en estudio.

Ci Cc2 C3 Estradiol
Docking 1 ‘ -4.8 -3.5 5.4 -10.8
Docking 2 ‘ -5.7 -8.5 -5.9 -9.6
Docking 3 ‘ 3.7 6.4 4.4 -10.1

Tabla 30: Score obtenidos durante el docking molecular

Para el estradiol los tres dockings fueron buenos, lo cual era esperable por
tratarse de la molécula natural que interacciona con el receptor. En el caso del
docking 1 con un score de -10.7 se puede apreciar una interaccion polar del tipo
acida entre el OH en posicion 17 y la Glu353 y también una interaccion entre el
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anillo aromatico y un proton de la Leu384. Para el caso del docking 2 (score -
9.6) se observa una interaccion entre las His524 y el OH en posicion 3. Las
interacciones encontradas para el estradiol modelado y el RE involucran los
aminoécidos His524 y Glu353 tal como indica la bibliografia. También se
encontré una interaccién con Leu 384 no descripta en bibliografia y no se

encontro la interaccion esperada con Arg 394 [90] (Figura 153).

Score -10.7 Score -9.6

(et ( 30 )
388 ~—

) N
\ 33 ) . (Leu ' (Gly
[ Na '\ = = 349 \ 821 )
) ey () (P @ &
= v — 404

Leu’ N’
24 )

{ arene-H
+ arene-cation

<« backbone donor
ligand
® exposure

Figura 153: Interaccion entre el estradiol y el RE

Para el caso de C1 el mejor docking fue el segundo. La Figura 154 muestra el
resultado de la interaccion de C1 con el RE. En la misma, puede observarse una
interaccién polar entre un grupo CO con GIlu353, una interaccion del tipo
hidrofébico entre el OH en posicién 3 y un Met343 y por ultimo una interaccion
hidrofébica entre el triazol y una Leu391. Luego de este estudio, se puede
asegurar que el triazol interacciona de manera hidrofobica con el receptor. Esta
interaccién podria afectar negativamente la actividad bioldgica, ya que C1 es uno
de los trazadores con la menor union a ceélulas MCF-7 determinada

experimentalmente.
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O polar » sidechain acceptor O solvent residue ©X9) arene-arene
Q acidic  + sidechain donor O metalcomplex  ©H arene-H
Q basic - backbone acceptor solventcontact @+ arene-cation
O greasy = backbone donor metal/fion contact

proximity ligand receptor

contour exposure Oexposure

Figura 154: Interaccion entre C1y el RE

Para el caso de C2 el mejor docking fue el segundo. Al observar la Figura 155
se puede apreciar que los atomos de S de la unidad quelante interaccionan con
el receptor. Adicionalmente, C2 presenta dos grupos acidos carboxilicos en su
estructura, uno de los cuales interacciona con la HisA516 del RE. Este complejo
posee muchas interacciones con el RE lo que podria explicar su alta unién a
células MCF7.

Por otro lado, se plante6 que la presencia de dos moléculas de estradiol por
centro metalico podria aumentar la unién al RE, pero como puede apreciarse en
el docking una de esas moléculas queda por afuera del bolsillo del RE, no
interaccionando con el mismo. Esto, sin embargo, no va en contra de lo antes
expuesto ya que la molécula de estradiol que queda por fuera del bolsillo del RE

podria interaccionar con un RE que se encuentre contiguo.
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O polar » sidechain acceptor O solventresidue  ©®© arene-arene
Q acidic  + sidechain donor O metalcomplex  ©H arene-H
O basic = » backbone acceptor solvent contact [©)+ arene-cation
O greasy = backbone donor metal/ion contact
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Figura 155: Interaccién entre C2 y el RE

Para el caso de C3 los docking 1 y 2 presentaron casi el mismo resultado de
score. En la Figura 156 pueden apreciarse estos resultados. En el caso del
docking de score -5.4 existe una Unica interaccion hodrofobica del acido
carboxilico de C3 con un residuo de Pro324, pero se puede ver que la molécula
de estradiol queda por fuera del bolsillo del receptor, siendo la unidad quelante
la que queda en el bolsillo, lo cual no es muy deseable ya que podria perderse
la actividad biologica. En el caso del docking de score -5.9 no hay interaccién
entre el &cido carboxilico de C3 y el RE, pero si existen otras interacciones,
inclusive interacciones entre el S de la unidad quelante y el receptor, como se
habia encontrado en el docking de C2. Esto podria explicar la unién a células
MCF-7 intermedia que posee este trazador. Por otro lado, en este segundo
docking la molécula de estradiol queda dentro del bolsillo del receptor mientras
que parte del coligando NS3 queda por fuera del bolsillo, lo cual es mejor que lo

gue sucede en el docking 1.
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Score -5.4 Score -5.9

Figura 156: Interaccion entre C3 y el RE

Este estudio de docking es una primera aproximacion de como seria la
interaccién de los trazadores con el RE. Dado que la resoluciéon del blanco
molecular encontrado es muy baja, lo ideal seria conseguir otro receptor con
mejor resolucién y volver a realizar los docking para tener una mejor precision

en los resultados.

5.8 Evaluacién in vivo de los trazadores

5.8.1 Biodistribucion en animales normales

El comportamiento in vivo fue evaluado solo para C2, ya que es el trazador que
muestra mejores propiedades in vitro. La biodistribucion normal se estudio en
ratas Wistar hembras de 2-3 meses de edad. Para ello, se inyect6 el trazador por
via intravenosa y transcurrido el tiempo de biodistribucion establecido (30
minutos, 1 hora y 2 horas post-inyeccion) los animales fueron anestesiados y
sacrificados por traccion cervical. Los Organos, tejidos y muestras de interés
fueron extraidos, pesados y su actividad medida en un contador de centelleo

sélido.

En la Tabla 31 se muestran los resultados obtenidos. Como puede observarse
C2 presenta una baja actividad tiroidea (0.03£0.02 a las 2 horas) lo que indica
una reoxidacion insignificante coincidente con la buena estabilidad observada in

vitro. La actividad en sangre disminuye a lo largo del tiempo estudiado siendo de
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8.3 £ 0.7 a los 30 minutos, 6.1 + 3.6 ala horay 5.1 £ 25 a las 2 horas. La
captacién en el higado es significativa (13.0 £ 1.3 a las 2 horas), lo cual es
esperable dada las caracteristicas fisicoquimicas de este complejo. La excrecion
se produjo principalmente a través del sistema hepatobiliar (% en los intestinos
alas 2 horas 36.4 £ 5.6), siendo la excrecidn por orina despreciable (0.18 + 0.28

a las 2 horas).

% de Actividad Inyectada

Organo 30 min 60 min 120 min
Sangre 8.3+0.7 6.1+3.6 51+£25
Higado 17.7 £ 3.2 13.6 £ 0.7 13.0+£1.3
Rifiones 1.5+£0.5 3.0£1.0 40+19
Tiroides | 0.10 £ 0.16 0.01+ 0.01 0.03 £ 0.02
Musculo 3.0+£22 22125 1.1+0.3
Estomago 0.5+0.3 1.3+£0.3 141124
Intestino 269149 26.7£8.2 36.4+5.6
Vejiga y orina 06+04 0.09+0.12 0.18 £0.28

Los valores se muestran como el promedio + D.S

Tabla 31: Resultados de biodistribucion normal de C2

La Tabla 32 muestra que C2 presenta una actividad en sangre superior a la
actividad del [*¥F]F-FES. En cambio, la captacién hepéatica de C2 es
significativamente menor. Lo cual seria una gran ventaja a la hora de realizar

una imagen utilizando este trazador [91].

% de Actividad % de Actividad Inyectada/
Inyectada/ gramo de C2 gramo de [®F]FES
Organo 30 min 30 min
Sangre 0.65+0.02 0.16 £ 0.03
Higado 15+0.3 21+0.7

Los valores se muestran como el promedio £ D.S

Tabla 32: Resultados de % de Actividad inyectada/ gramo de C2 y [*®F]FES
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5.8.2 Biodistribucion en animales portadores de tumores inducidos

Con el fin de evaluar la potencialidad clinica de C2 se estudi6 la biodistribucion
en ratones nude portadores de tumores inducidos por inoculacion con células de
cancer de mama MCF-7. En la Tabla 33 se muestran los valores de % de
Actividad/g a los 60 minutos de biodistribucion en sangre, musculo y tumor,

ademas de la relacion tumor/musculo y tumor/sangre para el trazador en estudio.

% de Actividad / gramo

a los 60 min
C2
Sangre 212 +£0.05
Musculo 0.16 £ 0.01
Tumor 0.59+0.12
Relacion
Tumor/ Musculo 3.59+£0.63
Tumor/Sangre 0.35+0.19

Los valores se muestran como el promedio = D.S

Tabla 33: Resultados de biodistribuciones en animales con tumores inducidos

para C2

Se observa que C2 presenta una relacion tumor/musculo cercano a 4. Este valor
(3.59+0.63) es comparable con el obtenido para el trazador [*°*"Tc]Tc-DTPA-
estradiol del grupo de Xia et al. [119] (3.9+0.7).

Sin embargo, la A /gramo de C2 en el tumor (0.59 £ 0.12) es casi 4 veces menor
que el correspondiente al [®F]FES (2,20 + 0,59) en el mismo modelo animal
[172].
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6 CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrollaron 4 nuevos trazadores derivados de estradiol, para

Imagenologia molecular en cancer de mama RE+.

Partiendo del etinilestradiol se sintetizaron tres ligandos para marcacion con
[**™Tc]Tc (L1, L2 y L3) incorporando &tomos donadores de electrones
adecuados para coordinar con el radiometal en diferentes estados de oxidacion.
La estructura de los ligandos fue confirmada por diferentes técnicas
espectroscopicas. Se trabajo con diferentes estados de oxidacion del metal y
diferentes unidades quelantes de manera de poder estudiar su influencia en las

propiedades generales de los productos resultantes.

La marcacion de L1 se realizé6 mediante la formacién de un complejo del tipo
[*°*™Tc]Te(Dtricarbonilico, la de L2 mediante la formaciéon de un complejo
[**™Tc]Te(V) =N y la de L3 mediante la formacién de un complejo [*°*™Tc]Tc(ll1)
4+1.

Los 3 complejos fueron estables en el medio de reaccidn y en plasma humano

por al menos 4 horas.

Los valores de lipofilicidad obtenidos son concordantes con las estructuras
propuestas y se encuentran en el rango adecuado para la penetracion de
membranas biologicas, propiedad de gran importancia dado que el receptor de
estrogenos es un receptor nuclear. C2 y C3 tienen las lipofilicidades mas bajas,
posiblemente debido a la presencia de un grupo acido carboxilico, ionizable al
pH del estudio. Por otro lado, C1 es el mas lipofilico, posiblemente debido a la

presencia en su estructura de un grupo triazol.

La union a proteinas plasmaticas resultd elevada pero este resultado es

esperable dado el alto porcentaje de unién a proteinas plasmaticas del estradiol.

Los estudios de union a células de cancer de mama mostraron que C2 y C3
poseen una union especifica al receptor, mientras que en el caso de C1 la unién
es inespecifica. El % de unién permanece incambiado al aumentar el tiempo y el
% de eflujo muestra que C2 es el complejo que permanece mas retenido a las

células liberando solo un 27% de su actividad. C2 es el trazador que presenta la
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mejor union en células MCF7 (6.7+0.8)%, teniendo valores similares al estradiol
natural (6.6 +1.4)% y al ['\®F]F-FES, radiofarmaco de referencia en la actualidad

para Imagenologia molecular en RE (6.3 £ 1.3)%.

Los estudios de docking molecular realizados para el estradiol, C1, C2 y C3
muestran que C1 es el trazador que tiene menos interaccion con el bolsillo del
receptor, lo cual concuerda con ser el trazador de [*"Tc]Tc que tiene menos
union con las células MCF-7. Por otro lado, el triazol interacciona de manera
hidrofébica con el RE, lo cual podria estar afectando negativamente la actividad
bioldgica. Pudo observarse que C2 es el trazador que tiene mayor cantidad de
interacciones con el bolsillo del receptor, en concordancia con las mejores
propiedades. C3 posee menos interacciones que C2 y mas que C1 con el bolsillo
del receptor, lo cual concuerda con sus valores intermedios dé % de unién en
células MCF-7.

Los estudios in vivo muestran que C2 presenta mayor actividad en sangre que
el [*®F]F-FES, mientras que la captacion hepatica de C2 es significativamente
menor que la del radiofarmaco de referencia, posicionando a C2 como el trazador

con las mejores propiedades in vivo desarrollado durante esta tesis doctoral.

Las biodistribuciones en ratones portadores de tumores de mama inducidos
mostraron una acumulacion preferencial del trazador en tumor, con una actividad
casi 4 veces mayor que la actividad en el musculo. Sin embargo, el % de A/gramo

de tumor es significativamente menor que en el [*8F]F-FES.

Los resultados experimentales demuestran claramente la influencia del sistema
quelante en las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de las biomoléculas
marcadas con [*®™Tc]Tc. En consecuencia, el disefio del quelante adecuado es
crucial para obtener la estabilidad biol6gica y la farmacocinética deseadas para

un radiofarmaco.

Se desarrollé también un trazador de [*®F]F ([*F]F-FEET). Para ello se sintetizé
un precursor (M) que contiene el grupo tosilo como buen grupo saliente para
poder realizar la sustitucion nucleofilica con el [*®F]F y ademdas un grupo azida

para incorporar la parte biolégicamente activa mediante la reaccion de Huisgen.

221



La estructura de M fue confirmada por técnicas espectroscopicas. También se
sintetiz6 el analogo no radiactivo [*°F]F ([*°F]F-FEET) utilizado en la optimizacién

de la técnica analitica necesaria para la posterior caracterizacion del trazador.

La marcacién de M con [*®F]F fue realizada en el médulo automatizado se sinteis
con buen rendimiento originando el intermediario [1®F]F-PRE-FEET. La reaccion
de Husigen se realizo de forma manual y de forma automatica, siendo el primer
reporte de una reaccion de este tipo realizada en un modulo atomatizado de
sintesis. En ambos casos el producto de interés con elevada pureza

radioquimica.

El [*®F]F-FEET fue estable en el medio de reaccién y en plasma humano por al
menos 4 horas. Presentd lipofilicidad elevada, lo cual es concordante con su
estructura. La misma se encuentra en el rango adecuado para la penetracion de

membranas biologicas. La unidn a proteinas plasmaticas resulté elevada.

El % de union en células MCF-7 resulté muy bajo en comparacion con el estradiol
natural y el [*8F]F-FES.

En conclusién, se ha trabajado en todas las etapas basicas del desarrollo de un
radiofarmaco, desde la seleccién del farmacoforo, la sintesis de los ligandos y
precursores, pasando por el proceso de marcaciéon con [**"Tc]Tc y [*®F]F, de
caracterizacion fisicoquimica y biolégica in vitro e in vivo. Ademas, fue posible

incursionar en la realizacién de estudios de docking molecular.

Como resultado, se logré un complejo (C2) con propiedades comparables al FES
como potencial radiofarmaco de °™Tc para Imagenologia Molecular de
receptores de estrogeno y se adquirié experiencia que podra ser capitalizada por
el grupo en investigaciones futuras sobre este y otros blancos moleculares de

interés.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

La Medicina Nuclear es un campo de constante crecimiento y siempre ha estado
estrechamente relacionado con el desarrollo de nuevos radiofarmacos. El uso de
los mismos es una herramienta importante para comprender mejor las patologias
y desarrollar tratamientos efectivos. Nuestra experiencia nos ha permitido
constatar que la unidad quelante tiene influencia no sélo en las propiedades
farmacocinéticas sino también en la interaccion con los sistemas biol6gicos. Es
por esto que a futuro pretendo buscar nuevos métodos de coordinacion,
buscando estrategias novedosas que permitan modificar las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas de los trazadores de interés. Inicialmente trabajaré en
el desarrollo de nuevos trazadores para Imagenologia de los RE pero luego
pretendo estar atenta a la demanda por parte de los médicos nucleares y trabajar
en el desarrollo de nuevos radiofarmacos destinados a patologias de interés en

el area.

En este sentido se plantean a continuacién algunos de los posibles caminos a

desarrollar una vez finalizada la tesis doctoral:

El primero de ellos surge de una colaboracion con el Dr. Hans-Jurgen Pietzsch
del Institute of Radiopharmaceutical Cancer Research en Dresden-Rossendorf,
Alemania. El grupo del Dr. Pietzsch se ha especializado en la generacion de
complejos de [**™Tc]Tc(lll) ‘4+1’ formados por coordinaciéon de un ligando tripodal
tetradentado 2,2',2"-nitrilotris(etanotiol) y un isonitrilo monodentado [41,43, 45-
49, 81]. La disposicion espacial de ligando y coligando en este tipo de complejos
es tal que actia como blindaje estérico para el metal, evitando su interferencia
con el sistema biolégico. Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se trabajé
este concepto desarrollando C3 pero se pretende culminar con los estudios de
otro trazador generado en el area que se muestra en la Figura 157. Este trazador
posee el mismo ligando derivado de estradiol que C3 y otro coligando de manera

de modular las propiedades fisicoquimicas y biolégicas del complejo resultante.
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Figura 157: Complejos de [**™Tc]Tc del tipo 4+1

Adicionalmente, este es un concepto muy interesante que se puede utilizar a
futuro para generar una familia de complejos de [**MTc]Tc'4+1’ para cualquier
patologia de interés, usando un isonitrilo monodentado que contenga la
biomolécula y coligandos con diferentes sustituyentes R, modulando las
propiedades fisicoquimicas de los complejos y mejorando la llegada del trazador
al sitio blanco seleccionado.

La segunda linea que se desea incorporar al grupo se inicié durante una pasantia
que realicé en el Departamento de Quimica de la Universidad de Zuarich, Suiza
bajo la supervision del Dr. Roger Alberto. El grupo del Dr. Alberto tiene una
destacada experiencia en la sintesis de ligandos que contienen el grupo
ciclopentadienilo (Cp). Los ligandos Cp son muy atractivos para el disefio de
posibles radiofarmacos basados en pequefias moléculas bioactivas, ya que imita
los anillos de fenilo y forma complejos de tricarbonilo tipo piano-taburete
pequefios y estables con tecnecio y renio. La sintesis de los ligandos Cp
multifuncionales (Figura 158) se basan en la reaccion de Hatanaka donde una
sal de trifenilfosfina con sustituyentes R reacciona con a-bromocetonas también
con sustituyentes R en condiciones suaves y con buenos rendimientos
[22,25,26,39].

R, Ry Ry

Ry I

Figura 158: Reaccion de formacion de los ligandos y complejos Cp

multifuncionales.
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Se plantea entonces generar un trazador derivado de estradiol utilizando esta
quimica muy novedosa. Asimismo, utilizando esta quimica se podra a futuro
generar trazadores donde se sustituya alguna de las posiciones R con una
biomolécula destinada a un sitio blanco de interés. De igual forma se podran
modificar los sustituyentes R del anillo Cp de manera de encontrar las mejores
propiedades fisicoquimicas que aumenten la llegada del trazador al sitio al cual

esta destinada su acumulacion.

Otra estrategia que se plantea es la formacién de complejos de [*MTc]Tc
tricarbonilico-NOTA. Los mismos se han comenzado a investigar muy
recientemente encontrando excelentes resultados. En este sentido nuestro
grupo de trabajo tiene una vasta experiencia en el desarrollo de complejos de
[*°*™Tc]Tc(tricarbonilico con quelantes tridentados que contienen nitrégenos,
oxigenos o azufres, como se muestra en la Figura 159-A. La estrategia que se
plantea es generar los complejos de [**MTc]Tc-tricarbonilico usando como
ligando tridentado el quelante bifuncional macrociclico NOTA, el cual se
funcionalizaré para afadir la molécula biol6gica derivada de estradiol que llegara
a los RE (Figura 159-B). Este tipo de complejos pueden usarse a futuro para el
desarrollo de nuevos radiofarmacos destinados a diversas patologias y para

desarrollar estudios comparativos con analogos marcados con %Ga [173].
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/,,,_,,_; ~ “N—
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Biomolécula acoplada al sistema quelante - NOTA

Figura 159: Complejos de [**™Tc]Tc tricarbonilico (a) y [*°*™T]Tc tricarbonilico-
NOTA (b)

Otra alternativa es la formacion de complejos ‘3+1’ formados por la combinacién
de un ligando tridentado donor & conteniendo el set de atomos donores [S,N,S’]
y un ligando monodentado aceptor « de tipo PR3 (Figura 160). En este caso la

biomolécula debera incorporarse en el ligando tridentado. La ventaja principal de
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este tipo de nitrurocomplejos radica en la posibilidad de utilizar como coligandos

monofosfinas disponibles comercialmente y de adecuada estabilidad [67].

Q / \ Biomolécula acoplada

N, m &\5 al sistema quelante

Tc - :
Coligando: monofosfina
7 I coig

Figura 160: Complejos del tipo ‘3+1’

Por otro lado, dado que durante la tesis doctoral se desarrollé6 un radiofarmaco
de [*®F]F destinado a los RE obteniendo resultados pocos auspiciosos, se
pretende a futuro trabajar con [(8Ga]Ga. El [8Ga]Ga es un radiometal PET que
se encuentra disponible a través de un generador de [*3Ge]Ge/[®®Ga]Ga y por
ende es menos costoso y mas facil de obtener que el [*8F]F, que requiere un

ciclotrén e instalaciones mas costosas y complejas.

Todas estas nuevas estrategias de marcacion que se plantean permitiran al
grupo de trabajo incorporar nuevos métodos de coordinacion, buscando
estrategias que permitan modificar las propiedades fisicoquimicas y biologicas

de los trazadores de interés

Por otro lado, sera necesario continuar aprendiendo y trabajando en los estudios
computacionales para poder utilizar esta herramienta previa al desarrollo de los
trazadores en el laboratorio. Asimismo, deseo incursionar en los estudios in vitro
en receptores aislados para que el grupo cuente con otra herramienta que

permita seleccionar a los mejores candidatos para los estudios in vivo.
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