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El estudio de enfermedades cronicas no transmisibles, como el cancer y
enfermedades neurodegenerativas, ha impulsado el desarrollo de una disciplina de
investigacién biomédica denominada imagenologia molecular. Esta disciplina en
continuo crecimiento apunta a la investigacion y desarrollo de nuevas herramientas,
agentes y métodos para visualizar procesos bioquimicos especificos in vivo,

particularmente en aquellos procesos que son clave en el desarrollo de una
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enfermedad. En particular el PET/CT (tomografia de emision de positrones acoplada
a tomografia computada) es una técnica de diagndstico minimamente invasiva,
capaz de brindar informacion de gran relevancia clinica sobre los cambios
moleculares que estan involucrados en el desarrollo de distintas patologias. La
misma se basa en detectar y analizar el patrén de distribucién que adopta en el
interior del organismo un radiotrazador o radiofarmaco administrado de forma
intravenosa, permitiendo diferenciar una anatomia o fisiologia anormal de una
normal. En este contexto, actualmente en el Centro Uruguayo de Imagenologia
Molecular (Cudim) se llevan adelante diferentes lineas de investigacion orientadas
al desarrollo de radiotrazadores PET, incorporando tanto carbono-11 como fldor-18
en biomoléculas y moléculas especificas, para el estudio y diagndstico del cancer
de prostata (CP) por imagenologia molecular. Este tipo de cancer fue el segundo
mas diagnosticado en hombres y la quinta causa de muerte por cancer en el sexo
masculino a nivel mundial en el afio 2022. En Uruguay, el CP es el tipo de cancer
con mayor incidencia en hombres y el tercero en mortalidad, luego del cancer de
pulmén y colorectal. Estos datos ponen de manifiesto la clara relevancia del cancer
de prostata en la salud publica. A su vez, cabe destacar que el CP es una
enfermedad heterogénea desde el punto de vista bioldgico y clinico, lo que
determina que la evaluacion imagenolégica sea altamente desafiante. Resulta de
suma importancia estadificar con precision esta patologia, y asi poder establecer el
tratamiento mas adecuado para cada caso. En este sentido, en los Ultimos afios
diversos estudios han establecido el papel de la enzima monoamino oxidasa A
(MAO-A) en la agresividad del cancer de prostata. La imagen molecular de la
expresion de MAO-A podria ofrecer una herramienta no invasiva para la
visualizacion de CP altamente agresivo.

En el presente trabajo de tesis de doctorado se describe la sintesis y evaluacion
preclinica de inhibidores de la MAO-A marcados con carbono-11 y flGor-18 como
radiotrazadores PET para estudios de prueba de concepto en modelos animales de
CP. En este aspecto, seleccionamos inhibidores selectivos de la MAO-A (clorgilina,
harmina, 2-fluoroetil-harmol y azul de metileno) para su marcacién con carbono-11

o flaor-18, con el objetivo de visualizar la expresion de MAO-A in vivo a través de
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imagenes PET y estudios de biodistribucién ex vivo. Para ello se utiliz6 un modelo
de ratones con xenoinjerto de CP con alta expresion de MAO-A (utilizando la linea
celular humana LNCaP) y otro con expresion limitada de MAO-A (utilizando la linea
celular humana PC3). Se sintetizaron los estandares analiticos y precursores
organicos de marcacion para [*1C]clorgilina, [**Clharmina, 2-[*8F]fluoroetil-harmol y
[t!C]azul de metileno. Los primeros tres radiotrazadores cumplieron todas las
especificaciones preestablecidas de control de calidad. Se establecié un protocolo
de radiosintesis semi-automatizado para obtener ['!C]clorgilina con [*!C]MeOTf
como agente metilante en un moédulo TRACERLAB FX C Pro ®GE, asi como 2-
[*8F]fluoroetil-harmol utilizando un médulo Synthra RN Research Plus. Para la
obtencipon de [*!C]azul de metileno se plante6 una estrategia basada en la sintesis
organica de azul de metileno, incorporando ['!C]dimetilamina en un precursor
adecuado. Luego de ensayar diferentes condiciones de marcacioén, se logré obtener
[t1C]azul de metileno con 11% de rendimiento radioguimico (sin purificar). Es
necesario realizar ensayos a futuro para lograr obtener [*'Clazul de metileno de
manera eficiente, y establecer los protocolos de produccion y de control de calidad
del mismo, con el fin de llevar a cabo estudios in vivo.

Por otra parte, la relacion de captacion tumor-muasculo (T/M) obtenida mediante
imagenes PET/CT de [*!C]harmina (4.5 + 0.5) fue mayor que la de 2-[*8F]fluoroetil-
harmol (2.3 + 0.7) y ['C]clorgilina (2.0 + 0.1). Se observé un patrén de
biodistribucion ex vivo comparable en todos los radiotrazadores. Ademas, la
captaciéon tumoral de [*C]harmina mostré tanto una notoria reduccién (T/M = 1) en
el modelo de tumor PC3, como en tumores LNCaP en presencia de harmina no
radiactiva (ensayo de bloqueo). Estos resultados sugieren que [*!Clharmina podria
servir como un radiotrazador PET atractivo para la visualizacién de la expresion de
MAO-A en CP altamente agresivo. Los prometedores resultados promovieron el
planteo de un ensayo clinico inicial, en pacientes con cancer de prostata de alta
agresividad, actualmente en curso en Cudim. El planteo representa ademas a futuro
un potencial de traslacion clinica hacia el desarrollo de estrategias terapéuticas
personalizadas para pacientes con CP.
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The study of chronic noncommunicable diseases, such as cancer and
neurodegenerative diseases, has driven the development of a biomedical research
discipline denominated molecular imaging. This continuously growing discipline
aims at the research and development of new instruments, reagents and methods
to visualize specific biochemical processes in vivo, particularly in those processes
that are key in the development of a disease. In particular, PET/CT (positron

emission tomography coupled to computed tomography) is a non invasive diagnostic
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technique, capable of providing information of great clinical relevance about the
molecular changes that are involved in the development of different pathologies. This
technique is based on detecting and analyzing the distribution pattern that a
radiotracer or radiopharmaceutical administered intravenously adopts within the
body, allowing the differentiation of abnormal anatomy or physiology from a normal
one. In this context, currently at the Uruguayan Center for Molecular Imaging
(Cudim) different lines of research are being carried out aimed at the development
of PET radiotracers, incorporating both carbon-11 and fluorine-18 in biomolecules
and specific molecules, for the study and diagnosis of prostate cancer (PC) by
molecular imaging. This type of cancer was the second most diagnosed in men and
the fifth cause of cancer death in men worldwide in 2022. In Uruguay, PC is the type
of cancer with the highest incidence in men and the third in mortality, after lung and
colorectal cancer. These data highlight the clear relevance of prostate cancer in
public health. At the same time, it should be noted that PC is a heterogeneous
disease from a biological and clinical point of view, which makes imaging evaluation
highly challenging. It is of utmost importance to accurately stage this pathology, and
thus be able to establish the most appropriate treatment for each case. In this sense,
in recent years various studies have established the role of the enzyme monoamine
oxidase A (MAO-A) in the aggressiveness of prostate cancer. Molecular imaging of
MAO-A expression could offer a non-invasive method for visualization of highly
aggressive PC.

The present doctoral thesis describes the synthesis and preclinical evaluation of
MAO-A inhibitors labeled with carbon-11 and fluorine-18 as PET radiotracers for
proof-of-concept studies in PC animal models. In this regard, we selected selective
inhibitors of MAO-A (clorgyline, harmine, 2-fluoroethyl-harmol and methylene blue)
for labeling with carbon-11 or fluorine-18, with the aim of visualizing the expression
of MAO-A in vivo through PET imaging and by ex vivo biodistribution assays. In order
to achieve this, a mouse model with PC xenograft with high expression of MAO-A
(using the human cell line LNCaP) and another with limited expression of MAO-A
(using the human cell line PC3) were used. Analytical standards and organic labeling

precursors for [YC]clorgyline, ['C]harmine, 2-[*8F]fluoroethyl-harmol and
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[t1C]methylene blue were synthesized. The first three radiotracers met all pre-
established quality control specifications. A semi-automated radiosynthesis protocol
was developed to obtain [*1C]clorgyline with [*!C]MeQOTf as a methylating agent in a
TRACERLAB FX C Pro ®GE module, as well as 2-[*®F]fluoroethyl-harmol using a
Synthra RN Research Plus module. To obtain [11C]methylene blue, a strategy
based on the organic synthesis of methylene blue was proposed, incorporating
[*1C]dimethylamine in a precursor. After testing different labeling conditions, it was
possible to obtain [*1C]methylene blue with 11% radiochemical yield (unpurified). It
is necessary to carry out future trials to obtain [*'C]methylene blue efficiently, and to
establish production and quality control protocols for it, in order to carry out in vivo
studies.

On the other hand, the tumor-to-muscle (T/M) uptake ratio obtained by PET/CT
images of [1!C]harmine (4.5 + 0.5) was higher than 2-['8F]fluoroethyl-harmol (2.3 +
0.7 ) and [*'C]clorgyline (2.0 + 0.1). A comparable ex vivo biodistribution pattern was
observed for all radiotracers. Furthermore, tumor uptake of [*!C]harmine showed
both a notable reduction (T/M = 1) in PC3 tumor model and in LNCaP tumors in the
presence of non-radioactive harmine (blocking assay). These results suggest that
[*1C]harmine could serve as an attractive PET radiotracer for visualization of MAO-
A expression in highly aggressive PC. The promising results promoted the proposal
of an initial clinical trial in patients with highly aggressive prostate cancer, currently
underway in Cudim. The approach also represents a future potential for clinical
translation towards the development of personalized therapeutic strategies for

patients with CP.
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1. Introduccion



1.1 Imagenologia molecular

El concepto de imagenologia es utilizado para hacer referencia al conjunto de
técnicas y procedimientos que permiten obtener de manera no invasiva imagenes
del cuerpo humano, partes del mismo, o de animales, ya sea con propésitos clinicos
o de investigacion cientifica. Se define a la imagenologia molecular como la
visualizacion, caracterizacion y medida de procesos biolégicos a nivel celular y
molecular en humanos, y otros sistemas vivos. Esta disciplina en continuo
crecimiento apunta a la investigacion y desarrollo de nuevas herramientas, agentes
y métodos para visualizar procesos bioguimicos especificos in vivo, particularmente
aquellos que son clave en el desarrollo de una enfermedad.*?

Los estudios realizados acerca de diferentes enfermedades generalmente se basan
en cambios anatémicos o fisioldgicos que son una manifestacion tardia de cambios
moleculares subyacentes a las mismas. La visualizacion directa de los cambios
moleculares mencionados puede permitir una deteccidbn temprana de una
enfermedad. Por lo tanto, se podrian potencialmente visualizar dichos cambios aun
cuando ésta no presenta signos clinicos evidentes, pudiéndose eventualmente
intervenirla a tiempo, realizar un estudio de su evolucién o un monitoreo de su
recurrencia. Cabe destacar que también las técnicas de imagenologia molecular
pueden potencialmente permitir una optimizacién de una terapia dirigida a blancos
moleculares especificos. De esta manera se podria a su vez visualizar los efectos
producidos por dicha terapia o realizar un monitoreo de una terapia ya existente.
Esto desempefia un papel directo en la determinacion de la efectividad de un
tratamiento apenas luego del inicio del mismo. De esta manera, la imagenologia
molecular puede contribuir a la rapida evaluacion de nuevas terapias y al desarrollo
acelerado de farmacos nuevos y mas efectivos.3#5

En el diagnéstico convencional mediante imagenes, se suele utilizar una fuente
externa de energia, como Rayos-X, campos magnéticos u ondas de ultrasonido
para producir imagenes de huesos vy tejidos blandos (informaciéon anatémica). A
diferencia de estas, en la medicina nuclear e imagenologia molecular, se utilizan

radiotrazadores o radiofarmacos como agentes que emiten energia que producen



sefiales. Los mismos se introducen en el organismo generalmente por via
intravenosa y sus sefiales son detectadas por dispositivos de imagenologia
externos (camara gamma, escaneres SPECT y PET) para crear imagenes que
proporcionan informacion sobre la actividad celular y el funcionamiento de los
organos (informacion fisioldgica). En este sentido, las modalidades de imagenologia
convencional (Rayos-X, CT, RMN) permiten obtener informacion estructural precisa
con alta resolucion. Mientras que las técnicas de imagenologia molecular (PET y
SPECT) poseen una baja resoluciéon, pero brindan informacién farmacocinética y
farmacodinamica. Por ultimo, cabe destacar que con el advenimiento de los
dispositivos hibridos PET-CT y PET-MR se ha podido alcanzar una especificidad y
sensibilidad tal, que abarca desde lo anatomico hasta lo funcional, convirtiéendose

en la principal modalidad de imagenologia molecular utilizada en la actualidad.’8°

1.2 Tomografia por emision de positrones (PET)

La tomografia por emisién de positrones (PET) es una técnica minimamente
invasiva de imagenologia molecular utilizada en medicina nuclear. Su base fisica
radica en la deteccion externa del decaimiento de radionucleidos emisores de
positrones, incorporados en moléculas introducidas en un sujeto de estudio.
Moléculas de interés bioldgico como el agua, aminoacidos, péptidos, azlucares o
farmacos, son marcados con radionucleidos emisores de positrones de periodo de
semidesintegracion corto (*1C: 20 minutos, *3N: 10 minutos, 1°0: 2 minutos, 8F: 109
minutos, %Ga: 68 minutos) sin alterar sus propiedades bioquimicas o
farmacoldgicas.®

En lo que respecta a las bases fisicas de la técnica PET, de manera breve, se
describe en primer lugar que los radionucleidos inestables son aquellos que poseen
una proporcién inadecuada de neutrones y protones, nicleos muy grandes, o un
exceso de energia. Esto conduce a los mismos a decaer por emision de radiaciones
tales como particulas a, particulas 3, particulas B*, captura electrénica o radiacion
electromagnética en forma de rayos-y. Las particulas B* y los rayos-y son de

especial interés para el presente trabajo, ya que los radionucleidos con exceso de



protones pueden decaer espontaneamente emitiendo un positron (B*) junto con un
neutrino v. En este proceso un proton en el nicleo es convertido en un neutrén como
muestra la siguiente ecuacion:
p—n+p+v

Dénde p representa un protdn; n un neutrén; 8+ un positrén; y v un neutrino.*!

El positron emitido desde el nucleo atbmico que sigue un decaimiento 8*, posee un
tiempo de existencia muy corto en un medio rico en electrones como un tejido, o en
solucion. El positron al interaccionar con electrones de los atomos que componen
el medio circundante, sufrira un proceso conocido como “aniquilacion”. Durante este
proceso la masa del electron y el positron en cuestion se transforma en dos fotones
de radiacion y, emitidos de manera simultanea en direcciones opuestas (180°), con

una energia caracteristica de 511 KeV cada uno (Figura 1).

""!
| ;‘j‘" / ot 3\ 511 keV
& 4
\ [3+ -
Radionucleido emisor B+
de positrones
e-
Proceso de
Aniquilacion
511 keV

Figura 1. Proceso de Aniquilacion. Se muestra un radionucleido que decae mediante la
emisiéon de un positron, un neutrino y la aniquilacién que se produce al interaccionar con un
electrén, resultando en la emisién de dos fotones de 511 KeV en direcciones opuestas
(180°). Normalmente el sitio de aniquilacion es muy cercano a donde se encuentra el emisor

de positrones. Adaptado de referencia 11.



Este proceso posee propiedades de gran relevancia para la imagenologia PET, ya
gue los fotones de aniquilacién son muy energéticos. Los mismos se encuentran en
la region de los rayos-y del espectro electromagnético (mas energéticos que los
rayos-X), lo que implica que éstos por ejemplo en un contexto clinico, dado su poder
de penetracién, permitan su deteccion desde el exterior al cuerpo de un paciente.
Por tanto, son los rayos-y producidos por el fendmeno de aniquilacion los que son
detectados en la imagenologia PET, y no los positrones.*?

En este aspecto, cuando dos detectores situados en lados opuestos de un sujeto
de estudio registran casi simultaneamente un evento, se dice que los detectores se
encuentran "en coincidencia”, debido a que en algun lugar en linea recta entre
ambos ("linea de respuesta”) se produjo un proceso de aniquilacion. Los escaneres
(o camaras) PET estan disefiados para detectar los fendmenos de coincidencia. Los
mismos se construyen con un arreglo anular de pequeiios cristales. Los cristales a
ambos lados de un sujeto de estudio detienen los fotones-y producidos por la
aniquilacién positrén-electron como se muestra en la Figura 2. Esto se debe a que
las lineas de respuesta estan determinadas geométricamente, por ello las mismas
no dependen de la distancia entre los detectores. De esta manera, en medida de
gue los fotones provenientes de la aniquilacion se emiten a 180° uno con respecto
del otro, la distancia de los detectores respecto al sujeto de estudio no afecta la

resolucion.13
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Figura 2. Deteccion de coincidencia. Se muestra a los rayos-y a 180° producidos por la
aniquilacion positron-electrén. Si cada detector de cada lado registra casi simultdneamente
un evento, entonces la aniquilacion debié haber ocurrido en la linea recta entre ambos.

Tomado de referencia 12.

Por otra parte, es conveniente destacar que la técnica PET se basa en los principios
de un radiotrazador, que es una sustancia especifica que permite obtener
informacion de un sistema o parte del mismo, mediante la observacion de su
comportamiento cuando éste es agregado a un proceso determinado. Los
radiotrazadores pueden ser incorporados tanto en sistemas bioldgicos, asi como en
sistemas fisicos o quimicos. Estos pueden ser indicadores tanto de un sistema en
general, o de una propiedad que se tenga interés por evaluar, como pueden ser
propiedades bioquimicas, fisioldgicas o fisiopatoldgicas de un sistema. ldealmente
se espera que un radiotrazador no produzca cambios fisicos, quimicos, o biolégicos
en un sistema. Sea dicho radiotrazador marcado isotépica, 0 no isotépicamente, no
deberia presentar propiedades diferente a su analogo no marcado, y su
comportamiento a concentraciones traza (de micro a picomolar) no deberia
presentar diferencias respecto a concentraciones mayores.415

Aplicando los principios cinéticos de un trazador a la informacién PET obtenida, es
posible estimar parametros fisiolégicos que determinan la interaccion y el destino

de las moléculas marcadas. Con respecto a la farmacologia, ésta técnica puede ser
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utilizada tanto para el estudio in vivo de parametros de transporte y union regional
de un farmaco en determinado tejido, como también para la investigacion de los
efectos de un farmaco en los parametros fisiolégicos regionales. Por las
caracteristicas mencionadas y las bajas dosis de radiacién que son necesarias para
realizar este tipo de estudio, la técnica PET puede ser utilizada de forma segura con
fines de investigacion clinica. Ademas de las aplicaciones clinicas, la combinacion
de esta técnica de imagenologia minimamente invasiva, que permite cuantificar y
realizar el seguimiento de un radiotrazador determinado, brinda una oportunidad
muy atractiva para la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos.®” En
algunos caso los estudios PET pueden brindar informacion de gran relevancia para
completar un diagndstico y de este modo contribuir a la toma de decisiones clinicas
ante determinados casos particulares, e incluso monitorear la respuesta de una
eventual terapia. Esta técnica posee un amplio rango de aplicaciones, siendo de
especial importancia en la Oncologia.*®'® No obstante, se puede destacar la
importancia de la técnica PET en Cardiologia, Neurologia y mas recientemente en
Psiquiatria.?®?122 E| amplio rango de aplicaciones mencionadas, es posible gracias
a un gran conjunto de radiotrazadores y radiofdrmacos. En este contexto es muy
importante destacar la diferencia entre ambos. En este sentido, un radiotrazador es
un compuesto quimico en el que uno o varios atomos han sido sustituidos por un
radionucleido que emite radiacion, el mismo se puede aplicar a un sistema no
necesariamente bioldgico, en particular para determinar una condicion, ya sea de
fuga, medicion del caudal, como determinar una propiedad biolégica en el caso de
un sistema vivo. En este Udltimo caso, se deben cumplir especificaciones que
aseguren su calidad farmacéutica, sin embargo, esto es tan solo un aspecto parcial.
Para que un radiotrazador con una potencial aplicacién biolégica sea considerado
radiofarmaco, se tiene que demostrar que el mismo logra discriminar o resolver una
situacion clinica determinada. Para ello se necesitan llevar a cabo estudios clinicos,
gue demuestren con evidencia cual es el aporte del agente en cuestion. Por tanto,
el uso del término radiofarmaco implica que existié una validacién clinica de su uso,
ademdas de que hay un proceso productivo establecido y una monografia que

establece las especificaciones para liberar un lote de produccion, es decir un



conjunto de aspectos que apuntan a la seguridad de su uso para el paciente. Los
mismos pueden ser utilizados para el seguimiento a nivel molecular de diferentes
procesos bioquimicos, tales como el transporte de aminoécidos o de glucosa,
marcadores de proliferacion celular, marcadores de tumores hipéxicos e incluso
marcadores de expresion génica.?324

Mientras que la técnica PET puede brindar una imagen precisa de areas
metabdlicamente activas, la misma no brinda informacién anatémica. Como
resultado de ello, se dio lugar al desarrollo de nuevas modalidades de imagenologia
gue surgen de la combinacion de imagenes PET con otra técnica de imagenologia
gue permita obtener informacion anatomica, siendo la mas difundida la tomografia
computada (CT). Los equipamientos hibridos como los escaneres PET-CT,
combinan imagenes anatomicas y funcionales tomadas durante un solo
procedimiento, sin tener gue cambiar la posicion del paciente entre un estudio y otro
(Figura 3).2526
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Figura 3. Escéaner hibrido PET-CT. Puede apreciarse que en una region se realiza el
estudio PET y en otra el estudio CT. La camilla se mueve de manera horizontal desde una
region hacia la otra, sin cambiar la posicion del paciente. La distribucion de los detectores
PET en forma de anillo y la adquisicién giratoria en el estudio CT, permiten obtener

imagenes en tres dimensiones. Adaptado de referencia 28.



Ademas, en los ultimos afios la combinacion de resonadores magnéticos clinicos
(MR) con escaneres PET ha recibido una creciente atencion. En oposicion con los
equipamientos PET-CT, los PET-MR reducen la cantidad de radiacién ionizante al
no utilizar Rayos-X (base de la CT), ademas permiten un mejor contraste en las
imagenes de tejidos blandos.?’ Los detalles de dichas técnicas hibridas son muy
vastos para ser mencionados y excederian el alcance de la presente tesis.

Vistas todas las consideraciones anteriormente mencionadas sobre esta versatil
técnica de imagenologia, se abordaran a continuacion diferentes aspectos
fundamentales acerca de la producciéon y control de calidad de radiotrazadores y
radiofarmacos utilizados en la imagenologia PET. Se hara especial hincapié en el
desarrollo de nuevos radiofarmacos y el esquema habitual de trabajo que existe en

un centro que produce y utiliza radiofarmacos PET, tomando Cudim como ejemplo.

1.3 Produccioén de radiofarmacos PET

La produccioén y el control de calidad de un radiofarmaco PET debe tener en cuenta
requerimientos especificos del tipo tecnoldgico, de infraestructura y logisticos. Por
consiguiente, dado que la mayoria de los radionucleidos utilizados poseen un corto
periodo de semidesintegracion, deben ser producidos en los mismos sitios en los
cuales seran utilizados como en el caso del carbono-11, o encontrarse en sitios
cercanos a las instalaciones donde se producen los radiofarmacos, como en el caso
del flior-18. Las instalaciones y elementos tecnoldgicos fundamentales que deben
estar incluidos en un centro PET son: un ciclotrén (acelerador de particulas),
laboratorios especializados en radiofarmacia, y al menos un escaner PET. Esto
implica una estrecha colaboraciébn entre un equipo multidisciplinario con
conocimientos en quimica, bioguimica, farmacia, ingenieria biomédica, medicina
nuclear, fisica-médica, seguridad radiol6gica y técnico radioisotopista. Asi como un
conjunto de servicios de apoyo (desde la gestion de los procesos administrativos-
financieros hasta la logistica de insumos, equipos, servicios, asi como higiene
ambiental — esto hace a la limpieza especializada en areas limpias y la preparacion

del equipamiento para ingresar a un area limpia).?® En este sentido, cabe destacar



brevemente el esquema habitual de trabajo en Cudim, como ejemplo de un centro
PET y detallar los aspectos tecnologicos mas relevantes (Figura 4).

El proceso productivo comienza en el ciclotron, donde se producen los
radionucleidos emisores de positrones, los cuales son enviados a médulos de
sintesis semi-automatizados que se encuentran dispuestos dentro de celdas
blindadas (“hot cells”. En estos modulos se llevan a cabo las reacciones de
marcacion, es decir la incorporacion del radionucleido PET en un precursor
adecuado para obtener un determinado radiotrazador o un radiofarmaco. Esto se
realiza mediante diferentes estrategias que seran descriptas mas adelante, en una
seccion correspondiente segun la naturaleza del radionucleido en cuestién. Una vez
obtenida la molécula marcada, se toma una pequefia muestra para realizar el control
de calidad del lote. En el control de calidad se estudian diferentes parametros
fisicoguimicos y microbiolégicos que estan establecidos en la farmacopea o
monografias que determinan la aptitud del lote para ser administrado a un paciente,
0 a un animal de experimentacion.?® En este sentido, existen casos que no figuran
en la farmacopea, ni existen monografias al respecto. Para ellos, en Cudim se
establecen especificaciones segun el estado del arte en la literatura o por analogia
con otros radiofarmacos que se estén utilizando y dispongan de las especificaciones

mencionadas.
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Figura 4. Esquema habitual de trabajo en Cudim. Todas las imagenes fueron tomadas en
Cudim.
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Algunos de los pardmetros estudiados en el control de calidad son: la apariencia
(aspecto visual), el pH, la pureza quimica, pureza radioquimica, identidad
radionucleidica, determinacion de disolventes residuales y aspectos microbioldgicos
como la presencia de pirdgenos y la esterilidad, entre otros. Por consiguiente, si el
lote cumple con los pardmetros prestablecidos en farmacopea, monografias, o en
la literatura el mismo es ‘“liberado” para su uso.3%3! Una vez que la molécula
marcada es administrada en un paciente o un animal de experimentacion, se lleva
a cabo la adquisicion de imagenes en el escaner PET. La informacion adquirida es
pre-procesada mediante los métodos informaticos apropiados, para brindar las
imagenes que seran analizadas para obtener finalmente un informe de un estudio
clinico en el caso de un paciente, 0 un conjunto de resultados en animales de
experimentacion, como por ejemplo: un perfil de biodistribucion, relacion de
captacion entre diferentes érganos vy tejidos, farmacocinética, etc.3?

Uno de los aspectos tecnolégicos mas relevantes del esquema de produccion
mencionado, es el uso de ciclotrones o reactores para producir artificialmente los
radionucleidos emisores de positrones, ya que los mismos no existen en la
naturaleza. Los principales radionucleidos que se obtienen mediante el uso de un
ciclotrén son el carbono-11, nitrégeno-13, oxigeno-15 y fldor-18. Los mismos
presentan un bajo peso atdmico y se producen mediante la irradiacion de blancos
(“targets” liquidos o0 gaseosos. Ademas, el uso de ciclotrones también se extiende
a la produccién de radiometales como el galio-68, entre otros.33

Un ciclotrén (Figura 5) esta compuesto por dos electrodos de metal hueco (en forma
de "D") en una camara de vacio entre los dos polos de un gran electroiman.
Mediante la introduccion de Hidrégeno (Hz2) o Deuterio (D2) en forma gaseosa y su
posterior ionizacion mediante un arco de corriente entre dos catodos situados en

una fuente de iones, se producen las particulas que seran aceleradas (H o D).
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Figura 5. Ciclotron. Se muestra la vista exterior (izquierda) y una vista detallada de los
targets (derecha) de un ciclotrén utilizado para obtener radionucleidos PET (GE PETtrace®
16.5 MeV disponible en las instalaciones de Cudim). En la derecha se muestran 4 blancos:
en (A) se puede ver el blanco utilizado para producir 8F, en (B) se muestra un blanco
utilizado para pruebas, en (C) se muestra el blanco utilizado para la produccién de 'C, por
Gltimo, en (D) se muestra un blanco que segln si su contenido es [*¥0]H.0 u [**0]H.0, se

pueden producir 8F o ¥NH," respectivamente.

A través de la aplicacion de voltaje alternado entre los electrodos y un potente
campo magneético, los aniones ganan energia siguiendo una trayectoria en espiral.
Una vez que el radio de dicha trayectoria alcanza a golpear una lamina denominada
“foil” en la periferia de la camara de vacio, ésta quita los electrones de dichas

particulas torndndolas positivas (H* o D).

"Foil”

Fuente de iones

Trayectoria de las particulas
Blanco (target)

Figura 6. Se muestra una ilustracion esquematizada de la trayectoria seguida por una

particula acelerada dentro de un ciclotron. Adaptado de referencia 36.
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El cambio en la carga desvia el haz de particulas, obligandolas a colisionar con el
contenido del blanco (Figura 6). Este Ultimo es el componente del ciclotron donde
las particulas de alta energia colisionan bajo diferentes condiciones con un is6topo
estable, obteniéndose radionucleidos emisores de positrones, proceso que se
conoce con el nombre de reaccién nuclear (Figura 5, derecha). En este sentido, es
importante resaltar que los ciclotrones deben localizarse en bunkeres blindados por
paredes de concreto de gran espesor, debido a los altos riesgos radiologicos que
representan las reacciones nucleares y los productos derivados de las mismas,
como por ejemplo los neutrones. Por otro lado, existen ciclotrones autoblindados,
para los cuales en teoria no se necesitaria contar con un bunker de las
caracteristicas mencionadas.343%36 En este sentido, cabe mencionar que en Cudim
se dispone de un ciclotrén GENtrace™ (7.8 MeV, General Electric) autoblindado,

que se utiliza para la produccion de fltor-18 (Figura 7).

- ? "-

Figura 7. Ciclotron GENtrace™ (GE). Se muestra el ciclotron autoblindado GENtrace™ en

un bunker acondicionado para alojarlo en las instalaciones de Cudim.
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Cabe destacar que otros radionucleidos PET, como por ejemplo el galio-68, pueden
ser obtenidos a partir de generadores. Los mismos estan compuestos por columnas
de vidrio o plastico con un disco de filtrado en la parte inferior dentro de un blindaje
adecuado. La columna se rellena con material adsorbente sobre el cual un
radionucleido “padre” (de largo periodo de semidesintegracion) es adsorbido. Una
vez que el radionucleido “padre” decae, el “hijo” (con un periodo de
semidesintegracion relativamente corto) es liberado y puede ser eluido con un
disolvente adecuado cuantas veces la vida Gtil del generador lo permita, ya que el
radionucleido “padre” e “hijo” no son isétopos, éstos pueden ser separados
guimicamente con facilidad. A su vez, los requerimientos logisticos y de
infraestructura para albergar un generador, son mucho menos complejos que los
necesarios para disponer de un ciclotron. Sin embargo, la versatilidad y capacidad
de produccion de radionucleidos de un ciclotron es ampliamente superior a la de un
generador. Por lo que a la hora de elegir como producir los radionucleidos PET,
cada centro debera tener en cuenta criterios de demanda, econémicos y logisticos

para su implementacion.®’

1.4 Cancer de préstata

El término cancer abarca un conjunto numeroso de enfermedades, que se
caracterizan por la alteracion del metabolismo y de las vias de sefalizacion celular,
lo que conduce a una proliferacion y supervivencia descontroladas de células
transformadas. La proliferacion desmesurada de estas células anormales puede
comprometer tanto al tejido involucrado, como propagarse y afectar a otros tejidos
(metéstasis). En relacion a ello se han designado una gran cantidad de moléculas,
factores y condiciones como causas subyacentes al inicio y progresion de la
enfermedad. Dichos factores pueden ser tanto externos, por ejemplo, agentes
guimicos, radiaciones e infecciones (virales, bacterianas), como internos, por
ejemplo, alteraciones genéticas heredadas, hormonas y mutaciones genéticas

como consecuencia del propio metabolismo.38:39:40
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Por otra parte, la glandula prostatica es un 6rgano reproductor masculino accesorio,
gue se ubica debajo de la vejiga y rodeando la uretra. Su funcion principal es
contribuir a las secreciones que formulan los fluidos seminales para mantener la
viabilidad de los espermatozoides.** En este contexto, el cancer de préstata (CP)
se origina cuando las células prostdticas comienzan a proliferar
descontroladamente. Este tipo de cancer fue el segundo mas diagnosticado en
hombres y la quinta causa de muerte por cancer en el sexo masculino a nivel
mundial en el afio 2022, con un estimado de 1.5 millones de casos nuevos y 397000
muertes.*? En Uruguay, el CP es el tipo de cancer con mayor incidencia en hombres
(57/100.000) y el tercero en mortalidad (17/100.000), luego del cancer de pulmén y
colorectal.*344

Los factores de riesgo que en la literatura aparecen como los mas enfaticamente
asociados con la probabilidad de desarrollar CP son: la edad, los antecedentes
familiares y el grupo étnico. Respecto a la edad, se ha observado que en hombres
menores de 50 afios solo 1 de 350 es diagnosticado con cancer de prostata,
mientras que la tasa de incidencia aumenta hasta 1 cada 52 hombres entre los 50
y 59 afos de edad. En hombres mayores de 65 afos la tasa de incidencia es del
60%.%> A su vez, se ha observado que a diferencia de la incidencia clinica, la
prevalencia especifica por la edad del CP encontrada en autopsias de hombres
mayores de 80 afios presenta una tasa de hasta el 80%.4¢ Por otra parte se estima
gue alrededor del 20% de los pacientes con CP tienen antecedentes familiares, lo
gue indica que el mismo puede desarrollarse no solo debido a factores genéticos,
sino también por un patron similar de exposicidn a carcindbgenos ambientales y
estilos de vida en comun. Ademas, un estudio reciente indica que el riesgo asociado
de desarrollar CP en un hombre con historia familiar es del 68%, y que a su vez
presenta un riesgo 72% mayor de enfermedad letal.*>4” Por ultimo, la relevancia de
los factores étnicos respecto al riesgo de desarrollar CP, ha sido extensamente
estudiada debido a la importancia respecto a la etiologia de éste tipo de cancer.
Diversos estudios indican que los hombres afroamericanos tienen la mayor
incidencia de CP en todo el mundo y mas probabilidades de desarrollar la

enfermedad mas temprano en la vida en comparacion con otros grupos étnicos y
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raciales, mientras que los asiaticos presentan la menor tasa de incidencia. Esto se
observa no solo en los hombres afroamericanos, sino también para los caribefios y
hombres afrodescendientes en Europa, lo que sugiere una genética comun
propensa al desarrollo de esta enfermedad.*® A su vez un estudio realizado por Chu
y colaboradores, indica que las tasas de incidencia de CP son hasta 40 veces mas
altas entre los hombres afroamericanos que entre los africanos. Esto sugiere no
solo que los factores ambientales presentan un rol importante en la etiologia del CP,
sino que estas variaciones también pueden ser debidas a un menor niamero de
diagnésticos, diferencias en los métodos de deteccion y disparidades en el acceso
a la atencién médica.*°

Cabe destacar que en la actualidad la prevencion y tratamiento de enfermedades
infecciosas, asi como las mejoras en la calidad y expectativa de vida, condujeron a
un envejecimiento de la poblacion mundial. En este sentido, se establecié un nuevo
perfil epidemiologico en el cual las enfermedades crénicas y degenerativas,
particularmente las cardiovasculares y el cancer, integran las principales causas de
mortalidad. Por ello, el cancer representa uno de los desafios mas relevantes para
la salud publica en el presente, y a futuro. En particular, el incremento en la
incidencia del CP se relaciona con la implementacion de nuevas estrategias de
monitoreo y diagnostico precoz. En consecuencia, el CP constituye un problema
sanitario de mayor consideracion, que ocasiona una gran carga de morbilidad,
mortalidad e importantes impactos socio-econémicos.%%:51

Respecto a la prognosis del CP, en las Ultimas décadas se plantearon importantes
desafios relacionados con el diagndstico, tratamiento y seguimiento 6ptimo de los
pacientes con CP, lo que destaca su clara relevancia en la salud pubica. En tal
sentido el CP se caracteriza por ser una enfermedad heterogénea desde el punto
de vista biolégico y clinico. Pudiendo evolucionar desde un carcinoma indolente bien
diferenciado, de lento crecimiento y andrégeno-dependiente, hacia un tumor mas
agresivo, indiferenciado y androgeno-independiente. En este contexto, cabe
destacar que el CP es una enfermedad impulsada por hormonas y que el
crecimiento de las células tumorales depende en gran medida del aumento de la

sefalizacion de receptores de androgenos (RA). Por tanto, la terapia dirigida contra
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la sintesis de andrégenos o la activacion de los RA, es utilizada ampliamente. Sin
embargo, el cancer de prostata de alta agresividad, se caracteriza por su resistencia
a las terapias hormonales, morfologia celular menos diferenciada, rapida
progresion, independencia de andrégenos y generacion de metastasis.®>%2 Esto
determina que tanto el diagnéstico como tratamiento de esta enfermedad sean
altamente desafiantes. Por ello, el prondstico para una persona con CP es muy
variable, dependiendo del grado y el estadio del tumor en el diagndstico primario.
En paises de alto indice de desarrollo humano, los métodos actuales de deteccion
temprana, como por ejemplo la prueba de PSA (antigeno prostatico especifico) y el
tacto digito-rectal, permiten el diagnostico en una etapa temprana de la enfermedad.
Debido a ello, el 80% de los hombres son diagnosticados con CP cuando la
enfermedad se encuentra confinada al 6rgano, mientras que un 15% con metastasis
local o regional y un 5% con metéastasis distales. La esperanza de vida puede llegar
a 99% en 10 afios si la enfermedad es diagnosticada en una etapa temprana. A su
vez, la prueba de PSA refleja en consecuencia la alta tasa de diagnostico de
tumores clinicamente indolentes, que progresan de manera lenta y pueden ser
tratados con eficacia. Mientras que los hombres que son diagnosticados con la
enfermedad en etapa tardia (metastasis distales) tienen una supervivencia de
solamente del 30% a los 5 afios. Por tanto, la deteccion temprana de la enfermedad
localizada puede a su vez tener un papel fundamental no solo en los esfuerzos por
aumentar la esperanza de vida de los pacientes, sino ademas prevenir el desarrollo
de metastasis. Esto podria ser clave a la hora de orientar la terapia de los pacientes
gue probablemente puedan beneficiarse con un tratamiento definitivo inmediato,
mientras que aquellos que no pueden ser beneficiados representan el mayor desafio
clinico actual.5#5556

Conviene enfatizar que los métodos de estadificacion utilizados para evaluar el CP,
como el nivel de PSA en sangre, la estadificacion clinica TNM y la escala Gleason,
deben ser consideradas junto a otros factores tales como la funcién urinaria basal,
comorbilidades y la edad, a la hora de elegir el tratamiento adecuado para cada
paciente. Respecto a los sistemas de clasificacion, el sistema TNM considera el

tamafio y la ubicacién del tumor (T), si los ganglios linfaticos regionales estan
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comprometidos (N) y el desarrollo de metastasis (M). Dichos parametros finalmente
se combinan para determinar el estadio del CP.5"%* A su vez, la escala de Gleason
clasifica el CP segun su grado histopatologico. Este método se basa en el grado de
diferenciacion que presentan las células malignas respecto a las sanas. En tal
sentido, los tumores mas agresivos, con mayor probabilidad de crecimiento y de
desarrollar metastasis, presentan un aspecto menos diferenciado que el tejido sano.
Mientras que las células de los tumores menos agresivos, generalmente tienen un
aspecto diferenciado, mas parecido al del tejido sano. Es un patélogo el que
examina la muestra de una biopsia, asignando la puntuacién en la escala que
corresponda con los patrones mas predominantes en la muestra.>® Por Ultimo, el
sistema D’Amico clasifica el CP segun el riesgo, teniendo en cuenta los valores de
TNM, la escala Gleason y considerando el valor del PSA en sangre de la siguiente
manera: bajo riesgo (PSA < 10 ng/mL, cT1-cT2a y Gleason < 6), riesgo intermedio
(PSA 10-20 ng/mL, o cT2b, o Gleason 7) y alto riesgo (PSA > 20 ng/mL, 0 TNM 2
cT2c, o Gleason 28).5960 No obstante, actualmente existe una controversia respecto
al significado clinico de los métodos mencionados. En particular, si bien el PSA en
sangre ha sido validado como marcador de CP y ampliamente utilizado en el
monitoreo de esta patologia, su mayor limitacion es que no es especifico para el
CP. Existen otros procesos como la hiperplasia benigna de prostata, prostatitis,
retenciones urinarias agudas e incluso traumas en la prostata que pueden
incrementar los niveles de PSA en sangre. Por tanto, el rango normal de PSA en
sangre es incierto. A su vez, éste método no permite distinguir si el CP se encuentra
localizado o diseminado. En consecuencia por todo lo anteriormente mencionado,
el monitoreo de PSA en sangre puede conducir al sobrediagndstico y tratamiento
inadecuado del CP en estado indolente o no agresivo, con potencial morbilidad de
los pacientes por el propio tratamiento.5*

Otro punto a destacar, son los tratamientos disponibles para el CP. Los mismos
varian de acuerdo al estado de avance de la enfermedad y su diseminacion. En tal
sentido, la vigilancia activa, la prostatectomia, la crioterapia y la radioterapia son los
tratamientos estandar para pacientes con CP en un estado de avance localizado o

regionalmente avanzado (estadios I-lll). La ablacion de andrégenos por cirugia o la
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castracion farmacologica permiten potencialmente una remisién duradera en
estadios mas avanzados (IV y Il de alto riesgo). No obstante, en estados aun mas
avanzados (estadio IV) puede ocurrir una resistencia a la castracién, que se
caracteriza por mutaciones en los genes que codifican los receptores de
andrégenos, lo que empeora en gran medida el prondstico de estos pacientes. Otro
tipo de tratamiento para los estadios mas avanzados que incluyan metastasis
distales son la terapia hormonal y la quimioterapia. Sin embargo, los tratamientos
mencionados pueden potencialmente presentar efectos adversos que afectan
seriamente la calidad de vida de los pacientes, entre ellas la disfuncion eréctil y la
incontinencia urinaria son los mas comunes. Ademas, en muchos casos se puede
experimentar una recidiva bioquimica, es decir la elevacion de los niveles de PSA
en sangre sin evidencia de la enfermedad mediante las técnicas convencionales de
imagenologia, luego del tratamiento.526 En suma, por todo lo anteriormente
mencionado, es necesario contar con marcadores moleculares mas precisos,
especialmente para los casos de mayor agresividad, de modo que permitan la

orientacién del tratamiento mas adecuado para cada paciente.

1.5 Radiofarmacos PET en el diagndéstico del cancer de préstata

La incidencia del CP depende de los esfuerzos para detectar esta patologia. Por lo
gue es fundamental poder diagnosticar y estadificar dicha enfermedad de manera
precisa, de modo que se pueda seleccionar el tratamiento mas adecuado para cada
paciente. Como se ha mencionado anteriormente, el CP es una enfermedad
heterogénea desde el punto de vista clinico y bioldgico, ya que puede presentar un
comportamiento y evolucion de amplio espectro, desde una enfermedad indolente
de bajo riesgo, hasta un CP muy agresivo y resistente a la castracién. Esto
determina que tanto su evaluacién, como su estadificacion sean un gran desafio.
En este sentido, las técnicas de imagenologia convencionales como la tomografia
computarizada (CT) y la resonancia magnética (MR), asi como la técnica de
medicina nuclear convencional de centellograma éseo (CO), son limitadas para la

deteccién de invasion ganglionar o de metastasis 0seas a distancia. A su vez, Si
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bien el CO es recomendado actualmente tanto para la estadificacion como la
evaluacion de respuesta al tratamiento de metastasis O0seas, es ampliamente
reconocido que la sensibilidad de esta técnica es limitada para la deteccion de la
enfermedad. A su vez, la técnica de CO es limitada e inespecifica para ser
clinicamente (til en determinar la respuesta a un tratamiento en un estadio
temprano. Las opciones de terapia tanto localizada, como sistémica, impulsan la
necesidad de herramientas de diagnostico precisas, de modo de abordar el enfoque
terapéutico individual segun el estadio evolutivo de la enfermedad de cada paciente.
En este aspecto, en el pasado, la técnica PET desempefiaba un papel relativamente
limitado en la imagenologia del CP. Sin embargo, en los ultimos afios han surgido
numerosos radiofarmacos PET, que presentan mayor sensibilidad y especificidad
del diagnéstico del CP. Dichos radiofarmacos pueden ajustarse potencialmente
para el diagndstico basados en la biologia tumoral y el estadio de cada paciente,
utilizadndose tanto para la deteccion de metastasis en la estadificacion inicial, como
en los casos mas complejos de recidiva bioguimica.64.6566.67

Actualmente, existen diversos radiofarmacos PET para el diagnostico del CP tanto
en uso clinico, como en etapas de desarrollo. Cada uno de ellos se caracteriza por
dirigirse a un blanco molecular determinado, lo que determina su especificidad,
sensibilidad y limitaciones de acuerdo a cada caso0.98%® A continuaciéon se
describiran brevemente algunos de los radiofarmacos PET mas utilizados en el
diagndstico del CP, las estructuras quimicas de algunos de los mas relevantes se

muestran en el Esquema 1.
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La 2-desoxi-2-[fltior-18]fluoro-D-glucosa ([*8F]JFDG, Esquema 1), un analogo de la
D-glucosa, es ampliamente utilizada en imagenologia molecular PET,
especialmente en la detecciébn de neoplasias. Ya que este radiofarmaco brinda
informacion funcional basada en el aumento de la absorcion de glucosa y
transportadores de glucosa en las células tumorales, donde se produce un aumento
de la glucdlisis anaerobia (efecto Warburg).”® Sin embargo, el uso de [*®F]FDG en
CP se limita a la re-estadificacion de pacientes con alto grado de hormono-
resistencia y lesiones pobremente diferenciadas, debido al alto grado de captacion
de [*®F]FDG que se da concomitantemente con el alto grado de malignidad de la
enfermedad. Ademas, la sensibilidad de este radiofarmaco en CP es limitada,
determinando que los resultados obtenidos no sean tan precisos como en otro tipo
de tumores, debido a la baja actividad metabdlica presente en las células de CP. A
su vez, la excrecion urinaria del radiofarmaco, dificulta la distincion entre los
ganglios linfaticos y la recurrencia local, debido a una relacion lesion/fondo
desfavorable, determinada por la alta actividad en la vejiga.”

Actualmente, en casos de estadificacion o re-estadificacion de metastasis 0seas, se
encuentra consolidado el uso del centellograma 6seo (CO) mediante
[*°*™Tc]metildifosfonato ([**™Tc]MDP, Esquema 1). Este radiofarmaco se basa en el
aumento de la actividad osteoblastica observadas en las metastasis Oseas,
permitiendo su deteccion de manera temprana. Sin embargo, se puede observar
una alta captacion de este radiotrazador en alteraciones 6seas no malignas, como
en traumatismos, enfermedades articulares degenerativas, entre otras, lo que
puede conducir a falsos positivos. Por otra parte, las imagenes PET-CT obtenidas
con [*8F]NaF, a pesar de su mayor sensibilidad, alin no se consideran el método de
preferencia debido a su baja rentabilidad y mayor riesgo de falsos positivos,
determinado por la mayor resolucién espacial que resalta un mayor niamero de
lesiones concentradas. Por dltimo, ninguna de estas técnicas mencionadas puede
detectar una recaida local o definir la afectacion de los ganglios linfaticos.5872

Por otra parte, existen otros radiofarmacos basados en pequefias moléculas

mediante las cuales inicialmente se utilizaron en el diagnéstico del CP, como
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[*1C]colina, [*®F]colina, [!C]acetato y [*®F]fluciclovine (Esquema 1). Si bien estos
demostraron detectar la enfermedad a nivel ganglionar y 6seo en altas tasas en
comparacion con [*8F]FDG, las mismas no presentan ningiin beneficio adicional en
la deteccién de la enfermedad, especialmente en estadios primarios. En este
contexto, estudios recientes con los radiofarmacos mencionados, no demostraron
una correlacién significativa entre la captacion tumoral y la agresividad del mismo,
ademas de una limitada precision en el diagndstico del CP."3

De los radiofarmacos mencionados, cabe destacar a [*C]colina como el mas
difundido, aunque solo en centros que poseen un ciclotron en sus propias
instalaciones y también a la [*®F]colina (Esquema 1). El primero posee la ventaja de
presentar una excrecion urinaria menor, lo que favorece el analisis del lecho
prostatico, sin embargo, el corto periodo de semidesintegracion del carbono-11
(20.4 minutos), condiciona los procedimientos de adquisicion de imagenes.
Ademas, si bien la ausencia de actividad urinaria presenta una ventaja respecto a
[*8F]colina, al realizarse adquisiciones mas cortas, la relacion lesién/fondo no suele
ser significativa en estos tiempos, por lo que se pueden obtener falsos negativos.
Por ello, la interpretacion de una recidiva local debe basarse también en parametros
morfoestructurales, para discriminar un posible falso positivo producido por lesiones
inflamatorias beningnas.”* Por el contrario, ['®F]colina presenta una mayor
excrecion urinaria, lo que dificulta el diagnéstico de una recidiva local. Sin embargo,
debido al periodo de semidesintegracién mas largo del flior-18 (109.5 minutos), es
posible llevar a cabo estudios a mayores tiempos, lo que mejora la eficacia
diagnéstica de metastasis ganglionares y esqueléticas. Cabe sefialar que la
evaluacion cuando se utiliza cada uno de estos radiofdrmacos debe ser muy
cuidadosa, debido a la posibilidad de resultados falsos positivos también en la
evaluacion de metastasis distales.”* Por Ultimo, es necesario mencionar dos
criterios clave para el uso de los radiofarmacos de colina (ya sea marcado con
carbono-11 o fldor-18). En primer lugar, su uso se limita exclusivamente a casos de
recidiva bioguimica y a su vez en los casos clinicos donde los valores de PSA del
paciente sean mayores a 3 ng/mL, ya que a valores menores su sensibilidad no es

adecuada. Por otra parte, los radiofarmacos de colina tampoco son adecuados para
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la estadificacion inicial, debido a su alto margen de error. Por ello, los mismos fueron
sustituidos por el uso de derivados del antigeno de membrana prostatico especifico
(PSMA, por sus siglas en inglés) marcados con diferentes radionucleidos (como se
describira a continuacion), permitiendo bajar la sensibilidad a valores de PSA
superiores a 1 ng/mL en pacientes con recidiva bioquimica.”

En este contexto, cabe destacar la creciente importancia del antigeno de membrana
prostético especifico (PSMA), tanto en el diagnéstico mediante imagenologia como
en el tratamiento del CP. El PSMA es una proteina transmembrana con actividad
folato hidrolasa, que se sobre-expresa en las células de CP. A pesar de su
denominacion, el PSMA también se encuentra expresado en tejidos no prostaticos
como las glandulas salivales, tubulos renales e intestino delgado, aunque en un
menor grado. Si bien la regulacion del PSMA en la patogénesis del CP no se
encuentra actualmente del todo clara, en la medida que los ligandos de PSMA son
internalizados, hacen de éste un blanco molecular atractivo y actualmente el mas
validado para la imagenologia PET del CP.”376 En este sentido, el uso cada vez
mayor de radiofarmacos dirigidos a PSMA se basa en una creciente evidencia que
se respalda en el rendimiento propicio de las imagenes obtenidas. Actualmente, se
encuentran en evaluacion muchos agentes de imagenes dirigidos a PSMA y dos
estan aprobados por la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos (FDA): [*8F]DCFPyL (18F-piflufolostat, Esquema 1) y [(8Ga]PSMA-11(68Ga-
gozetotide, Esquema 1). Ademas, estan siendo evaluados en Estados Unidos en
ensayos clinicos de fase Il los radiofarmacos: [*®F]JPSMA-1007 (NCT04239742 y
NCT04487847), [*®F]-rhPSMA-7.3 (NCT04186819 y NCT04186845), [18F]CTT1057
(NCT04838626), [(®8Ga]PSMA-R2 (NCTO03490032) y [f*Cu]SAR-bisPSMA
(NCT04868604).5%77 Aunque puede haber minimas diferencias entre cada
radiofarmaco, hasta el momento no hay un consenso de que un radiofarmaco
especifico haya mejorado las caracteristicas de diagndstico en comparacioén con
otro.78'79

De los radiofarmacos anteriormente mencionados para el diagnéstico del CP, en
Cudim se encuentran disponibles en uso clinico los siguientes: [*®F]FDG, [*®F]NaF,
[t*F]PSMA-1007, [®F]JAIF-PSMA-11 (Esquema 1), [8Ga]PSMA-11, [*®F]colina y
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[*1C]colina. Por ultimo, se encuentra el radiofarmaco [''C]S-adenosilmetionina en
etapa de desarrollo preclinico.

Respecto al escenario clinico y el rol del diagnostico mediante imagenes en
medicina nuclear, en el afio 2016 la Asociacion Americana de Urologia actualizé las
guias sobre el CP. Establecié como las politicas de monitoreo de la agresividad
aumentaron la tasa deteccion temprana y redujeron la mortalidad de este tipo de
cancer. Sin embargo, existe aun un riesgo concreto de sobrediagndstico y
sobretratamiento, por lo que las politicas de monitoreo de la agresividad siguen
siendo uno de los temas mas controversiales de la literatura urolégica, ya que aun
no hay evidencia de nivel 1 al respecto.88081 Al momento presente, la Gnica prueba
gue puede confirmar el diagndstico contintia siendo la biopsia, es decir tomar una
pequefia muestra de tejido para un examen microscépico para brindar una escala
gradual (Escala Gleason o Gleason Score).8283 Si bien el riesgo de padecer CP a
lo largo de la vida es alto, la tasa de mortalidad es baja; lo que significa que la
mayoria de los hombres diagnosticados con CP no morirdn a causa de la
enfermedad. En este contexto, el cribado de PSA favorecié el diagnéstico de
canceres de bajo grado, lo que redujo la incidencia de enfermedad avanzada y la
mortalidad, sin embargo, esto condujo en algunos casos al sobrediagnostico y
sobretratamiento. A pesar de algunas excepciones, el CP puede ser considerado
un tumor de crecimiento lento, por lo tanto, se deben realizar pruebas menos
invasivas antes de una biopsia, que debe limitarse Gnicamente a los pacientes con
alta probabilidad de cancer. No obstante, aunque no se puede evitar la biopsia, la
cual es un paso decisivo antes de realizar una cirugia, el diagnéstico mediante
imégenes juega un rol crucial en el algoritmo decisional del CP, que es fundamental
en el manejo del paciente.®48 Cabe destacar que en Cudim se cuenta con un
Ecégrafo que permite la fusibn de imagenes de Resonancia Magnética con
Ecografia para realizar punciones dirigidas. Esto mejora el rendimiento de la técnica
de biopsia de un 20 % (sin fusion) a un 90 % (biopsia con fusion). Asi, en Cudim
desde los inicios del afio 2019 a la actualidad se han realizados unos 200
procedimientos de Biopsia por Fusién. &
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En base a lo expuesto, si bien existen diversos radiofarmacos y radiotrazadores
dirigidos a diferentes blancos moleculares para el diagnostico del CP; tanto
aprobados para su uso clinico, como en diferentes etapas de investigacion, es
necesario contar con nuevos radiofarmacos dirigidos a blancos moleculares
especificos que permitan predecir la agresividad de manera no invasiva, con el fin
de orientar a cada paciente con un tratamiento adecuado. Por ello, en el siguiente
apartado se propone un nuevo blanco molecular hacia la aplicaciéon diagnéstica por
imagenologia PET, como potencial marcador de agresividad en el CP, lo que podria

ademas orientar a un tratamiento mas especifico basado en la biologia tumoral.

1.6 Rol de la MAO-A en el cancer de prostata

Tal como se profundizé anteriormente, las técnicas de imagenologia molecular
pueden proporcionar herramientas eficaces para elucidar los mecanismos
moleculares involucrados en el desarrollo y progresion del CP.87:8889 E| desarrollo
de nuevos radiofarmacos es clave en la busqueda de moléculas dirigidas
especificamente a blancos moleculares que permitan caracterizar procesos
patolégicos mediante técnicas minimamente invasivas como el PET. Los
radiotrazadores PET con aplicaciones en oncologia es una de las areas mas activas
de investigacion radiofarmacéutica. Se ha descrito una considerable cantidad de
articulos demostrando que los tumores malignos pueden ser detectados con una
alta sensibilidad y especificidad mediante imagenologia PET. 90919293 En este
sentido, las enzimas son un blanco molecular atractivo para la obtencion de
imagenes mediante PET, debido a la gran versatilidad a la hora de disefiar
inhibidores o sustratos marcados que permitan generar imagenes y medir los
niveles de expresion enzimatica. Ya que tanto la expresion enzimatica, como la
actividad enzimatica, tienen un rol determinante en los procesos fisioldgicos
normales, asi como también sus mecanismos de regulacién son criticos en el
desarrollo y la progresion de muchas patologias.®*95% En este contexto, en los
ultimos afios se establecidé una relacion directa entre el alto grado de agresividad
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del CP (Escala Gleason 4 0 5) y la sobreexpresion de la enzima monoamino oxidasa
A (MAO-A).%7%8

Las monoamino oxidasas son flavoproteinas presentes en la membrana
mitocondrial externa, que catalizan la degradacion por desaminacion oxidativa de
aminas tanto endogenas (por ejemplo: neurotransmisores), como aminas exogenas
(por ejemplo: aminas de la dieta). En los mamiferos existen dos isoformas de esta
enzima, MAO-A y MAO-B, que se distinguen en base a la especificidad por su
sustrato y a la sensibilidad frente a inhibidores especificos. Ambas isoformas se
expresan en la mayoria de los tejidos, pero su expresion es particularmente
importante en el sistema nervioso central (SNC), debido a su rol fundamental en el
metabolismo de neurotransmisores. Ademas, la MAO-A presenta una importante
expresion en el tracto gastrointestinal, pulmones, higado y placenta. Del hecho que
MAO-A presente un rol biolégico conservado en el metabolismo de las aminas, se
infiere que la misma puede participar en funciones celulares cruciales, como el
control del crecimiento, diferenciacion celular, mantener de reservas de poliaminas
y regulacion de los niveles de neurotransmisores. El metabolismo de aminas
biogénicas como la dopamina y la epinefrina mediante el mecanismo de
desaminacion oxidativa, para obtener sus correspondientes metabolitos, produce
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Por ello, la alta
expresion de MAO-A ha sido relacionada no solo con desoérdenes neuroldgicos
como la ansiedad y la depresién, y enfermedades neurodegenerativas, sino que
también en las Ultimas décadas, se han publicado articulos que relacionan la
produccion de ROS mediada por MAO-A con el desarrollo y la progresion de
tumores. 99100

En este sentido, en los dltimos afios, han surgido numerosos articulos en revistas
de alto impacto, como disparadores en la propuesta de validar a la enzima MAO-A
como potencial blanco de terapia en el CP.101.102103,104.105 Diferentes estudios
destacan la implicacion de la MAO-A como mediadora de la tumorigénesis y
metastasis del CP.193106107 Ademds, se observd que tanto la inhibicién
farmacoldgica de la actividad de MAO-A, utilizando clorgilina (esquema 2) como

inhibidor selectivo e irreversible, asi como la desactivacion a nivel de expresion
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génica de MAO-A (modelo knockdown), redujo o incluso eliminé el crecimiento de
tumores de prostata y la metastasis en modelos de raton con tumores xenograficos
de CP.1%® A su vez, cabe destacar que la alta expresion de MAO-A se ha
correlacionado con peores resultados clinicos en pacientes con CP y con niveles
mas elevados de PSA sérico en pacientes al diagnéstico.108:109.104

Por otra parte, la terapia de privacion de andrégenos es el tratamiento estandar para
el CP con desarrollo de metastasis. Desafortunadamente, la mayoria de los
antiandrégenos disponibles fallan eventualmente, incluyendo al potente
antiandrégeno enzalutamida.''%1* Como resultado, la resistencia a la castracion
representa una etapa letal de la enfermedad con opciones de manejo limitadas. Un
estudio reciente, indica que la alta expresion de MAO-A esta asociada con la
deteccion positiva de la variante del receptor de androgenos ARvV7, en pacientes
con CP resistente a la castracion (CPRC) posterior al tratamiento con enzalutamida.
En este contexto, se observo que los inhibidores de MAO-A clorgilina y fenelzina
(un inhibidor no selectivo de MAO-A aprobado por la FDA para la depresion,
Esquema 2), fueron capaces de revertir la resistencia a la enzalutamida en el
CPRC.!*? Estos resultados resaltan el potencial de la enzima MAO-A como blanco
molecular de farmacos antidepresivos ya conocidos como una nueva terapia, ya sea
como agentes Unicos 0 en combinacidbn con los antiandrogenos estandar
actuales.''3 En este sentido, se llevd a cabo recientemente un ensayo clinico de
fase Il con el farmaco fenelzina para casos de recidiva de CP sin desarrollo de
metastasis.!4 Los primeros resultados con una dosis Unica de fenelzina en un grupo
pequefio de pacientes fueron prometedores. Esto hace pensar que inhibidores
selectivos de MAO-A podrian ser una opcion de tratamiento prometedora para
hombres con cancer de préstata con alta agresividad. Por lo tanto, el conjunto de
antecedentes anteriormente mencionados incentivan la consideracion de la MAO-A
como un blanco de imagenologia molecular en el CP de alto grado de
agresividad.108.115

Otro punto a destacar, es que el potencial de la técnica PET para generar imagenes
de procesos bioquimicos de forma minimamente invasiva, ha impulsado numerosas

aplicaciones en la investigacion cientifica basica y clinica.''® Por ejemplo, la
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traslacion de la imagenologia molecular en etapa preclinica a las aplicaciones
clinicas con el fin de lograr una medicina personalizada requiere un enfoque de
individualizacién en todas las etapas, comenzando por el diagndstico, el tratamiento
y el monitoreo de la respuesta o seguimiento. Para poder implementar este enfoque
se requiere disponer de agentes moleculares especificos.”11811% De esta manera,
se podria aportar informacion valiosa sobre la estadificacion, del grado de
malignidad y metastasis del CP, asi como potencialmente proponer una terapia
especifica en pacientes con tumores que presenten alta expresion de MAO-A.
Ademas, dentro de este marco, otras caracteristicas de MAO-A proporcionan razon
adicional para plantear su potencial utilidad como blanco molecular en imagenologia
molecular hacia la evaluacion del CP de alta agresividad. Cabe destacar que
muchos inhibidores de MAO-A actualmente se encuentran en fases de estudios
preclinicos avanzados o son aprobados en uso clinico de rutina para enfermedades
psiquiatricas, por lo que sus perfiles de seguridad y toxicidad estan bien
establecidos. A su vez, propiedades enzimaticas de MAO-A a nivel del sistema
nervioso central han sido ampliamente estudiadas mediante PET, basados en
agentes imagenoldgicos tanto en modelos animales como en seres
humanos.?0.121.122 Estas caracteristicas proporcionan razones adicionales para
proponer el estudio de MAO-A como blanco molecular en imagenologia molecular
para su aplicacion en la evaluacién y diagnostico de CP de alta agresividad.

Como ya se hizo mencién, en los ultimos afios inhibidores selectivos de MAO-A han
sido marcados tanto con carbono-11 como con flior-18 y evaluados como
potenciales radiotrazadores PET, principalmente a nivel del sistema nervioso
central. En tal sentido, cabe destacar al grupo del Prof. Bengt Langstrom, quién ha
estudiado en profundidad el desarrollo y aplicacion de radiotrazadores PET como
por ejemplo ['C]clorgilina ya mencionado, y ademas [*!C]harmina, un inhibidor
reversible selectivo de MAO-A. En patrticular, en el afio 2003 se publicé un trabajo
por parte del grupo del Prof. Langstrom, donde el objetivo fue investigar algunas de
las vias de procesamiento de monoaminas en tumores gastroenteropancreaticos
neuroendocrinos (GEP, ej. carcinoides y tumores pancreéaticos enddcrinos) e

intentar encontrar un radiotrazador para la caracterizacion y visualizacion in vivo
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mediante PET. Dados los prometedores resultados in vitro obtenidos sobre la
expresion de MAO-A en estos tumores con el trazador [*!Clharmina (alto nivel de
unién especifica en comparacion con el tejido de referencia), se llevaron a cabo
estudios PET en 4 pacientes con carcinoides de intestino medio y 7 pacientes con
tumores pancreaticos enddcrinos. Asi, mediante la utilizacién de [**C]harmina como
radiotrazador PET se pudieron visualizar tumores en todos los pacientes, en los
cuales los hallazgos morfologicos fueron correlacionados mediante tomografia
computada. Esto demostré que los tumores neuroendocrinos se caracterizan por
una alta expresion de MAO-A, indicando asi una posible aplicacion de [*'C]harmina
como un nuevo radiotrazador PET para tumores neuroendocrinos.*?®> Ademas, otro
antecedente incluso anterior del grupo del Prof. Langstrém, evidenciéo una alta
expresion de la enzima MAO-A en muestras de pacientes de cancer de vejiga
urinaria utilizando [*!C]harmina. Estos prometedores resultados hicieron pensar a
los autores en la posibilidad que la caracterizacion in vivo de MAO-A en cancer de
vejiga es factible mediante [*!Clharmina y podria utilizarse con fines de diagndéstico
o0 para la monitorizacién del tratamiento.?* Mas recientemente, otros trabajos han
demostrado que un derivado de harmina marcado con flor-18 (2-[*8F]fluoroetil-
harmol), ha presentado excelente afinidad por la enzima MAO-A tanto in vitro como
in vivo, convirtiendo a este radiotrazador en un candidato prometedor para la
visualizacion de MAO-A mediante PET. 125126

Vale la pena destacar que el versétil colorante azul de metileno (Esquema 2), ha
tenido resultados antiproliferativos alentadores in vitro en lineas celulares humanas
de cancer de proéstata, especialmente en la linea celular LNCaP que sobreexpresa
MAO-A. Estos estudios sugieren que el azul de metileno tiene un potencial en la
supresion tumoral y que podria a su vez presentar funciones anti-metastasicas.?’
Coincidentemente azul de metileno es un potente inhibidor de MAO-A, el cual
presenta caracteristicas farmacol6gicas muy interesantes y tiene la ventaja de ser
un farmaco aprobado por la FDA.'?812° Ademas, ha sido marcado con carbono-11
y evaluado en lineas celulares de melanoma.*3%13! Por lo tanto, en base a los
antecedentes anteriormente mencionados, tanto azul de metileno, como clorgilina

y harmina, adecuadamente marcados con emisores de positrones, podrian ser
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candidatos apropiados para la visualizacion de MAO-A mediante imagenologia PET
en CP de alta agresividad.

Por dltimo, cabe destacar otro antecedente el cual refuerza la idea planteada, donde
el grupo de Wu y colaboradores, desarrollé un inhibidor selectivo de MAO-A, basado
en un derivado de clorgilina unido a una sonda de infrarrojo cercano (NIR, por sus
siglas en inglés). La evaluacion in vitro de este compuesto mostrd inhibicion de
MAO-A a una baja concentracion micromolar y un efecto de supresion en la
proliferacion en lineas celulares humanas de CP, reduciendo su capacidad de
migracion e invasion. A su vez, la evaluacion in vivo en ratones con tumores
inducidos con las lineas celulares mencionadas, mostraron que el tratamiento con
el derivado clorgilina-NIR redujo en gran medida la carga tumoral, respecto al grupo
control. La particularidad de este estudio, no solo radica en el punto de vista
terapéutico, sino ademas en el seguimiento y evaluacion mediante imagenologia
optica que se llevd a cabo con el derivado de clorgilina unido a una sonda NIR.13?
En suma, a partir de todos los antecedentes mencionados, se desprende la
hipétesis de que la visualizacion de la enzima MAO-A mediante imagenologia PET,
podria utilizarse como herramienta tanto en el diagndstico como en la propuesta de
tratamiento especifico de CP de alta agresividad. Lo que seria de gran utilidad a la
hora de orientar y monitorear una terapia de esta heterogénea patologia, ya sea
mediante los métodos clinicos estandares utilizados actualmente, o en sintonia con
inhibidores selectivos de MAO-A como potenciales agentes terapéuticos. El estado
del arte al momento de la escritura del presente apartado, indica que este tipo de
evaluacion mediante imagenologia PET no ha sido reportada previamente, lo que

destaca la relevancia del presente trabajo de tesis de doctorado.
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Esquema 2. Se muestran estructuras quimicas de diferentes inhibidores de MAO-A.
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2. Objetivos y
estrategia de

trabajo



2.1 Objetivo general

Como objetivo general, el presente trabajo de tesis de doctorado en quimica,
plantea el estudio inicial de radiotrazadores emisores de positrones para la
evaluacion y posible diagnéstico de cancer de préstata de alta agresividad,
mediante la visualizacion de imagenes PET de la enzima monoamino oxidasa A
(MAO-A).

2.2 Objetivos especificos

Para cumplir con el objetivo general, se plantean los siguientes objetivos

especificos:

Objetivo especifico 1:
Establecer protocolos de produccion y control de calidad para los radiotrazadores

[*1C]clorgilina, [*C]azul de metileno, [**Clharmina y 2-[*8F]fluoroetil-harmol.

Objetivo especifico 2:

Generar un modelo tumoral xenografico de cancer de préstata en ratones nude,
inducidos tanto con una linea celular humana de cancer de préstata que sobre-
exprese el blanco molecular (MAO-A), asi como un control negativo utilizando una

linea celular con expresion limitada del mismo.

Obijetivo especifico 3:

Evaluar los radiotrazadores seleccionados tanto in vitro en lineas celulares
humanas de cancer de préstata, asi como en los modelos animales tumorales, tanto
in vivo mediante imagenologia molecular PET, como ex vivo mediante ensayos de

biodistribucion.
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2.3 Estrategia de trabajo

Los radiotrazadores seleccionados a estudiar son [''C]clorgilina, [*!Clazul de
metileno, [11C]harmina y 2-['8F]fluoroetil-harmol, basandonos en los antecedentes
desarrollados en el capitulo introduccion (rol de la MAO-A en el cancer de préstata).
Estos reconocidos inhibidores selectivos de MAO-A, seran marcados con carbono-
11 o fldor-18 mediante la utilizacion de plataformas de radiosintesis semi-
automatizadas. Para llevar a cabo estudios biolégicos en modelos de cancer de
préstata, nos planteamos inicialmente tanto la realizacion de experimentos in vitro
en lineas celulares humanas de cancer de préstata, como in vivo en un modelo de
raton con tumor xenografico inducido con las mismas lineas celulares. En ambos
estudios se utilizara tanto una linea celular que sobre-expresa el blanco molecular
MAO-A (control positivo, LNCaP), como una linea celular con expresion limitada de
MAO-A (control negativo, PC3). Los estudios de captacion tumoral se llevaran a
cabo tanto in vivo mediante la adquisicion de imagenes PET-CT, como mediante

ensayos de biodistribuciéon ex vivo.

Con el fin de cumplir con los objetivos especificos, se llevara a cabo la siguiente

estrategia de trabajo:
Obijetivo especifico 1
Obtencién de precursores organicos adecuados para su marcacion con carbono-11
o flhor-18, con el fin de generar los radiotrazadores seleccionados mediante
diferentes estrategias de radiosintesis en las plataformas semi-automatizadas de

Cudim:

i) Sustitucion nucleofilica con [8F]KF sobre un derivado de harmol adecuadamente

sustituido con un buen grupo saliente para obtener 2-[*8F]fluoroetil-harmol.
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i) N y O-metilacién nucleofilica con [*1C]Mel o [**C]MeOTf sobre nor-clorgilina,
azure B, o harmol, para obtener [*'C]clorgilina, [*!C]azul de metileno y [*!C]harmina,

respectivamente.

Objetivo especifico 2

Induccion de tumores xenograficos en ratones atimicos nude, utilizando las lineas
celulares humanas de cancer de préstata LNCaP (sobre-expresa MAO-A) y PC3
(expresién limitada de MAO-A).

Objetivo especifico 3

Caracterizacion biologica inicial in vitro e in vivo de los radiotrazadores obtenidos

mediante:

Estudios in vitro de internalizacion celular en una la linea que sobre-expresa MAO-
A (LNCaP) como control positivo, y una linea con expresion limitada de dicho blanco

molecular como control negativo (PC3).

Estudios ex vivo de biodistribucion en modelo de ratdon con tumor xenografico
inducido con lineas celulares humanas de CP, tanto con células que sobre-expresan
MAO-A (LNCaP) como control positivo, como una linea con expresion limitada de

dicho blanco molecular como control negativo (PC3).

Adquisicion, procesamiento y analisis de imagenes PET-CT (técnica PET acoplada
a tomografia computada), en los dos modelos de ratén con tumores xenograficos
inducidos con lineas celulares humanas de cancer de prostata a distintos tiempos,

en camara PET-CT para pequefios animales con la que cuenta Cudim.
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3.1 Obtencién de Inhibidores de MAO-A marcados con carbono-11

3.1.1 Introduccién

Estrategias de radiosintesis

Se denomina proceso de marcacion o radiomarcado, a la reaccion quimica
mediante la cual un radionucleido determinado (precursor radiactivo bajo forma
ibnica o molecular) es incorporado en una molécula precursora (generalmente
organica) no radioactiva, para generar un radiotrazador en particular. Las
reacciones radioquimicas mas comunes son las sustituciones (marcaciones
habituales con 11C o 18F) o adiciones (generalmente reacciones de complejacion
con radiometales). Este proceso presenta como principal desafio el desarrollo de
metodologias sintéticas que permitan la incorporacion de radionucleidos emisores
de positrones con periodo de semidesintegracion relativamente corto de forma
eficiente, en las moléculas de interés.’®® En este sentido, los procedimientos de
marcado, purificacién y formulacion, que comprenden lo que se conoce como el
proceso de produccion de una molécula marcada, deben llevarse a cabo
generalmente en un tiempo no mayor a dos periodos de semidesintegracion del
radionucleido en cuestién. Ya que de lo contrario los rendimientos individuales de
cada procedimiento, en adicion al decaimiento fisico del radionucleido utilizado,
pueden disminuir en gran medida el rendimiento radioquimico de la molécula
marcada obtenido al final del proceso de produccion. De la misma manera, los
andlisis realizados en el control de calidad que determinaran la aptitud de un
radiotrazador para ser utilizado en un organismo vivo, no debe superar un tiempo
mayor a un periodo de semidesintegracion del radionucleido utilizado.*** En la
Figura 8 se esquematizan las etapas mediante las cuales generalmente se lleva a

cabo la produccion de un radiotrazador.
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Figura 8. Etapas generales de la produccion y control de calidad de un radiotrazador. En

términos generales, los procesos involucrados deben ser rapidos y eficientes, pudiéndose
describir de manera esquematica de la siguiente manera: i) produccién del radionucleido;
i) preparacion del agente de marcacion (a partir del precursor radioactivo primario); iii)
Reaccion de marcacién (reacciéon entre el precursor radioactivo y el precursor organico
donde sera incorporado); iv) remocién de grupos protectores (en caso de que estén
presentes) del precursor organico (este paso es en general requerido en ciertas
marcaciones con flior-18) purificacién de la molécula marcada (eliminacion de impurezas
guimicas y radioquimicas), formulacion y filtracion esterilizante (en un medio adecuado
para su aplicacion en un organismo vivo); vi) luego de controlar los pardmetros
prestablecidos en el control de calidad se determinara si el radiotrazador cumple con los

requerimientos para ser liberado para su uso.
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Por otra parte, las altas dosis de radiacion a las cuales el personal se expone al
llevar a cabo los procesos de produccion de radiotrazadores, no permite que los
mismos puedan realizarse en una mesada de laboratorio tradicional, sino que se
utiizan moédulos de sintesis automatizados dentro de estructuras blindadas
denominadas “hotcells” (Figura 9). A su vez, la utilizacion de modulos semi-
automatizados tiene como finalidad garantizar la proteccién radioldgica del operador

y la reproducibilidad del proceso de sintesis.®®

@ TRACERIab

Figura 9. Mdodulo semi-automatizado de sintesis para radiotrazadores de carbono-11
TRACERLAB FX C Pro de GE (izquierda). Celda blindada (hotcell) MIP-1 (Comecer) del

laboratorio de investigacion del Departamento de Radiofarmacia de Cudim.

En este contexto, en las ultimas décadas se han desarrollado diversas rutas
sintéticas para la obtencion de radiotrazadores PET. Principalmente para la
incorporacion de flior-18 (el cuél se veré en su seccion correspondiente) y carbono-
11 (el cual se hara hincapié en la siguiente seccion). Dichos radionucleidos son
incorporados en precursores de interés mediante diversas metodologias de quimica
organica, lo que hace que el niumero de radiotrazadores que incorporan dichos
radionucleidos sea considerablemente mayor a otros, como el oxigeno-15,
nitrégeno-13 o el galio-68. ElI O y el 13N, presentan un periodo de

semidesintegracion muy corto, aproximadamente de 2 minutos y 10 minutos
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respectivamente, lo que se refleja en la escasa cantidad de radiotrazadores que
presentan estos radionucleidos (por ejemplo: [*°O]H20 y [**N]JNH4CI).136 Por ultimo,
el ®8Ga al tratarse de un radiometal utiliza otro tipo de estrategias de marcacién
basadas en anillos quelantes acoplados a moléculas con propiedades biologicas de
interés, como polipéptidos derivados de hormonas, etc.®’ La descripcion de dichas
estrategias excede el alcance del presente trabajo, el cual se centrara en las
estrategias de marcacién con flaor-18 (como se describird en un apartado mas
delante) y las estrategias de marcacion con carbono-11, que se describiran a

continuacion.

Estrategias de marcacién con carbono-11

El carbono es uno de los principales elementos del cual se componen las
biomoléculas. Por lo tanto, el radiomarcado de ciertas moléculas de relevancia
biolégica con carbono-11 es de gran importancia para la imagenologia PET.138139
Debido a que el comportamiento de dichos compuestos seria indistinguible de sus
homdlogos sin marcar, con la excepcion de un efecto isotopico cinético muy
pequefio. Es importante tener en cuenta este asunto, ya que en algunos casos la
introduccion de flaor-18 en determinadas moléculas, puede alterar sus propiedades
biolégicas al tener una diferencia en su estructura quimica respecto a su homélogo
natural correspondiente. Por otra parte, el corto periodo de semidesintegracion del
carbono-11 (t1/2 20.4 min), hace que no sea factible su transporte desde el sitio
donde se produce a hospitales o centros PET lejanos. A pesar de ello, el creciente
interés en imagenologia molecular PET por los radiofarmacos de carbono-11 ha
determinado que sean utilizados en hospitales o centros PET que cuenten con
ciclotrones en sus propias instalaciones. En este contexto, cabe destacar que el
corto periodo de semidesintegracion del carbono-11 puede resultar ventajoso en
estudios longitudinales in vivo, donde se tengan que realizar repetidas inyecciones
en un sujeto de estudio (paciente o animal) en un mismo dia, incluso previamente
al estudio con otro radiofarmaco que emplee un radionucleido diferente. A su vez, a

pesar del corto t1/2 del carbono-11, se han desarrollado una amplia gama de
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reacciones para marcar de manera satisfactoria diversas moléculas de interés con
este radionucleido. Por lo tanto, las estrategias radiosintéticas representan un
desafio desde el punto de vista de la sintesis organica tradicional, donde
comunmente los tiempos de reaccion y purificacion son prolongados. A nivel
radioquimico se intenta minimizar el nimero de etapas sintéticas, reducir el tiempo
de las mismas o simplificarlas a los efectos de aumentar el rendimiento
radioquimico. Muchas de estas estrategias se basan en reacciones de quimica
organica convencional, teniendo en cuenta que existen diferencias significativas
inherentes a la naturaleza radioactiva de los precursores.*? En este contexto, una
particularidad de los compuestos radioactivos, es la posibilidad de sufrir
descomposicion por un fendmeno denominado radiolisis. Este implica la
descomposicion causada directa o indirectamente por la energia de su propia
emision radioactiva. Se presentan transformaciones promovidas por la energia que
una molécula recibe de las moléculas que la rodean (radidlisis primaria) o por
especies radicalarias generadas por la irradiacion del medio (Ejemplo: disolvente)
en el cual se encuentran (radiélisis secundaria).'4! Otra particularidad importante a
tener en cuenta en las reacciones que involucran precursores radiactivos, es que
éstos estan presentes en cantidades muy pequefas (aprox. 1x101! mol) en
comparacién con las utilizadas en la sintesis organica tradicional (aprox. 1x10-°
mol). En estas condiciones se puede notar claramente el defecto estequiométrico
en el cual se encuentran los precursores radiactivos. Por lo tanto, bajo estas
condiciones de reaccion se hace necesario una elevada pureza tanto de
precursores organicos como de disolventes de marcacion, evitando o minimizando
reacciones competitivas y en consecuencia la formacion de productos no deseados.
Sin embargo, el defecto estequiométrico del precursor radiactivo hace que las
reacciones sean de cinética de pseudo-primer orden respecto a esta especie. De
esta forma, reacciones que no son viables a escala estequiométrica, se vuelven
atiles en las condiciones de marcaciéon (por ejemplo: mono-C-metilacién de
aminas con [*C]CHal o [*1C]CHz0Tf).14° En este marco, la produccién de carbono-
11 a nivel del ciclotrén puede llevarse a cabo mediante dos estrategias diferentes,

las cuales determinan el tipo de precursor primario obtenido. De acuerdo con la
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reaccion nuclear que se describe debajo, la cual consiste en bombardear N2 (g)
99 % con protones, si se adiciona una impureza de 0.1% de %0, se obtiene
[t1C]CO2 como precursor primario y la emisién de una particula alfa. Por otra parte,
si se bombardea con protones '*N2 (g) 99% impurificado con 0.1 % de Ha, el

precursor primario obtenido sera [**C]CHasy también se emitird una particula alfa.

¥N(p,a)t1C (*N + 11p > 16C + “%:He)

En este sentido, la mayoria de las sintesis que involucran carbono-11, comienzan
con la obtencién de [*C]CO:z o [YIC]CH4. A estas especies se las conoce como
“precursores primarios”, ya que pueden ser convertidos en otro tipo de “precursores
secundarios” de diferente reactividad quimica, para ser incorporados en moléculas
organicas de interés mediante diferentes estrategias (esquema 3).136.140 Esta
multiplicidad de precursores radioactivos de carbono-11, permite obtener una
variedad de grupos organicos funcionales, los cuales se encuentran presentes en
biomoléculas y farmacos. Ademas, se puede destacar que una misma estructura
organica puede ser marcada en diferentes posiciones moleculares. Esta posibilidad
puede lograr en determinadas situaciones que una metabolizacion in vivo no elimine

el carbono-11 del radiotrazador en estudio.
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Esquema 3. Precursores primarios y secundarios utilizados en la marcacion de moléculas
organicas con carbono-11. Se muestra la amplia gama de precursores con carbono-11 que
pueden ser utilizados para la produccion de radiotrazadores. Dentro del recuadro azul, se
muestran los precursores primarios obtenidos en ciclotrones a partir de la reaccién nuclear

¥N(p,a)C. Tomado de referencia 140.

Como se mencioné anteriormente, con el fin de obtener un radiotrazador de
carbono-11, se debe incorporar dicho radionucleido en un precursor adecuado, para
ello se utiliza un amplio espectro de reacciones basadas en la quimica organica.
Entre ellas, las mas comunmente utilizadas y de especial relevancia para el
presente trabajo, son las metilaciones directas, que utilizan agentes metilantes
como yoduro de metilo ([**1C]Mel) o triflato de metilo ([*1C]MeOTf). Ademas, existen
otras estrategias como metilaciones mediadas por paladio, reacciones de Grignard,
carbonilaciones (que utilizan [**C]CO), cianaciones (que utilizan [**C]JHCN), fijacién
y reduccion directa del [*'C]CO: obtenido del ciclotron, entre muchas otras, cuyos
detalles exceden el alcance del presente trabajo.42143144 En este contexto, en este
trabajo de tesis se utilizo la estrategia de N y O-alquilacion directa convencional y
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una estrategia poco convencional de sustitucion nucleofilica aromatica mediada por
[t1C]dimetilamina. Las mismas se detallaran a continuacion.

Como ya se menciond, las reacciones de alquilacion que utilizan [*'C]Mel o
[t1C]MeOTf son ampliamente utilizadas para introducir carbono-11 en moléculas de
interés que presenten heteroatomos como Oxigeno (O), Nitrégeno (N) o Azufre (S)
en su estructura. De esta manera, el [\!C]Mel puede ser preparado como precursor
secundario por dos métodos. El primero, casi en desuso, es denominado “método
humedo”, el cual consiste en reducir el [**C]CO2 a [''C]MeOH mediante LiAlHa4,
seguido de un tratamiento con HI. Por otra parte, mediante el “método gaseoso”, se
obtiene el [\1C]Mel directamente desde el precursor primario [**C]CHa4en presencia
de vapor de iodo (I2) a alta temperatura. El [*'C]CHs puede ser producido
directamente en el ciclotrén como se menciono anteriormente, o puede ser obtenido
a partir de la reducciéon de [11C]CO2 generado en ciclotrén mediante una reaccion
favorecida por calor y un catalizador adecuado (Niquel-Shimalite). Si bien esta
ultima estrategia involucra un paso adicional, los rendimientos totales de obtencion
de [''1C]Mel son mejores, ya que por otra parte la reacciéon nuclear para producir
directamente ['C]CHas a nivel de ciclotrén, presenta un muy pobre rendimiento.
Ademas, cabe destacar que las reacciones de metilaciéon que utilizan [*1C]MeOTf
como agente alquilante, pueden ser llevadas a cabo a temperaturas menores, con
cantidades mas pequefas de precursor organico y en tiempos de reaccion mas
cortos, debido a la mayor reactividad de este agente respecto al [*!C]Mel.1*° Las
reacciones de metilacion mencionadas, pueden ser llevadas a cabo tanto en
solucion, barboteando el agente metilante directamente en el disolvente, como en
fase sélida utilizando un soporte adecuado (por ejemplo un cartucho SEP-PAK) a
través del cual se hace pasar el agente alquilante. Con este fin, se utilizan a su vez
distintos disolventes organicos y de ser necesario, una base para realizar
desprotonaciones, favoreciendo la nucleofilia del heteroatomo. En el Esquema 4 se

muestra una reaccion general de metilacion.146:147
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Esquema 4. Metilaciones con carbono-11. Se muestra un esquema general de
[*!C]metilacién sobre un heteroatomo (O, N, S) con [*C]Mel o [Y!C]MeOTf. Siendo RX, el

precursor organico adecuado.

Por otra parte, es importante destacar que la presencia de CO: “frio” presente en el
aire ([*2C]COz2) puede afectar significativamente la actividad molar si no se tienen en
cuenta los cuidados necesarios. La actividad molar, se define como la actividad
medida por mol de compuesto; expresada generalmente en GBg/umol; y se calcula
como la relacién entre la actividad final y los moles de compuesto teniendo en
cuenta todos los isotopos del radionucleido en cuestién. En el caso del carbono-11,
de deben tener en cuenta tanto su isétopo estable mas abundante (**C) como otros
isdtopos naturales tales como el °C y el *C. En este sentido, es necesario
minimizar la presencia de [*2C]CO2 mediante el correcto acondicionamiento de los
modulos de sintesis y el target del ciclotron. A estos procedimientos se los conoce

[y ]

como “delivery caliente” y “delivery frio”. El “delivery caliente” consiste en realizar
una pequefa irradiacion y enviarla a descarte con el fin de eliminar la mayor parte
del [*?C]CO2 que pueda haberse acumulado en el target del ciclotrén. Por otra parte,

r "

el “delivery frio” consiste en enviar el contenido remanente del target del ciclotron al
modulo de sintesis. De esta manera, se arrastrar el [*?C]CO2 que pueda estar
presente en las lineas y finalmente se lleva a cabo una reduccion del mismo a
metano, para luego enviarlo al descarte. En este contexto, la actividad molar es
crucial cuando se trabaja con sistemas saturables como enzimas o0 sistemas
ligando-receptor especificos. La introduccion de “masa fria” (no radioactiva) puede
hacer que el homologo del radiotrazador que presenta un is6topo no radioactivo,
compita con el radiotrazador alterando la adquisicion final de imagenes o incluso

provocando un efecto farmacoldgico no deseado.48149
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Por dltimo, como se describira en el apartado correspondiente a la obtencion de
[*1C]azul de metileno, se utiliz6 una estrategia poco convencional basada en el uso
de ['C]dimetilamina para la incorporacién de carbono-11. La misma consiste en la
incorporacion de ['*C]dimetilamina, la cual es obtenida mediante la N-metilacién por
via clasica de metilamina con [*!C]Mel, para luego incorporarse en el precursor
adecuado mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica. A diferencia de las

metilaciones clasicas, en este caso el precursor organico actuaria como electréfilo

H /\ R—X R

A _N_
H,'"'c” “CH, *HX

(Esquema 5).1%0

"CH5l + CH;NH, ————

N>
H;'"'C” “CH;

Esquema 5. Metilacion con carbono-11 mediante [*!C]dimetilamina. Se muestra de manera
esquematica, la formacion del precursor radioactivo nucleofilico ([*'C]dimetilamina) y su

posterior incorporacién a un precursor organico electrofilico (R-X).

En base a lo expuesto en el presente apartado, se puede concluir que el carbono-
11, posee una serie de caracteristicas que le permiten una gran versatilidad para
ser incorporado en diferentes radiotrazadores, no alterando las propiedades
biologicas respecto a sus homdélogos naturales. Por lo tanto, un andlogo marcado
con carbono-11 (marcado isotépico) presentara un comportamiento fisicoquimico y
bioguimico virtualmente idéntico al de la molécula no marcada. A su vez, su corto
periodo de semidesintegracion no debe ser contemplado como una desventaja, sino
como una caracteristica del mismo que puede ser utilizada de manera ventajosa en
casos de estudios con dosis multiples o multiples radiotrazadores en un mismo
sujeto. Por lo tanto, el cabono-11 puede ser considerado como una excelente y

versatil opcion, a la hora de desarrollar un nuevo radiotrazador emisor de positrones.
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3.1.2 Radiosintesis y control de calidad de [*'C]clorgilina

3.1.2.1 Parte experimental

Materiales y equipos utilizados en la sintesis organica de estandares y precursores

de [*C]clorgilina

Todos los productos quimicos y disolventes se adquirieron de fuentes comerciales
(Merck, Dorwil, Sigma-Aldrich, Carlo Erba), grado analitico y a menos que se indique
lo contrario, fueron utilizados sin purificacion adicional. La TLC analitica se realizo
en placas de silica gel 60F-254, y fueron visualizadas con luz UV (254 nm) y/o p-
anisaldehido en una solucion etandlica acida o vapores de yodo. Las cromatografias
en columna se llevaron a cabo utilizando silica flash (Kieselgel 60, 0,04-0,063 mm,
Machery-Nagel) u 6xido de aluminio (90 neutro, Machery-Nagel). Los espectros de
RMN se obtuvieron en diferentes disolventes deuterados a 400 MHz en un equipo
Bruker Avance DPX-400. La asignacion de los desplazamientos quimicos se realizo
en base a experimentos de RMN estandares (*H, *H-COSY, HSQC, HMBC y 3C).
Los valores de los desplazamientos quimicos fueron expresados en ppm en relacion
con tetrametilsilano (TMS) como estandar interno, y las constantes de acoplamiento
se expresaron en Hertz, seguido de la multiplicidad indicada como s: singulete, d:
doblete, t: triplete, q: cuarteto o combinacion, sa: sefial amplia, o m: multiplete.

3-(2,4-diclorofenoxi)-propan-1-ol (1):

Se disuelve 2,4-diclorofenol (1 g, 6.14 mmol) en EtOH (10 mL) y se deja agitar la
mezcla a temperatura ambiente por pocos minutos. Seguidamente se agrega 3-
bromo-1-propanol (0.56 mL, 6.14 mmol) y una solucion de NaOH (294.4 mg, 7.36
mmol) en H20 (1.2 mL). La mezcla se calienta a reflujo durante 4 horas, se detiene
el calentamiento y se deja agitando a temperatura ambiente toda la noche. Se
detiene la agitacién, se evapora el etanol a presién reducida y el residuo se disuelve

en 30 mL de Et20. Se lava la capa etérea con una solucién de NaCl saturado (3 x
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15mL) hasta alcanzarse un pH neutro, luego se seca con Na2SOg, se filtra y se
evapora a presion reducida para obtenerse 1 como un sélido blanco cristalino (1.3
g, R: 96%), el cual fue utilizado en la siguiente reaccion sin purificacién adicional.
IH-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7.39 (d, J=2.8Hz, 1H), 7.22 (dd, J=8.8 Hz, 2.4,
1H), 6.90 (d, J=8.8 Hz, 1H), 4.21 (t, J=6.0Hz, 2H), 3.95 (sa, 2H), 2.15-2.09 (m, 2H),

2.03 (sa, 1H).
: :O\/\/OH
Cl Cl

3-(2,4-diclorofenoxi)propil (4-metilfenil)sulfonato (2):

Se prepara una disolucién del alcohol 1 (2.56 g, 11.58 mmol) en CH2Clz seco (30
mL) bajo atmédsfera inerte (N2), se coloca la mezcla en un bafio de agua-hielo y se
agrega trietilamina (2.58 mL, 18.53 mmol). Seguidamente se agrega gota a gota
una disolucién de cloruro de p-toluensulfonilo (2.64 g, 13.90 mmol) en CH2Cl. seco
(13 mL) durante un periodo de 20 minutos. La mezcla se deja agitando unos pocos
minutos y se retira el bafio de agua-hielo. La mezcla se agita a temperatura
ambiente por un periodo de 25 horas, seguidamente se vuelca la disolucion en
H20O/hielo (35 mL) y se realizan lavados de la capa organica con una solucion de
NaCl saturado (4 x 15 mL). Luego se realizan sucesivos lavados con HCI| 10% (2 x
15mL), NaCl sat. (1 x 15 mL), NaHCO3 (2 x 15 mL) y NaCl sat. (2 x 15 mL) hasta
alcanzar un pH neutro. Seguidamente se seca la capa organica con Na2S0Og4, se filtra
y se evapora a presion reducida hasta obtenerse un sdlido. El crudo obtenido se
purifica mediante cromatografia en columna (Al203 flash, Hexano:Acetato de etilo
8:2) obteniéndose 2 como un sélido blanco (2.84 g, R: 67%). 'H-RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 (ppm): 7.76 (d, J=8.4Hz, 2H), 7.34 (d, J=2.4Hz, 1H), 7.24 (d, J=8.4Hz, 2H),
7.18 (dd, J=8.8 Hz, 2.4 Hz, 1H), 6.74 (d, J=8.8 Hz, 1H), 4.32 (t, J=6.0Hz, 2H), 3.99
(t, J=5.6Hz, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.21-2.15 (m, 2H).
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1-(3-azidopropoxi)-2,4-diclorobenceno (3):

Se disuelve el derivado tosilado 2 (0.8 g, 2.13 mmol) en DMF anhidro (10 mL) y se
agrega azida de sodio (277 mg, 4.26 mmol), bajo atmésfera inerte (N2). La mezcla
se calienta a 65°C durante 2 hs. Seguidamente se deja enfriar la mezcla hasta
alcanzar la temperatura ambiente, se vierte en H20 (20 mL) y se extrae con Et20 (1
x20mL y 1 x 15 mL). Las capas etéreas se juntan y se lavan con H20 (3 x 15 mL),
luego se seca con MgSOs, se filtra y se evapora a presion reducida. El crudo se
purifica por cromatografia en columna (SiO: flash, hexano:acetato de etilo 8:2)
obteniéndose 5 como un aceite incoloro (459 mg, R: 88%). *H-RMN (400 MHz,
CDCl3) & (ppm): 7.39 (d, J=2.4Hz, 1H), 7.22 (dd, J=8.8 Hz, 2.8 Hz, 1H), 6.88 (d,
J=8.8, 1H), 4.13 (t, J=5.6Hz, 2H), 3.62 (t, J=6.8Hz, 2H), 2.15-2.08 (m, 2H).

O N.®
/@ T “NL O
~N
Cl Cl
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N-propargil 3-(2,4-diclorofenoxi)-propilamina®®! (nor-clorgilina) (4):

Técnica 1:

Se suspende en THF anhidro (10 mL) resina de trifenilfosfina (512 mg, 0.82 mmol,
resina comercial copolimero de estireno con divinilbenceno, 1.6 mmol/g), bajo
atmosfera inerte (N2) y se calienta a reflujo durante 15 minutos. Seguidamente se
disuelve la azida 3 (100 mg, 0.41 mmol) en THF anhidro (2 mL) y se agrega gota a
gota a la suspension de resina. La mezcla de reaccion se mantiene a 75°C durante
una hora, y se agrega bromuro de propargilo (150 uL, 1.23 mmol). La mezcla se
deja agitando a 75°C durante 22 hs. La resina se filtra y se lava con THF (4x10 mL),
luego CH2Cl2 (4x10 mL) y nuevamente con THF (1x10mL). La resina se resuspende
en MeOH (3 mL), se agrega KOH 2% en MeOH (1.2 mL) y la mezcla se calienta a
reflujo por 2 hs. A continuacion, se deja alcanzar la temperatura ambiente, se filtra
la resina y se lava con CH2Cl2 (4 x 4 mL) seguido de MeOH (2 x 4 mL). Los lavados
se evaporan a presion reducida y se particiona el residuo en NaHCO3 10% (15 mL)
y CH2Cl2 (10 mL). Se extrae la capa acuosa con Et20 (3 x 10 mL), se juntan todos
los extractos organicos, se secan con Na:SOa, se filtran y se evaporaran a presion
reducida. El crudo obtenido se purifica por cromatografia en columna (SiO: flash,
CH2Cl2:MeOH 8:2, 1% NH4OH) obteniéndose 4 como un aceite amarillo palido (32
mg, R: 30%).

Técnica 2:

Se disuelve el derivado tosilado 2 (0.3 g, 0.8 mmol) en DMF anhidro (8 mL) bajo
atmosfera inerte (N2) y posteriormente se agrega trietilamina (0.11 mL, 0.8 mmol).
Seguidamente se afiade propargilamina (0.08 mL, 1.2 mmol) y la mezcla se agita a
temperatura ambiente por un periodo de 7 dias. Luego la mezcla se diluye en H20
(20 mL) y se extrae con Et20 (2 x 15 mL). Se juntan las capas etéreas y se lavan
con NaCl sat. (3 x 15 mL). Se seca con NazSOg, se filtra y se evapora a presion

reducida. El crudo se purifica mediante cromatografia en columna (SiO2 Flash,
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hexano:acetato de etilo 6:4) obteniéndose 4 como un aceite levemente amarillo (126
mg, R: 61%). 'H-RMN (400 MHz, CDCls) d (ppm):** 7.38 (d, J=2.4 Hz, 1H, Ar H3),
7.20 (dd, J=8.8 Hz, 2.4 Hz, 1H, Ar H5), 6.88 (d, J=8.8 Hz, 1H, Ar H6), 4.14 (t,
J=6.0Hz, 2H, OCHz), 3.48 (d, J=2.4Hz, 2H, CH2CCH), 2.97 (t, J=6.4Hz, 2H,
CH2CH2N), 2.24 (t, J=2.4Hz, 1H, CCH), 2.08-2.01 (m, 2H, CH2CH2CH>), 1.48 (sa,
1H, NH). 3C-RMN (100 MHz, CDCIls) d (ppm): 153.3 (Ar C1), 129.9 (Ar C3), 127.5
(Ar C5), 125.7 (Ar C4), 123.8 (Ar C2), 114.0 (Ar C6), 82.1 (CCH), 71.4 (CCH), 67.9
(OCHpy), 45.6 (CH2CH2N), 38.2 (CH2CCH), 29.2 (CH2CH2N).

i:io\/\/n\///
Cl Cl

N-metil-N-propargil 3-(2,4-diclorofenoxi)-propilamina®®? (clorgilina) (5):

Se aplicé similar procedimiento que para la obtencion de 4 mediante la “técnica 2,
utilizando N-metil propargilamina (0.10 mL, 1.2 mmol) en lugar de propargilamina.
El crudo de reaccion se purificdé mediante cromatografia en columna (SiO2 Flash,
hexano:acetato de etilo 8:2) obteniéndose 5 como un aceite levemente amarillo (143
mg, R: 66%). 'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm):152 7.38 (d, J=2.4Hz, 1H, Ar, H3),
7.19 (dd, J=8.8Hz, 2.4Hz, 1H, Ar H5), 6.88 (d, J=8.8Hz, 1H, Ar H6), 4.10 (t, J=6.4Hz,
2H, OCH?>), 3.39 (d, J=2.0Hz, 2H, CH2CCH ), 2.68 (t, J=7.2Hz, 2H, CH2CH2N), 2.35
(s, 3H, NCHs3), 2.25 (t, J=2.4Hz, 1H, CC-H), 2.04-1.97 (m, 2H, CH2CH2CHb>).

CHj

! g
[ :io\/\/ N \//
Cl Cl
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Materiales, equipos y técnicas utilizadas en la radiosintesis y control de calidad de

[*1C]clorgilina

Se adquirieron todos los productos quimicos y disolventes de fuentes comerciales
(Merck, Sigma-Aldrich y Carlo Erba). Los mismos fueron de calidad analitica y se
utilizaron sin posterior purificacién. El [*'1C]CO2 empleado en las reacciones de
marcacion fue producido en un ciclotron PET Trace® 16.5 MeV (GE Healthcare).
Para dicha produccion se utilizé un target de alto rendimiento conteniendo una
mezcla de N2 y 1.0% de O2 (Praxair o Airliquide). Las marcaciones con carbono-11
fueron llevadas a cabo en un modulo de sintesis automatizado TRACERIab® FX-C
Pro (GE Healthcare). Los estudios analiticos fueron realizados en unequipo
Shimadzu UFLC equipado con arreglo de diodos y un detector gama, utilizandose
una columna EC 250/4.6 mm Nucleodur 100-5 C18ec (Macherey-Nagel), flujo en 1
mL/min, FM (H20 (TFA 0,1 %) : MeCN 62.5 : 37.5). La purificacion de [*'C]clorgilina
se realiz6 utilizando un cartucho C18 SEP-PAK plus light y el sistema de HPLC
semipreparativo incorporado en el modulo de sintesis automatizado, con una
columna VP 250/10 mm Nucleosil 100-5 C18 (Phenomenex) y MeCN:Acetato de
amonio 0.1 M (70:30) como fase movil, a un flujo de 8 mL/min. El cartucho Sep-Pak
plus light C18 y los filtros esterilizantes 0,22 um fueron adquiridos de Waters. El pH
fue medido con pH-metro. Los disolventes residuales fueron determinados en un
cromatografo de gases SHIMADZU Nexis GC-2030 Plus equipado con un detector
de ionizacion de llama y con un inyector automatico Shimadzu AOC-20iPlus. La
columna de cromatografia de gases analitica (GC) fue una DBWAX de 30 m de
largo, 0,53 mm de didmetro y con una pelicula de 1,00 mm de espesor (Agilent). La
pureza radionucleidica se determind en un contador gama (detector de centelleo
soélido Nal [TI] tipo pozo de 3” x 3” acoplado a un analizador multicanal), ORTEC.
La identidad radionucleidica se analiz6 cronometrando el decaimiento de la
actividad en un calibrador de dosis CAPINTEC CII. Los estudios de pirdgenos fueron
realizados mediante un kit para deteccion de endotoxinas LAL Charles Rivers
ENDOSAFE PTS™. Los ensayos de esterilidad fueron realizados incubando una

muestra en TSB a 21.5°C y tioglicolato a 32°C por 14 dias.
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Consideraciones generales de los métodos de radiosintesis y control de calidad

Estas consideraciones se aplican tanto a los radiotrazadores de carbono-11, como
a los de flior-18. Antes de la produccion de tres lotes piloto de validacion de todos
los radiotrazadores, se cre6 la documentacién correspondiente (procedimientos
operativos, registros, etc). Todas las producciones para ensayos in vivo fueron
llevadas a cabo en areas limpias (area blanca) de acuerdo con los procedimientos
de buenas practicas de manufactura o GMP por sus siglas en inglés. La pureza
radioquimica fue calculada considerando la relacion entre el producto marcado con
cabono-11 (o fluor-18) y la actividad total. La actividad molar fue determinada
considerando la actividad total del radiotrazador al final de la sintesis y la cantidad
de producto sin marcar determinada por HPLC analitico. Los disolventes residuales
tales como acetona, butanona, DMSO, DMF, acetonitrilo y etanol fueron
determinados por GC de acuerdo con el capitulo general (467) de la de la
farmacopea americana o USP (The United States Pharmacopeia, USP-40) por sus
siglas en inglés. La apariencia del producto final fue confirmada mediante inspeccion
visual. Los pirogenos se determinaron en un cartucho Endosafe PTS (Charles
River). Los estudios de esterilidad se llevaron a cabo de acuerdo con el capitulo
(71) de la USP y el National Formulary ((NF-25) 2017).

Métodos de radiosintesis: acondicionamiento previo del médulo TRACERIab FX C

Pro

En la Figura 10 se muestra el esquema del médulo semi-automatizado de sintesis
TRACERIab FX C Pro utilizado para la produccioén del [**C]clorgilina.
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Figura 10. M6dulo semi-automatizado de sintesis. Se muestra en la figura un esquema del
modulo automatizado de sintesis TRACERIab FX C Pro, las tubuladuras y valvulas

utilizadas para la sintesis de [*!C]clorgilina.

Acondicionamiento del modulo de sintesis y pasos preliminares

Previamente a cualquier procedimiento de radiosintesis, los hornos y trampas
fueron calentados bajo una corriente de helio con el fin de deshacerse de la
humedad y el CO2 “frio” (*2C y 13C, etc). El horno con tamices moleculares de
Niquel/shimalite fue calentado a 150°C bajo corriente de helio (30 mL/min) por 5
minutos y luego calentado a 350°C bajo corriente de hidrogeno (40 mL/min) durante
10 minutos. La trampa carbosphere de CHa fue calentada a 120°C durante 10-15
minutos bajo corriente de helio (50 mL/min), posteriormente la trampa Porapak Q
de CHal y el horno de CHs3OTf fueron calentados simultdneamente a 200 y 190°C
respectivamente durante 10-15 minutos, también bajo corriente de helio (50
mL/min). El reactor fue lavado con H20 miliQ (3 veces con 2 mL c/u) y acetona de
grado analitico (3 veces con 2 mL c/u) y posteriormente secado bajo corriente de

helio. Con el fin de aumentar la actividad molar, el contenido del blanco del ciclotréon
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fue enviado al horno con tamices moleculares de niquel-shimalite y tratado con
hidrégeno a 350°C durante 10 minutos (“delivery frio”). Inmediatamente antes de
comenzar la irradiacion para la sintesis, por otro lado el blanco fue bombardeado
durante 5 minutos a 70 pA, y su contenido fue descartado adecuadamente de modo
de eliminar el CO: “frio” y preparar la superficie del blanco para la irradiacion

(“delivery caliente”).

Produccioén de los precursores secundarios [*!C]Mel y [*!C]MeOTf

Los agentes metilantes [Y1C]Mel y [**C]MeQOTf fueron producidos en el mdédulo
automatizado GE TRACERIab FX C Pro. El proceso de radiosintesis comienza con
la produccién de [*C]CO:z en el ciclotron (GE PETtrace 16.5 MeV) mediante la
reaccion nuclear *N(p, a)'C. El [**C]CO2 fue liberado desde el blanco del ciclotrén
hacia el modulo de sintesis y atrapado en tamices moleculares a una temperatura
no superior a los 30°C. Seguidamente el [**C]CO: fue reducido a [*'C]CH4 en
presencia de un catalizador de niquel e hidrégeno a 350°C durante 1 minuto. El
[*1C]CHafue pasado a través de una trampa doble de ascarita/sicapent con el fin de
remover el CO2 y el H20 sin reaccionar, producidos en la reaccion de reduccion. El
[*1C]CH4 fue concentrado y purificado por atrapamiento en una columna de
carbosphere, previamente enfriada a -75°C. Una vez que el [*1C]CHj4 fue liberado
por aumento de temperatura, se lo hizo reaccionar con iodo elemental a 740°C para
producir [*1C]CHsl en un sistema de recirculacién durante 5 minutos. Dos trampas
de ascarita removieron el exceso de iodo antes de atrapar el [**C]CHasl en una
columna Porapak Q. El [*'C]CHBal fue liberado por calentamiento a 190°C en una
corriente de helio (35 mL/min). El [*!C]CHzsl puede ser opcionalmente convertido en
[11C]CHsOTf, mediante el pasaje en linea a través de una columna calentada a
190°C que contiene carbono grafitado impregnado en triflato de plata. El [**C]CHsl
o el [*C]CH4OTf fueron finalmente barboteados en el reactor (R) cargado con el
disolvente, el precursor organico y la base (en el caso de haberse utilizado el
precursor en forma de clorhidrato). El atrapamiento de los agentes metilantes en la

solucion del precursor fue llevada a cabo a baja temperatura (-10°C).
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Métodos de radiosintesis (radiomarcado)

El proceso de radiomarcado se llevd a cabo en el reactor del modulo. Se disolvié
1.0 mg del precursor 4 bajo la forma quimica de base libre en 0.35 mL de butanona,
seguidamente se atrapé el agente metilante ([*!C]MeOTf) a -15°C. La mezcla de
reaccion se calenté a 80°C durante 1 minuto; Luego del tiempo de marcado, el crudo

de reaccion fue enfriado a 40°C, antes de continuar con el proceso de purificacion.

Purificacion y formulacién

Luego del marcado y el enfriado de la mezcla de reaccion, el crudo se diluy6 en 1
mL de la fase maovil del HPLC semipreparativo desde el vial 3 hacia el reactor. El
contenido del reactor fue transferido a un loop de inyeccién de 5 mL del sistema
HPLC del mddulo de sintesis. La purificacion del compuesto deseado marcado con
carbono-11 se llevd a cabo mediante la inyeccion del crudo diluido controlado por
un detector automéatico de fluidos. El HPLC semipreparativo se llevo a cabo en la
fase movil MeCN:NH4OAc 0.1 M (70:30), en un flujo isocratico de 8.0 mL/min. Los
cromatogramas se registraron utilizando un detector UV (210 nm) y un detector
gama en serie. La fraccion correspondiente a [1C]clorgilina (que eluy6 entre los 6 y
7 minutos post-inyeccion) fue recolectada y diluida en 50 de agua para inyeccién en
el balon colector (BC). La solucion diluida fue enviada a través de un cartucho C18-
SPE (SEP-PAK C18 plus light; pre-activado con 5 mL de etanol absoluto, seguido
de 10 mL de agua para inyeccion), previamente instalado en el médulo entre V11 'y
V12 y luego fue lavado con 10 mL de agua para inyeccion (desde Vial 6). El
producto retenido fue eluido con 1 mL de etanol absoluto (desde Vial 5) y
recolectado en el vial de dos bocas (VDB) conteniendo 5 mL de suero fisiol6gico
(NaCl 0.9%). Finalmente, la formulacién se llevo a cabo pasando 5 mL de suero
fisioldgico a través del cartucho (desde Vial 4) y recolectado en el VDB. La solucion
final se transfirid a un vial estéril pasando a través de un filtro esterilizante de 0.22
um. El volumen total del radiotrazador fue de 11 mL.
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Métodos de control de calidad

Las impurezas quimicas y radioquimicas se determinaron mediante radio-HPLC
utilizando una columna C18, con la fase movil TFA 0.1 % (en H20):MeCN (62.5:37.5,
v/v), a un flujo de 1.0 mL/min. El analisis de HPLC completo fue de 10 minutos. El
tiempo de retencion del precursor (4) y del producto [*C]clorgilina ([*'C]5) fueron
6.6 y 8.0 minutos respectivamente. La identidad quimica de [*'C]5 fue determinada
por comparacion del tiempo de retencion del estandar de referencia 5 (clorgilina) sin
marcar. Los cromatogramas se registraron con un detector de arreglo de diodos (A:

210 nm) y gama en serie.

3.1.2.2 Resultados y discusion

Sintesis organica de estandar y precursor de [*'C]clorgilina

El trabajo comenzd con una busqueda y revision bibliografica que permitieron el

disefio de una ruta sintética adecuada para la obtencion del precursor de

[*1C]clorgilina y su estandar analitico (Esquema 6), asi como la optimizacién de las

condiciones de marcacion con carbono-11.
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Esquema 6. Ruta sintética del precursor y estandar analitico de [*!C]clorgilina. Reactivos y
condiciones: (a) 3-bromo-1-propanol, NaOH (ac), EtOH, reflujo, 4 hs, 96%; (b) p-TsCl, EtsN,
CH.Cl, t. amb., 25 hs, 67%; (c) NaNs, DMF, 65°C, 2 hs, 88%; (d) i) resina de trifenilfosfina,
THF, 75°C, 1 h; ii) bromuro de propargilo, 85°C, 22 hs; iii) MeOH, KOH 2% (en MeOH),
reflujo 2 hs, 30%; (e) N-metilpropargilamina, EtsN, DMF, t. amb., 7 d, 66% (clorgilina); (f)
propargilamina, EtsN, DMF, t. amb., 7 d, 61% (nor-clorgilina).

El precursor nor-clorgilina 4 y el estandar no radioactivo de clorgilina 5 se
sintetizaron de acuerdo con las rutas mostradas en el Esquema 6, utilizando 2,4-
diclorofenol como material de partida. La primera reaccion de la ruta sintética fue
adaptada de Ohmomo y col.; e implicé la O-alquilacion de 2,4-diclorofenol utilizando
3-bromo-1-propanol como agente alquilante, para obtener el alcohol 1 con un
excelente rendimiento.'52 El siguiente paso, consistio en llevar a cabo una activacion
del alcohol 1 mediante una reaccion de tosilacion del mismo, siguiendo la técnica
de Berardi y col. con ligeras modificaciones, para obtener el compuesto 2.1 A
continuacion, de acuerdo con una técnica modificada de nuestro propio grupo de
investigacion, se obtuvo el estandar analitico de clorgilina (derivado 5, estandar
“frio” de [*1C]clorgilina), mediante una reaccion de N-alquilacién entre el tosilato 2 y
N-metilpropargilamina, obteniéndose 5 con un rendimiento de 66 % (condicion e,
Esquema 6).1%* De la misma manera, utilizando propargilamina a través de reaccion
de tipo SN2 de N-alquilacién sobre el compuesto 2, se obtuvo el precursor de
marcacion nor-clorgilina 4 con un rendimiento moderado (condicion f, Esquema 6).
A su vez, con el fin de obtener nor-clorgilina 4 con un mayor rendimiento,

exploramos una metodologia que pudiese a priori minimizar las reacciones
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competitivas de polialquilacién sobre el heteroatomo de nitrégeno. Para ello, nos
basamos en el trabajo de Ayesa y col.; donde se describe una metodologia de
sintesis en fase sdlida para la obtencion eficiente de aminas secundarias a partir de
derivados de azida y agentes alquilantes. A través de un paso inicial mediante
reaccion de Staudinger, entre derivados de azida y trifenilfosfina soportada,
posterior N-alquilacion selectiva del intermedio N-alquilfosfoimina formado con
haluros de alquilo, para finalmente desanclar la amina formada del soporte
polimérico (Esquema 7).1%° En base a este antecedente, previamente se transformé
el tosilato 2 por sustitucion nucleofilica con azida de sodio en el derivado de azida
3. Luego, se llevo a cabo la reaccion de Staudinger entre la azida 3 y trifenilfosfina
soportada en polimero (resina), para formar el correspondiente iminofosforano
unido al polimero (Esquema 7). Seguidamente, se llevé a cabo la N-alquilacién con
bromuro de propargilo en exceso como agente alquilante, el cual es facilmente
removido al final de la reaccion por lavados de la resina. Finalmente se desanclo el
producto final del polimero mediante el agregado de KOH 2% en MeOH. De esta
manera se obtuvo 4 con un rendimiento de 30%, (condicion d, Esquema 4). Si bien
se pudo obtener satisfactoriamente el producto de interés mediante dicha
metodologia, el rendimiento global de esta ruta sintética (Rgioba: 17%, Esquema 6)
no fue superior al de la ruta convencional (Rgioba: 39%, Esquema 6). Por ultimo,
cabe destacar que todos los productos obtenidos fueron caracterizados por
experimentos de RMN (*H, COSY, HSQC, HMBC y 13C), coincidiendo sus
respectivas sefiales con las descriptas en la literatura para los mismos compuestos.
A continuacién, a modo de ejemplo se muestran los espectros de *H-RMN y 13C-
RMN, del precursor nor-clorgilina (Figuras 11a y 11b). El andlisis de ambos
espectros permiti6 asignar la presencia de todos los protones y carbonos
correspondientes a la estructura 4. En particular, se observan las sefales
correspondientes a los protones metilénicos y metinico (doblete a 3.47 ppm y triplete
a 2.23 ppm) caracteristicas del grupo propargilo y las sefiales de los protones de la

cadena de propilamina (tripletes y multiplete a 4.12, 2.95 y 2.04 ppm, Figura 11a).
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Cabe destacar que el espectro de 13C-RMN mostré la presencia de las sefiales en
aprox. 82, 71 y 38 ppm, correspondientes al agrupamiento propargilamina (Figura
11b).

Resina de trifenilfosfina
O—PPh2 /O

P. ©
R/\N3 3 RSN \O - R/\N/(S\O

R: No

SO A
cl cl /\ Br

H /\
/O | G /O
S
o”" NP N OH RN
Amina secuandaria

nor-clorgilina 4

Oxido de trifenilfosfina //

Esquema 7. Metodologia de fase sélida para la obtencion de nor-clorgilina 4.
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Figura 11a. Espectro ampliado de *H-RMN en CDCl; del compuesto nor-clorgilina 4.
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Figura 11b. Espectro ampliado de **C-RMN en CDCI; del compuesto nor-clorgilina 4.
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Radiosintesis de [*C]clorgilina

El radiomarcado con carbono-11 para la obtenciéon de [*C]clorgilina, se llevé a cabo
mediante la metodologia de N-alquilacion nucleofilica. La marcacion, se realiz6
utilizando el precursor nor-clorgilina y los agentes de metilacién [*'C]Mel o
[t1C]MeOTf (Esquema 8).

"CH
H 3
o_~_N_7Z  ["CICHX o\/\/,l, 7
/C[ Condiciones /@
c ¢l X= OTf, | cl Cl
Nor-clorgilina 4 [''C]Clorgilina

Esquema 8. Radiosintesis de [*'C]clorgilina mediante N-alquilacién de nor-clorgilina en un
paso con [*'C]Mel o [*C]MeOTf.

A su vez, los antecedentes descriptos en la literatura para la marcacién de nor-
clorgilina con ['C]Mel no presentaba un sistema automatizado de purificacién del
producto final acorde a las instalaciones de Cudim. Por lo tanto, nos basamos
nuevamente en la analogia estructural de [*C]clorgilina con nuestro trabajo previo
con [11C]D-deprenil. De esta forma se establecieron condiciones de purificacion y
de marcado con [Y'C]MeOTf, para llevar a cabo la producciéon de dicho
radiotrazador.'>41%¢ Para ello, se utilizé el médulo de sintesis semi-automatizado
TRACERIab FX-C Pro. Se trata de una plataforma dispuesta en una celda blindada
(hot cell) que puede ser operada de manera automatizada utilizando programas
prestablecidos para cada proceso, y mediante la intervencion del operador, a través
de un software especializado (Figura 12). Asi, el proceso de marcacion comienza
con la produccién de [*C]CO:2 a nivel del ciclotron mediante la reacciéon nuclear
1N(p,a)!'C. Posteriormente el [C]JCO2 es enviado al médulo de sintesis
automatizado donde es reducido a [*'C]CH4 mediante hidrogenacién catalitica, para
luego ser transformado en [1C]Mel, el cual puede ser utilizado directamente como

agente metilante, o ser convertido en [*!C]MeOTf (Figura 12).
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1Ms A

[**C]CH, —— ["C]CH,l— [*C]CH,OTf
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400%, 1 min Recire. 190 %C

Figura 12. Ciclotron GE PETtrace® (izquierda), proceso radiosintético en la produccién de
[F!C]Mel y [**'C]MeOTf (centro), médulo automatizado de radiosintesis GE TRACERIlab FX
C Pro (derecha).

En este contexto, en primera instancia se siguio la técnica desarrollada por el grupo
de investigacion del Prof. Bengt Langstrom, la cual describe la sintesis de
[*C]clorgilina mediante la marcacion de su precursor 4 (Esquema 8) con
[t1C]Mel.1>” De esta manera, inicialmente se realizaron una serie de experimentos
de marcacion hasta reactor, lo que implica la obtencion del producto sin purificar,
variando diferentes parametros como se muestra en la Tabla 1. Las mejores
condiciones obtenidas para la marcacién con [*!C]Mel fueron 80°C por 5 minutos
en una mezcla de DMF:DMSO (3:1) como disolvente (entrada c, Tabla 1). Esta
condicion implicé un mayor tiempo de calentamiento que la descripta en la técnica
mencionada (3 minutos a 80°C, entrada b, Tabla 1). Ademas, se realiz6 un
experimento de marcacion con [**C]Mel utilizando el mismo disolvente, condiciones
de temperatura y tiempo (butanona, 80°C, 1min) a las utilizadas para producir
[11C]D-deprenil con [Y'C]MeOTf en Cudim. La misma resulté en rendimiento
radioquimico y pureza radioguimica muy bajos respecto a los ensayos anteriores
(Entrada e, Tabla 1).15 Por otra parte, un aumento en la temperatura de 80°C a
100°C no mejoro significativamente el rendimiento radioquimico de la marcacion
(Entrada d, Tabla 1).
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Tabla 1. Sintesis de [*'C]clorgilina. Entadas a-e, y h se corresponden a sintesis a pequefia
escala (hasta reactor, sin posterior purificaciéon). *: Sintesis completa con [C]Mel. **:
sintesis completa con [Y!C]MeOTf. cd: corregido por decaimiento. RRQ: rendimiento
radioquimico (%, a partir de Mel, cd). PRQ: pureza radioquimica (%, cd). Act.f : actividad al
final de la sintesis.

Entrada Agente Disolvente(s) T (°C) t(min) RRQ PRQ Act.f
metilante (mCi)

a Mel DMF:DMSO (3:1) 80 1 49.8 72.2 74.3
b Mel DMF:DMSO (3:1) 80 3 55.8 88.7 65.7
c Mel DMF:DMSO (3:1) 80 5 60.8 89.4 66.3
d Mel DMF:DMSO (3:1) 100 3 51.9 823 58.3
e Mel Butanona 80 1 8.7 21.0 41.1
f* Mel DMF:DMSO (3:1) 80 5 23.2 98.2 1029
g* Mel DMF:DMSO (3:1) 80 5 28.4 95.6 97.8
h MeOTf Butanona 80 1 42,5 86.0 24.4
j** MeOTf Butanona 80 1 30.1 98.6 168.0
j** MeOTf Butanona 80 1 33.9 974 146.2
k** MeOTf Butanona 80 1 335 959 164.7

A continuacion, se realiz6 una sintesis hasta reactor siguiendo las condiciones
previamente reportadas por nuestro grupo de investigacion (butanona, 80°C, 1 min)
utilizando [**C]MeOTf como agente metilante, bajo estas condiciones no resulté una
mejora significativa en el rendimiento radioquimico o la pureza radioquimica en
comparacion con el ensayo realizado en condiciones con [''C]Mel (Tabla 1,
entradas h y c). Por dltimo, cabe destacar que la mayor reactividad de [*1C]MeOTf
sobre [*1C]Mel se puede apreciar cuando se probaron las mismas condiciones para
ambos agentes metilantes (butanona, 1 minuto, 80°C). Ya que los resultados de
estos experimentos muestran RRQ y PRQ cuatro veces mayor cuando se utilizé
[t1C]MeOTf como agente metilante (Tabla 1, entradas h y e). En este contexto, se
puso a punto un sistema de purificacion mediante HPLC semipreparativo y cartucho
SEP-PAK, basandonos en la analogia estructural con el radiofarmaco [*C]D-
deprenil, mediante minimas modificaciones de la técnica ya mencionada.'*® En la
Figura 13 se muestra como se colecta y separa el producto marcado de otras

impurezas radioguimicas mediante HPLC semipreparativo.
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Figura 13. Radiocromatograma de la purificacion de ['C]clorgilina por HPLC
semipreparativo. Dentro de las barras paralelas se muestra el pico recolectado

correspondiente al radiotrazador.

Por ultimo, es relevante resaltar que la sintesis y formulacibn completa de
[*1C]clorgilina mostré resultados mas prometedores utilizando [Y'C]MeOTf como
agente metilante que [*!C]Mel (Tabla 1, entradas i, j y k frente a entradas fy g). Asi,
se logré obtener mayor RRQ y actividad final en la sintesis completa de
[*C]clorgilina, utilizando la metodologia reportada por nuestro grupo de
investigaciéon. De esta manera, luego de 12 sintesis completas con fines preclinicos,
se obtuvo [**C]clorgilina con un rendimiento radioquimico de 44 + 12 % (al fin de la
sintesis, corregido por decaimiento, a partir de [**C]Mel), en un tiempo de sintesis
de 38 = 3 minutos, con actividades molares de 416 + 62 GBg/umol y una pureza

radioquimica superior al 97 + 1% (incluida la purificacién por HPLC).

Control de calidad de [*'C]clorgilina

La finalidad de los radiotrazadores utilizados en el presente trabajo es de un estudio
diagndstico in vivo. Silos mismos cumplen con las especificaciones preestablecidas
de control de calidad, podrian ser susceptible de ser utilizados como potenciales
radiofarmacos para la aplicacién buscada. Estos potenciales radiofarmacos, seran
administrados a un animal de experimentacion o un paciente mediante via
endovenosa, por lo que deben cumplir con pardmetros no solo de pureza quimicay
radioguimica, sino ademas con parametros microbiologicos. Para ello, es necesario
llevar a cabo una serie de analisis y determinaciones, con el fin de evaluar dichos

parametros.
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Con este propdsito, una vez obtenidos el precursor nor-clorgilina 4 y el estandar de
clorgilina 5, se puso a punto su caracterizacion mediante un sistema analitico
de HPLC. Basandonos en la similitud estructural de un compuesto utilizado en
un trabajo previo de nuestro grupo ([*C]D-deprenil), se planted utilizar las
mismas condiciones cromatograficas que para éste (columna C18, flujo en 1
mL/min  TFA 0,1 % (en H20):MeCN , 62.5:37.5 (v/v).}®® Mediante minimas
variaciones en el sistema cromatografico, se pudo obtener una buena resolucion de
los estdndares en un tiempo de analisis menor a 10 minutos (criterio utilizado en
Cudim para el control de calidad de todos los radiofarmacos de carbono-11). Los
resultados obtenidos se muestran la Figura 14, donde pueden observarse 3 picos.
El de mayor tiempo de retencion (8.0 min) corresponde al estandar de clorgilina
5, seguido del precursor nor-clorgilina 4 (6.6 min). Mientras que en 2.3 min, se
observa un pico que corresponde a un artefacto generado por la inyeccion y se
corresponde a su vez con el volumen muerto del sistema cromatografico (Figura
14). Por otra parte, en la Figura 15 se muestra un radiocromatograma
correspondiente a una muestra de un lote de produccién de [*'C]clorgilina, que se
obtuvo con una PRQ de 98.8%.

AU
2%
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100+

8.005

T

>6.655

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
min

Figura 14. Cromatograma, 210nm. Resolucién de clorgilina (8.00 min) y nor-clorgilina (6.66
min) 0.01 mg/mL.
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Figura 15. Radiocromatograma de HPLC analitico utilizado para determinar la PRQ de

[**C]clorgilina. En este ejemplo la PRQ fue de 98.8%.

En este contexto, se realizaron todos los ensayos de control de calidad pertinentes
para los tres lotes piloto de validacion, cumpliendo con las especificaciones
prestablecidas. Tanto los lotes piloto de validacién, como en la amplia mayoria de
los lotes producidos fueron liberados. Salvo en casos particulares que no cumplieron
con las especificaciones para disolventes residuales, ya que presentaban una
cantidad de acetonitrilo superior a la preestablecida. En la Tabla 2, se muestra un
ejemplo de las especificaciones a determinar y los resultados obtenidos, contenidos
en un certificado de andlisis de control de calidad para un lote de [*!C]clorgilina.
Como puede observarse, el lote de este ejemplo cumplié con todos los parametros

establecidos previamente.
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Tabla 2. Especificaciones fisicoquimicas y endotoxinas. Resultados contenidos en un

certificado de andlisis de un lote de [Y!C]clorgilina. C: cumple con los parametros

especificados. *: no hay especificacion establecida. ND: no detectado.

a inyectar

Te‘fr!"?a Analisis Especificacion Resultado | Observacion
andlisis
Solucién incolora,
Visual Apariencia transparente libre de Cumple C
particulas visibles
pH-metro pH 45-85 5,5 C
HPLC pureza > 90 % 97,4 C
radioquimica
HPLC Identlflc,ac_lon tr mu}estra =t del 8.1 C
radioquimica estandar (min)
Precursor (Nor-CGL) .
. (Hg/mL) 0,24
HPLC Pureza Quimica
CGL (CGL BL) .
(ng/mL) 0,65
Determinacion de ~ A\cetona < 0.5 % 0,0001 c
GC solventes Acetonitrilo < 0.05 % 0,0065 C
residuales Butanona < 0.5 % ND C
GC Determinacion de Etanol < 10 % 6.9 C
Etanol
Pureza > 99,5 % de emision
Centelleo radionucleidica gamma a Cumple C
sélido (espectro) 511 KeV y/o 1022 P
P KeV
Identidad 19,9 — 20,9 min.
T radionucleidica 20,1 C
(T12)
HPLC Actividad molar A GBg/umol (EOS) >30 233 C
Endc()@safe Pir6genos <175 EU/Vol. Iny. 31.4 C
i Volumen maximo Pirégenos (mL) 56 B
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3.1.2.3 Conclusiones

En primer lugar, se obtuvo eficientemente el precursor de marcacion nor-clorgilina
4 mediante dos rutas sintéticas, con rendimientos globales de 39y 17%, en tres y
cuatros pasos sintéticos, respectivamente. Ademas, fue posible sintetizar un
estandar “frio” (no radioactivo) de clorgilina, inhibidor irreversible de MAO-A, para
su utilizacién como referencia en los estudios analiticos por HPLC del control de
calidad para determinar pureza quimica y pureza radioquimica. Se llevo a cabo la
optimizacion de la radiosintesis de [*'C]clorgilina de forma semi-automatizada en un
modulo TRACERIab FX-C Pro, via marcacién tanto con [Y!C]CHsl como con
[YIC]CHsOTf mediante una reaccién de N-metilaciéon nucleofilica. A su vez, se
establecid un protocolo de produccién y control de calidad para obtener de manera
eficiente el radiofarmaco [''C]clorgilina. Se obtuvo en promedio: pureza
radioquimica 97 + 1%, rendimiento radioquimico corregido por decaimiento a partir
de [*C]Mel, 44 + 12%, y actividad molar de 416 (x62) GBg/umol. La mayoria de
los lotes producidos cumplieron todas las especificaciones prestablecidas para el
control de calidad, lo que habilita el uso del radiotrazador para la realizacion de

estudios in vivo.
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3.1.3 Radiosintesis y control de calidad de [**C]harmina

3.1.3.1 Parte experimental

Se utilizaron materiales y equipos similares a los que se describieron en la sintesis

organica de estandares y precursores de [*'C]clorgilina.

Técnicas utilizadas en la sintesis organica de estandar y precursor de [*1C]harmina

7-Hidroxi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol*?® (harmol, 7):

Se prepara una soluciéon de harmina 6 (7-Metoxi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol) (1 g,
4.75 mmol) en acido acético glacial (30 mL), seguidamente se agrega acido
bromhidrico 40% lentamente (6.25 mL) y se calienta a reflujo por 24 hs. La mezcla
de reaccion se evapora a presion reducida, el crudo resultante se resuspende en
KOH 1M (100 mL) y se realizan extracciones con CH2Cl2 (6 X 20 mL). El producto
deseado es precipitado mediante el agregado de una solucién saturada de NH4Cl
(15 mL) a la fase acuosa. El precipitado formado se filtra a vacio y seguidamente es
disuelto en MeOH (200 mL), secado con MgSOuy, filtrado y finalmente evaporado el
disolvente a presion reducida. El sélido obtenido se sec6 a vacio hasta alcanzar una
masa constante, obteniéndose harmol (7) como un sélido amarillo-palido (0.85 g, R:
90%). 'H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm):125 11.22 (s, 1H, NH), 9.73 (s, 1H,
OH), 8.12 (d, J= 5.2Hz, 1H, H3), 7.95(d, J= 8.8 Hz, 1H, H5), 7.74 (d, J= 5.2Hz, 1H,
H4), 6.91 (d, J= 2Hz, 1H, H8), 6.72 (dd, J=8.4 Hz, 2 Hz, 1H, H6), 2.70 (s, 3H, CH3).
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Radiosintesis y control de calidad de [*!C]harmina

Se utilizaron materiales, equipos y metodologias similares a las descriptas para
[*1C]clorgilina, a excepcion de las condiciones de HPLC. Para el HPLC analitico se
utilizé una columna EC 250/4.6 mm Nucleodur 100-5 C18ec (Macherey-Nagel), con
formiato de amonio 0.1 M (pH 4):MeCN (75:25, v/v) como fase mévil, con un flujo
isocratico de 1.5 mL/min. La purificacion de [*!C]harmina se realiz6 utilizando un
cartucho C18 SEP-PAK plus light y el sistema de HPLC semipreparativo
incorporado en el médulo de sintesis automatizado, con una columna VP 250/10
mm Nucleosil 100-5 C18 y acetato de amonio 0.1 M:MeCN 60:40 (v/v) como fase

movil, con un flujo isocratico de 8 mL/min.

Métodos de radiosintesis (radiomarcado)

El proceso de radiomarcado se llevé a cabo en el reactor del moédulo. El reactor fue
previamente llenado con 2.0-2.3 mg de harmol 7 disuelto en 0.5 mL de DMSO vy 1.1
equivalentes de NaOH 5 M. Una vez que toda la actividad bajo la forma de [**C]Mel
se encontraba en el reactor, la mezcla se calenté a 80°C durante 2 minutos. Una
vez transcurrido este tiempo, se llevo la mezcla a 40°C vy la reaccion se inactivo
mediante la adicion de 0.5 mL de fase movil utilizada en el HPLC semipreparativo,

previo a la purificacion (desde el vial 3, Figura 9).

Purificacién y formulacién

La inyeccion de la mezcla de reaccion cruda en la columna semipreparativa de
HPLC (VP 250/10 mm Nucleosil 100-5 C18, Phenomenex) se controlé mediante un
detector de fluido automatizado representado en el software. Para la fase mévil de
HPLC semipreparativo se utilizO una mezcla de acetato de amonio 0.1 M:MeCN
60:40 (v/v) con un flujo isocratico de 8 mL/min. Los cromatogramas se registraron
utilizando un detector UV (254 nm) y un detector gama en serie. La fraccion

correspondiente a [f'C]Harmina se recolecté en el balén colector conteniendo 50
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mL de agua para inyeccion. Los pasos siguientes de purificacion se llevaron a cabo

de la misma manera que la técnica descrita para [*C]clorgilina.

Métodos de control de calidad

Las impurezas quimicas y radioquimicas se determinaron mediante radio-HPLC
utilizando una columna C18, con la fase movil formiato de amonio 0.1 M (pH
4):MeCN 75:25 (v/v), a un flujo de 1.5 mL/min. El analisis de HPLC completo fue de
10 minutos. El tiempo de retencién del precursor harmol 7 y del producto [*'C]6
fueron 2.72 y 5.96 minutos respectivamente. La identidad quimica de [''C]6 fue
determinada por comparacion del tiempo de retencion del estandar de referencia 6
sin marcar. Los cromatogramas se registraron con un detector de arreglo de diodos
(A: 330 nm) y gama en serie.

3.1.3.2 Resultados y discusion

Sintesis organica del precursor de [*!C]harmina

La obtencion de harmol 7 se llevo a cabo mediante la O-desmetilacion de harmina
comercial. Esta reaccion se llevo a cabo bajo condiciones clésicas (mezcla de HBr
concentrado / &cido acético glacial bajo calentamiento a refujo) siguiendo la técnica
de Schieferstein y col.; con algunas modificaciones mediante la cual se obtuvo el

producto deseado con un excelente rendimiento (Esquema 9).12°

— CH5;COOH __
N HBr N
\ 7 -~ \ 7
~ N reflujo / 24h N
(@) H HO H
Harmina 6 Harmol 7

Esquema 9. Obtencion de harmol 7, R: 90% (precursor de [*!C]harmina).
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A su vez, la obtencion de harmol no solo es relevante para su utilizacion como
precursor para la obtenciéon de [*'C]harmina, sino como se vera mas adelante, es
también material de partida para la obtencion de 2-[*8F]fluoroetil-harmol. Por Gltimo,
cabe destacar que las sefiales de *H-RMN del compuesto 7 obtenido, coincidieron

con las reportadas en la literatura.'?®

Radiosintesis de [*!C]harmina

El radiomarcado con carbono-11 para la obtencién de [**Clharmina, se llevé a cabo
mediante la metodologia de O-alquilacion nucleofilica. La marcacion, se realiz6
utilizando el precursor harmol y el agente de metilaciéon [*'C]Mel, siguiendo la

técnica de Philippe y colaboradores (Esquema 10).1%8

N
N\ [MCICHX \_/
> N
HO H Condiciones (|) H
11CH;
X =0T, |
Harmol 7 ['TC]Harmina

Esquema 10. Condiciones estudiadas en la radiosintesis de [*!C]harmina. Las condiciones
Optimas establecidas fueron: 2.0-2.1 mg de harmol disuelto en 0.5 mL de DMSO y 1.1
equivalentes de NaOH 5 M. La mezcla se calenté a 80°C durante 2 minutos en el reactor

del médulo de sintesis.

Inicialmente se realizé una prueba de marcacion con carbono-11 hasta reactor (sin
purificacion), en el médulo semi-automatizado de sintesis TRACERIab FX C Pro, de
manera analoga a la descripta para [''C]clorgilina en la parte experimental. En este
caso, a diferencia de la reaccion llevada a cabo para la obtencién de [*1C]clorgilina,
fue necesario el agregado de una base (NaOH) para desprotonar el grupo fenol del
precursor harmol (Esquema 10). A su vez, dado que la técnica de Philippe y col. se

trataba de un estudio exhaustivo de los efectos de diferentes condiciones sobre la
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reaccion de marcacion (diferentes cantidades de base, precursor, disolventes y
temperatura de marcacion), se seleccionaron las condiciones Optimas descriptas en
el trabajo mencionado (calentamiento a 80°C por 2 minutos en DMSO). De esta
manera se obtuvo [**C]Harmina con un rendimiento radioquimico de 50.3% (a partir
de [1C]Mel, corregido por decaimiento) y una pureza radioquimica de 86.4%.

Por otra parte, con el objetivo de estudiar la reactividad utilizando [''C]MeOTf, se
intentaron reproducir las condiciones de marcacién para [*!C]Harmina descriptas
por Murthy y col.1® La mismas establecen un tiempo de marcado de 5 minutos a
temperatura ambiente utilizando [*'C]MeOTf como agente metilante, en acetona
anhidra como disolvente. Durante el ensayo, se constato que el precursor harmol
presentaba muy poca solubilidad en acetona anhidra, lo cual pudo incidir en la no
obtencién del producto deseado trabajando en nuestro modulo de radiosintesis. En
este contexto, se realiz6 otro ensayo cambiando el disolvente por DMSO, con el
objetivo de solubilizar el precursor, pero tampoco se logré generar el producto
esperado bajo esta condicion.

Una vez determinadas las condiciones de marcacion a utilizar, se estableci6é un
protocolo de purificacion y formulacion. El sistema de purificacion por HPLC
semipreparativo y cartucho C18 SPE se llevé a cabo de la misma manera que la
descripta para [Y'C]clorgilina. Si bien se utilizé la misma columna de HPLC
semipreparativo, la fase movil utilizada en este caso fue acetato de amonio 0.1 M :
MeCN 60:40 (v/v), con un flujo isocréatico de 8 mL/min. En la Figura 16 se muestra
como se colecta y separa el producto marcado de otras impurezas radioquimicas

mediante HPLC semipreparativo.
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Figura 16. Radiocromatograma de la purificacion de [*Clharmina por HPLC
semipreparativo. Dentro de las barras paralelas se muestra el pico recolectado

correspondiente al radiotrazador.

De esta manera, se obtuvo [**C]harmina con un rendimiento radioquimico de 45 +
6% (al fin de la sintesis, corregido por decaimiento, a partir de [*!C]Mel), en un
tiempo de sintesis de 34 + 3 minutos, con actividades molares de 513 + 155
GBg/umol y una pureza radioquimica superior al 99.9 + 0.1% (incluida la purificacion
por HPLC).

Control de calidad de [*'C]harmina

Dado que el radiotrazador ['!C]Harmina no cuenta con una monografia en
farmacopea, para el control de calidad completo se tuvieron en cuenta las
especificaciones establecidas para los radiofarmacos de carbono-11 producidos en
el Departamento de Radiofarmacia de Cudim. Tal como se vio anteriormente para
el caso de [*C]clorgilina.

Una vez obtenido el precursor 7 a partir de harmina comercial 6, como se describio
anteriormente, se establecieron las condiciones del sistema analitico de HPLC para
su caracterizacion, basandonos en la técnica de Philippe y col.**8. En la Figura 17
se muestra el cromatograma obtenido para una mezcla compuesta por harmol (2.7
min) y harmina (5.9 min) en igual concentracién. En dicho cromatograma se puede
observar la 6ptima resolucion del estandar del producto de interés respecto de su

precursor (Figura 17).
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
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1 PDA Multi 1 /330nm,4nm

Figura 17. Se muestra un cromatograma a 330 nm correspondiente a la resolucion de una
mezcla compuesta por harmol (tr = 2.7 min) y harmina (tr = 5.9 min) en formiato de amonio
0.1 M (pH 4) : MeCN 75:25 (v/v) a flujo 1.5mL/min.

Por otra parte, en la Figura 18 se muestra un radiocromatograma correspondiente
a una muestra de un lote de produccion de [*'C]harmina, que se obtuvo con una
PRQ de 99.9%.

mV

6.151

2172

o — 1 AD2

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
min

Figura 18. Cromatograma obtenido por HPLC analitico con detector gamma del producto

final purificado y formulado.

En este contexto, se realizaron todos los ensayos de control de calidad pertinentes
para los tres lotes piloto de validacion. El control de calidad involucrd la
determinacién de parametros fisicoquimicos y microbioldgicos, que cumplieron con
las especificaciones prestablecidas tanto en los lotes piloto de validacién, como en
la amplia mayoria de los lotes realizados. En la Tabla 3, se muestra un ejemplo de
las especificaciones a determinar y los resultados obtenidos, contenidos en un
certificado de andlisis de control de calidad para un lote de [*!C]harmina. Como
puede observarse, el lote de este ejemplo cumplié con todos los parametros

establecidos previamente.
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Tabla 3. Especificaciones fisicoquimicas y endotoxinas. Resultados contenidos en un

certificado de andlisis de un lote de [*'C]harmina. C: cumple con los parametros

especificados. *: no hay especificacion establecida. ND: no detectado.

Te‘ir?"?a Analisis Especificacion Resultado Observacion
andalisis
Solucioén incolora,
Visual Apariencia transparente libre de Cumple C
particulas visibles
pH-metro pH 45-85 5,8 C
HPLC pureza > 90 % 99.9 c
radioquimica
HPLC Identlflcgc!on tr mugstra =t del 6.3 C
radioquimica estandar (min)
Precursor (harmol) .
HPLC | Pureza Quimica (ng/mL) 0.30
Harmina (ug/mL) 0.19 *
Determinacion de|  Acetona <0.5% ND c
GC solventes Acetonitrilo <0.05% 0,001 C
residuales DMSO < 0.5 % 0.02 C
GC Determinacién de Etanol < 10 % 79 C
Etanol
0 "y
Centelleo .Pureza} . > 99,5 % de emision
S6lido radionucleidica gamma a Cumple C
(espectro) 511 KeV y/o 1022 KeV
Identidad 19,9 — 20,9 min.
Tir radionucleidica 20,3 C
(T1r)
HPLC Actividad molar | GBg/umol (EOS) >30 482.3 C
Endosafe® Pirdbgenos < 175 EU/Vol. Iny. 31,4 C
i Volumen maximo Pirdgenos (mL) 56 B
a inyectar '
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3.1.3.3 Conclusiones

En primer lugar, se logré obtener harmol como precursor en la radiosintesis de
[t1C]harmina con un 90% de rendimiento a partir de harmina comercial. Una vez
obtenido el mismo, se establecieron las condiciones de radiomarcado con carbono-
11 mediante el seguimiento de una técnica descripta en la literatura, con algunas
modificaciones. En este sentido, se pusieron a punto las condiciones de formulacion
final, y seguidamente se establecié un protocolo de produccion y otro de control de
calidad para obtener de manera eficiente el radiotrazador [*'C]harmina. Se obtuvo
[t!C]harmina con un rendimiento radioquimico de 45 *+ 6% (al fin de la sintesis,
corregido por decaimiento, a partir de [**C]Mel), en un tiempo de sintesis de 34 + 3
minutos, con actividades molares de 513 + 155 GBg/umol y una pureza
radioquimica superior al 99.9 + 0.1% (incluida la purificacién por HPLC). La mayoria
de los lotes producidos cumplieron todas las especificaciones prestablecidas para
el control de calidad, lo que habilita el uso del radiotrazador para la realizacion de

estudios in vivo.
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3.1.4 Radiosintesis y control de calidad de [*'C]azul de metileno

3.1.4.1 Parte experimental

Se utilizaron materiales y equipos similares a los que se describieron en la sintesis

organica de estandares y precursores de [*'C]clorgilina.

Técnicas utilizadas en la sintesis organica de estandares y precursores de ['C]azul

de metileno

Hidrato de tetrayoduro de fenotiazin-5-io (11):

Se disuelve fenotiazina (2g, 10 mmol) en diclorometano (50 mL). Luego se agrega
gota a gota una solucién de yodo (7.6 g, 30 mmol) en diclorometano (150 mL), en
un periodo de una hora. La mezcla se deja agitando a temperatura ambiente por 5
horas. Seguidamente se filtra la solucion y se lavan los cristales obtenidos con
diclorometano (50 mL). Se filtran los cristales formados en las aguas madres, se
juntan con los cristales de la etapa anterior, y se vuelven a lavar con diclorometano
(100 mL) y seguidamente con Et20O hasta que no se observa mas una coloracion
amarronada (250 mL). Los cristales obtenidos se secan a vacio durante 3 hs,
obteniéndose 11 como un solido verde oscuro que se utiliza sin otra purificacion
posterior en la siguiente etapa (6.7 g, 92%).*H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
8.54-8.42 (m, 2H), 8.11-8.09 (m, 2H), 8.06 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.96 (d, J=7.8 Hz, 1H),
7.80 (d, J=7.3 Hz, 1H), 7.67 (d, J=7.3 Hz, 1H).
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Triyoduro de 3-(dimetilamino)fenotiazin-5-i0'%° (12):

Se disuelve 11 (6.64 g, 9.17 mmol) en diclorometano (460 mL). Seguidamente se
agrega gota a gota una solucién de dimetilamina 2M en MeOH (4.14 mL, 8.28
mmol), durante un periodo de cuatro horas. La solucion se deja agitando a
temperatura ambiente por 48 hs. Luego se filtra el precipitado formado en la mezcla
de reaccion y se lava el sélido obtenido con diclorometano. Se seca el sélido durante
6 dias a temperatura ambiente y se recristaliza en MeOH, obteniéndose 12 como
un sélido azul oscuro (1.08 g, 42%).*H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm):1%° 8.23
(dd, J=8.0 Hz, 1. 2Hz, 1H, H9), 8.16 (dd, J=8.4 Hz, 1.2 Hz, 1H, H6), 8.10 (d, J=10
Hz, 1H, H1), 8.04 (dd, J=10 Hz, 2.8 Hz, 1H, H2), 7.98 (d, J=2.4 Hz, 1H, H4), 7.89-
7.81 (m, 2H, H7, H8), 3.65 (s, 3H, NCHs3), 3.61 (s, 3H, NCH3).

Yoduro de 3,7-Di-(dimetilamino)fenotiazin-5-io, Azul de metileno como sal de
ioduro (9):

Se disuelve 11 (1.0 g, 1.38 mmol) en diclorometano (80 mL). Seguidamente se
agrega gota a gota una solucién de dimetilamina 2M en MeOH (2.76 mL, 5.52
mmol), durante un periodo 5 minutos. La solucion se agita a temperatura ambiente
por 24 horas. Seguidamente se agregan 2 equivalentes de dimetilamina 2 M en
MeOH (1.38 mL, 2.76 mmol) y se deja agitando a temperatura ambiente por 24
horas. Se lava el crudo con H20 (3 x 80 mL). Los lavados se juntan y se extrae con
diclorometano (5 x 50 mL). Las capas organicas se juntan y se secan con Na2S0Oa,
se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Se obtiene de esta manera
un sélido azul oscuro correspondiente a 9 (450 mg, 79%).*H-RMN (400 MHz,
DMSO-ds) & (ppm): 8.00 (d, J=9.2 Hz, 2H, H1, H9), 7.53 (dd, J=9.2, 2.8 Hz, 2H, H2,
H8), 7.40 (d, J=2.4 Hz, 2H, H4, H6), 3.42 (s, 12H, NCHs3).
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Radiosintesis y control de calidad de [*!C]azul de metileno

Se utilizaron materiales, equipos y metodologias similares a las descriptas para
[*1C]clorgilina, a excepcion de las condiciones de HPLC. Para el HPLC analitico se
utilizé una columna EC 150/4.6 mm Nucleodur 100-5 C18ec (Macherey-Nagel), fase
movil A: acido metanosulfénico 0.3%, acido acético 0,9% en agua; fase movil B:
Acetonitrilo. Gradiente de 0 a 6 min 20% de B, de 6 a 15 min 25% de B; flujo 1.5

mL/min.

Consideraciones generales de los métodos de radiosintesis y control de calidad
Solamente se realizaron estudios mediante HPLC analitico. El rendimiento
radioquimico fue calculado considerando el cromatograma gamma del HPLC

analitico.

Métodos de radiosintesis: acondicionamiento previo del médulo TRACERIab FX C

Pro

En la Figura 19 se muestra el esquema del modulo semi-automatizado de sintesis

TRACERIab FX C Pro utilizado para la produccion del [*1C]azul de metileno.
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Figura 19. M6dulo semi-automatizado de sintesis. Se muestra en la figura un esquema del
modulo automatizado de sintesis TRACERIab FX C Pro, las tubuladuras y valvulas

utilizadas para la sintesis de [*'C]azul de metileno.

Acondicionamiento del modulo de sintesis y pasos preliminares

El acondicionamiento del mdédulo se llevé a cabo de la misma manera que para
[*1C]clorgilina y [*!C]harmina a excepcién de que no se realizaron los “delivery frio”,

ni “delivery caliente”.

Produccion del precursor secundario [*!C]dimetilamina ([*!C]DMA)

Una vez producido el [*1C]Mel como se describié anteriormente para la obtencion
tanto de ['C]clorgilina como de [*'C]harmina, el mismo fue barboteado en el reactor
donde se encontraba una solucion de metilamina 2 M en THF (0.4 mL) y DMSO (50
uL) a -15°C. Seguidamente se forma el precursor secundario [''C]dimetilamina

calentando la mezcla durante 10 minutos a 45°C.
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Métodos de radiosintesis (radiomarcado)

Una vez formada la [**1C]DMA, se envia desde el Vial 2 una solucién del precursor
organico 12 (37 mg) y trietilamina (10 pL, 1.2 Equivalentes) en 600 uL de DMSO
(Figura 18). La mezcla se calienta a 40°C durante 10 minutos. Luego se agregan
250 uL de DMSO desde V3 y se envia al vial final que contiene 2 mL de DMSO.

Purificacion y formulacién

El crudo obtenido del apartado anterior, se analiz6 mediante HPLC analitico sin

posterior purificacién, ni formulacion.

Métodos de control de calidad

Las impurezas quimicas y radioquimicas se determinaron mediante radio-HPLC
utilizando las condiciones descriptas anteriormente. El analisis de HPLC completo
fue de 15 minutos. El tiempo de retencién del precursor (12), de Azure B comercial
(8) y Azul de metileno (9) fueron 4.0, 10.2 y 12.3 minutos respectivamente. La
identidad quimica de [*C]9 fue determinada por comparacion del tiempo de
retencion del estandar de referencia 9 sin marcar. Los cromatogramas se registraron

con un detector de arreglo de diodos (A: 590 y 664 nm) y gama en serie.

3.1.4.2 Resultados y discusion

Estrategia inicial para la obtenciéon de [Y1C]azul de metileno

Inicialmente, se siguieron las Unicas dos técnicas descriptas en la literatura para
obtener [*1C]azul de metileno a partir del precursor azure B (8).13%13! Para ello, se
adquirieron comercialmente un estandar de azul de metileno y el precursor (azure
B), con el fin de marcar este ultimo con carbono-11, mediante una reaccién de N-

metilacién nucleofilica (Esquema 11).
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Esquema 11. Estrategia de radiosintesis para la obtencién de [*!CJazul de metileno a partir

de azure B. Las condiciones ensayadas se describen en la Tabla 4.

Previamente, se puso a punto un sistema analitico de HPLC, mediante
modificaciones de la técnica descrita por Schweiger y col.; ya que al intentar
reproducir la misma, no se pudo separar el estdndar de azul de metileno de su
respectivo precursor.’®® En la Figura 20 se muestra el cromatograma obtenido,
donde el pico de mayor tiempo de retencion (7.2 min) corresponde al estdndar de

azul de metileno, seguido de azure B (5.4 min).
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Figura 20. Cromatograma, 664 nm. Resolucion de azure B (5.4 min) y azul de

metileno (7.2 min) 0.01mg/mL.

Una vez obtenido el sistema analitico de HPLC, se realizaron diversos estudios de
marcacion hasta reactor, basandonos inicialmente en las técnicas mencionadas
anteriormente. Ademas, se variaron diferentes condiciones de marcado como el

tiempo, agente metilante y disolventes (ver Tabla 4).
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Tabla 4. Condiciones de marcacién para la obtencion de [*'CJazul de metileno a partir de
azure B. La masa de precursor utilizada fue de 1.0-1.4 mg.”*”: corresponden a blancos de

marcado (sin el agregado de precursor).

Entrad Agente metilante Disolvente(s) T (°C) t
a (min)
a MeOTf MeCN T amb 5
b* MeOTf MeCN T amb 5
c MeOTf MeCN 80 1
d* MeOTf MeCN 80 1
e* Mel MeCN/DMF/DMSO 120 5
f Mel MeCN/DMF/DMSO 120 5
g MeOTf MeCN/DMF/DMSO 120 5
h* MeOTf MeCN/DMF/DMSO 120 5

En este contexto, no se logré obtener el producto de interés bajo ninguna de las

condiciones ensayadas. En la Figura 21 se muestra el cromatograma del marcado

correspondiente a las entradas a y b de la Tabla 4.
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Figura 21. Radiocromatogramas. lzquierda: marcacion entrada a, Tabla 4. Derecha:

marcacién entrada b, Tabla 4 (blanco).

En el cromatograma se puede observar que aproximadamente a 5.9 minutos
aparece un pico principal en el marcado (Figura 21, izquierda) que no se
corresponde con el producto de interés. Este Ultimo deberia presentar un tiempo de
retencion de aproximadamente 7.2 minutos, segun lo visto en el sistema de HPLC
analitico (Figura 20). La aparicion de este pico con tr 5.9 se observo en todas las
condiciones de marcaciéon ensayadas, no evidenciandose su presencia en los
blancos de reaccion (Tabla 4, entradas: b, d, e y h). Estos resultados dieron lugar al
planteo de la hip6tesis de que el mismo se corresponderia con [Y1C]MeCl, producto

de un intercambio de contraion entre el agente metilante y la sal del precursor
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(cloruro). Esto fue corroborado mediante el ensayo de una reaccion entre cloruro de
benzalconio (sal de amonio cuaternaria) en presencia del agente metilante [11C]Mel
(Esquema 12), como habia evidenciado nuestro grupo de investigacion en un

trabajo previo.®*

® © 11
9 o [""C]CH,l
R > ["'C]CH,CI

5 min, T amb

Cloruro de benzalconio S uL precursor
R=-C8H17...-C18H37 ["'C]Cloruro de metilo

Esquema 12. Formacioén de [*!C]MeCl a partir de cloruro de benzalconio y [**C]Mel.

En la Figura 22 se muestra el cromatograma obtenido de la reaccién mencionada (Esquema
12). En dicho cromatograma se observa un pico con un tiempo de retencién de 5.91
minutos, que se corresponde con los resultados obtenidos de todos los intentos de

marcacion de azure B para obtener azul de metileno (Tabla 4, Entradas: a, c, fy g).
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Figura 22. Radiocromatograma. Marcado de 5 uL de cloruro de benzalconio con [*!C]Mel

en MeCN, a temperatura ambiente por 5 minutos.

Estos resultados demuestran que las condiciones descriptas en los articulos de

Schweiger y colaboradores, dan como resultado la obtencién de [**C]MeCl en lugar

de [1C]azul de metileno. A su vez, dado que el sistema analitico que describen no

es capaz de resolver el precursor (azure B) del estandar de azul de metileno, al

realizar una coinyeccion del estandar de azul de metileno y el producto marcado
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como se describe, no les permitiria corroborar que realmente obtuvieron [*1Clazul
de metileno. En suma, los intentos de reproducir los dos Unicos antecedentes
reportados para la obtencion de [*!Clazul de metileno a partir del precursor azure B
mediante la via clasica de N-metilacion nucleofilica (ver Esquema 11), resultaron en
la obtencién de otro compuesto ([**C]MeCl). En este contexto, tratando de cumplir
con el objetivo especifico de obtener este inhibidor reversible de MAO-A marcado
con carbono-11, nos planteamos el disefio de una nueva estrategia para su
obtencion. La misma se basoé teniendo en cuenta la sintesis organica convencional
de azul de metileno y derivados, ademas de una estrategia reportada para la
incorporacion de carbono-11 mediante [*C]dimetilamina (Esquemas 13 vy
14).150.161,162,163 Como se representa en el Esquema 13, utilizando triyoduro de 3-
(dimetilamino)fenotiazin-5-io (12) como precursor, mediante una reaccion de tipo
sustitucién nucleofilica aromética en presencia de [''C]dimetilamina, se podria

generar [*1C]azul de metileno ([*'C]9).

H H
N N N
>
s a g/ b R %e N/
o, H"x |

Fenotiazina (10) 11 R=H, X= 15" (12)
R=N(CHs),, X=17(9)

Esquema 13. Sintesis del precursor de azul de metileno (12) a partir de fenotiazina (10). a)
CH.Cl,, T amb, 5 hs, 92%; b) i) CH.Cl,, dimetilamina 2 M en MeOH (2 eq), T amb, 48 hs,
42% (para obtener 12); ii) 6 CH2Cl,, dimetilamina 2 M en MeOH (4 eq), T amb, 48 hs, 79%
(para obtener 9).

Inicialmente, se obtuvo el precursor de marcacion de azul de metileno (12), en dos
pasos sintéticos con un rendimiento global de 38% (Esquema 13). El primer paso
de la ruta consistié en una reaccion de oxidacion de fenotiazina comercial (10) en
presencia de yodo para obtener el intermediario de fenotiazin-5-io 11.
Posteriormente, se realizé una reaccion de tipo sustitucion nucleofilica aromatica

(SnAr) sobre el intermediario 11, utilizando dos equivalentes de dimetilamina para
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obtener el precursor 12. Si bien el rendimiento global de la ruta sintética desde el
punto de vista de la sintesis organica resultd bajo, desde el punto de vista de la
radioquimica, donde solo se utilizan solo unos miligramos de precursor para cada
experimento, el mismo resulta adecuado para continuar con los experimentos de
marcacion. A su vez, se llevo a cabo otra reaccién de SNAr a partir del producto 11,
utilizando un exceso de cuatro equivalentes de dimetilamina, con el fin de obtener
azul de metileno como sal de ioduro (9). Esto nos permitié contar con un estandar
“frio” (no radioactivo) de azul de metileno como sal de ioduro, el cual se comparé
mediante HPLC analitico con el azul de metileno comercial (sal de cloruro). Se
observd que ambos tenian el mismo tiempo de retencion, por lo que se determind
gue el contraidén no afecta dicho parametro. En este contexto, todos los productos
obtenidos fueron caracterizados por experimentos de RMN (*H, COSY, HSQC y
HMBC). En la Figura 23, se muestra el espectro de H-RMN donde se confirma la
estructura del derivado de fenotiazin-5-io 12, precursor propuesto para la obtencion
de [Y'C]azul de metileno mediante la estrategia ya mencionada (Esquema 14).
Como se puede observar en el espectro, las sefales a desplazamientos quimicos
8.07 (doblete con acoplamiento orto), 8.03 (doble doblete) y 7.97 ppm (doblete
acoplamiento meta), corresponderian a los hidrégenos H1, H2 vy H4,
respectivamente, presentes en el anillo bencénico con el sustituyente dimetilamino.
La incorporacion de este ultimo grupo funcional se confirmaria por la presencia de

dos singuletes a 3.64 y 3.61 ppm (ambos con integracién 3H).
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Figura 23. Espectro ampliado de H-RMN de 12 en DMSQgs, con la asignacion de las

sefales correspondiente.

Establecimiento del sistema analitico de HPLC

Una vez obtenido el precursor 12 y estandar “frio” de azul de metileno (9), se puso
a punto un sistema analitico de HPLC que permite diferenciar el precursor 12 tanto
del azul de metileno, como de azure B (8). Este ultimo es un potencial producto
secundario de la reaccién entre el precursor 12 y metilamina utilizada en exceso
para obtener ['C]dimetilamina. El sistema analitico de HPLC se basé en el
anteriormente utilizado para diferenciar azul de metileno de azure B (Figura 24) con
la incorporaciéon de un gradiente de disolventes. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 23, donde pueden observarse 3 picos. El de mayor tiempo de
retencion (12.3 minutos) corresponde al estandar de azul de metileno (9, tanto con

el contraién cloruro, como ioduro), seguido de Azure B (8, 10.2 min) y el de menor
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tiempo de retencion (4.0 min) corresponde al precursor 12. Se utilizaron dos
longitudes de onda, ya que el azul de metileno y el azure B tienen una longitud de
onda maxima de absorcion a 664 nm, mientras que para el precursor 12 la longitud

de onda maxima de absorciéon es a 590 nm.

mAU
50+
25

A [=] o

] g 3

i < S

0 1 N\ /A\_

T T T T '| T T T T [ T T T T '| T T T T '| T T T T [ T T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

Figura 24. Cromatograma 590 y 664 nm. Resolucion de Azul de metileno (12.3 min), Azure
B (10.2 min) y el precursor 12 (4.0 min). Columna C18 150/4.6 mm, 5u. Fase mdvil A: acido
metanosulfénico 0.3%, 4cido acético 0,9% en agua; fase mavil B: Acetonitrilo. De 0 a 6 min
20% de B, de 6 a 15 min 25% de B; flujo 1.5 mL/min.

Radiosintesis de [*!C]azul de metileno mediante estrategia con [*1C]dimetilamina
Una vez establecido el sistema analitico de HPLC, se disefi6 un método semi-

automatizado para la obtencion de [*!Clazul de metileno mediante SnAr con

[*1C]dimetilamina (Esquema 14).
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["CICH4l + CH3NH,

H
N
N H;''C” “CH,4 /C[N\
> 1
[ I /I j\ CH Hs 'Co 9 _CH,
gal 'Tl/ 3 ITI o 'Tj
3 CH3 CH3 CH3
(12) [''C]Azul de metileno (9)

Esquema 14. Ruta propuesta para la sintesis de [*'Clazul de metileno mediante sustitucion

nucleofilica aromatica de su precursor (12) con [*'C]dimetilamina.

Esto representd un desafio a la hora de llevarlo a cabo en el médulo de sintesis
automatizado. En las N-metilaciones nucleofilicas convencionales, se barbotea
directamnte el agente metilante ([*1C]Mel o [*1C]MeOTf) en el reactor que contiene
al precursor (nucleodfilo). En este caso el precusor es un electréfilo, el cual se
adiciona (desde V2) luego de formar la [*!C]dimetilamina (nucledfilo) en el reactor
(Figura 19). La [*C]dimetilamina se obtiene en el reactor a partir de la reaccién de
N-metilacién nucleofilica de metilamina (2M en THF) con [*'C]Mel, calentando a
45°C durante 10 minutos. En este contexto, una vez disefiado el método semi-
automatizado, se probaron diferentes condiciones para la obtencién de [*!Clazul de
metileno a partir de la marcacién del precursor 12 con [*!C]dimetilamina (ver
Esquema 14), las mismas se resumen en la Tabla 5. Los datos expuestos en la

Tabla 5 corresponden a marcaciones hasta reactor (sin posterior purificacion).
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Tabla 5. Condiciones de experimentos de marcacién hasta reactor de 12 con
[*1C]dimetilamina. El tiempo de marcacion en todos los casos fue de 10 minutos y

el disolvente utilizado dimetilsulféxido (DMSO).

Entrada T (°C) m de precursor (mg) Observaciones
a 40 3 -
b 80 3 -
C T amb 3 -
d 40 3 1.5 eq de acido ascérbico
e 40 3 2 eq de DMA “fria”
f 40 37 TEA (10 uL)

En este contexto, tanto las variaciones de temperatura (Tabla 5, entradas a, b y c),
como la adicion de un antioxidante para determinar si habia un problema de
radiblisis (Tabla 5, entrada d) y la adicién de dimetilamina no marcada con el fin de
desplazar el equilibrio de formacion (Tabla 5, entrada e), no resultaron en la
obtencién del producto de interés. En este sentido, todos los experimentos
mencionados (Tabla 5, entradas a-e) tuvieron el mismo resultado, un pico Unico en
el radiocromatograma con un tiempo de retencion de 1.14 minutos (Figura 25). El
pico obtenido se corresponde con el tiempo de retencién de [Y'C]DMA sin

reaccionar, como se determind en un experimento de blanco de marcacion.
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Figura 25. Radiocromatograma correspondiente a entrada c¢ (Tabla 5). Los mismos

resultados se obtuvieron para las condiciones ensayadas de las entradas a-e (Tabla 5).

Cabe destacar que en los experimentos correspondientes a las entradas a-e (Tabla

5) se utilizaron 3 mg de precursor, debido a que usualmente en radiofarmacia las

masas de precursor utilizadas en marcaciones con carbono-11 son de entre 1y 5

mg. Cuando la masa se aumenté a 37 mg, respetando la utilizacién de 0.06 mmol

de precursor como establecia la técnica de Jacobson y col., para marcaciones con
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[*1C]dimetilamina (Tabla 5, Entrada f), se logré obtener el producto de interés con
un rendimiento radioquimico de 11% (Figura 26). Ademas, la base utilizada fue

trietilamina en lugar de DIPEA como lo establecia la técnica mencionada.
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Figura 26. Radiocromatograma correspondiente a la entrada f (Tabla 5). El pico en 12.44
minutos se corresponde con el tiempo de retencion del estandar de azul de metileno. Pureza

radioquimica 11%.

A su vez, remarcar que todos los productos marcados mediante la via
[*1C]dimetilamina descriptos en la técnica de Jacobson y colaboradores, fueron
obtenidos con un 10-25% de rendimiento radioquimico.*®® Utilizaron precursores
electrofilicos alifaticos con diferentes sustituyentes que afectaban la reactividad del
mismo. En nuestro caso, se trata de una reaccién de SnAr, sobre un precursor
electrofilico aromatico, obteniéndose un rendimiento coherente dentro del rango
reportado para los compuestos mencionados.

Por dltimo, dado que los resultados obtenidos inicialmente no fueron alentadores y
en el contexto del trabajo de tesis se estaban llevando a cabo ensayos biologicos in
vivo, no se continué con la optimizacion de marcaciones, para su produccion y
formulacidn final para uso en estudios in vivo. Sin duda, continuar con los estudios
para la obtencion de [*1C]azul de metileno es una puerta que permanecera abierta
para llevarlo a cabo a futuro. Ademas, debido al bajo rendimiento obtenido en los
experimentos iniciales, tampoco se continué con la puesta a punto de un sistema
de purificacién, ni se establecieron los protocolos para el control de calidad

completo.
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3.1.4.3 Conclusiones

Los intentos de reproducir los antecedentes descriptos en la literatura para la
obtencién de [*'Clazul de metileno mediante la via clasica de N-metilacion
nucleofilica del precursor azure B, resultaron infructuosos. En este sentido, se
demostré que lo obtenido mediante estos antecedentes es [*'C]MeCl. Por ello, se
plante6 una estrategia alternativa, basada en la sintesis organica de azul de
metileno y una técnica para incorporar [1C]dimetilamina en un precursor adecuado.
De esta manera, se sintetizd eficientemente el precursor triyoduro de 3-
(dimetilamino)fenotiazin-5-io (12) y se ensayaron diferentes condiciones de
marcacion. Asi, se logré obtener [*!Clazul de metileno con 11% de rendimiento
radioquimico (hasta reactor, sin purificar). Por lo tanto, es necesario realizar
ensayos a futuro para lograr obtener [*!Clazul de metileno de manera eficiente, y
establecer los protocolos de produccion y de control de calidad del mismo, con el

fin de llevar a cabo estudios in vivo.
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3.2 Obtencién de Inhibidores de MAO-A marcados con flior-18

3.2.1 Introduccién

Estrategia de marcacion con flaor-18

A pesar de que solo existen una pequefia cantidad de compuestos fluorados en la
naturaleza, la incorporacion de flior-18 en diferentes moléculas es de gran
relevancia para la imagenologia PET. En este contexto, se mencionod anteriormente
gue la incorporacion de fldor-18 podria alterar las propiedades biolégicas de un
compuesto marcado con dicho radionucleido respecto a su homologo natural. No
obstante, sus excepcionales caracteristicas como emisor de positrones, la
extraordinaria estabilidad del enlace carbono-flior (C-F) y las similitudes estéricas
y electrostaticas del enlace C-F con los enlaces carbono-hidrégeno (C-H) y carbono-
hidroxilo (C-OH), determinan que sea el radionucleido emisor de positrones de
mayor importancia para la imagenologia PET. Resaltar ademas que existe un
namero importante de farmacos de uso clinico y en desarrollo preclinico
conteniendo fluor, por lo tanto, resulta un area importante en el desarrollo de 18F-
radiofarmacos. Otro punto importante a destacar es el Optimo periodo de
semidesintegracion (109.7 minutos) que presenta el fluor-18, lo cual permite
aumentar los pasos de sintesis involucrados en la produccion de un radiotrazador.
Ademas de mayores tiempos de investigacion in vivo y la posibilidad de distribucion
a centros PET relativamente cercanos, que no tengan los medios para producir este

radionucleido.133:164.165

En este caso, la produccion de flior-18 a nivel de ciclotron se puede llevar a cabo
mediante diferentes estrategias, dependiendo de las reacciones quimicas
subsecuentes que permitiran introducir este radionucleido en un precursor organico
adecuado. De acuerdo con la reaccion nuclear que se describe a continuacion, la

cual consiste en bombardear con protones un is6topo natural estable del oxigeno
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(*80), permite obtener '8F bajo dos especies quimicas diferentes segun el contenido

del blanco del ciclotron, con la concomitante emision de un neutrén:

180(p,n)8F (180 + 1p > ¥F + Lon)

De esta manera, si el contenido del blanco es [*80O]H20 (l), se obtiene una solucién
acuosa del ion [*8F]fluoruro ([*8F]F); de otra manera si se bombardea un blanco que
contenga [*20]02 (g), entonces se obtiene [*8F]F2(g). A su vez, esta Ultima especie
([*8F]F2) puede ser obtenida al bombardear Nedén (Ne) con deuterones (%2d). El i6n
fluoruro se utiliza posteriormente en reacciones quimicas como un nucledfilo
(fluoraciones nucleofilicas), mientras que el ['8F]F2 (g) se produce para su uso en
métodos electrofilicos (fluoraciones electrofilicas). En este contexto, la produccion
de una especie u otra, condiciona la actividad molar obtenida. El [*®F]fluoruro se
obtiene con alta eficiencia, con actividades generalmente superiores a los 370
GBg/lote, con una actividad molar superior a los 100 Gbg/pumol. Por el contrario, la
especie electrofilica [*F]F2 es obtenida con una actividad molar mucho menor (0.1-
0.6 GBg/umol), debido a que se debe adicionar fliior-19 como carrier para extraer el
[8F]F2 del blanco. Esta adicién de [*°F]F2 conlleva a un aumento de la masa final del
radiotrazador, lo que puede tener como consecuencia una saturacion de un receptor
y una reduccion de la sefial PET de union especifica. Incluso una alta masa puede
causar un efecto farmacoldgico. En este sentido, dadas las elevadas actividades
obtenidas desde ciclotrén, la alta actividad molar obtenida, la cual es fundamental
para la imagenologia de receptores especificos, determinan que las fluoraciones
nucleofilicas sean las estrategias mas extendidas para la obtencién de
radiofArmacos PET.165166

Como se comentd anteriormente, la estrategia de obtencién del 8F a nivel de
ciclotron determinan las posteriores reacciones quimicas para incorporar dicho
radionucleido en un precursor adecuado. En este contexto, se menciono que el
['8F]F2 utilizado en metodologias electrofilicas requeria la adicion de ['°F]F2 para la
extraccion del blanco. De esta manera, los radiotrazadores obtenidos mediante esta

estrategia tendran una actividad molar baja. Ademas, los rendimientos
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radioquimicos teoricos que empleen dicha metodologia seran de 50%, debido a que
habra un atomo de °F por cada atomo de 8F, en cada molécula de F2. En las
reacciones quimicas involucradas, el [*®F]F2 es barboteado en una solucién que
contiene el precursor adecuado. De esta manera el flior reacciona con reactivos
donadores de electrones tales como alquenos, anillos aromaticos o carbaniones
para formar un enlace covalente fldor-carbono. Los tipos de reacciones
comunmente involucradas son adiciones a dobles enlaces o sustituciones
electrofilicas aromaticas de grupos trialquilestafio o mercurio. Cabe destacar que
debido a la alta reactividad y peligrosidad del F2, los pobres rendimientos de
produccion, bajas actividades molares y el alto costo de los blancos especificos que
se utilizan a nivel del ciclotron, las fluoraciones electrofilicas no son comunmente
utilizadas en la actualidad. 167:168

Por otra parte, la obtencién del *F como anién fluoruro ([*®F]F), permite realizar
reacciones de fluoracion nucleofilicas, donde el radionucleido participa como un
nucledfilo. Dichas estrategias son las mas utilizadas para la obtencion de
radiotrazadores y radiofarmacos PET de floor-18. En su mayoria, se trata de
reacciones de sustitucion nucleofilicas bimoleculares (SN2) en compuestos
alifaticos y sustituciones nucleofilicas aromaticas (SnAr), tanto en derivados de
benceno como en sistemas heterociclicos aromaticos que tengan un grupo saliente
adecuado. De esta manera, las fluoraciones nucleofilicas permiten obtener una gran
diversidad de radiotrazadores y radiofarmacos, con una alta actividad molar e
importantes rendimientos radioquimicos. Sin embargo, a pesar de que el anién
fluoruro es un nucledfilo fuerte, en solucion acuosa forma enlaces de hidrégeno con
las moléculas de agua circundantes lo que disminuye drasticamente su reactividad
para llevar a cabo una reaccion de sustitucién nucleofilica. Por ello, es necesaria la
eliminacién del agua, que generalmente se lleva a cabo por destilacion azeotropica
en presencia de acetonitrilo, para la posterior solubilizacién del fluoruro en un
disolvente orgéanico apratico (por ejemplo: DMF, DMSO, Acetonitrilo). Ademas, se
favorece la solubilidad y nucleofilia del [*®F]F- mediante el uso de catalizadores de
transferencia de fase (como el éter corona Kryptofix 2.2.2 que forma un complejo

con K*), o bien mediante la adicidn de cationes de tetrabutilamonio voluminosos. En
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este contexto, también se utilizan bases (cuando sean necesarias) que presenten
una nucleofilia muy pobre, como carbonatos o iones bicarbonato. En suma, la
soluciéon acuosa de [*®F]F obtenida desde el ciclotron, se trata con la sal adecuada
(catién y si es necesario agente complejante y el anién adecuado), previo a la
evaporacion del agua, para su posterior solubilizacion en el disolvente donde se
llevara a cabo la reaccion de fluoracion nucleofilica sobre un precursor adecuado.
Por ultimo, si fuera necesario se procede a la eliminacién de grupos protectores que
esten presentes en la molécula (Esquema 15).16%165 En el esquema 16, se muestra
la aplicacion de la estrategia mencionada a la radiosintesis de 2-desoxi-2-[flGor-
18]fluoro-D-glucosa ([*8F]FDG), el radiofarmaco PET mas utilizado en la clinica con

fines diagndsticos. 7°
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Esquema 15. Fluoracion nucleofilica. Se muestra de manera general, los pasos
involucrados en un proceso de fluoraciéon nucleofilica. En el ciclotréon se produce el [*®F]F
el cual generalmente es retenido en un cartucho SEP-PAK QMA; luego se eluye el mismo
utilizando K,COs, de esta manera se obtiene [*¥F]KF; se utiliza Kryptofix como catalizador
de transferencia de fase para aumentar la nucleofilia del fluoruro; luego se produce la
sustitucion nucleofilica sobre un precursor organico con un grupo saliente adecuado (Gs);
finalmente se eliminan grupos protectores (Gp) que puedan haber en la molécula

precursora, quedando los grupos funcionales que conforman el radiotrazador deseado.
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Esquema 16. Radiosintesis de [*®F]JFDG. Se muestra la fluoracién nucleofilica del precursor
1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-O-trifluorometanosulfonilo-B-D-manopiranosa (triflato de manosa), y
en un segundo paso la eliminacién de los grupos protectores acetato mediante hidrdlisis

basica para formar [*®F]JFDG. Tomado de referencia 134.

Por Gltimo, cabe destacar que existen otras estrategias para la incorporacion de 8F
en moléculas de interés biolégico como las radiofluorinaciones mediadas por
metales de transicion y estrategias para la incorporacion de dicho radionucleido en
biomoléculas como péptidos, proteinas y oligonucleétidos. En este sentido, es
conveniente destacar de manera breve una metodologia en particular para marcar
péptidos, la cual utiliza un complejo flior-aluminio para introducir ¥F en dichas
moléculas. Si bien las pequefias moléculas son tipicamente marcadas con 8F
mediante la formacién un enlace C-F, estos procesos son disefiados de manera
Unica para cada biomolécula en cuestion y requiere una gran cantidad de pasos y
tiempo para obtenerlas de manera eficiente. Sin embargo, la formacién del complejo
AI8F, permite la unién del mismo a un agente quelante unido a un péptido, formando
un complejo estable AI*®F-quelante-péptido en un eficiente proceso en una sola
etapa (Esquema 17). Esta estrategia es la misma que se utiliza para marcar con
radiometales como el %8Ga, de esta manera es posible marcar con 8F muchas
moléculas que cominmente son marcadas con radiometales, manteniendo todas
las ventajas que presenta el uso de ¥F en radiofarmacia PET. Esta metodologia, es
la utilizada actualmente en Cudim para producir el radiofarmaco de diagndstico

[*8FJAIF-PSMA-11, con uso clinico en cancer de préstata.l’1172.173
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Esquema 17. Radiomarcado con AI*®F. Se muestra un esquema general de marcado de

un péptido (representado con el circulo gris), que presenta un anillo quelante NOTA en su
estructura, el cual forma un complejo AlI*®F-quelante-péptido. Las condiciones tipicas
utilizadas son un buffer que mantenga un pH alrededor de 4 (por ejemplo: acetato de sodio),

temperatura y tiempo adecuado para cada radiotrazador. Adaptado de referencia 165.

En suma, existen varias estrategias para la incorporacién de 8F en diferentes
moléculas, dadas las versatiles propiedades que presenta dicho radionucleido para
su uso en imagenologia PET. En este sentido, en el presente trabajo se describira
la obtencién de un derivado de harmina marcado con flior-18, el 2-[*8F]fluoroetil-
harmol, mediante la estrategia de fluoracién nucleofilica. EI marcado de este
compuesto con flior-18, permitira estudios in vivo mas prolongados que los llevados

a cabo con [*1C]harmina.

3.2.2 Radiosintesis y control de calidad de 2-[*®F]fluoroetil-harmol

3.2.2.1 parte experimental

Materiales, equipos y técnicas utilizadas en la sintesis organica de estandar y

precursor de 2-[*8F]fluoroetil-harmol

7-(2-Tosiloxietoxi)-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol** (13):

Bajo atmosfera de nitrégeno, se disuelve harmol 7 (150 mg, 0.76 mmol) en DMF
seco (1 mL), se agita la mezcla durante 5 minutos, se agrega Cs2COs3 (362 mg, 0.81
mmol) y se agita por 20 minutos. La mezcla se lleva a bafio de agua-hielo y se

agrega una solucion del derivado ditosilado 15 (300 mg, 1.11 mmol) en DMF seco

102



(1.5 mL) previamente preparada bajo atmdésfera de nitrdgeno. La solucidn se agita
por 20 minutos en bafio de agua hielo y luego se deja agitando a temperatura
ambiente por 26 horas. Seguidamente se disuelve el crudo en H20 (20 mL) y se
extrae con acetato de etilo (1x20mL y 6x10mL). Debido a la formacion de
emulsiones se agregan 5 mL de NaCl sat. Se juntan las capas organicas, se secan
con NaxS0Og, se filtra'y se evapora a presion reducida. El exceso de DMF se evapora
a presion reducida con el agregado de 10 mL de tolueno. El crudo se purifica
mediante cromatografia en columna (SiO2, diclorometano : metanol 9 : 1)
obteniéndose 13 como un aceite amarillo (138 mg, 46%).*H-RMN (400 MHz, CDClIs)
O (ppm):t74 11.42 (s, 1H, NH), 8.15 (d, J=5.2 Hz, 1H, H3), 8.05 (d, J= 8.8, 1H, H5),
7.84-7.80 (m, 3H, H4, HAr Tosil), 7.49 (d, J=8.0Hz, 2H, HAr Tosil), 6.94 (d, J=2Hz,
1H, H8), 6.75 (dd, J=8.8 Hz, 2.4 Hz, 1H, H6), 4.41-4.39 (m, 2H, CH20S03), 4.28-
4.26 (m, 2H, CH20-Ar), 2.72 (s, 3H, CHs-Piridina), 2.40 (s, 3H, CHs-Tosilo).

7-(2-Fluoroetoxi)-1-metil-9Hpirido[3,4-b]indol?® (2-fluoroetil-harmol) (14):

Bajo atmosfera de nitrégeno, se disuelve harmol 7 (37.7 mg, 0.19 mmol) en 5 mL
de etanol seco, seguidamente se agrega K2COs (37.3 mg, 0.27 mmol) y se agita la
mezcla durante 15 minutos. Luego se agrega una solucién de 16 (41.6 mg, 0.19
mmol) en 2.5 mL de etanol seco y se calienta la mezcla a 75°C durante 3 horas y
seguidamente se deja agitando a temperatura ambiente hasta el dia siguiente.
Luego, se agregan otros 0.5 equivalentes de 16 (22 mg, 0.10 mmol) en 2 mL de

etanol seco y se calienta la reaccion a 75°C durante 3 horas, se deja enfriar y se
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deja agitando a temperatura ambiente hasta el dia siguiente. Finalmente, se
evapora el etanol a presion reducida y se purifica mediante cromatografia en
columna el crudo en SiO:2 flash (diclorometano : metanol 9 : 1), obteniéndose 14
como un s6lido amarillo palido (41.1 mg, 89%). *H-RMN (400 MHz, DMSO-d6 )
(ppm):1%5 11.52 (s, 1H, NH), 8.18 (d, J=5.6 Hz, 1H, H3), 8.10 (d, J= 8.8, 1H, H5),
7.59 (d, J=5.6 Hz, 1H, H4), 7.05 (d, J=2.4 Hz, 1H, H8), 6.91 (dd, J=8.4 Hz, J=2.0 Hz,
1H, H6), 4.89-4.77 (dt, J = 47 Hz, J = 4 Hz, 2H, CH2CH2F), 4.41-4.33 (dt, J = 27 Hz,
J = 4.4 Hz, 2H, CH2CH2F), 2.74 (s, 3H, CH3).13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6 ) &
(ppm): 159.5 (C7), 142.5 (C1), 141.6 (C8a), 137.7 (C3), 135.0 (Cla), 127.9 (C4a),
123.3 (C5), 115.6 (Cha), 112.6 (C4), 109.9 (C6), 96.0 (C8), 83.5 (d, J=165.7,
CH2CH:zF), 67.9 (d, J=18.8 Hz, CH2CH2F), 20.6.

F

>

Etilenglicol ditosilado’® (15):

Bajo atmdsfera de nitrégeno, se agregan 3.2 g de p-TsCl (16.8 mmol), seguido de
6 mL de CH2Cl2 seco y 0.45 mL de etilenglicol (8 mmol). La mezcla de reaccion se
lleva a bafio de agua-hielo y se agrega gota a gota en un periodo de 5 minutos una
solucion de trietilamina (2.34 mL) en CH2Cl2 (4 mL). La mezcla se agita a
temperatura ambiente por 7 dias. Luego la mezcla de reaccién se diluye en 20 mL
de CH2Cl2 y se filtra. Las aguas madre se lavan con NaCl saturado (3x20mL). La
capa orgéanica se seca con Na2SOs, se filtra y se rotaevapora el disolvente hasta

tener aproximadamente 5 mL. Seguidamente se agregan 10 mL de dietil éter hasta
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gue se forma un precipitado blanco, luego se rotaevapora todo el disolvente. El
precipitado obtenido se purifica mediante cromatografia en columna (Al203, n-
hexano: acetato de etilo 6:4), obteniéndose 15 como un sélido blanco (2.1 g, 70%).
IH-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm):175 7.75 (d, J=8.0 Hz, 4H), 7.35 (d, J=8.0 Hz,
4H), 4.19 (s, 4H), 2.46 (s, 6H).

Tosilato de 2-fluoroetilol’® (16):

Bajo atmadsfera nitr6geno, se disuelve 15 (750 mg, 2.0 mmol) en acetonitrilo (25 mL),
seguidamente se agregan KF (117.5 mg, 2.0 mmol) y Kryptofix® K222 (760 mg, 2.0
mmol). La mezcla se calienta a reflujo durante 4 horas y luego se evapora el
disolvente a presion reducida. El crudo se purifica mediante cromatografia en
columna en Al203 (n-hexano: acetato de etilo 6:4) obteniéndose 16 como un aceite
transparente (69.6 mg, 16%). 'H-RMN (400 MHz, CDCls) d (ppm):*76 7.82 (d, J=8.0
Hz, 2H, H2,6), 7.37 (d, J=8.0 Hz, 2H, H3,5), 4.64-4.53 (dt, J = 47 Hz, J = 4 Hz, 2H,
CH2CH2F), 4.31-4.24 (dt, J = 27 Hz, J = 4.4 Hz, 2H, CH2CH2F), 2.46 (s, 3H, CH3).

O\ O
\S/ \/\F
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O
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Radiosintesis y control de calidad de 2-[*8F]fluoroetil-harmol

Materiales, equipos y técnicas utilizadas en la radiosintesis y control de calidad de
2-[*8F]fluoroetil-harmol

Se compraron todos los productos quimicos y disolventes de fuentes comerciales
(Merck, Sigma-Aldrich y Carlo Erba). Los mismos fueron de calidad analitica y se
utilizaron sin posterior purificacion. El [*8F]F solubilizado en [*0O]H20 empleado en
las reacciones de marcacién fue producido en un ciclotrén PET Trace® 16.5 MeV
(GE Healthcare) mediante la reacciéon nuclear 8O(p,n)*8F. Para dicha produccion
se utilizé un blanco de niobio y se bombardearon 2.5 mL de agua enriquecida
([*8O]H20). Las marcaciones con fltor-18 fueron llevadas a cabo en un médulo de
sintesis automatizado Synthra RN Plus Research module (Synthra GmbH). Los
estudios analiticos fueron realizados en un equipo Shimadzu UFLC equipado con
arreglo de diodos y un detector gama, utilizandose una columna EC 250/4.6
mm Nucleodur 100-5 C18ec (Macherey-Nagel), fluyjo en 1 mL/min, FM:
NaH2PO4 25 mM : MeCN; Gradiente: 0 a 6 min 30% MeCN, de 6 a 8 min 80 %
MeCN, y de 8 a 15 min 80 % MeCN. La purificacién de 2-[*8F]fluoroetil-harmol se
realizé utilizando un cartucho C18 SEP-PAK plus light y el sistema de HPLC
semipreparativo incorporado en el médulo de sintesis automatizado, con una
columna VP250/20mm Nucleosil100-5C18 Nautilus (Macherey-Nagel), con fase
movil NaH2PO4 (en H20, 25 mM) : MeCN(70:30v/v), en un flujo isocratico de 4.0
mL/min. El cartucho Sep-Pak plus light C18 y los filtros esterilizantes 0,22 ym fueron
adquiridos de Waters. El pH fue medido con pH-metro. Los disolventes residuales
fueron determinados en un cromatégrafo de gases SHIMADZU Nexis GC-2030 Plus
equipado con un detector de ionizacién de llama y con un inyector automatico
Shimadzu AOC-20iPlus. La columna de cromatografia de gases analitica (GC) fue
una DBWAX de 30 m de largo, 0,53 mm de diametro y con una pelicula de 1,00 mm
de espesor (Agilent). La pureza radionucleidica se determind en un contador gama
(detector de centelleo solido Nal [TI] tipo pozo de 3” x 3” acoplado a un analizador

multicanal), ORTEC. La identidad radionucleidica se analiz6 cronometrando el
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decaimiento de la actividad en un calibrador de dosis CAPINTEC CIl. Los estudios

de pirégenos fueron realizados mediante un kit para deteccion de endotoxinas LAL
Charles Rivers ENDOSAFE PTS™. Los ensayos de esterilidad fueron realizados

incubando una muestra en TSB a 21.5°C vy tioglicolato a 32°C por 14 dias.

Métodos de radiosintesis: radiosintesis hasta reactor utilizando el médulo Synthra

RN Plus Research (Synthra GmbH)

En la Figura 27 se muestra el esquema del modulo semi-automatizado de sintesis

Synthra RN Plus Research utilizado para la produccién de 2-[*8F]fluoroetil-harmol.
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Figura 27. Esquema del modulo Synthra RN Plus Research. Se muestra la configuraciéon

de tubos y valvulas tal como se utiliza para la sintesis de 2-[*8F]fluoroetil-harmol.
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Acondicionamiento del modulo de sintesis y pasos preliminares

El reactor se lavé primero con agua para inyeccion, y seguidamente con acetona de
calidad analitica (desde los viales Al, A3y A6), luego se sec6 con helio. Los viales
gue contenian las soluciones de purificacion y formulacién (C1, C2 y C3) y otros
reservorios como el vial SPE 2 (Balon Colector) y el vial de dos bocas (donde
finalmente se formula el radiofarmaco) se lavaron con agua para inyeccion,
seguidamente se lavaron con etanol absoluto, y luego se secaron completamente

con helio (ver Figura 27).

Produccioén y secado azeotrépico de [*8F]Fluoruro de sodio

El proceso de sintesis se realizé en la plataforma de sintesis semi-automatizada
Synthra RN Plus Research. El [*8F]NaF (solubilizado en [**O]H20) se produjo en el
ciclotron a través de la reaccion nuclear ¥O(p,n)8F utilizando un blanco de niobio
de 2,5 mL. Para eliminar el agua enriquecida, el fluoruro [*®F] acuoso se atrapd en
un cartucho de intercambio anidnico (SEP-PAK QMA, preactivado con 5 mL de
K2COs3 0,5 M, seguido de 10 ml de agua para inyeccion). Luego, el anion fluoruro se
eluyo en el Reactor 1 utilizando una solucion acuosa de carbonato de potasio (3.5
mg en 100 pL de agua) mezclada con una solucion de Kryptofix® 2.2.2 (15 mg en
900 pL de MeCN). La solucién se concentré a sequedad para eliminar tanto el
acetonitrilo como el agua. El secado se realiz6 a 65°C durante 5 minutos, seguido
de 95°C durante 3 minutos bajo presion reducida y corriente de helio. Tras la
eliminacién de los disolventes, se aplicé vacio durante 30 segundos a 60°C y se
inyecto helio a presién atmosférica.

Métodos de radiosintesis (radiomarcado)

Se afadio una solucion del precursor 13 (2.5 mg) en DMSO anhidro (0.4 mL) al

Reactor 1 desde el vial A3, sobre el fluoruro ['8F] activado. La mezcla se calenté a
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120°C durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo de marcado, la mezcla de reaccion

se enfrid a 60°C, antes de continuar con el proceso de purificacion.

Purificacion y formulacién

La solucion cruda se diluyé con una mezcla de H20:MeCN (2 mL, 1:1 (v/v), desde
el vial A6) y se transfirié al dispensador automatico (inyector, ver Figura 27). Luego,
la mezcla se transfirid al circuito de inyeccion y se purific6 mediante HPLC
semipreparativo, utilizando NaH2PO4 (en H20, 25 mM) : MeCN (70:30 v/v) como
fase movil, con un flujo isocratico de 4.0 mL/min. Los cromatogramas se registraron
usando un detector UV (A: 330 nm) y un detector gamma en serie. La fraccion
correspondiente a 2-[*®F]fluoroetil-harmol ([*F]14, que eluyé entre 8 y 10 minutos)
se recogio y diluyé en 50 mL de agua para inyeccién en el Vial SPE 2 (Bal6n
colector). La solucion diluida se pasé a través de un cartucho Sep-Pak C18 plus
light-SPE (preactivado con 5 mL de etanol absoluto, seguido de 10 mL de agua para
inyeccion). El cartucho se lavd con 10 mL de agua para inyeccion (desde el vial C3).
Seguidamente el producto retenido en el cartucho se eluyé con 1 mL de etanol
absoluto (desde el vial C2) y se recogio en el vial de dos bocas que contenia 5 mL
de solucion de NacCl al 0,9 %. Finalmente, se complet6 la formulacion pasando 5
mL de solucién de NaCl al 0,9% a través del cartucho Sep-Pak (desde el vial C1) y
se recolecté en el vial de dos bocas. Luego, la formulacién final pasa del vial de dos
bocas a través de un filtro esterilizante de 0,22 um a un vial estéril. El volumen total

de la solucién de radiotrazador fue de 11 mL.

Métodos de control de calidad

Al no contar el radiotrazador 2-['®F]fluoroetil-harmol con una monografia en la
farmacopea, se tuvieron en cuenta las especificaciones determinadas para los
radiofarmacos de fltor-18 producidos en CUDIM. Las impurezas quimicas y
radioquimicas se determinaron mediante radio-HPLC utilizando una columna EC
250/4.6 mm Nucleodur 100-5 C18ec (Macherey-Nagel), flujo en 1 mL/min, FM:
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NaH2PO4 25 mM : MeCN; Gradiente: 0 a 6 min 30% MeCN, de 6 a 8 min 80 %
MeCN, y de 8 a 15 min 80 % MeCN. El andlisis de HPLC completo fue de 15
minutos. El tiempo de retencion del precursor (13) y del producto ([*8F]14) fueron
6.5 y 10.1 minutos respectivamente. La identidad quimica de ['®F]14 fue
determinada por comparacion del tiempo de retencion del estandar de referencia 14
sin marcar. Los cromatogramas se registraron con un detector de arreglo de diodos
(A: 330 nm) y gama en serie. Ademas, se realiza una prueba limite de Kryptofix 222

mediante TLC en camara con vapores de Iz, el mismo debe ser < 50 pg/mL.
3.2.2.2 Resultados y discusion
Sintesis organica de estandares y precursores de 2-['8F]fluoroetil-harmol

La primera etapa del trabajo de tesis, consistio en obtener los radiotrazadores:
[t!C]harmina, [*'C]clorgilina y ['C]azul de metileno. Para ello se obtuvieron
inicialmente los precursores organicos adecuados para ser marcados con carbono-
11. En este apartado, se describe la sintesis organica para la obtencién de un

precursor de marcacion y un estandar de 2-[*8F]fluoroetil-harmol (esquema 18).

/N a /N b —_N
/@Q /OfQ TsO. -
N N N SV N
O H HO H O H
7

13

harmina (6) /
d
T
SO\/\OTS - HO\/\OH

N e
N/ / 15 etilenglicol

F\/\O H F\/\OTS
14 16
Esquema 18. Rutas de sintesis del precursor de marcacion y estandar de 2-[*®F]fluoroetil-
harmol . Reactivos y condiciones: (a) HBr, AcOH, reflujo, 24 h, 90%; (b) Cs,COs, DMF, 15,
T amb, 26 h, 46%; (c) 16, EtOH seco, reflujo, 6 h, 89%; (d) p-TsCl, EtsN, CH2Cl,, T amb, 7
d, 70%; (e) KF, K2.2.2, MeCN, reflujo, 4 h, 16%.
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Como se describié anteriormente, el precursor de marcaciéon de [Y'C]harmina
(harmol 7), se obtuvo a partir de la desmetilacion de harmina comercial en reflujo de
acido aceético y acido bromhidrico concentrado (Esquema 18). El harmol obtenido
fue ademas utilizado tanto en la obtencion de un estandar analitico de 2-fluoroetil-
harmol (derivado 14) como para el precursor tosilado 13, necesario para la
radiosintesis de 2-[*8F]fluoroetil-harmol. En este contexto, inicialmente a partir de
etilenglicol comercial como material de partida se obtuvo tosilato de 2-fluoroetilo 16,
un reactivo clave para la obtencién del estandar de 2-[*8F]fluoroetilharmol. Para ello,
primero se llevd a cabo una activacion del etilenglicol con cloruro de p-
toluensulfonilo, mediante una adaptacion de técnicas previamente descritas para
obtener el derivado ditosilado 15.1?>177 Seguidamente se obtuvo el derivado
fluorado 16, mediante una reaccion del tipo SN2 con fluoruro de potasio activado
con Kryptofix 222 sobre el ditosilado 15 en acetonitrilo a reflujo. Seguidamente, el
estandar 14 se obtuvo via O-alquilacion de harmol con tosilato de 2-fluoroetilo,
siguiendo el protocolo de Blom y col. con pequefias modificaciones.’* Por otro lado,
mediante una reaccion controlada de monosustitucion de harmol 7 sobre ditosilato
de etilenglicol 15, se obtuvo el precursor de marcacion 13 necesario para la
radiosintesis de 2-[*8F]fluoroetil-harmol. Por Gltimo, cabe destacar que al igual que
todos los productos de sintesis organica descriptos en los apartados
correspondientes de los radiotrazadores marcados con carbono-11, los compuestos
mencionados en el presente apartado fueron caracterizados por experimentos de
RMN (*H, COSY, HSQC, HMBC y *3C), coincidiendo sus respectivas sefiales con
las descriptas en la literatura para los mismos compuestos. A modo de ejemplo en
la Figura 28, se muestra el espectro de *H-RMN de 14 con la asignacién de sefiales

correspondientes.
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Figura 28. Espectro ampliado de *H-RMN de 14 en DMSOgs con la asignacion de las

sefales correspondiente.

Radiosintesis de 2-[*8F]fluoroetil-harmol

La siguiente etapa del trabajo, consistio en establecer un protocolo de produccion y
de control de calidad para obtener 2-[*8F]fluoroetil-harmol (Esquema 19). La
produccion se llevé a cabo en la plataforma semi-automatizada Synthra RN Plus
Research (Figura 29). Las condiciones de radiomarcado fueron adaptadas de

Cumming y colaboradores.’®

—
—

N
\ N [K/K2.2.2]"18F- \ /
> N
O N DMSO ? H
K/OTS 120°C, 5 min K}’F
Precursor (13) 2-["8F]Fluoroetil-harmol

Esquema 19. Radiosintesis de 2-[**F]fluoroetil-harmol mediante fluoracion nucleofilica.
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Figura 29. Plataforma de radiosintesis Synthra RN Plus Research, utilizada para las

marcaciones con flior-18.

En este contexto, debido a que las condiciones de purificacion por HPLC
semipreparativo descriptas en la técnica mencionada no se pudieron reproducir en
nuestra plataforma, se pusieron a punto las condiciones de purificacion mediante
una adaptacién de las condiciones del HPLC analitico. En la Figura 30 se muestra
un cromatograma gama de HPLC semipreparativo, en el cual se pueden observar
3 picos mayoritarios correspondientes a: fluoruro-18 sin reaccionar (A); el producto
de interés (2-[*®F]fluoroetil-harmol, B); un producto secundario (C).
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Figura 30. Cromatograma gamma de HPLC semipreparativo. Fase Movil: NaH.PO4 25 mM:
acetonitriio  70:30 (v/v), flujo: 4 mL/min, C18 (250,10mm). A: fluoruro-18 libre
([K/K2.2.2]'[*F]F); B: 2-[**F]fluoroetil-harmol; C: posible p-Toluensulfonato de 2-

[*8F]fluoroetilo.

Por dltimo, el sistema de purificacion mediante cartucho SEP-PAK y formulacion
final, se llevé a cabo en las mismas condiciones que para [*!Clharmina. De esta
manera, se obtuvo 2-['8F]fluoroetil-harmol con un rendimiento radioquimico de 19.5
+ 4 % (al final de la sintesis, corregido por decaimiento, a partir de [*®F]fluoruro), en
un tiempo de sintesis de 60 + 2 minutos, con actividades molares de 900 + 300

GBg/umol y una pureza radioquimica superior al 99.6 + 0.1%.

Control de calidad de 2-[*F]fluoroetil-harmol

De la misma manera que los radiotrazadores marcados con carbono-11

mencionados anteriormente, 2-['8F]fluoroetil-harmol tampoco cuenta con una

monografia en farmacopea, por lo que el control de calidad se llevé a cabo teniendo

en cuenta las especificaciones utilizadas en Cudim para los radiofarmacos de flGor-

18 (ver Tabla 6). En este contexto, a diferencia de los radiofarmacos de carbono-

11, se agrega una prueba para determinar el limite de Kryptofix 222, el cual debe
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ser menor a 50 ug/mL. Esta prueba se lleva a cabo sembrando 0.3 mL de la muestra
en una placa de TLC, que luego se lleva a una camara saturada con vapores de
iodo (I2), la misma no debe resultar coloreada para cumplir con dicho parametro.

Por otra parte, el método analitico de HPLC, se estableci6 utilizando los estandares
obtenidos en la etapa de trabajo anterior. En la Figura 31 se muestra el
cromatograma obtenido para una mezcla compuesta por 2-fluoroetil-harmol y el
precursor tosilado 13 en igual concentracién. En dicho cromatograma se puede
observar la 6ptima resolucion del estandar del producto de interés respecto de su

precursor (ver Figura 28).

mAU

254

T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min

Figura 31. Se muestra un cromatograma a 330 nm correspondiente a la resolucién de una
mezcla compuesta por 2-fluoroetil-harmol (tr = 6.5 min) y el precursor tosilado 13 (tr = 10.1
min). Fase movil: NaH2PO4 25 mM : MeCN, Gradiente: 0 a 6 min 30% MeCN, de 6 a 8 min
80 % MeCN, y de 8 a 15 min 80 % MeCN. Flujo 1.0 mL/min.

Ademas, en la Figura 32 se puede observar un cromatograma gamma obtenido del
control de calidad del producto final purificado y formulado de uno de los lotes piloto.

La pureza radioquimica en ese caso fue de 99.6%.
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Figura 32. Cromatograma obtenido por HPLC analitico con detector gamma del producto

final purificado y formulado.

En este contexto, se realizaron todos los ensayos de control de calidad pertinentes
para los tres lotes piloto de validacion. El control de calidad involucro la
determinacién de parametros fisicoquimicos y microbioldgicos, que cumplieron con
las especificaciones prestablecidas tanto en los lotes piloto de validacién, como en
la mayoria de los lotes realizados. En la Tabla 6, se muestra un ejemplo de las
especificaciones a determinar y los resultados obtenidos, contenidos en un
certificado de andlisis de control de calidad para un lote de 2-[*®F]fluoroetil-harmol.
Como puede observarse, el lote de este ejemplo cumplié con todos los parametros

establecidos previamente.
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Tabla 6. Especificaciones fisicoquimicas y endotoxinas. Resultados contenidos en un

certificado de andlisis de un lote de 2-[*8F]fluoroetil-harmol. C: cumple con los parametros

especificados. *: no hay especificacion establecida. ND: no detectado.

Técnica

a inyectar

analisis Andlisis Especificacion Resultado | Observacion
Solucion levemente amarilla,
Visual Apariencia transparente libre de particulas| Cumple C
visibles
pH-metro pH 45-8,5 5,3 C
Limite de
TLC Kryptofix <50 pug/mL Cumple C
HPLC Pureza > 90 % 99.6 C
radioquimica
HPLC Identificacion tr muestra = tr del estandar 6.9 C
radioquimica (min) '
Fluoroetilharmol (FHAR) <
100 pg/Vv 1,67 -
7-(2-Tosiloxietoxi)-1-metil-9H-
pirido[3,4-b]indol (Precursor) ND -
HPLC | Pureza Quimica | otras impurezas individuales <
100 pg/Vv ND --
Total de impurezas < 500 ug/V ND -
Acetona < 0.5 % 0.001 C
Determinacion de Acetonitrilo < 0.05 % 0,03 C
GC solventes
residuales DMSO <0.5% 0.01 C
Etanol <10 % 8.3 C
Centelleo _Pureza} . > 99,5 % de emisibn gamma a
solido | radionucleidica 511 KeV y/o 1022 KeV Cumple c
(espectro)
Identidad 105 - 115 min.
Tue2 radionucleidica 110 C
(T12)
HPLC Actividad molar GBg/umol (EOS) >30 1115 C
Endosafe® Pir6genos < 175 EU/Voal. Iny. <10 C
) Volumen méaximo Pirégenos (mL) >11 ~
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3.2.2.3 Conclusiones

En primer lugar, se logré obtener el precursor 13 adecuadamente sustituido para la
radiosintesis de 2-[*®F]fluoroetil-harmol. Una vez obtenido el mismo, se
establecieron las condiciones de radiomarcado con fldor-18 via fluoracion
nucleofilica, mediante el seguimiento de una técnica descripta en la literatura. A
continuacién, se pusieron a punto las condiciones de formulacién final, y
seguidamente se establecid un protocolo de produccién y otro de control de calidad
para obtener de manera eficiente el radiotrazador 2-[*8F]fluoroetil-harmol. El mismo
se obtuvo con un rendimiento radioquimico de 19.5 * 4% (al fin de la sintesis,
corregido por decaimiento), en un tiempo de sintesis de 60 £ 2 minutos, con
actividades molares de 900 + 300 GBg/umol y una pureza radioquimica superior al
99.6 £ 0.1% (incluida la purificacion por HPLC). La mayoria de los lotes producidos
cumplieron todas las especificaciones prestablecidas para el control de calidad, lo

gue habilita el uso del radiotrazador para la realizacion de estudios in vivo.
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4. Evaluacion

biologica
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4.1 Introduccion

El desarrollo de un nuevo radiofarmaco es un proceso multidisciplinario que
involucra la contribucion de diferentes campos de investigacion incluyendo la
radioquimica, sintesis quimica, bioquimica y farmacologia entre otras. En términos
generales el desarrollo de radiofarmacos involucra las siguientes fases: i)
identificacién y validacién de un blanco molecular con relevancia para el diagndstico
y/o terapia; ii) identificacibn de una molécula con caracteristicas adecuadas tales
como afinidad, selectividad, lipofilicidad, etc. para el desarrollo del radiofarmaco
(identificacion de candidato); iii) optimizacion de la estructura quimica con respecto
a propiedades tales como la afinidad de unién, metabolismo y capacidad para ser
marcada con un radionucleido que tenga un periodo de semidesintegracion acorde
a la vida media biolégica del radiotrazador (optimizacion del candidato); iv)
desarrollo y optimizacion del radiomarcado de manera de obtener adecuado
rendimiento radioquimico, pureza radioquimica y actividad molar; v) escalado y
produccion de acuerdo con las buenas practicas de manufactura; vi) evaluacion
preclinica; y por ultimo vii) la traslacién a estudios de fase clinica donde se valida
su aplicacion para la que fue disefiado.l’® De esta manera, en las secciones
anteriores del presente trabajo de tesis de doctorado, se discutié acerca de los
puntos i a v. En la siguiente seccion se hara especial hincapié en el punto vi. En
este aspecto, el desarrollo de un nuevo radiofdrmaco es un proceso complejo que
consiste en investigaciones y ensayos que requieren de infraestructura
especializada (como se vio anteriormente en la introduccion general), expertia
individual y trabajo coordinado en equipo. En este contexto, la seleccién del blanco
molecular es uno de los pasos mas criticos. Ademas de la relevancia del blanco
molecular para determinada patologia, el mismo deberia permitir una diferenciacion
clara entre érganos/tejidos afectados y sanos, ya sea como marcador Unico o en
grado de expresion. Para ello, los estudios preliminares in vitro son determinantes
al momento de seleccionar nuevos radiotrazadores a ser utilizados en posteriores
estudios in vivo. Muchas propiedades farmacocinéticas, como las relaciones de

captacién blanco/no blanco, o la retencién en el blanco molecular, sélo pueden ser
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evaluadas in vivo. Estas propiedades son esenciales para estimar si el radiotrazador
cumple con los requisitos para una posterior traslacion a la clinica.1’®'%° En este
sentido, primeramente, debe ser demostrado que el radiotrazador se acumula en la
region donde se expresa el blanco molecular de interés y que los niveles de
actividad en la region blanco reflejan la expresion o la actividad del blanco
molecular. Esto se puede demostrar mediante diferentes ensayos tales como: i)

et

bloqueo del blanco molecular con la molécula de interés “fria” (sin marcar); ii) uso
de modelos animales transgénicos, incluyendo modelos que por modificacién
genética presenten ausencia del blanco molecular (“knockouts”); iii) correlacionando
la sefial a la expresion o actividad del blanco molecular mediante métodos in vitro o
ex vivo.'® En este aspecto, los estudios de biodistribucién son de gran relevancia
para calcular la distribucion del radiofarmaco en cuestion a cada 6rgano, incluyendo
tumores inducidos con lineas celulares, y también llevar a cabo estudios
dosimétricos. Estos estudios pueden ser llevados a cabo tanto in vivo por

imagenologia, como por experimentos ex vivo (Figura 33). 8!

Y,

— —

Figura 33. Estudio imagenoldgico o de biodistribucién de un radiofarmaco. La distribuciéon
de un determinado radiofarmaco a los diferentes 6rganos se puede llevar a cabo in vivo
inyectando el mismo y adquiriendo imagenes (izquierda). O se puede llevar a cabo una
biodistribucién ex vivo sacrificando al animal luego de un tiempo preestablecido y midiendo
la actividad en cada 6rgano o tejido extraidos, incluyendo (en algunos casos) un tumor
inducido (T) con lineas celulares (derecha). A la izquierda se observa una camara
TRIUMPH PET-SPECT/CT para pequefios animales, que se utiliza para estudios de
biodistribucién in vivo. A la derecha se muestra un equipo detector de centelleo sélido
(ORTEC) conectado a una computadora, utilizado para medir la actividad en los tejidos
extraidos de un animal en una biodistribucion ex vivo.
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En este contexto, el uso de modelos animales en investigacion basica y preclinica
es fundamental para la realizacion de los ensayos previos a la traslacion de un
nuevo radiotrazador a la clinica. Tanto para la realizacion de estudios de toxicidad
y dosimétricos, como para la evaluacién del potencial radiofarmaco en un modelo
patoldgico, para llevar a cabo una prueba de concepto de su potencial uso clinico.
A su vez, en las Ultimas décadas las versiones miniaturizadas de los equipamientos
para imagenologia tales como PET, SPECT, CT y RMI, han ganado una gran
relevancia y se han optimizado sus disefios comerciales, para su uso extensivo en
pequefios animales tales como ratas y ratones.®2183 En este sentido, el uso de
lineas celulares humanas y la generacién de tumores xenograficos en modelos
animales inmunocomprometidos, juegan un rol fundamental en la investigacion y
desarrollo, como de concepto de uso de nuevos radiofArmacos. 84185

En contexto con lo anteriormente mencionado, en las préximas secciones se
describira la evaluacion biolégica de [*'C]clorgilina, [*1C]harmina y 2-[*8F]fluoroetil-
harmol, principalmente mediante estudios imagenologicos in vivo o de
biodistribucion ex vivo. Para ello se utilizara un modelo tumoral xenografico inducido
con lineas celulares humanas de cancer de prostata en ratones nude
(inmunocomprometidos). En este aspecto, cabe destacar que los radiotrazadores
seleccionados (como de describié en el capitulo 1), ya han sido utilizados tanto en
modelos animales como en humanos. Los mismos han sido utilizados para la
evaluacion de la expresion de la MAO-A en el sistema nervioso central en diferentes
contextos, por lo que no es necesario establecer estudios de seguridad o
toxicidad.1?6:159.186 | o que se pretende en el presente trabajo de tesis de doctorado
en quimica, es llevar a cabo una prueba de concepto de su potencial uso en

imagenologia PET en el diagndstico de cancer de préstata de alta agresividad.
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4.2 Parte experimental

4.2.1 Materiales y equipos utilizados

Los reactivos y disolventes utilizados fueron de calidad analitica (ABX, Merck,
Sigma-Aldrich, Carlo Erba, Dorwil, Capricorn Scientific, Gibco) y se usaron sin
purificacion adicional. Para las determinaciones de actividad se emplearon una
camara de ionizacion (Capintec® CRC 25R, CRC 25 PET) y un espectrometro de
centelleo sélido con cristal de Na(TI)I de 3 x 3 pulgadas de pozo acoplado a un
sistema analizador multicanal ORTEC®. Para la determinacién de nimero de

células por pozo se utilizé un lector de placas accuSkan FC (Fisher Scientific).

4.2.2 Cultivos celulares

Las lineas celulares LNCaP (ATCC® CRL-1740™) y PC3 (ATCC® CRL-1435™)
fueron descongeladas del banco de células de Cudim. Las células LNCaP se
cultivaron y mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640 con glutamina estable
(Capricorn Scientific), suplementado con 100 pug/mL de estreptomicina, 100 U/l de
penicilina G (Sigma, St Louis, MO) y suero fetal bovino al 10 % (SFB, Gibco), en
frascos de cultivo T25cc (Greiner). Los cultivos se alimentaron dos veces por
semana con 90 % de medio de cultivo completo (con 10% SFB) y 10 % de su propio
medio condicionado (del pasaje anterior). Las células PC3 fueron cultivadas en
medio de cultivo DMEM (Capricorn Scientific), complementado con 10% de SFB, en
frascos de cultivo T75cc (Greiner). Cuando alcanzaron un estado casi confluente 1
semana mas tarde, se llevé a cabo el subcultivo usando tripsina al 0.05 %, EDTA al
0.02 % (Gibco) en PBS estéril. Las células se mantuvieron en una incubadora a

37°C gue contenia una atmédsfera saturada de agua con 5% de CO..
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4.2.3 Protocolos experimentacion animal

Todos los estudios fueron realizados con el seguimiento de guias nacionales e
internacionales para el uso y manejo de animales de experimentacion, bajo
protocolos de ética aprobados por el comité de ética de experimentacion animal
(CEUA) de Cudim (Protocolos: 16091901 y 19012401), en el marco de la actual ley
nacional de experimentacion animal No. 18.611 (CNEA). En este contexto, antes
del comienzo del trabajo con animales de experimentacion, se obtuvo la
acreditacion de la CNEA en las categorias A (cuidador) y B (técnico

experimentador).

4.2.4 Generacion de los modelos tumorales

Ratones nude (J:Nu-Foxnl"Heterocigota) de entre 7 y 11 semanas fueron
inoculados por via subcutanea sobre el deltoides izquierdo con la linea celular
correspondiente (LNCaP o PC3). El procedimiento se realizé luego de inducir el
plano anestésico con isofluorano 4%. Un grupo de animales fue inoculado con 5 x
106 células LNCaP (1:1, viv GELTREX : RPMI 1640, volumen total inyectado = 150
ML) y se les aplicd diariamente sobre la piel una pequeia porcidon de testosterona
en gel (Androgel 50mg/5g) hasta la aparicion de los tumores (entre 3-8 semanas
post inoculacién). Otro grupo fue inoculado con 3 x 10° células PC3 (1:1, viv
GELTREX : DMEM, volumen total inyectado = 150 pL), donde los tumores
comenzaron a crecer entre las 2 y 4 semanas post inoculacién. Los tumores fueron
medidos semanalmente con un microcalibre en dos dimensiones, y los volumenes
fueron calculados como [(diAmetro menor)? x (didametro mayor) x 11]/6. Los animales
se mantuvieron en los laboratorios de experimentacion animal de Cudim en racks
con aire filtrado bajo condiciones de temperatura (22 + 1)°C y humedad relativa (40—
60%) controlada, en ciclos de 14/10 horas de luz/oscuridad, con comida y agua ad

libitum.
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4.2.5 Estudios imagenoldgicos iniciales

Las imagenes PET-CT fueron llevadas a cabo utilizando un equipo trimodal PET-
SPECT-CT para pequefios animales (Triumph™, TriFoil, Inc., US) con mdédulos
detectores Quad-APD acoplados con centelleadores LUSO/LGSO (resolucién
espacial: 1.0 mm; campo de vision axial FOV: 3.75 cm (FOV, por sus siglas en
inglés: file of view). Los datos fueron adquiridos en modo lista en una matriz de 184
x 184 x 31 pixeles de 0.25 x 0.25 x 1.175 mm y una ventana de coincidencia de
22.22 nseg de ancho. Se utilizé el radiotrazador [*'C]clorgilina desarrollado en el
marco del presente trabajo de tesis y los radiofarmacos de uso clinico en cancer de
préstata [*'C]colina y [®®Ga]PSMA-11. Los Ultimos se obtuvieron siguiendo
procedimientos operativos internos, segun GMP, en el marco del sistema de
aseguramiento de calidad de Cudim. Los animales se mantuvieron bajo anestesia
con isofluorano al 2% en flujo de oxigeno (2 L/min) durante todo el estudio,
dispuestos en posicion prono sobre la camilla del escaner. Se inyectaron los
animales con los diferentes radiotrazadores bajo camara via intravenosa, en la vena
dorsal de la cola. Se inyectaron actividades de 7-21 MBq de [*!C]clorgilina y
[*1C]colina, mientras que la actividad inyectada de [(8Ga]PSMA-11 fue de 15-40
MBq, en un volumen de 100-250 pL. Las imagenes del modelo xenofrafico fueron
adquiridas cuando el tumor alcanzé un tamafo 6ptimo (100-350 mmS). Se
adquirieron las imagenes de manera dindmica, inyectando al animal bajo camara
(t=0 post-administracion del radiotrazador). El andlisis por CT se realiz6 durante
1.98 minutos (FOV = 4.75 cm). Para los radiofarmacos de carbono se
reconstruyeron 3 frames de 0-5 minutos, 5-20 minutos y 20-40 minutos post
inyeccion de la actividad. Para el [®®Ga]PSMA se reconstruyeron 4 frames,
adicionandose a los anteriormente mencionados, un frame de 20-40 minutos post
inyeccion de la actividad. Los sinogramas fueron reconstruidos utilizando el
algoritmo Maximum Likelihood-Expectation Maximization 3D (3D-MLEM) con 30
iteraciones. El procesamiento y andlisis semi-cuantitativo de las imagenes se llevo
a cabo con el software PMOD, v.3.4 (PMOD Technologies, Ltd., Zurich,

Switzerland). Los estudios PET fueron co-registrados con el correspondiente CT
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para asegurar la localizacion anatébmica. Las imagenes se muestran como cortes
coronales, sagitales y axiales. Se construyeron Volumenes de Interés (VOIs, por
sus siglas en inglés: volume of interest) de forma manual sobre el tumor y el musculo
contralateral, a con el fin de calcular la relacibn tumor/musculo (T/M). La
concentracion de actividad dentro de cada VOI fue expresada como Hot Average
(promedio de los puntos mas calientes en kBg/cc). Se realizaron estudios ex vivo
de biodistribucion a 20 y 60 minutos, inyectando una actividad de 10-34 MBq (V:100-
200 pL) de manera intravenosa por la vena dorsal de la cola. Los grupos de
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical bajo anestesia por isofluorano.
Los organos fueron rapidamente extraidos, pesados y su actividad fue medida en
un contador gamma (un detector de centelleo sélido Nal [TI] tipo pozo de 3" x 3”
acoplado a un analizador multicanal, ORTEC). Los resultados se expresaron como
porcentaje de actividad inyectada por gramo de tejido (% Al/g). Ademas, se calcul6

la relacion de captacion entre tumor y musculo (relacion T/M).

4.2.6 Evaluacion in vivo mediante imagenologia PET-CT

Adquisicion de imagenes

Las imagenes PET-CT de pequefios animales se realizaron en un nanoScan® PET-
CT Mediso Preclinical Imaging, basado en centelleadores LYSO. La resolucién
espacial del escaner es de 0,9 mm y el campo de vision transaxial (FOV, por sus
siglas en inglés file of view) es de 8,0 cm. Los datos se adquirieron en modo lista en
una matriz de 212 x 212 x 235 con un tamafio de pixel de 0,4 x 0,4 x 0,4 mm y un
ancho de ventana de coincidencia de 1,0 ns. Los animales fueron anestesiados con
isofluorano al 2% en un flujo de oxigeno de 2 L/min, colocados en posicion prona
sobre la cama del escaner e inyectados i.v. a través de la vena dorsal de la cola con
100-200 uL de [**C]clorgilina, [**C]harmina o 2-[*8F]fluoroetil-harmol (18-29 MBq
para todos los trazadores). La masa "fria" de los radioligandos administrados fue
19,7 nmol (clorgilina), 17,5 nmol (harmina) y 11,9 nmol (2-fluoroetil-harmol). Para

las imagenes PET con ['1C]clorgilina (estudios estaticos), la adquisicion comenz6 5
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minutos después de la administracién del radiotrazador y se realiz6 hasta los 40
minutos post-inyeccion (PIl). Para las imagenes PET con [!C]harmina (estudios
estaticos), la adquisicion comenz6 15 minutos después de la administraciéon del
radiotrazador y se realizd hasta los 45 minutos PI, en un primer grupo de animales.
Luego, en un segundo grupo de animales, se llevaron a cabo las adquisiciones
desde los 45 min Pl hasta los 90 minutos PIl. Para 2-[*®F]fluoroetil-harmol, se
realizaron imagenes PET (estudios estéaticos) en cuatro grupos de animales, en el
primer grupo la adquisicion comenzo6 desde los 15 minutos Pl hasta 60 minutos P,
60-90 minutos en el segundo grupo, 120-165 minutos en el tercer grupo y 180-225
minutos en el Ultimo grupo. Los sinogramas se reconstruyeron utilizando la
maximizacion de expectativas de maxima verosimilitud 3D (3D-MLEM) con 4

iteraciones y 6 subconjuntos.

Andlisis de imagenes

Se realiz6 un analisis semicuantitativo utilizando el software PMOD, v. 3.8 (PMOD
Technologies, Ltd., Zurich, Suiza). Los estudios PET se registraron conjuntamente
con los correspondientes estudios de CT para localizacion anatomica. Las
imagenes se mostraron como cortes coronal, sagital y axial. Los volimenes de
interés (VOIs, por sus siglas en inglés: volume of interest) se trazaron manualmente
sobre el tumor y el musculo contralateral para generar curvas de tiempo-actividad y
calcular las relaciones de captacion tumor/muasculo. La concentracion de actividad
dentro de cada VOI se expres6 como el promedio del punto caliente sobre todo el

VOI expresado en kBg/cc (hot average).

4.2.7 Ensayos de biodistribucion ex vivo

Ratones portadores de tumores xenograficos de 24-28 g fueron inyectados via i.v.
a través de la vena dorsal de la cola con: [YC]clorgilina, [!C]harmina o 2-
[*8F]fluoroetil-harmol (13-18 MBq, V: 100-200 pL). En el intervalo de tiempo deseado

después de la administracion de la actividad, los animales fueron sacrificados
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mediante dislocacidén cervical. Se extirparon y pesaron los Organos, tejidos y
muestras de interés (sangre, higado, corazon, pulmones, bazo, rifiones, masculo,
hueso, estdbmago, tracto gastrointestinal, vejiga y orina, cerebro y tumor). La
cantidad de radiactividad en cada érgano se determind en un contador gamma (un
detector de centelleo sdlido Na[TI]l tipo pozo de 3” x 3” acoplado a un analizador
multicanal, ORTEC). Los resultados se expresaron como porcentaje de actividad
inyectada por gramo de tejido (% Al/g). Ademas, se calculé la relacion de captacion
entre tumor y muasculo (relacién T/M). Para los estudios de bloqueo, se disolvié
harmina (2 mg) en una solucion de NacCl al 0,9 % (0,940 mL), HClI 1 M (0,01 mL) y
DMSO (0,05 mL). Se inyecté de manera intraperitoneal una dosis de 10 mg/kg de
harmina, 90 minutos antes de la administraciéon de [*!C]harmina. La biodistribucién
se realizd6 como se describio anteriormente, 60 minutos después de la

administracion intravenosa de 15 + 3 MBq de [*'C]harmina.

4.2.8 Ensayos in vitro en lineas celulares de cancer de prostata

Cuantificacion de MAO-A en lineas celulares mediante Western-Blotting

Monocapas confluentes de LNCaP o PC3 se lavaron con PBS y luego se prepararon
lisados celulares en tampén de lisis (Hepes 50 mM, pH 7,5, NaCl 50 mM, Triton X-
100 al 1 % con una mezcla completa de inhibidor de proteasa de Roche
cOmplete™). La cuantificacion de proteinas se llevé a cabo utilizando un kit de acido
bicinconinico (BCA, por sus siglas en inglés: bicinchoninic acid), las muestras se
diluyeron en tampdn de muestra Laemmli 5x, se resolvieron en geles SDS-PAGE al
12 % y se transfirieron a membranas PDVF (BioRad), usando un sistema de
transferencia hUumeda. Las membranas se bloguearon con leche en polvo al 5 % en
TBS-T (Tris base 0,5 mM, pH 8, NaCl 75 mM y Tween-20 al 0,2 % (vol/vol)) durante
al menos 2 horas a temperatura ambiente y luego se incubaron con anticuerpo anti-
MAO-A (1/500, sc-271123 Santa Cruz) o control de carga (1/6000, anti-B-Actina
A5441 Sigma) ambos diluidos en BSA al 2 % en TBS-T. Luego se usé el conjugado

apropiado de peroxidasa de rabano picante (HRP) como anticuerpo secundario
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diluido en BSA al 2 % en TBS-T durante 2 horas. Las membranas se revelaron
utilizando sustratos quimioluminiscentes (Thermo). Las inmunotransferencias se

analizaron posteriormente mediante el software ImageJ.

Evaluacion de la internalizacion de [*!C]harmina in vitro

Inicialmente se preparé una dilucion de [**C]lharmina en PBS de manera de obtener
100 pL (60 pCi) /pozo para una placa de 24 pozos. Se cambio6 el medio de las células
por DMEM(PC3) / RPMI(LNCaP) sin SFB (1 mL/pozo). Luego se agregl el
radiomarcado en los pozos correspondientes a cada tiempo y se incubo en la estufa
de cultivo (comenzando por el tiempo mas largo, 40 minutos). Se registro la hora de
agregado de todos los tiempos. Se reservaron pozos para luego cuantificar el
namero de células (minimo n=3). Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se
retiré el medio de cada pozo y se agrego en un tubo tipo falcon correspondiente de
15 mL y se lo rotulé como “tubo 1” (reservando el tip de micropipeta). Seguidamente
se realiz6 un lavado con 500 pL/pozo de PBS y se colocé en “tubo 1” utilizando el
mismo tip reservado. Se agregaron 500 pL/pozo de tripsina y se incubd 5-10 minutos
en estufa. Se decolaron las células y se colocaron en un tubo tipo falcon
correspondiente de 15 mL y se lo rotulé como “tubo 2” (reservando el tip). Se realizd
un lavado de cada pozo con 1 mL de PBS y se colocé en el “tubo 2” correspondiente,
utilizando el mismo tip guardado. Se midieron las cuentas por minuto (cpm) en
contador de centelleo solido y se anot6 la hora de medida de cada tubo. Se midié el
background (radiacion de fondo) antes de realizar las medidas y al finalizar las
mismas.

Para la cuantificacién del nimero de células por pozo: inicialmente se descarto el
medio de cultivo contenido en los pozos y se agregaron 500 pL/pozo de TCA 10%
frio, se dej6 a 4°C durante 2 horas, se descarté el TCA y se lavo dos veces con
agua. Se dejo secar la placa durante toda la noche y una vez transcurrido este
tiempo se agregaron 500 pL/pozo de sulforodamina B (SRB 3% en solucién con
acido acético al 1%). Se dej6 media protegido de la luz, se lavo tres veces con acido

acético al 1% (500 pL/pozo) y se dejo secando toda la noche. Una vez transcurrido

129



este tiempo, se disolvié con Tris base 1 mM y se traspasaron 100 pL a una placa
de 96 pozos para medir en el lector de placas a 595 nm. Se utilizé el valor de
absorbancia como “numero de células” para normalizar los valores de % de

captacion de las diferentes lineas.

4.2.9 Anatomia patologica

Los tejidos de xenoinjertos de LNCaP obtenidos de los animales inoculados se
fijaron durante 24 horas en formaldehido al 10%, se transfirieron a 2-propanol,
cloroformo y se incluyeron en parafina. Se cortaron secciones (5 mm) y se montaron
en portaobjetos Micro-Probe (Fisher). Los tejidos tumorales del xenoinjerto se
tiieron con hematoxilina-eosina. En colaboracion con el patélogo Dardo Centurién
(Gr.5, Facultad de Medicina, UdelaR), se clasificaron las muestras como cancer de
prostata de la siguiente manera: puntuacion de Gleason 5, carcinoma poco

diferenciado, grado histologico alto.

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Evaluacion biolégica inicial de [*1C]clorgilina

Con el fin de realizar una evaluacioén biolégica inicial de [*C]clorgilina, se gener6 un
modelo tumoral xenografico de cancer de prostata en ratones. Para ello, se utilizd
la linea celular humana de cancer de prostata LNCaP, ya que presenta
sobreexpresion del blanco molecular (MAO-A). En este contexto, si bien esta
reportado que la linea celular LNCaP posee baja capacidad para generar tumores
en ratones respecto a la linea PC3 (también a disposicion en Cudim), esta Ultima no
sobreexpresa MAO-A.193.106 Por tanto, la sobreexpresion del blanco molecular en la
linea celular fue fundamental para la eleccion de la misma. De este modo, para
generar los tumores xenograficos, las células fueron mantenidas en cultivo e

inoculadas entre las semanas 7 y 9 de vida de los ratones (Figura 34).
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Células en RPMI : Geltrex®(1:1)

R P Ees ST (5x10¢, 80-90% confluencia)

J:Nu-Foxn1"™ Homocigota
6-8 semanas

RPMI (10% SFB) Deltoides izquierdo
10% medio condicionado via sic (150 pL)

Figura 34. Generacion de tumores xenogréficos en ratones nude. Las células de la linea
LNCaP se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar una confluencia adecuada (85-95%),
luego se prepard una mezcla 1:1 con las mismas y Geltrex®, y se inoculé en el animal por
via subcutanea sobre el deltoides izquierdo. Los tumores comenzaron a desarrollarse entre

la semana 3 y 8 post inoculacion.

En el primer grupo de 6 ratones se generaron 4 portadores de tumor,
evidenciandose su aparacion entre la tercera y cuarta semana post-inoculacion
como una pequefia mancha azulada en el sitio de inoculacion. Se utilizo el gupo
exclusivamente para estudios imagenologicos PET-CT. Por otra parte, un segundo
grupo de 7 ratones fue inoculado para estudios de imagenes y de biodistribucion,
de los cuales todos generaron tumores entre las semanas 3 y 8 post-inoculacion.
En la etapa inicial del proyecto de tesis, los estudios imagenolégicos se realizaron
con [YC]clorgilina (inhibidor de MAO-A) y dos radiofarmacos de uso clinico en
cancer de préstata [*C]colina y [8Ga]PSMA-11. Lamentablemente, debido a un
desperfecto técnico de la camara TRIUMPH, todas las imagenes adquiridas del
ultimo grupo de 7 animales se perdieron. Este grupo permiti6 solamente obtener
datos de biodistribucion. En este contexto, los estudios de imagenologia PET con
[*1C]colina fueron llevados a cabo solo con el grupo mencionado, por lo que no se
dispone de datos experimentales con dicho radiofarmaco.

Se monitoreo el crecimiento de los tumores durante 3 semanas al primer grupo de
animales, obteniéndose imagenes con [11C]clorgilina y [(*Ga]PSMA-11. Este dltimo,
si bien se trata de un radiofarmaco de estructura quimica (péptido marcado con un
radiometal) y blanco molecular diferentes (receptor de membrana extracelular), se

utilizé como control para validar el modelo xenografico tumoral de cancer de
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prostata establecido. En este sentido, al momento de realizar los experimentos
mencionados, [*3Ga]PSMA-11 era el radiofarmaco de uso estandar para estudios
de diagnéstico de cancer de préstata de uso clinico en Cudim. Asi, mediante la
adquisicién de imagenes PET-CT con la camara TRIUMPH (Figura 35), se pudo
determinar inicialmente la captacion del radiotrazador [*'C]clorgilina en el modelo
tumoral xenografico inducido con la linea celular LNCaP. En la figura 35 (centro) la
imagen PET muestra una captacién apreciablemente mayor a nivel tumoral en
comparacion con el musculo contralateral. Los resultados de captacion
tumor/musculo (T/M) se resumen en la Tabla 7, dénde se observa inicialmente una
relacion de 2.2 £ 0.6 en el frame (paquetes de imagenes adquiridas en un intervalo
dado de tiempo) de 0-5 minutos que decrece en el tiempo (en los siguientes frames).
En este aspecto, al tratarse de un estudio dinAmico con inyeccién bajo camara, el
frame inicial (0-5 minutos) muestra una idea del ingreso y répida distribucion del
radiotrazador al organismo (“bolo”), y en consecuencia presenta una gran
variabilidad. Por tanto, se puede afirmar que la mejor relacion T/M y con menor

variabilidad fue de 2.0 £ 0.1 (en el frame 2, 5-20 minutos post-inyeccion, Tabla 7).

Tabla 7. Relacién de captacion tumor/musculo de [*C]clorgilina en modelo LNCaP. Hot
Av: es el promedio de los puntos con mayor actividad delimitados dentro del volumen de
interés (VOI). Frames, F1: Tiempo comprendido entre 0-5 minutos post inyeccién; F2: 5-20

minutos post inyeccion; F3: 20-40 minutos post inyeccién. Volumen de tumores: 557 + 198

mm?,
Raton T/NT Hot Av
| F1 F2 F3
R1 | 2.9 2.1 2.0
R2 1.9 1.9 1.2
R3 1.7 2.0 1.4
Prom + Desvest | 2.2+0.6 2.0+0.1 1.5+0.4

Estos resultados nos alentaron a continuar con el estudio de [*'C]clorgilina como
potencial radiofarmaco de diagndstico en cancer de préstata de alta agresividad.
Esto se baso6 en que la relacion T/M obtenida fue superior a la reportada en el mismo
modelo tumoral (LNCaP) para el radiofarmaco de carbono-11: [*'C]colina (T/M:

1.2).187 Este radiofarmaco fue un estandar de uso clinico hasta la aparicién del
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[(8Ga]PSMA-11. Por otra parte, cabe destacar que el radiofarmaco [#8Ga]PSMA-11
presento una relacion de captacion T/M similar (2.2 = 1.6, Tabla 8), aunque con una
gran variabilidad para el mismo frame (5-20 minutos). Sin embargo, la relacion T/M
con [8Ga]PSMA-11 aumenta en el tiempo alcanzando un valor maximo de 4.5 +
3.9. Si bien este valor es similar o mayor que el obtenido para [*'C]Clorgilina en
cualquiera de los frames, como se menciond anteriormente, [#8Ga]PSMA no solo
tiene propiedades fisicoquimicas y biologicas diferentes, sino que ademas su blanco
molecular es diferente. En este sentido, el uso de inhibidores de MAO-A
radiomarcados para su uso en imagenologia PET no pretende sustituir a los
radiofarmacos ya utilizados en la clinica, sino complementar el diagnostico. La
finalidad es diferenciar los tumores que sean MAO-A positivos, lo que aportaria
informacion de la agresividad de dichos tumores y con ello poder potencialmente

orientar un tratamiento, lo cual requerira futuras investigaciones.

Tabla 8. Relacién de captacion tumor/musculo de [®®Ga]PSMA en modelo LNCaP. Hot Av:
es el promedio de los puntos con mayor actividad delimitados dentro del volumen de interés
(VOI). Frames, F1: Tiempo comprendido entre 0-5 minutos post inyeccion; F2: 5-20 minutos
post inyeccion; F3: 20-40 minutos post inyeccion; F4: 40-60 minutos post inyeccion.

Volumen de tumores: 557 + 198 mm?3.

Raton T/NT Hot Av
F1 F2 F3 F4
R1 1.9 4.0 6.5 9.0
R2 1.4 1.3 2.0 2.3
R3 0.5 1.2 1.7 2.2
Prom + Desvest 1.3+0.7 22+1.6 34+27 45+3.9
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Figura 35. Izquierda: Raton nude con tumor xenografico inducido con células LNCaP. La

flecha indica el tumor inoculado en el deltoides izquierdo con 3 semanas de crecimiento.
Centro: Imagen PET representativa de los resultados obtenidos de la captacién de
[**C]clorgilina en el frame 2 (5-20 min p.i.) en uno de los tumores inducidos (corte coronal).
Dentro del circulo azul se observa un punto de alta captaciéon del radiofarmaco el cual se
corresponde con el tumor. Dentro del circulo cian se encuentra delimitada una region del
lado contralateral, que representa tejido muscular sano, dentro de la cual no se observa
captacion apreciable. Derecha: cAmara TRIUMPH para pequefios animales en el area

biomédica de Cudim.

Seguido a los estudios PET se realizaron ensayos ex vivo de biodistribucién a 20 y
60 minutos post administracion de [*'C]clorgilina. De este modo, se evidencié que a
60 minutos (n= 2), los tumores xenograficos presentaron una relacién T/M de 1.3 (¢
0.4), en tumores de un tamafio promedio de 753 (+ 252) mm?3. El tiempo de 60
minutos se determind inicialmente a raiz de realizar la biodistribucion el mismo dia
de adquisicion de las imagenes. Posteriormente a dicho estudio, de manera de
poder sacar mas provecho del lote de produccion y reducir el nUmero de animales
de experimentaciéon utilizados. Ademas, la sensibilidad del equipo de centelleo
sélido en el que se realizan las medidas de cada érgano, permite medir actividades
mas bajas que la cAmara PET para pequefios animales, evaluando la relacién T/M
a tiempos mayores. A su vez, dada la mejor relacion T/M obtenida en los estudios
PET, se decidio realizar la biodistribucion de los animales restantes (n= 4) a 20
minutos (Tabla 9). Para ello se utilizé un nuevo lote del radiotrazador, en un dia
posterior a la adquisicion de imagenes con el fin de realizar una comparacion. Asi,
se obtuvo una relacion de captacion tumor/musculo de 1.6 (+ 0.2), en tumores de

un tamafio promedio de 244 (+ 60) mm?3. Estos resultados de biodistribucion, se
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asemejan a los obtenidos inicialmente mediante adquisicion de imagenes PET (T/M:
2.0 = 0.1). Por otra parte, la relacion T/M obtenida en las biodistribuciones a 60
minutos (1.3 £ 0.4), son menores que a 20 minutos, y a su vez menores que el valor
T/M obtenido para el frame de 20-40 minutos (1.5 + 0.4) en la adquisicién de
imagenes. La diferencia entre los valores de relacion T/M obtenidos mediante
biodistribucion y los obtenidos mediante imagenes PET pueden diferir por diferentes
factores: i) variacion entre los tipos de detectores utilizados en los equipos; ii)
fendmenos de apantallamiento de la radiacion al utilizar cuerpo entero u érganos
separados; iii) la variabilidad entre animales, lo que incluye variabilidad de la propia
naturaleza y desarrollo de los tumores; iv) incertidumbre inherente a la propia
herramienta como la estimacion de la masa muscular de los animales en la
biodistribucion y la manera en la que se utiliza el software utilizado para el analisis

de las imagenes adquiridas.

Tabla 9. Biodistribucién de [*!C]clorgilina en ratones nude con tumores xenogréaficos
LNCaP.?

Tejido %Al/lg 20 minutos %Al/g 60 minutos
(n=4 LNCaP) (n=2 LNCaP)

Sangre 18+04 21+0.3
Higado 55+0.6 6.2+0.7
Corazon 22+£05 23+0.1
Pulmoén 8.2+28 50+£0.6
Bazo 34+04 1.9+05
Rifién 72+15 15.6 £0.8
Musculo 15+0.2 20+0.2
Hueso 1.4+0.1 1.6x£0.2
Tumor 27+05 3.1+0.7
Cerebro 34+£13 34+£19
T/IM 1.3+04 1.6+0.2

VT 244 + 60 753 = 252

& Promedio de % actividad i’nyectada + desviacién estandar por gramo de tejido de n
animales. T/M: representa la relacion de captacién tumor/muasculo. VT: promedio del
volumen del tumor en mm?,
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4.3.2 Evaluacion biolégica de [*1C]clorgilina, [**C]harmina y 2-[*8F]fluoroetil-harmol

4.3.2.1 Evaluacion in vivo mediante imagenologia PET-CT

Todos los estudios descriptos a continuacién fueron llevados a cabo con una
camara para pequefios animales nanoScan® PET-CT de Mediso Preclinical
Imaging (figura 36). La misma fue una adquisicion de equipamiento de Cudim, la
cual sustituyé a la camara TRIUMPH TM (TriFoil, Inc., US) mencionada
anteriormente. Este nuevo dispositivo presenta una gran ventaja respecto al
anterior, permitiendo realizar adquisiciones de imagenes en simultdneo de hasta 3
ratones. Todos los ensayos que se describen en este apartado, se tratan de
estudios estaticos donde se inyecta al animal fuera de camara y se comienza a
adquirir el estudio luego de 15 minutos post-inyeccion. Esta practica permitié la
adquisicién de hasta 3 animales por estudio. Por ello, se realizaron estudios de
imagen en un mayor numero de animales, aprovechando en mayor medida cada

lote de produccion.
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Figura 36. CAmaras nanoScan® PET-MRIy SPECT-CT de Mediso Preclinical Imaging para
pequefios animales. Izquierda: camara PET-RMN. Derecha: camara SPECT-CT. Al finalizar
el estudio PET, se puede utilizar el componente anatdmico MRI o mover la camilla con los
animales hacia la otra cAmara, para obtener el CT como componente anatémico sin alterar

la posicion de los animales.
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Evaluacién de [*1C]harmina

Al momento de la adquisicion de la nueva camara PET-CT para pequefios animales
de Mediso, se disponia de los protocolos de produccién y control de calidad de
[*1C]harmina, permitiendo su uso es estudios in vivo. Por ello, se decidié comenzar
a evaluar éste ultimo mediante estudios imagenologicos. En este contexto,
inicialmente se adquirieron imagenes con [*'C]harmina desde los 15 minutos post-
inyeccion (p.i.) hasta los 60 minutos p.i. Para ello se utilizé un grupo de 5 ratones
inoculados con la linea celular LNCaP con tumores de un tamafio promedio de 177
+ 8 mm3. Las imagenes fueron pre-procesadas de modo de obtener 3 frames
(paquetes de imagenes adquiridas en un intervalo dado de tiempo) de 15 minutos
cada uno. Posteriormente, mediante el uso de la herramienta informatica PMOD
V3.8, se procesaron y analizaron las imagenes estableciendo un volumen de interés
(VOI, por sus siglas en inglés) en la region donde se encontraba el tumor y otro VOI
en el masculo contralateral (Figura 37). En la Figura 37 (derecha) puede observarse
dentro de un circulo azul (indicado en amarillo) el VOI trazado para el tumor. Dentro
de éste se observa una importante captacion del radiotrazador en comparacién con
el musculo sano contralateral (Figura 37, Derecha, Circulo Cian). A su vez puede
observarse en LE y RT (derecha) una gran captacion del radiotrazador
correspondiente a los intestinos del animal, que tienen una alta expresiéon basal del
blanco molecular (MAO-A ).1818 En |a Tabla 10, se muestran los valores de
relacion captaciébn tumor/midsculo para cada animal en los 3 frames

correspondientes.
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Masculo

Figura 37. Diferentes secciones de una imagen PET-CT de los resultados obtenidos de la
captacién de [*'Clharmina (frame 3, 45-60 min p.i.) en uno de los tumores inducidos con
células LNCaP (izquierda: plano transversal; centro: plano sagital; derecha: plano coronal).
A la derecha sefalado con amarillo, dentro del circulo azul se observa un punto de alta
captacion del radiotrazador el cual se corresponde con el tumor. Dentro del circulo cian se
encuentra delimitada una regién del lado contralateral, que representa tejido muscular sano,

dentro de la cual no se observa captacion apreciable.

Tabla 10. Relacion de captacién tumor/musculo del radiotrazador [**C]harmina. Hot Av: es
el promedio de los puntos con mayor actividad delimitados dentro del volumen de interés
(VOI). Frames, F1: tiempo comprendido entre 15 -30 minutos post-inyeccion; F2: 30-45
minutos PI; F3: 45-60 minutos PI. V tumor: 177 + 8 mm?.

Raton T/NT Hot Av

F1 F2 F3
C2R1 0.8 1.4 2.2
C3R3 2.1 2.8 2.7
C4R4 1.0 1.8 2.9
C6R6 1.6 2.2 3.5
C8RS8 1.4 2.2 2.4

Prom + Desvest 1.4+0.5 2.1+0.5 2.7+0.5

En la Tabla 10 se observa en promedio una acumulaciéon tumoral de [*'C]harmina
mayor que la alcanzada en el masculo a partir de los 30-45 min p.i. Se evidencia
una tendencia al aumento de la relacion T/M, alcanzandose el valor mas alto
promedio (2.7 = 0.5) en el frame F3 (45-60 min PI). Este resultado nos llevé a

plantearnos estudios a tiempos mayores a 60 minutos para la relacion de captacion
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T/M . Dado que los valores de actividad al final de la produccién de [*!Clharmina
permitian llevar a cabo estudios a mayores tiempos, se adquirieron imagenes desde
los 60 a los 90 minutos p.i., en otro grupo de animales inoculados con la linea celular
LNCaP. Las imagenes fueron procesadas y analizadas como se describio
previamente, estableciéndose dos nuevos frames de 15 minutos cada uno (frames
4y5). EnlaTabla 11, se muestran los valores de relacion T/M para cada animal en

los dos frames correspondientes.

Tabla 11. Relacién de captacién tumor/musculo (T/M) del radiotrazador [*!Clharmina en
modelo xenografico inducido con la linea celular LNCaP. Hot Av: es el promedio de los
puntos con mayor actividad delimitados dentro del volumen de interés (VOI). F4: 60-75
minutos PI; F5: 75-90 minutos PI. V tumor: 197 + 102 mm?,

Ratén T/M Hot Av

F4 F5
CiR1 4.0 4.5
C2R1 4.0 5.3
C2R2 3.6 4.7
C3R2 3.3 3.9
C3R1 4.6 4.9
C4R1 3.2 4.0
C6R1 2.8 4.0

Prom z Desvest 3.6+0.6 45+05

En la Tabla 11 se puede observar que la relacién de captacion T/M aumenta
considerablemente en los nuevos frames. Esto indica que la captacion del
radiotrazador por parte del tumor se ve aumentada a tiempos mayores de 60
minutos. Teniendo en cuenta los datos que se muestran en las Tablas 10y 11,y la
tendencia del gréfico de la Figura 38 (relacién T/M vs tiempo), se puede afirmar que
mediante adquisicion de imadgenes PET-CT, la mayor relacién T/M (4.5 + 0.5) se
encuentra en el frame de 75-90 minutos p.i. Este valor de relacion T/M, es
considerablemente mayor al mejor valor obtenido en la evaluacion de [**C]clorgilina
con la camara TRIUMPH (T/M: 2.0 £ 0.1), alentandonos a continuar los estudios con
[\!C]harmina. En este contexto, en anteriores estudios se observé una captacion
tumoral similar a la mostrada por [*1C]harmina por parte de los radiotrazadores
[*F]AIF-PSMA vy [68Ga]-PSMA cuando se realizaron estudios PET en animales
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inoculados con la linea celular LNCaP.1721% Estos resultados resaltan el potencial
de [*Clharmina como radiotrazador MAO-A como agente imagenoldgico
prometedor para el CaP altamente agresivo.

De la misma manera que para el modelo LNCaP, se adquirieron imagenes PET-CT
desde los 45 a 90 minutos p.i. (donde se encontraron los mayores valores de
relacion T/M), con un grupo de 5 animales inoculados con la linea celular PC3. Esta
linea celular, como se mencioné anteriormente, fue seleccionada con el fin de
generar un modelo tumoral xenografico con una expresion limitada del blanco
molecular (MAO-A), como control negativo. De esta manera, las imagenes PET-CT
adquiridas fueron procesadas y analizadas como se describidé previamente. En la
Tabla 12 se muestran los valores de relacion captacion T/M para cada animal en los

3 frames correspondientes.

Tabla 12. Relacion de captacién T/M del radiotrazador [**C]harmina en modelo de tumor
xenogréfico inducido con la linea celular PC3. Hot Av: es el promedio de los puntos con
mayor actividad delimitados dentro del volumen de interés (VOI). Frames, F1: Tiempo
comprendido entre 45-60 minutos PI; F2: 60-75 minutos PI; F3: 75-90 minutos PI. V tumor:
179 £ 76 mm3,

Raton T/M Hot Av

F1 F2 F3
C7R1 1.1 1.1 1.1
C7R2 1.0 1.1 1.3
C8R1 0.9 0.8 0.9
C9R1 1.0 0.9 1.1
CI9R2 1.3 1.2 1.4

Prom + Desvest 1.1+0.1 1.0+£0.1 1.2+0.2

En la Tabla 12 se observa una acumulacién tumoral de [*'C]harmina similiar a la
alcanzada en el musculo a todos los tiempos de estudio. Los valores de relacion de
captacion T/M son muy similares y con un valor alrededor de 1 en los tres frames.
Esto indica que no hay una captacion diferencial entre el tejido blanco (tumor) y el
tejido no blanco (musculo). Estos resultados se encontrarian en concordancia con
el disefio metodoldgico, teniendo en cuenta que la linea celular PC3 presenta una
expresion limitada del blanco molecular (MAO-A).1% A su vez, estos resultados

confirmarian la especificidad de [**C]harmina por el blanco molecular.
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En la Figura 38 se muestran imagenes representativas de la captacion de
[t!C]harmina en animales con tumor inducido tanto con la linea celular LNCaP
(sobreexpresion MAO-A, control positivo), como con la linea celular PC3 (expresion
limitada de MAO-A, control negativo). En la misma figura, puede observarse la
captacién por parte del tumor inducido con la linea LNCaP, asi como la ausencia de
captacion en tumor inducidos con la linea PC3 (Figura 38). Ademas, en ambos
modelos, en la vista del corte sagital (Figura 38, Derecha), puede observarse una

importante captacion a nivel cerebral, debido a la alta expresion basal de MAO-A en

dicho 6rgano.t®!
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Figura 38. Parte superior: imagenes PET-CT adquiridas con [Y!Clharmina en modelo
xenogréfico inducido con las lineas celulares LNCaP (izquierda) y PC3 (derecha) en ratones
nude. Imagenes representativas (planos coronal y sagital) de la distribucién de [*!C]harmina
en el frame 5 (75-90 minutos p.i.). El circulo magenta corresponde al VOI del tumor. El
circulo verde corresponde a la regién contralateral, que representa tejido muscular sano.
Parte inferior: grafico T/M vs tiempo de los resultados de adquisicion de imagenes PET-CT

con [*C]harmina tanto en modelo LNCaP como en PC3.
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Evaluacién de 2-[*8F]fluoroetil-harmol

Dado que los resultados obtenidos con [*!Clharmina fueron muy alentadores, se
decidié continuar los estudios con el derivado 2-[*8F]fluoroetil-harmol, marcado con
flor-18. ElI mismo se selecciond inicialmente en base a que recientes estudios
reportan, tanto in vitro como in vivo, su excelente afinidad por la enzima MAO-A. Por
lo tanto, este radiotrazador se convierte en un candidato prometedor para la
visualizacion de MAO-A mediante PET.'?61%5 Ademas, el mayor periodo de
semidesintegracion del flior-18 (tu2 109.5 min) comparado con carbono-11 (tw220.4
min), nos permitiria realizar estudios a tiempos mayores tanto en la adquisicion de
imagenes como en biodistribuciones. En este contexto, se realizaron estudios PET-
CT con 2-[*8F]fluoroetil-harmol en cuatro grupos de animales inoculados con la linea
celular LNCaP. Un grupo de 5 animales desde los 15 hasta los 60 minutos p.i.; un
grupo de 5 animales desde los 45 hasta los 90 minutos p.i.; un grupo de 3 animales
desde los 120 hasta los 165 minutos p.i.; y finalmente un grupo de 3 animales desde
los 180 hasta los 225 minutos p.i. Las imagenes fueron pre-procesadas para obtener
3 frames de 15 minutos cada uno para cada grupo de animales (Ver Tabla 13).
Tanto los frames como el tiempo de cada estudio fueron seleccionados para ser
comparables con los obtenidos con ['!C]harmina. Ademas, se obtuvieron frames
con un tiempo de estudio mas largo con el fin de obtener datos de la relacion de

captaciéon T/M a tiempos mayores que los ensayados con [*!C]harmina.
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Tabla 13. Relacién de captacion T/M de 2-[*8F]fluoroetil-harmol en modelo LNCaP. Hot Av:
es el promedio de los puntos con mayor actividad delimitados dentro del volumen de interés
(VOI). Frames, F1: Tiempo comprendido entre 15-30 minutos p.i.; F2: 30-45 minutos p.i.;
F3: 45-60 minutos p.i.; F4: 60-75 min p.i.; F5: 75-90 min p.i.; F6:120-135 min p.i.; F7: 135-
150 min p.i.; F8: 150-165 min p.i.; F9: 180-195 min p.i.; F10: 195-210 min p.i.; F11: 210-225
min p.i.. Los volimenes de tumor promedio fueron: Grupo 1: 248 + 65 mm?3; Grupo 2: 200
+ 35 mm?3; Grupo 3: 506 + 458 mm?3; Grupo 4: 292 + 120 mm?3. P + D: Promedio + Desviacién

estandar.
Grupo 1 (n=5) Grupo 2 (n=5)

Animal F1 F2 Animal F3 F4 F5
C2R1 1.0 1.2 CiR1 14 1.7 1.7
C2R2 1.2 15 C3R2 1.7 1.8 2.2
C3R1 0.8 0.9 C7R1 1.4 1.7 2.1
C4R2 1.6 1.3 C8R3 2.8 3.1 3.5
C7R7 1.3 15 C8R4 14 1.8 1.9
P+D 1.2+0.3 1.3+03 P+D 1.8+0.6 20+0.6 23+0.7

Grupo 3 (n=3) Grupo 4 (n=3)
Animal F6 F7 F8 Animal F9 F10 F11
C4R1 1.3 1.6 1.4 C3R3 2.1 2.1 2.3
C5R3 2.8 2.8 3.1 C4R4 14 15 1.7
C10R1 1.9 2.2 2.5 C2R3 2.1 2.3 2.4

P+D 2007 22+06 2308 Pz*D 19+04 2004 21+04

Los datos de las imagenes se procesaron y analizaron de la misma manera que
como se realizd con [Y'Clharmina. La Figura 39 (derecha) ilustra la tendencia a lo
largo del tiempo de la relacion de captacion T/M promedio de cada grupo de
animales en los frames correspondientes. Se obtendria una acumulacion tumoral
mayor que la alcanzada en el musculo a partir de los 45min p.i. Puede observarse
una tendencia al aumento del valor de relacion T/M desde los 30 hasta los 90

minutos p.i. (frames 2 a 5). Luego, la relacion T/M se mantiene relativamente estable
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hasta los 165 minutos p.i. (frames 5 a 8), donde comienza a disminuir hacia los 195
minutos (frame 9). Los resultados de estos estudios indican que el mayor valor de
relacion de captacion T/M (2.3 + 0.7) se obtuvo en el frame 5 (75-90 minutos), en
un grupo de ratones con tumores xenograficos de un volumen promedio de 200 +
35 mm3. Por tanto, estos resultados demuestran que comparativamente
[t!C]harmina presenta una mejor relacion de captacion T/M que 2-['8F]fluoroetil-
harmol (4.5 £ 0.5 vs 2.3 + 0.7). A su vez, no hubo un aumento importante de la
relacion de captacion T/M de 2-[*8F]fluoroetil-harmol después de 90 minutos p.i.
hasta los 225 minutos de ensayo. Ademas, debido a la menor relacion de captacion
T/M obtenida en los ensayos con 2-[*8F]fluoroetil-harmol respecto a los resultados
con [*Clharmina, no fueron realizados estudios in vivo con la linea celular PC3

como control negativo.

44 -o- LNCaP
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Figura 39. Izquierda: imagenes PET-CT de 2-[*®F]fluoroetil-harmol en un ratén con tumor
xenogréfico inducido con la linea celular LNCaP. Imagen representativa (planos coronal y
sagital) de la distribucion de 2-[*®F]fluoroetilo-harmol en el frame 5 (75-90 minutos p.i.). El
circulo magenta corresponde al VOI del tumor. Dentro del circulo verde se delimité una
region en el lado contralateral, que representa tejido muscular sano. Derecha: relacién de
captacion T/M vs tiempo, después de la inyeccion intravenosa de 2-[*®F]fluoroetil-harmol de
15 a 225 min p.i.
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Evaluacioén de [*C]clorgilina mediante imagenologia PET-CT con cadmara nanoScan
de Mediso

Los estudios imagenolégicos PET de [Y'C]harmina y 2-[*8F]fluoroetil-harmol se
obtuvieron utilizando la cadmara para pequefios animales nanoScan de Mediso
recientemente adquirida por Cudim. Debido a esto, decidimos realizar estudios en
dicha camara con [*!C]clorgilina (previamente se estudi6é utilizando una camara
Triumph™), en un pequefio grupo de 3 animales inoculados con la linea celular
LNCaP. Debido a que la actividad final de [*C]clorgilina es mucho mas baja que la
obtenida con [*!C]harmina, no fue posible realizar ensayos de imagenes PET-CT in
vivo mas de 40 minutos post-inyeccion. A su vez, en los estudios realizados
inicialmente en la cAmara TRIUMPH se habia observado que la relacion T/M
disminuia luego de los 20 minutos post inyeccion. Por ello, las Imagenes fueron pre-
procesadas para obtener dos frames, el primero entre 5-20 minutos p.i. y el segundo
entre 20-40 minutos p.i. Los datos imagenoldgicos fueron procesados y analizados

como se describio anteriormente (Tabla 14).

Tabla 14. Relacion de captacién T/M del radiotrazador [*!C]clorgilina en modelo de tumor
xenogréfico inducido con la linea celular LNCaP. Hot Av: es el promedio de los puntos con
mayor actividad delimitados dentro del volumen de interés (VOI). Frames, F1: Tiempo

comprendido entre 5-20 minutos p.i.; F2: 20-40 minutos p.i.; V tumor: 145 + 18 mm?,

Ratén T/M Hot Av
| F1 F2
C3R2 | 1.6 15
C4R1 | 1.0 1.4
C6R3 1.7 1.7
Prom * Desvest 1.4+0.3 15+0.1

Los resultados de este estudio indican que el mayor valor de relacion de captacion
T/M de [**C]clorgilina (1.5 + 0.1) fue menor que los mejores valores obtenidos tanto
con [*Clharmina (4.5 + 0.5), como para 2-[*8F]fluoroetil-harmol (2.3 + 0.7). Cabe
destacar que el mayor valor de relacion T/M mencionado (1.5 + 0.1), es menor que
el obtenido en la cdmara TRIUMPH para el mismo frame 2.0 = 0.1 (5-20 min PI). A
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su vez, los resultados obtenidos mediante imagen concuerdan con los resultados
de la biodistribucién (se discutiran en el siguiente punto) a 20 minutos (1.6 + 0.2).
En conjunto, los resultados obtenidos para [*'C]clorgilina no nos alentaron a realizar
posteriores estudios in vivo con la linea celular PC3 como control negativo. Los
hallazgos imagenolégicos destacados hasta aqui, aunque preliminares, sugieren
gue [YC]harmina seria la mejor opcién para realizar imagenes PET-CT, con el fin
de visualizar la expresion de la enzima MAO-A en cancer de prostata de alta

agresividad.

4.3.2.2 Evaluacion ex vivo de [*Clharmina, [*1C]clorgilina y 2-[*8F]fluoroetil-harmol

mediante biodistribuciones

Evaluacion de [**Clharmina

Con el objetivo de comparar y confirmar la distribucién y captacion tumoral
especifica in vivo determinada mediante el andlisis de imagenes PET, se llevaron a
cabo estudios de biodistribuciéon ex vivo. Se realizaron estudios de biodistribucion a
40, 60 y 90 minutos p.i., en los modelos animales con tumores xenograficos
inducidos con las lineas celulares LNCaP (MAO-A +) y PC3 (MAO-A -). Para ello se
inyectaron a los animales con el radiotrazador y se espero el tiempo predeterminado
antes de sacrificarlos, se extrajeron sus organos, tejidos de interés, el tumor y se
midio la actividad de cada uno en un detector de centelleo sélido ORTEC. Los
resultados de captacion T/M a diferentes tiempos se muestra en la Tabla 15. Los
resultados de biodistribuciéon con [Y'C]lharmina en animales con tumores
xenograficos inducidos tanto con la linea celular LNCaP como PC3, mostraron
valores de captaciéon T/M similares a los obtenidos mediante adquisicion de
imagenes PET-CT. En este sentido, los valores de la relacion T/M a 90 minutos
p.i.(donde se obtuvo el mayor valor T/M) fueron: 3,6 + 0,7 frente a 4,5 £ 0,5 en el
modelo LNCaP y 1,6 = 0,3 frente a 1,2 £ 0,2 en el modelo PC3 (Tablas 11 y 12).
Ademas, se demostro la especificidad de [*!Clharmina por MAO-A, mediante un

experimento de bloqueo con harmina “fria” (sin marcar). El ensayo consistio en
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administrar una dosis de 10 mg/Kg de harmina “fria” via intraperitoneal y esperar 90
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se realiz6 una biodistribucion a 60
minutos con [*!C]harmina de la misma manera que se describié anteriormente. Los
resultados evidenciaron una importante disminucioén de la captaciéon de [**Clharmina
(aproximadamente un 70 %) respecto a la biodistribucién a 60 minutos sin bloqueo
(2,6 % Al/g frente a 7,8 % Al/g, respectivamente, ver Tabla 15 y Figura 40), en los
tumores inducidos con la linea celular LNCaP. El %Al/g de [*!Clharmina en el
cerebro, donde como se menciond con anterioridad la expresion basal de MAO-A
es elevada, se redujo aproximadamente un 82% en el experimento de bloqueo.
Estos resultados en sintonia con los obtenidos mediante imagenologia PET-CT,

confirman la especificidad de [**C]harmina por el blanco molecular.

* %k
10- I B 11C-harmina
=3 11C-harmina + Bloqueo

%Allg

0 |
60 min 60min

Figura 40. Ensayo de biodistribuciéon con [*!Clharmina a 60 minutos, con blogueo con
harmina (10 mg/Kg, 90 minutos, intraperitoneal) en ratones nude con tumores xenograficos
LNCaP. Por efecto del bloqueo se observa una disminucion del %Al/g en un 70%. Se aplicé

un test de student de dos colas no emparejado. ****p < 0.001.
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Tabla 15. Biodistribucién de [*!Clharmina en ratones nude con tumores xenograficos
LNCaP.2

Tejido %Al/g 40 minutos %Al/g 60 minutos %Al/g 90 minutos

LNCaP PC3 LNCaP PC3 LNCaP PC3

(n=3) (n=5) (n=4) (n=3, bloqueo) (n=3) (n=4) (n=3)
Sangre 1.8+0.8 1.0+£03 13x0.1 21+0.8 1.2+04 1.3£0.3 15+05
Higado 46+£05 42+08 48+1.0 6.0+£0.5 49121 48+1.0 44+1.0
Corazon 2.0x£0.2 19+04 20x0.2 1.3+x0.2 1.3+04 18+04 1.2+0.1
Pulmon 75+0.6 6.8+£08 4.6x0.9 2001 41+£1.2 3.7+x05 28+0.3
Bazo 35+£1.2 51+£03 6.4£0.2 5715 4.2+0.9 51+13 45+0.7
Rifién 120+28 93%x11 9435 6.0+04 56+1.6 6.1+1.0 3905
Musculo 25+0.3 15+£01 1705 0.8+0.1 1.3+£0.8 1.0£0.1 0.9+0.2
Hueso 3.8+28 57+33 131+13 98+18 11.3+49 103+3.0 89zx0.9
Tumor 35+x1.1 18+£0.2 78x16 2603 1.4+£05 3.7+x05 1.3+£0.2
Cerebro 95126 7707 7.4x£05 14+0.2 50x£1.1 4.7+0.8 3.1+£0.6
T/M 14+0.6 1.2+01 46+0.8 3.2+£0.2 1.2+04 3.6£0.7 1.6+0.3
VT 182 +6 176 £+ 61 212+108 290+100 206 +57 149 +102 165+%82

@ Promedio de % actividad inyectada + desviacion estandar por gramo de tejido de n
animales. T/M: representa la relacion de captacion tumor/musculo. VT: promedio del
volumen del tumor en mm?,

Evaluacion de 2-[*8F]fluoroetil-harmol

Por otra parte, se realizaron estudios de biodistribucién con 2-[*8F]fluoroetil-harmol

en ratones nude con tumores xenograficos inducidos con la linea celular LNCaP. La

biodistribucion se determiné 90, 120, 180 y 240 minutos después de la

administracion intravenosa de acuerdo con los estudios de imagenes PET-CT. La

Tabla 16 muestra los resultados expresados como porcentaje de actividad

inyectada por gramo de tejido (%Al/g), en los organos y tejidos mas significativos.
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Tabla 16. Biodistribucién de 2-[*®F]fluoeroetil-harmol en ratones nude con tumores
xenogréficos inducidos con la linea celular LNCaP.?

Tejido %Allg %Allg %Allg %Al/g

90 min 120 min 180 min 240 min
n=3 n=3 n=3 n=2

Sangre 22+0.1 1.7+05 15+05 1.5+0.3
Higado 23+0.2 1.9+0.6 1.5+0.3 1.3+0.01
Corazén 3.8+04 3.1+04 2.0+0.3 1.9+0.04
Pulmén 11.6+1.4 12.7+25 72+1.0 7.2+0.3
Bazo 46+0.6 39+1.3 24+0.2 25+04
Rifi6n 6.5+04 6.2+2.0 4.4 +0.7 4.0+0.7
Muasculo 21+0.1 2.3+£0.2 1.8+04 1.6+0.1
Hueso 2.3+0.2 26+05 25+04 25+0.2
Tumor 26+04 3.4+0.7 24+04 3.2+0.8
Cerebro 9.2+0.5 9.4+3.2 6.6 +0.8 59+0.2
T/IM 1.3+0.1 15+04 1.3+0.2 20+04
VT 231 +61 202 £ 122 271 +89 242 + 117

a promedio de % actividad inyectada + desviacién estandar por gramo de tejido de n
animales. T/M: representa la relacion de captaciéon tumor/musculo. VT: promedio del
volumen del tumor en mm?,

Los resultados de los ensayos de biodistribucion con 2-[*8F]fluoroetil-harmol en
tumores LNCaP mostraron una tendencia similar a los resultados de las imagenes
PET-CT. En este sentido, los resultados muestran que el mayor valor de relacién de
captacion de T/M (2,0 + 0,4) se obtuvo a los 240 minutos después de la
administracion intravenosa (Tabla 16), en un grupo de ratones con tumores
xenograficos de volumen promedio de 242 + 117 mm?3. En conjunto, los resultados
confirman los hallazgos previos obtenidos mediante imagenes PET-CT, por tanto,
al igual que en los estudios in vivo, no se realizaron estudios de biodistribucion en

el modelo PC3 como control negativo.
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4.3.2.3 Ensayos celulares

Cuantificacion de MAO-A en lineas celulares mediante Western-Blotting

Con el objetivo de estudiar y confirmar la expresion del blanco molecular, se llevé a
cabo una cuantificacion de MAO-A de las lineas celulares LNCaP y PC3 del banco
de células de Cudim mediante western-blotting. De esta manera se evidencio una
alta expresion de MAO-A en la linea celular LNCaP y una muy baja expresion de
MAO-A en la linea celular PC3 (Figura 41). Estos hallazgos concuerdan con lo
reportado para ambas lineas celulares.1%1%8 A sy vez, estos datos refuerzan los
resultados obtenidos con [**Clharmina tanto en adquisiciéon de imagenes PET-CT,

como por biodistribuciones.

MAO-A
1.0 X Xk Xk %k
|
E 0.8
8
& 0.6
MAO-A -~
g 0.4-
\ [ J = 0.2
LnCaP PC3
0.0 o
LncaP PC3

Figura 41. Inmunoblots de LNCaP y PC3 para la cuantificacion de MAO-A. Se aplic6é un

test de student de dos colas no emparejado. ****p < 0.0001.
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Evaluacion in vitro de la internalizacion celular de [*1C]harmina

Dado los prometedores resultados obtenidos con [*'C]harmina tanto en adquisicion
de imagenes PET-CT, como por biodistribuciones, y con el objetivo de aportar mas
informacion sobre la especificad por el blanco molecular, se llevaron a cabo estudios
de internalizacion celular in vitro en las lineas celulares LNCaP (control positivo de
MAO-A) y PC3 (control negativo de MAO-A). Para ello, se incubaron las células con
[*1C]harmina durante 5, 10, 20 y 40 minutos. Conforme a los resultados obtenidos
mediante imagenes PET-CT y en los ensayos de biodistribucion, se observé que la
internalizacion de [Y'C]harmina, resulté ampliamente mayor en la linea celular
LNCaP que en PC3 (Figura 42). Esto aporta evidencia adicional de que la linea
celular LNCaP presenta sobreexpresion del blanco molecular (MAO-A), mientras
gue la expresion de MAO-A en PC3 es limitada, como ya se menciond y determiné

anteriormente.
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Figura 42. Internalizacién celular de [*!Clharmina. Los graficos de barras muestran el
porcentaje de captacion o internalizacion celular, normalizado por el nimero de células a
diferentes tiempos de incubacion. Se aplicé un test de student de dos colas no emparejado.
**n < 0.0001.
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Anatomia patoldgica

Tumores extirpados de animales con xenoijertos inducidos con la linea celular
LNCaP fueron preparados para realizar estudios de anatomia patologica (Figura
43). Las laminas fueron analizadas en colaboracion con el patélogo Dardo Centurion
(Grado 5, Céatedra de Anatomia Patoldgica, Facultad de Medicina, UdelaR),
informando que las muestras se correspondian con un carcinoma pobremente
diferenciado, de alto grado histologico, de un valor 5 en la escala Gleason (valor
mas alto). Estos resultados confirmarian el alto grado de agresividad del modelo
utilizado, en sintonia con los resultados obtenidos de los ensayos in vivo, in vitro y
ex vivo con [*Clharmina. En este contexto, los resultados obtenidos con
['!Clharmina en el modelo tumoral estudiado como prueba de concepto,
demostrarian su potencial de traslacion a ensayos clinicos, en pacientes con cancer

de prostata previamente diagnosticados con un alto grado de agresividad.
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Figura 43. Imagenes representativas de tumores grado 5 extraidos de un tumor xenogréfico
inducido con la linea celular LNCaP en ratones nude. Los cortes fueron tefiidos con

hematoxilina-eosina.

152



4.4 Conclusiones

Se evaluaron los radiotrazadores marcados con carbono-11 o flor-18:
[Y1C]harmina, [Y'C]clorgilina y 2-[*8F]fluoeroetil-harmol, en un modelo de tumor
xenografico inducido en ratones nude con la linea celular humana LNCaP, la cual
presenta sobreexpresion de MAO-A. En este sentido, se llevaron a cabo estudios in
vivo mediante adquisicion de imagenes de PET-CT, asi como ensayos de
biodistribucion ex vivo. Ademas, se evalud el radiotrazador que presento resultados
mas prometedores ([*!C]harmina) en un modelo de ratones nude portadores de
tumores xenograficos con expresion limitada de MAO-A (utilizando la linea celular
PC3) como control negativo. De esta manera, los resultados obtenidos permitieron
determinar una elevada captacion tumoral de [*!C]harmina, asi como especificidad
por el blanco molecular (MAO-A) mediante adquisiciéon de imagenes PET-CT y

ensayos de biodistribucién ex vivo.
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5. Conclusiones
generales,
perspectivas y

alcance de la tesis
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5.1 Conclusiones generales

Se evalud la viabilidad de utilizar cuatro inhibidores selectivos de la enzima MAO-A
marcados con carbono-11 o flior-18 para visualizar la expresién de la misma in vivo,
mediante imagenes PET, utilizando un modelo de ratones con tumores xenograficos
inducidos con lineas celulares humanas de cancer de prostata. Todos los
estandares analiticos y precursores de radiomarcado para [*C]clorgilina,
[Y1C]harmina, y 2-[*®F]fluoroetil-harmol se sintetizaron de manera eficiente y las
condiciones de marcado se examinaron y optimizaron. Se llevo a cabo la
optimizacion de la radiosintesis semi-automatizada para obtener [*1C]clorgilina con
[11C]MeOTf como agente metilante en un médulo TRACERLAB FX C Pro, asi como
2-[*8F]fluoroetil-harmol utilizando un médulo Synthra RN Research Plus. También
se intentd reproducir las dos Unicas técnicas reportadas para obtener [*!Clazul de
metileno, demostrando que el producto obtenido al seguir las mismas fue [**C]MeCI.
Se disefié una estrategia alternativa para obtener [*'C]azul de metileno, la cual se
bas6 en su sintesis organica convencional y una técnica reportada para introducir
carbono-11 en un precursor adecuado mediante reaccidn de sustitucion nucleofilica
aromatica con [!'C]dimetilamina. Asi, se logré obtener [*!Clazul de metileno con
rendimiento radioquimico de 11% (sin purificar). ES necesario realizar ensayos a
futuro para lograr obtener [*'C]azul de metileno de manera eficiente, establecer las
condiciones de purificacion y de control de calidad, con el fin de realizar una
evaluacion in vivo. Los radiotrazadores PET: [*!C]clorgilina, [*!C]harmina, y 2-
[*8F]fluoroetil-harmol, se evaluaron en un modelo de tumor con alta expresion de
MAO-A (utilizando la linea celular humana LNCaP) mediante estudios de imagenes
de PET en animales pequefios y ensayos de biodistribucion ex vivo. También
evaluamos el radiotrazador mas prometedor [**C]harmina, en un modelo de ratones
con tumores inducidos con una linea celular humana con expresion limitada de
MAO-A (PC3) como control negativo. Confirmamos la especificidad de [**C]harmina
por el blanco molecular mediante ensayos in vitro, imagenes PET y ensayos de

biodistribucién ex vivo.
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5.2 Perspectivas

Los resultados obtenidos utilizando un modelo de céncer de prostata con
sobreexpresion de MAO-A como prueba de concepto, sugieren que inhibidores de
MAO-A marcados con carbono-11 y fluor-18 (radiotrazadores PET), podrian servir
como prometedores biomarcadores en el campo de la imagenologia molecular. Por
ejemplo, en investigaciones sobre la implicacion de la expresiéon de MAO-A en
modelos preclinicos de céancer de prostata de alta agresividad. Estos
radiotrazadores PET para imagenes moleculares de la expresion de MAO-A podrian
ayudar a visualizar el cancer de préstata altamente agresivo, y también podrian
generar nuevas oportunidades para el tratamiento de tumores con sobreexpresion
de MAO-A con farmacos selectivos y especificos. En conjunto, nuestros resultados
y los datos previos en modelos animales y humanos respaldan la viabilidad del uso
de [**C]harmina como una potencial herramienta de imagenologia para la traslacién
a estudios clinicos, en el diagnostico y con fines terapéuticos en el tratamiento del
cancer de prostata de alta agresividad. En este contexto, actualmente se esta
llevando a cabo en Cudim un protocolo de ensayo clinico con [*!C]harmina. Se han
realizado estudios comparativos de [*!Clharmina en pacientes ya diagnosticados
con CP de alta agresividad (Escala Gleason 5), a los que previamente se les
realizaron estudios imagenolégicos con [*F]AIF-PSMA-11. En este contexto, se han
definido los métodos de adquisicidn, procesamiento y analisis de datos generales
para las imagenes PET con [*!Clharmina. Los indices cuantitativos calculados
mostraron sensibilidad al proceso de captacion del radiofarmaco y permitieron
identificar las regiones tumorales. Sin embargo, se continda trabajando en la
definicion de posibles tejidos de referencia para cada radiofarmaco, con el objetivo
de asegurar una estandarizacion en la medida cuantitativa de cada estructura, lo
gue permitiria a su vez avanzar en la comparacién estadistica entre datos de
[*1C]harmina y [*®F]AIF-PSMA-11. Por otro lado, resulta de interés estudiar la
comparacion de los datos cuantitativos con los cualitativos resultantes de analisis
de los informes clinicos diagndsticos de las imagenes de los pacientes. A su vez,

se ha identificado la necesidad de introducir un agregado al ensayo que permita
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caracterizar en un grupo de referencia, o pacientes no portadores de la patologia en
estudio. Concomitantemente, se esta ampliando el nUmero de pacientes captados
al ensayo clinico para poder ampliar la estadistica que permita concluir.

Por otra parte, es deseable continuar con la optimizacion de la radiosintesis de
[t1CJazul de metileno, para poder llevar a cabo una posterior caracterizacion
biolégica. Para ello se necesitarian realizar mas ensayos radioquimicos de manera
de optimizar el rendimiento radioquimico y establecer las condiciones de purificacién
y formulacion, con el fin de obtener el radiotrazador con una actividad final adecuada

para su uso en adquisicion de imagenes PET.

5.3 Alcance de la tesis

Cabe destacar que los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente
trabajo de tesis de doctorado, han sido de relevancia para ser publicados de
diferentes maneras. En primer lugar, se destaca que parte de los resultados fueron
incluidos en una publicacion cientifica en una revista internacional nivel Q1: ACS
(american chemical society) Pharmacology & Translational Science (V: 6 11, p.:1734
- 1744, 2023). En este trabajo se destaca la produccién y control de calidad de los
radiotrazadores PET: [*!Clharmina, 2-['8F]fluoroetil-harmol y [*'C]clorgilina. Asi
como la evaluacion biolégica inicial en modelos de raton con tumores inducidos con
lineas celulares humanas de cancer de prostata. En este sentido, el candidato mas
prometedor [YC]harmina inicié un protocolo de ensayo clinico en Cudim, en el
contexto de un proyecto financiado por la Agencia Nacional de Investigacion e
Innovacion, Fondo Maria Vifas (FMV-ANII: FMV_1 2021 1 169507). Ademas, los
estudios llevados a cabo con [Y'C]harmina y 2-[*8F]fluoroetil-harmol, se realizaron
en el contexto de un proyecto financiado por CSIC (Comision Sectorial de
Investigacion Cientifica, Udelar) de iniciacion a la investigacion modalidad 2. Por
otra parte, es importante mencionar que parte de los resultados obtenidos fueron
presentados en diferentes instancias de divulgacion. A nivel nacional se presentaron
trabajos en dos ediciones del Encuentro Nacional de Quimica: ENAQUI 5 (2017)

con el trabajo titulado “Sintesis y evaluacion biolégica de un radiotrazador PET que
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reconoce MAO-A como potencial agente de diagnéstico en cancer de prostata”
(formato péster); ENAQUI 6 (2019) con el trabajo titulado “Avances en la sintesis
del radiotrazador [**C]azul de metileno” (presentacion oral); en el Congreso Quimico
Farmacéutico (2018) con el trabajo titulado “Sintesis y evaluacion biologica de un
radiotrazador PET que reconoce MAO-A como potencial agente de diagndstico en
cancer de prostata” (presentacion oral); y una presentacion a nivel internacional en
las jornadas rioplatenses de quimica medicinal (La Plata, Argentina, 2024) con el
trabajo titulado “Inhibidores de MAO-A marcados con carbono-11 y flGor-18:
potenciales agentes de diagndstico por imagenes PET en cancer de préstata de alta
agresividad” (formato péster). Por ultimo, es relevante resaltar que en 2018 se
publico en la revista de la Asociacion de Quimica y Farmacia del Uruguay (V79, 76,
80) un apartado titulado “Inhibidores de MAO-A como potenciales agentes de
diagndstico y terapia en cancer de prostata”’, donde se destaco la relevancia del

presente trabajo de tesis de doctorado llevado a cabo en Cudim.
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