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L. Introduccion

1.1 MEDICINA NUCLEAR

La Medicina Nuclear comienza su desarrollo como especialidad a finales de los afios 40. A
partir de ese momento se resuelve utilizar la energia nuclear con fines médicos. En 1946 se
construye el primer reactor productor de radionucleidos, es por esto que es una fecha

s s , . . 1-
histérica en la cronologia de la Medicina Nuclear en el mundo (Tabla 1).3

Tabla 1. Cronologia de la Medicina Nuclear.

Ailo Desarrollo de la Medicina Nuclear en el mundo

1895 Descubrimiento de los Rayos X — Roenteng
1896 Descubrimiento de la radioactividad de uranio — Becquerel
1898 Descubrimiento de la radioactividad natural — Marie Curie
1913 Desarrollo del concepto de isotopia — Soddy
1923 Primera utilizacion de los trazadores en la exploracion bioldgica — Hevesey
1927 Puesta a punto de un detector de radiaciones — Geiger y Miiller
1931 Construccion del primer ciclotron
1934 Descubrimiento radioactividad artificial — Curie y Joliot
1938 Primeros estudios de la fisiologia de tiroides (**1)
1939 Primeras aplicaciones terapéuticas
1946 Construccion del primer reactor de radionucleidos
Construccién del Scanner con cristal de centelleo de yoduro sédico,
951 permitiendo realizar las primeras gammagrafias — Reed y Libby
Se sustituye el término “Medicina Atémica” utilizado hasta ese momento
1952 por el de “Medicina Nuclear”
1956 Desarrollo del Radio Inmuno Analisis

99m

Aparicion de los generadores de Tc, con cualidades idéneas como

1962
trazadores y posibilidades de unidn a diversos farmacos

1963 Construccién de la camara de centelleo - Anger
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A partir de la década del 60 el desarrollo de la Medicina Nuclear es constante. Siendo de
gran importancia la puesta a punto en la década del 70 la técnica de Tomografia
Computarizada de Emisiéon de Fotén Unico (SPECT) cerebral y en la década del 80 la
Tomografia de Emision de Positrones (PET).

Segun la Division para la Alta Educacion e Investigacion del Consejo de Europa, en las
conclusiones de la reunion de 1984, la Medicina Nuclear “es la especialidad médica que se
dedica al diagndstico, tratamiento, investigacién y prevencién de las enfermedades haciendo
uso de sustancias radiactivas no encapsuladas y de las propiedades de los nucleos estables”.*
A su vez la Organizacion Mundial de la Salud la define como “ |a especialidad médica que con
fines asistenciales, docentes e investigadores, emplea las fuentes radiactivas no
encapsuladas”. La Medicina Nuclear ofrece numerosas técnicas, tanto in vivo como in vitro,
en donde la mayoria de ellas se relacionan estrechamente con aspectos funcionales y
bioquimicos de la enfermedad.”®

En cuanto a las areas de aplicacion de la Medicina Nuclear, las técnicas mas comunes se
centran en dos areas médicas: diagndstico y terapia.

Dichas técnicas de imagen son intrinsecamente moleculares, en donde su uso clinico en la
actualidad se encuentra ampliamente extendido y aceptado.

Como caracteristicas fundamentales, las técnicas de aplicacidon en Medicina Nuclear:

° No son invasivas, ya que generalmente basta con una inyeccidn endovenosa y

a diferencia de otras técnicas de diagndstico no implica cirugia o introduccion
de aparatos en el cuerpo.

° Son funcionales debido a que no estudian solamente la morfologia del

organismo como si lo estudian las técnicas estructurales (escaner, ecografia,
resonancia magnética).

° No generan molestias durante la aplicacién ya que la radiacién, en si, es

indolora para el paciente.

° Manipulan dosis con bajos niveles de radiacidon pues las dosis de radiaciones,

para el diagndstico, son similares o inferiores a otras técnicas radioldgicas y

cada dia tienden a ser menores.
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Las radiaciones mas utiles en la Medicina Nuclear en cuanto a diagndstico, son los rayos
gamma (y), emision de positrones (B+) y los rayos X generados a partir de las emisiones
secundarias de captura electrénica. En el plano terapéutico las emisiones - son las mas

utilizadas.

Las técnicas de obtencion de imdgenes consisten en administrarle al paciente determinado
radiofarmaco y efectuar la localizacion del emisor radioactivo dentro del organismo. La mas
usada para generar imagenes en Medicina Nuclear es la gammagrafia o centellograma, la
cual se basa en la deteccion de la actividad de los rayos gamma emitidos por el
radionucleido en los drganos a estudiar, manifestandose por medio de centelleos,
proporcionando una imagen bidimensional. A modo genérico, la gammagrafia ayuda al
diagnéstico de padecimientos que afectan la fisiologia y la morfologia de los drganos. En los
ultimos afios las técnicas en Medicina Nuclear mejoran y se diversifican, las principales

técnicas de aplicacién en la actualidad se resumen en la Tabla 2. *

Tabla 2. Principales técnicas de aplicacion en Medicina Nuclear.

Permite detectar minimas alteraciones

funcionales antes que se puedan ver con
Gammagrafia Osea una radiografia.

Se utiliza también para detectar lesiones

provocadas por maltratos a menores

Se realiza para conocer la existencia de
obstrucciones o trombos en las arterias.
Gammagrafia Pulmonar de Perfusion

Método de diagndstico para deteccion

de embolia pulmonar

Permite estudiar la morfologia de los

rinones y conocer el porcentaje de
Gammagrafia Renal funcionalidad de cada uno de ellos.

Generalmente se utiliza para detectar

infecciones renales pediatricas.
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Se utiliza para observar la morfo-
funcionalidad de la glandula tiroides,
Gammagrafia Tiroidea pudiéndose detectar aumento de
tiroides y existencia de ndédulos en su
interior
Permite la deteccidon de la extension de
PET los tumores y la evaluacion a respuesta
de tratamientos (Radio o Quimioterapia)
Estudia el funcionamiento renal,
Renograma Isotopico destacando que es el Unico método no
invasivo
Evalta la repercusion funcional de las
alteraciones  anatémicas y para
SPECT Cardiaco
seleccionar pacientes que deben
someterse a un cateterismo
Detecta dreas del cerebro que no
funcionan correctamente, se utiliza para
SPECT Cerebral

diagnosticar enfermedad de Alzheimer,

demencias y epilepsias.

La investigacion clinicaen la Medicina Nuclear ha realizado grandes avancesen la
direccion de la imagenologia molecular y la terapia dirigida. En los ultimos afios, ha habido

un crecimiento exponencial de nuevos agentes para imagen molecular.
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1.1.1 IMAGENOLOGIA MOLECULAR

La imagenologia molecular es la visualizacion, caracterizacién y medicién de procesos
biolégicos a nivel celular y molecular en los seres humanos y en otros seres vivos. Incluye
normalmente imagenes 2D 6 3D teniendo la posibilidad de cuantificar las variaciones que
ocurren en el tiempo. Las técnicas usadas incluyen el Ultrasonido (ecografia), Tomografia
Computarizada (CT), Resonancia Magnética (MRI), Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
PET y la Imagenologia c’>ptica.7’8 Las mismas han hecho posible que el diagndstico temprano

sea una realidad cada vez mas alcanzable.

Estos estudios tradicionales se basan fundamentalmente en propiedades fisicas y fisioldgicas
como fuente principal de contraste para la deteccidn y caracterizaciéon de las enfermedades.
La imagenologia molecular estd basada sobre estas y otras técnicas imagenolégicas como la
Medicina Nuclear y la tomografia éptica con la ayuda del desarrollo de marcadores

especificos como fuente de contraste.

Las técnicas imagenoldgicas utilizadas en Medicina Nuclear incluyen SPECT, PET y PET-CT. >

Estas técnicas son utilizadas para estudiar trastornos bioquimicos como ser sefales
tempranas de la enfermedad, sus mecanismos y asociacidon con estados patoldgicos (cancer,
enfermedades cerebrales, enfermedades cardiovasculares y trastornos mentales) y de esta
forma poder encontrar un diagndstico temprano y seguimiento de la eficacia del tratamiento

seleccionado.

En la actualidad, estan siendo investigadas en fase pre-clinica otras modalidades de
imagenes como ser la bioluminiscencia (Técnica Optica), imagenes de fluorescencia dptica
de ultra alta resolucidon micro-PET y micro-CT. Los agentes radiomarcados para imagenes se
denominan por lo general sondas o trazadores moleculares. Cuando se inyecta la sonda
molecular en un paciente, se localiza la misma ya que esta puede quedar unida a la
superficie celular, atravesar la membrana celular o encontrarse atrapada intracelularmente
por unidn o interaccién especifica a un determinado receptor o blanco molecular y luego ser
detectada por una gamma cdmara (mediante deteccidn y en un rango de 60-400 keV) o
camara de PET (mediante deteccién de fotones de 511 keV por aniquilacidon de positrones)

(Figura 1).
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Luego se procesa la informacién obteniendo imagenes de todo el cuerpo o del érgano en
estudio, teniendo basicamente la imagen molecular dos aplicaciones: el diagnodstico y la

terapia.

Praosing Unii

lrvisge Memccanstre o

Figura 1. (A) llustracién esquematica del funcionamiento de PET.™ (B) Imagen de una Gammacémara.

1.2 RADIOFARMACIA

La radiofarmacia es una especialidad de las ciencias farmacéuticas que se ocupa del disefio,
produccidn, preparacion, control de calidad y dispensacién de los radiofarmacos, tanto en su

utilizacién en Medicina Nuclear — diagndstica y terapéutica — como en investigacién.ls'16 P

or
lo cual involucra el estudio de aspectos farmacéuticos, fisicos, bioquimicos y biolégicos de

los radiofarmacos.

1.2.1 RADIOFARMACOS

Un radiofarmaco puede definirse como una sustancia quimica que contiene atomos
radiactivos en su composicion y que por su forma farmacéutica, cantidad y calidad de la
radiacion emitida, es adecuada para su administracion en seres humanos con fines
diagndsticos y terapéuticos.”” Un radiofdrmaco puede ser tanto un elemento radiactivo o
que lo contenga a este en casos como a) solucién de una sal inorganica, b) suspensién de
particulas, ¢) complejo de coordinacién o d) molécula organica. La principal diferencia que

tienen los farmacos con un radiofdrmaco, es que estos Uultimos no tiene efecto

10
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farmacoldgico comprobable y si lo poseen, no se pone de manifiesto porque se utilizan en

cantidades trazas en las cuales no se observa ninguna reaccidn dosis-respuesta.

Los radiofdarmacos se pueden clasificar en radiofdrmacos para terapia y radiofarmacos para
diagndstico.™ Los radiofdrmacos de terapia son sustancias radiactivas que se administran a
pacientes con el propdsito de tratar afecciones malignas, haciendo uso de los efectos
biolégicos de las radiaciones ionizantes. Los radiofarmacos para diagndstico son trazadores
(sustancia gquimica que contiene atomos radiactivos en su interior) radiactivos que se
administran a pacientes con el fin de poder diferenciar un proceso bioquimico, anatédmico o
fisioldgico normal de uno anormal, ya sea por técnicas de obtenciéon de imagenes o de

analisis de muestras.

1.2.2 RADIOFARMACOS DE TERAPIA

Los radiofarmacos para el diagndstico por imagenes son ampliamente utilizados y han tenido
un rapido crecimiento en los Ultimos afios en la terapia radionucleidica sistémica.’® La misma
se basa en la radioterapia molecular (RTM) que es la captacion selectiva del radiofarmaco
por una molécula “target”. Los radiofdrmacos para terapia tienen por objetivo destruir las
células causantes de la enfermedad por accion de la radiacién emitida por un radiofarmaco
administrado en forma sistémica. Las principales aplicaciones clinicas son: cancer de tiroides,

hipotiroidismo, paliacion de metastasis 6sea, radiovasectomia y radioinmunoterapia (RIT).

La energia y tipo de emisidn de los radiofdrmacos para terapia deben correlacionarse con el
tamafio, geometria y localizacién del tumor. Este tipo de radiofdarmacos deben presentar
emisién de fotones y su radionucleido es un emisor beta (). Una vez administrado
sistematicamente y localizado en la célula o zona patolégica de interés, la energia cedida
provoca el efecto terapéutico deseado, en donde la irradiacién de otros érganos depende de

la selectividad de captacion y energia de emisién.

Debido que la RTM requiere de la administraciéon de actividades significativamente mas

elevadas que para las aplicaciones diagndsticas, se exige un mayor numero de requisitos:

11
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elevada unidén a la molécula “target” (alta pureza radioquimica (PRQ)), distribucién uniforme
en la molécula “target” en correlacién con las propiedades fisico-quimicas, deseable
presencia de emisién de fotones, irradiacion minima en drganos criticos, efectiva relacion
dosis bioldgica-respuesta, baja toxicidad, estabilidad “in vitro” e “in vivo”, estimacidn precisa
de la dosimetria de la radiacién y posibilidad de esquemas de reiteracion de dosis (dosis
multiples), proteccién radiolégica, etc. Siendo un radiofdrmaco constituido por tres
componentes: molécula vector, radionucleido y una molécula que enlace a ambos. Para que
la RTM tenga éxito, diversos parametros fisicos, fisioldgicos y bioldgicos tienen que ser
cuidadosamente estudiados con el fin de optimizar la eleccidén de los radionucleidos. La
eleccion del radionucleido estd esencialmente relacionada con la dosis absorbida de
radiacion que debe ajustarse al efecto biolégico deseado, es decir, entregar una dosis de

radiacion citotdxica y evitar la dosis de radiacidn innecesaria a los tejidos sanos cercanos.

La mayoria de los radionucleidos usados en RIT son emisores 3 aunque también pueden

utilizarse emisores alfa y electron Auger. Las particulas B son electrones emitidos desde el

131

nucleo de un dtomo inestable. El Yodo-131 (1) y el Ytrium-90 (°°Y) son los emisores B mas

usados en RIT.’*?? El Renio-186 (**°Re), Renio-188 (‘**Re), Cobre-67 (°’Cu) y Lutecio-177
(*”’Lu) son emisores B mas recientemente considerados para la RIT. Estos radionucleidos
difieren entre ellos con respecto a la vida media, la emision o no de rayos y y la energia de

las particulas B (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de diversos RN para terapia.

ELEMENTO | RADIONUCLEIDO | VIDA MEDIA (h) |  EMISION RANGO MAXIMO
Yodo B 192.0 Bly 2.4 mm
Lutecio Y7 164.0 B 2.0 mm
'%Re 64.4 Bly 5.0 mm
Renio

185Re 17.0 Bly 10.0 nm

Cobre ®Cu 61.9 Bly 2.2 mm
Ytrium Oy 64.0 B 12.0 mm

12
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1.2.3 RADIOFARMACOS DE DIAGNOSTICO

Este tipo de radiofarmacos estd compuestos por un radionuclido emisor de radiacion
procedente del nucleo del datomo (gamma o positrones) unido a una molécula cuyo
comportamiento bioldgico dentro del organismo es el adecuado para el estudio morfolégico

y funcional de un d6rgano o tejido.zs'25

Luego de administrado el radiofarmaco se distribuye
en el paciente generalmente via intravenosa, en donde la emisidon radiactiva es medida
externamente al paciente con un equipamiento adecuado existente en los servicios de
Medicina Nuclear. El patréon de distribucion de la actividad en el érgano en estudio, permite
diagnosticar diversas patologias. Las caracteristicas quimicas y el comportamiento biolégico
dentro del organismo de cada radiofdrmaco confieren la especificidad al método. Su
farmacocinética puede ser valorada en muestras bioldgicas de sangre y/u orina o bien
mediante su visualizacidon en imagenes desde el exterior del paciente, siendo el sistema
utilizado para el diagndstico, control y evolucién de numerosas enfermedades. Algo a

resaltar es que los elementos radioactivos que se emplean generalmente son de corta vida

media, por lo que desaparecen del organismo al cabo de horas o dias.

En las clinicas de Medicina Nuclear se usa de forma sistémica la administracién de
radiofarmacos emisores gamma o de positrones, como herramienta de diagndstico para
obtener imagenes del cuerpo humano.?® Siendo los radiofarmacos emisores gamma los mas
utilizados en la practica debido a la disponibilidad del radionucleido, la amplia variedad de
radionucleidos y a la accesibilidad del hardware necesario. En la Tabla 4 se muestra una lista
de los radionucleidos emisores gamma y de positrones mas utilizados, siendo el isétopo mas

99
| =T

utilizado en Medicina Nuclear e C.

Para la eleccion de los radiofarmacos de diagndstico se debe tener en cuenta factores como
el modo de decaimiento/emision del radionucleido y energia/s del fotdn, la vida media, la
disponibilidad (produccion y transporte al hospital) y costo. Ademas se debe tener en cuenta
los procedimientos quimicos que se deben realizar para la sintesis del radiofarmaco de
forma rapida, simple, estéril, libre de pirégenos, permitiendo que sea rutinaria y con los
menores inconvenientes posibles. Los principales radiofarmacos para diagndstico y uso

primario se detallan en la Tabla 5.

13
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Tabla 4. Caracteristicas fisicas de diversos RN para diagndstico.
ELEMENTO RADIONUCLEIDO VIDA MEDIA (h) EMISION
Tecnecio mTe 6.0 v
Galio *Ga 78.3 %
Talio 200 73.1 v
Fldor BF 1.8 B
B 192.0 Bly

Yodo

Y

Tabla 5. Lista de radiofarmacos de diagndstico usados en Medicina Nuclear.”’

RADIONUCLEIDO

RADIOFARMACO USO PRIMARIO
PMTc-MDP Imagen dsea
PMTc_HDP Imagen dsea

Imagen de perfusion
P™Te-ECD

cerebral

PMTe_HMPAO

Imagen de perfusion

Pmre cerebral
PMTc-DMSA Imagen renal
% Imagen renal y estudios
™Tc-DTPA
funcionales
PMTc-DISIDA Imagen hepatobiliar
PMTc-HIDA Imagen hepatobiliar
Imagen de tejidos blandos
67Ga 67Ga
y procesos inflamatorios
Imagen de perfusion
201y 2017 miocardica, paratiroidea y

tumoral

14
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Imagen de metabolismo
18 ¥epG celular y utilizacién de

glucosa como sustrato

BL_MIBG Imagen de neuroblastoma

131 131 _NP-59 Imagen adrenal

131 Imagen y terapia de
I-yoduro de sodio

captacion en tiroides

Imagen y terapia de
123 123_yoduro de sodio

captacion en tiroides

1.2.4 QUIMICA DEL TECNECIO

Los radiofarmacos utilizados en diagndstico deben reunir una serie de caracteristicas basicas
desde el punto de vista del radionucleido, del compuesto marcado y de las exigencias
farmacéuticas. Es importante aprovechar al maximo la eficiencia de deteccion manteniendo
la dosis absorbida por el organismo tan baja como sea posible para obtener la informacién
buscada. Por lo tanto, los radionucleidos de eleccidén, con excepcién de los emisores de
positrones, deben ser emisores gamma puros siendo los mas aceptados los que decaen por
transiciéon isomérica (isémeros nucleares metaestables) o por captura electrénica. Se
considera dptimo un radionucleido emisor gamma puro con una energia de 30 a 300 keV, y
un periodo de semidesintegracién corto pero que permita la preparacidn del radiofarmaco y

la toma de imagenes. El radioisétopo usado a nivel biomédico por excelencia es el **™Tc.

El tecnecio es el elemento niumero 43 de la tabla periédica y se encuentra en el grupo VII B,

2830 presenta

entre los elementos Mn y Re, con quienes comparte ciertas caracteristicas.
propiedades fisicas altamente favorable, como su periodo de semi- desintegracién de 6.04
horas, la ausencia de emisor - y su emisién gamma cuya energia es de 142 KeV. Es

| "¢ decae a 99Tc, el cual es un radionucleido emisor [3-,

importante conocer que e
inestable, que presenta un periodo de semidesintegracion de 2 x 10° afios, lo cual no implica

riesgo para el paciente (Figura 2). Presenta estados de oxidacion que van desde -1 a +7, en
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donde los estados inorganicos mas estables son el +7 (anidn pertecneciato, TcO4) y +4

(diéxido de tecnecio, TcO,).

99 .
\ Yomep . —
Mo B.é6h o I'c B, 3.7x10°%

87.2 %
n;
Y 6h
142 KeV
Mo PRu
A
nt “ =

- 128% — B, 294 KeV

&y 1 - 4
L Pre 2,1x10%

Figura 2. Esquema de generacién y decaimiento de Pmre.

EI *™TcO, es la especie mas estable en solucidn acuosa, y es la forma quimica bajo la cual se

obtiene el *™Tc facilmente a partir del generador de *°Mo/**™Tc bajo la forma de
pertecneciato en solucién estéril, libre de pirégenos y sin portador. Los métodos de
separacion del generador de *Mo/*™Tc pueden ser: extraccién por solvente, sublimacién y
cromatograficos. Este uUltimo es el mas utilizado en la actualidad debido a la obtencién de
alta actividad especifica (definida como la radiactividad por unidad de masa o cantidad de
materia (mol)). A su vez, los generadores cromatograficos de *’Mo/*™Tc pueden ser de
lecho seco o himedo. La diferencia se encuentra que en el primero se seca la columna con
vacio una vez terminada la elucidn, y en el segundo el Tc es eluido por un vial con vacio, pero
la columna queda siempre hiumeda ya que el reservorio del NaCl 0.9% esta conectado al
generador (Figura 3). Se deben realizar ciertos controles de calidad al eluido del generador,
como ser: eficiencia de elucidn, perfil de eluciéon, pureza quimica, pureza radionucleidica, pH

del eluido, esterilidad y apirogenicidad.
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Solucién salina

$SMo gngC

Columna

Blindaje

Figura 3. Esquema de un generador cromatografico de ®Mo/*"Tc.

La quimica del tecnecio es dominada por la formacién de complejos en los cuales el metal
deficiente de electrones actia como aceptor de electrones provenientes de 4tomos o grupos
funcionales capaces de donar una par de electrones. Para la reduccion del pertecneciato el
ion estannoso (Sn+2) es el mas utilizado para el marcado de radiofarmacos con 9MTc El Sn*2
presenta baja toxicidad, buen poder reductor y obtencién del marcado con buenos
rendimientos. Se puede usar bajo la forma de haluro (cloruro o fluoruro) o de complejo con
ligandos (como ser el gulcoheptonato, pirofosfato, tartrato). En el preparado final pueden

encontrarse por lo menos tres especies radiactivas del 99m

Tc: en mayor proporcion el
compuesto de interés marcado con *™Tc, luego las fracciones libres de *"TcO, e
hidrolizable **™TcO,, las cuales son indeseables ya que disminuyen el porcentaje de
marcacion. Para que esto no suceda es necesario disefiar formulaciones y metodologias de
marcacién que aseguren su reduccion a un nivel minimo para que no interfieran
significativamente en el procedimiento diagndstico. Es por esto que para la preparacion de
un juego de reactivos es necesario la adicidon de una solucidon de SnCl, en medio acido sobre
la molécula de interés, junto a otros componentes de la formulacién y sustancias
estabilizantes como ser el acido gentisico y acido ascorbico a un determinado pH.

Otra causante de formacién de impurezas, es la radidlisis, que es el fendmeno de formacién

de radicales libres debido a la radiacién. Dicho fendmeno puede disminuir la concentracién

del ion estannoso en el medio de reaccidn y a su vez generar interaccidn entre los radicales y
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el complejo de *™Tc-ligando, provocando la liberaciéon del ligando y la reoxidacién del
tecnecio.

1.2.5 RADIOFARMACOS DE TECNECIO
El #™Tc fue seleccionado para la investigacién de moléculas marcadas con aplicacién

biomédica por sus propiedades fisicas altamente favorable, como su periodo de
semidesintegracion de 6,04 horas, la ausencia de emisor - y su emisién gamma cuya
energia es de 142 keV. Esto permite la administracion de dosis del orden de mCi (mili Curie)
sin que signifique una dosis de radiacion significativa para el paciente.31 A su vez, los fotones
gamma de 142 keV penetran los tejidos, siendo detectados con alta eficiencia por los
detectores de Na(Tl) (presentes en la gamma cdmara o equipo SPECT) y permiten la
obtencién de imagenes centellograficas con buena resolucion. Estas caracteristicas lo hacen
Optimo para un procedimiento diagndstico segun el principio de “ALARA”, el cual postula
gue se debe aprovechar al maximo la eficiencia de deteccién, manteniendo la dosis de
radiacion absorbida por el organismo tan baja como sea posible para obtener la informacion

buscada.®*3*

PMTc se le realizan una serie de controles para evaluar su calidad, los

A los radiofarmacos de
cuales se clasifican en: fisicos y fisicoquimicos, quimicos y bioldgicos. Dentro de los controles
fisicos y fisicoquimicos, se encuentran los controles que se deben realizar durante la
marcacién, como ser el aspecto visual, en donde se debe verificar la ausencia de particulas
en solucién y espuma, verificar transparencia o color segun corresponda. Se debe controlar
el numero y tamafio de las particulas en el caso de suspensiones, soluciones coloidales,
macroagregados y microesferas; se debe determinar la cantidad de radiactividad presente
en una preparacion. Se debe controlar pH e isotonicidad, para su posible administraciéon via
endovenosa o intrarraquidea, es importante determinar el pH para conocer la estabilidad del
radiofarmaco.

A su vez se debe controlar la pureza radionucleidica (PRN) del radiofarmaco, la cual se

calcula como: % PRN= (Act RN) / (Act Total) x 100, en donde para trabajar con material

radiactivo en cualquier ambito, ya sea clinico o pre-clinico debe ser mayor a 99%, dicha
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exigencia debe ser controlada por proveedor del radionucleido. Las impurezas

radionucleidicas pueden deberse a la presencia de radioisétopos de un mismo elemento,
. . . . 99 :

como radionucleidos de diferentes elementos. Por ejemplo el Mo es una impureza

radionucleidica en solucién de *°™

Tc, por lo general se generan segun el método de
produccion del radionucleido o debido a una separacién incompleta de padre-hijo.

Los controles quimicos son: pureza quimica y pureza radioquimica. El control de la pureza
guimica se basa en determinar especies indeseables ya sea en el radionucleido o en el
radiofarmaco. La pureza radioquimica es el porcentaje de la actividad del RN en la forma
guimica establecida en relacién con la actividad total de dicho RN (en radiofarmacos
inyectables >90% vy soluciones-capsulas >95%). Se busca determinar la posible presencia de
reacciones competitivas o descomposiciones quimicas ya sea mediante controles
cromatograficos (HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficacia), ITLC-SG (Cromatografia
Instantdnea en Capa Fina — Silica Gel) o papel) o por gel permeacién. La presencia de
Tc0,.2H,0 y de TcO,4 libre en el preparado, constituyen las impurezas radioquimicas, las
cuales son muy importantes ya que presentan patrones de biodistribucién distintos al
radiofarmaco deseado, interfiriendo en la calidad de la imagen y en la interpretacion
diagnéstica.

Entre los controles bioldgicos se encuentran: esterilidad, apirogenicidad y biodistribucién en
animales de laboratorio. Los controles de esterilidad se realizan para observar
presencia/ausencia de microorganismos viables, por lo cual se procede a filtrar la solucién.
La apirogenicidad se controla por el test de endotoxinas bacterianas, se debe trabajar con
soluciones estériles y preparadas recientemente, con reactivos de alta pureza y material
libre de pirdgenos y una correcta manipulacién. Los controles de biodistribucion en animales
de laboratorio sirven para evaluar la PRQ. Para el establecimiento y eficacia de agente
diagnéstico, para determinar su potencial uso en humanos a partir de modelos bioldgicos,

siempre teniendo en cuenta la anatomia y fisiologia del mismo para eleccién del modelo.*>%’

99m

Los radiofarmacos de ”"'Tc pueden clasificarse en: radiofarmacos de primera, segunda vy

tercera generacion (Figura 4).%’
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. Los radiofarmacos de primera generacion son moléculas simples marcadas

99m:. . . o] . e . .z
con ““"'Tc para determinar funciones basicas e inespecificas. Presentan simple absorcién,
distribucién, metabolismo y excrecién (ADME). El marcado es realizado por reduccién

directa. (Posibles radiofarmacos **™Tc: S-coloidal (hepato biliar), MDP (6seo), DTPA (renal)).

° Los radiofarmacos de segunda generacion son compuestos que fueron
diseflados tomando en consideracién los conocimientos acerca de la quimica del Tc y la

relacion estructura-actividad, para optimizar la marcacién. (Posibles radiofarmacos *°™T

c:
MIBI (miocardio), HMPAO y EC (cerebral)). La segunda generacion de radiofarmacos emergié
en la década de los 80’s como resultado del desarrollo de compuestos que tenian un
radiometal unido con ligantes y con una geometria bien definida, como los complejos Tc(V)-
oxo. Su biodistribucion se establecia por sus caracteristicas fisicoquimicas como tales como
carga total, peso molecular, forma vy lipofilia. De este trabajo surgid el concepto de agentes
guelantes bifuncionales (AQBF), que son ligantes que no sdélo enlazan al radiometal, sino que
también pueden unirse por otro extremo de la molécula a receptores bioldgicos. El concepto
fue expandido en los afios 90 para incluir el acoplamiento de radiometales con fragmentos

bioactivos usando AQBF y se iniciaron asi los estudios en el disefio de radiofarmacos de

tercera generacion.

° Los radiofarmacos de tercera generacién son compuestos que imitan un
sustrato bioquimico y su disefio requiere el desarrollo de nuevas estrategias de marcado que
apunten al mantenimiento de la actividad biolégica. (Posible radiofarmacos 9MTe: HYNIC).
Los radiofarmacos diagndsticos de tercera generacién se utilizan en medicina nuclear para
obtener imagenes de blancos moleculares especificos, y son Unicos en su capacidad para
detectar in vivo sitios bioquimicos determinados tales como receptores y enzimas. El AQBF
de encuentra ubicado entre el radionuclido y la molécula blanco, este coordina firmemente
al idon metdlico y esta covalentemente enlazado con la molécula especifica del receptor de
forma directa o con una molécula de unién. El fragmento bioactivo sirve como un
transportador que lleva al radionuclido al sitio receptor en las células o moléculas blanco.

Las moléculas bioactivas especificas de los receptores que pueden ser fracciones de
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anticuerpos, péptidos, péptido miméticos, andlogos de ADN, aminoacios y carbohidratos
entre otros.

La investigacién basica en biologia molecular, ha llevado a una comprension de los
mecanismos fundamentales de los procesos bioldgicos asociados a las enfermedades en los
niveles molecular y celular y en consecuencia, hay cientos de moléculas que podrian
considerarse posibles “targets” moleculares. Los “targets” moleculares, a menudo se
expresan diferentemente, por ejemplo, muestran un nivel significativamente incrementado
de expresion tanto en tejido tumoral como sano ofreciendo un espectro de posibilidades

para estudiar nuevas biomoléculas-“targets”.

La captacion selectiva del radiofarmaco por un “target”, utilizando un vehiculo molecular,
gue es localizado sobre la superficie de la célula o es acumulado dentro de ella, podria
considerarse basada en dos mecanismos principales: (i) receptores especificos extracelulares
de superficie y (ii) procesos metabdlicos intracelulares o captacion metabdlica. Biomoléculas
especificas de receptor de superficie extracelular son en su mayoria anticuerpos
monoclonales, sus fragmentos y péptidos y hormonas. Algunos procesos metabdlicos de

. s . . / 131
captacion selectiva de radiofarmacos son: a)

(ya que la tiroides requiere
aproximadamente 1 mg de yodo por semana, el 131 es rapidamente incorporado), b) 8sr en
forma de cloruro, que se captado por la matriz mineral 6sea y es selectivamente
concentrado en zonas de actividad osteoblastica con un comportamiento biolégico que
asemeja al del calcio y bifosfonatos radiomarcados que también son captados por la matriz

mineral dsea y c) moléculas que siguen rutas metabdlicas y se asocian con el metabolismo

no controlado deproliferacién celular: carbohidratos, aminoacidos y nucledtidos.
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Figura 4. (a) Representacion esquematica de radiofarmacos de primera generacién, (b) segunda generacién y

(c) tercera generacidn.
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II. Fundamentacion

2.1 RADIOFARMACOS DERIVADOS DE GLUCOSA

La propuesta llevada a cabo en el presente trabajo involucré la investigacion y el desarrollo
de nuevos potenciales radiofarmacos de diagndstico oncoldgico basados en una propiedad
biolégica particular que presentan los tumores: el aumento del metabolismo glucidico y el

consecuente incremento en el consumo de glucosa.38'43

Esto provoca que las células
tumorales sobreexpresen las proteinas transportadoras de glucosa presentes en las
membranas celulares de modo de internalizar altas cantidades de glucosa para satisfacer sus
altas demandas metabdlicas. Ademas emplean un metabolismo preferentemente
anaerdbico que incrementa la accion de las proteinas transportadoras de glucosa. También
se ha observado que los niveles y actividad de hexoquinasa en las células tumorales son
superiores que los de las células normales, y que la tasa de metabolismo de la glucosa,
especialmente la glicdlisis, es mds intensa que en las células normales. Son estas

propiedades que permitieron proponer el disefio de un trazador tumor-especifico que pueda

acumularse en éste para permitir su deteccién.

2.1.1 BEDG

El uso de !FDG (2—deoxi—2—18F—D—gIucosa), un derivado de D-glucosa, con PET es uno de los
radiofarmacos de mayor uso para la deteccién oncoldgica en clinicas de Medicina Nuclear.**
% Es uno de las radiofarmacos PET mds importantes, no solo por su uso en diversas
patologias, sino también por sus caracteristicas metabdlicas y sintéticas (Figura 5). La **FDG
se utiliza para el estudio del metabolismo de la glucosa en pulmones, corazén y cerebro;
también su uso se enfoca en el diagndstico, estudio metabdlico y monitorizacién de
tratamiento contra el cancer, especialmente en céncer colorrectal, linfoma (Hodgkin),
linfoma no-Hodkin, cancer de mama y melanoma (dependiendo estadificacion y

recurrencia).*’*
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Figura 5. Radiofarmaco PET ¥rDG

Tanto la glucosa como la ®EDG  atraviesan rapidamente y facilmente la barrera
hematoencefalica. Luego del ingreso en la célula, ambas moléculas son fosforiladas a nivel
del hidroxilo en el carbono 6 (C-6), por la enzima hexoquinasa iniciando la via glicolitica
(Figura 6).°° El siguiente paso es la isomerizacién por accién de la enzima glucosa-6-fosfato
isomerasa para la formacion de fructosa-6-fosfato (ya que esta molécula se encuentra en
forma de ciclo, requiere la apertura del anillo, luego la isomerizacion y finalmente el cierre
del nuevo anillo furanosa). El grupo hidroxilo posicionado en C-2 es fundamental para que
pueda llevarse a cabo la isomerizacion por la accién de la glucosa-6-fosfato isomerasa. La
18E_2-deoxiglucosa-6-fosfato carece de dicho grupo funcional, por lo que no es un buen
sustrato para esta enzima. Por lo cual, Ia DG sufre Gnicamente el primer paso de la via
glicolitica, por lo tanto la molécula queda retenida en el interior celular al no poder ser
metabolizada.

La reaccién de desfosforilacion de los derivados fosforilados (glucosa-6-fosfato y *8F-2-
deoxiglucosa-6-fosfato) es catalizada por la enzima glucosa-6-fosfatasa, cuya actividad es
significativa en el higado, dado que este érgano no emplea glucosa como fuente principal de
energia y es ademas el encargado de regular la concentracién de glucosa en sangre

liberando la glucosa obtenida en la reaccidn de defosforilacion referida.
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Figura 6. Esquema de metabolizacion de DG

La hexoquinasa tiene una elevada afinidad por la glucosa y es inhibida por el producto de la
reaccion que cataliza. La DG entra en la célula y queda en su interior por atrapamiento
metabdlico mediante conversién a *FDG-6-fosfato, lo cual impide su difusién atravesando la
membrana celular. Cuando esta molécula se encuentra en la forma fosforilada, no puede ser
metabolizada, por lo que el resultado final del proceso es el acumulo progresivo del derivado
fosforilado en el interior de la célula.

Debido a lo mencionado anteriormente, la 8EDG es utilizada como un marcador del
metabolismo glucidico celular y es por ello que se utiliza como radiofarmaco en el estudio
oncolégico.

En las células tumorales, la concentracién de °FDG es un reflejo del aumento del
metabolismo glucidico para mantener una elevada tasa de crecimiento y/o proliferacién. La
necesidad de ATP para los procesos anabdlicos referidos se traduce en un incremento de la
captacién de glucosa. Por lo tanto, la utilizacién de la DG en oncologia se fundamenta en
la observacion de que las células tumorales muestran una glicolisis aumentada, debido al
incremento en el nimero de transportadores de membrana para la glucosa (GLUT-1 y GLUT-
9) debido al incremento de la expresion de sus genes. Otra causa de la glicélisis aumentada
es el incremento de la actividad de varias enzimas de la via glicolitica ya sea por
modificaciones alostéricas como por intensificacion de la expresion de sus genes. A su vez la
degradacion de la glucosa en las células tumorales tiene lugar mediante una via anaerdbica,

en la que el rendimiento energético es de 2 moléculas de ATP por molécula de glucosa,
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mientras que mediante la oxidacién aerdbica de la glucosa a CO; y H,0 se obtienen 38 ATP.
El motivo de que la célula tumoral utilice preferentemente el metabolismo anaerdbico (a
pesar de su menor rendimiento energético) se debe fundamentalmente a la velocidad con
gue se obtiene la energia en uno y otro caso, siendo ésta casi 100 veces mayor en la
fermentacion que en el catabolismo oxidativo. Es por ello y siempre que el aporte del
sustrato energético sea suficiente, las células tumorales en crecimiento compensan el menor
rendimiento energético del proceso anaerdbico con su mayor velocidad, siendo el consumo
de glucosa es muy elevado.

El empleo de la DG en imagenologia molecular se encuentra limitado por distintos
factores. Por un lado por la necesidad de contar con un ciclotron de modo de producir los
radionucleidos emisores de positrones utilizados en PET y ademds porque éstos poseen
periodos de semidesintegracién muy cortos lo que hace que los tiempos de sintesis del
radiofarmaco se acorten. La producciéon de un radiofarmaco PET ademas conlleva un alto
costo en comparacién con la sintesis de radiofdarmacos emisores gamma utilizados en la
técnica de SPECT. En este sentido, en los ultimos afios han sido descriptos en la literatura

99m

varios derivados de glucosa marcados con ”~ " 'Tc con el objetivo de desarrollar un equivalente

a ®FDG como radiofarmaco SPECT para diagndstico oncoldgico.

2.2 CANCER

El cancer abarca una gran diversidad de enfermedades que pueden ocurrir en cualquier
sistema de érganos en todo el reino animal. El cdncer es una enfermedad genética que se
origina a partir de una mutacién somdtica.”! Las células de varios tipos de canceres
presentan una anomalia en la secuencia de su ADN, que las distingue de las células normales
circundantes al tumor. A su vez, muchos de los agentes causantes de cancer (carcinégenos
guimicos, radiaciones ionizantes y virus) también provocan cambios genéticos. De esta
forma, la carcinogénesis (generacion de cadncer) se relaciona con la mutagénesis (produccién
de un cambio de en la secuencia del ADN). Las células cancerosas se caracterizan por dos
propiedades hereditarias, ellas y su progenie: 1) se reproducen a pesar de las restricciones

normales y 2) invaden y colonizan regiones normalmente reservadas para otras células.

27



II. Fundamentacion

Estas dos caracteristicas hacen que las mismas sean especialmente peligrosas. Si la
proliferacién de estas células es mayor que las células normales y estd fuera de control, se
producird un tumor o neoplasma (masa de células anormales que crece de forma
inexorable). Se denomina tumor benigno cuando las células neoplasicas se encuentran
agrupadas en una masa Unica y tumor canceroso (maligno) cuando las células tienen la
capacidad de invadir el tejido circundante. De esta forma entran en el torrente sanguineo o
en los vasos linfaticos, formando tumores secundarios o metdstasis en otros lugares del

cuerpo.

Los canceres se clasifican de acuerdo al tejido y al tipo celular a partir del cual se originan.
Los tumores sélidos que derivan de células epiteliales se denominan carcinomas y los que
derivan de tejido conjuntivo o de fibras musculares se denominan sarcomas. En otra
categoria se encuentran tumores liquidos que incluyen leucemia que surge de células

hematopoyéticas y linfomas que surgen de las células del sistema inmunitario.

Cada cancer tiene algunas caracteristicas que reflejan su origen. Como por ejemplo, las
células de un carcinoma de células basales epidérmicas, derivadas de una estirpe de células
gueratinocéticas de piel, generalmente continlan sintetizando filamentos de células
gueratinociticas de piel. Mientras que las células de un melanoma, derivadas de una célula
pigmentaria de la piel, a menudo continuaran produciendo granulos de pigmento. El
carcinoma de células basales, sélo es invasivo de forma local y raramente produce
metastasis, mientras que el melanoma, si no es extirpado en una etapa temprana, es mucho

mas maligno y produce un nimero mucho mayor de metastasis.

Un tumor se produce a partir de una sola célula anormal la cual transfiere su anomalia a su
progenie, en donde ésta debe ser hereditaria. Para comprender el cancer hay que descubrir
si la anomalia hereditaria es debido a un cambio genético o si el cambio genético es debido a

agentes causantes de cancer.
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2.2.1 INCIDENCIA Y MORTALIDAD

En los ultimos afos la incidencia y mortalidad del cancer ha ido incrementando tanto a nivel
mundial como en Uruguay. Segun los datos reportados por la Comisidon Honoraria de Lucha
Contra el Cancer el 24,8% de las muertes en Uruguay se deben al cancer.>® Un tipo de cancer
gue ha tomado particular interés es el melanoma, el cual ha presentado un incremento
notable en la incidencia de esta enfermedad y a su vez es conocido como uno de los tumores
mas agresivos en los seres humanos. Es por estos motivos que es un problema serio para la
salud en varios paises del mundo, sobre todo en la raza blanca en las areas de alta

.>%>3 Cabe destacar gue en Uruguay también se ha observado un incremento

exposicién al so
en la incidencia y mortalidad, principalmente en mujeres. Este cancer da cuenta del 4% de
todos los cénceres de piel, sin embargo es el responsable de la mayoria de las muertes
relacionadas con el cdncer de piel debido a que es la forma mas agresiva de este tipo de

>456 Representa entre un 4-5 % de los tumores malignos en los paises desarrollados y

cancer.
es muy frecuente en jévenes. Consiste en una transformacién maligna de los melanocitos,
los melanomas confinados a la epidermis son curables con una sobrevida mayor de 95% a los
5 afios. Sin embargo, pacientes con tumores primarios mayores de 4 mm de grosor tienen
una tasa de supervivencia del 50%. Por lo tanto, a menos que los tumores sean detectados
en estadios tempranos la enfermedad presenta un muy mal pronéstico. Por lo tanto la

identificacion precoz y resecciéon del melanoma primario ofrecen las mejores posibilidades

de cura, mientras que el melanoma metastasico es casi siempre fatal.

2.2.2 MELANOMA

El melanoma es una proliferacién neopldsica maligna de los melanocitos. Por lo general los
melanomas primarios se originan de novo, solamente entre un 15-20 % de los melanomas se
originan a partir de melanomas preexistentes.53 Si no es extirpado en una etapa temprana
genera mas rapido metdstasis que el carcinoma de células basales, que sélo es invasivo de

forma local y raramente produce metastasis.”
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2.2.2.1 CLASIFICACION

El melanoma puede clasificarse segun sus caracteristicas macroscdpicas en cuatro patrones

de crecimiento:

° Melanoma de extension superficial (MES): es plano e irregular en forma vy
color, con sombras variables de negro y marrdn. Este tipo de melanoma es el mas comin y
puede manifestarse a cualquier edad y en cualquier regidn del cuerpo, siendo mas frecuente

en la raza blanca (Figura 7).

Figura 7. Melanoma de extension superficial en la pared anterior del abdomen.

. Melanoma léntigo maligno (LMM): las areas de piel anormal son grandes,
planas y de color bronceado con manchas marrones entremezcladas. Ocurre cominmente
en la piel dafiada por el sol en la cara, el cuello y los brazos, apareciendo generalmente en

las personas de edad avanzada (Figura 8).

Figura 8. Melanoma Léntigo maligno en la cara de una persona del sexo femenino de edad avanzada.

30



II. Fundamentacion

. Melanoma lentiginoso arcal (MAL): Generalmente inicia como una mancha
de color desigual y bordes irregulares. Se localiza en las palmas de las manos, las plantas de
los pies o por debajo de las ufias y es mds comun en la raza negra. Este tipo de melanoma es
la forma menos comun. Es agresivo y rapidamente genera ulceracién y metdstasis en corto

tiempo (Figura 9).

Figura 9. Melanoma lentiginoso arcal en el primer dedo del pie.

° Melanoma nodular (MN): presenta un area elevada de color azul-negro
oscuro o rojo-azulado o incoloro. La diseminacidon metastasica es rapida. Puede aparecer en

cualquier localizacién y siendo mas frecuente en el sexo masculino (Figura 10).

Figura 10. Melanoma nodular en la cara de una persona de sexo masculino.
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2.2.2.2 FACTORES DE RIESGO

Debido al aumento en la incidencia de melanoma maligno en la poblacién, se ha intentado
identificar los factores de riesgo asociados al mismo. El melanoma es una enfermedad
compleja que muestra diferencias entre los grupos étnicos. Varios estudios sefialan que
tanto las influencias genéticas como las ambientales incrementan los casos de melanoma.™
El sol es la principal fuente de las radiaciones ultravioletas (UV), estas pueden atravesar la
capa de ozono y ponerse en contacto con la piel, generando de este modo dafios agudos y
crénicos, acumulativos e irreversibles. De este modo la exposiciéon al sol es un factor de
riesgo que se va incrementando con el tiempo, observdndose una mayor frecuencia en
mujeres de todas las edades. A su vez las personas con antecedentes familiares de
melanoma, el cabello rubio o rojo, la piel clara, pecas en la parte superior de la espalda y
marcas de nacimiento, tienen estrecha relacion con dicha patologia, es por esto que hay que

tener extremas precauciones ante la exposicion solar.

2.2.2.3 INCIDENCIA'Y MORTALIDAD

El melanoma representa el 4% de todos los tumores malignos de la piel, siendo este el mas
maligno debido a su alto poder metastasico. Es el responsable del 80% de todas las muertes
por cancer en la piel. En los paises desarrollados representa entre un 4-5% de los tumores
malignos, presentandose frecuentemente en los jévenes. La supervivencia a 5 afos en
estadio | es de 93% y en el estadio IV la supervivencia es del 11%. La mortalidad a nivel
mundial de este tipo de cancer es de 0,56 en 100.00 en mujeres y 0,75 por 100.000 en
hombres.>? El melanoma es el ejemplo mas claro de cdncer en donde la deteccion temprana
del mismo juega un rol fundamental en la supervivencia, debido que los pacientes con
diagnodstico en los estadios mas tempranos tienen una probabilidad del 100% de sobrevivir
de su enfermedad. Opuesto a los que sucede en pacientes que se detecta el melanoma en
estadios avanzados en los cuales la enfermedad presenta un muy mal prondstico. Por lo
tanto la identificacion precoz y reseccién del melanoma primario ofrecen las mejores
posibilidades de cura, mientras que el melanoma metastasico es casi siempre fatal.”® Se han
empleado varias modalidades de imagen en el melanoma, teniendo un rol importante la

linfocentellografia y la biopsia del ganglio centinela asi como el PET-CT con ‘°FDG
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proporcionando informacién en el manejo del melanoma cutdneo. Las distintas modalidades
de imagen poseen roles complementarios dependiendo de la situacidn clinica. La ¥EDG no
es especifica de melanoma, determinando su rol en pacientes de alto riesgo de metdstasis a
distancia y para la evaluacion de enfermedad recurrente, como se ha mencionado

538 Es asi que seria deseable el desarrollo de nuevas modalidades de

anteriormente.
imagenes moleculares especificas, adaptadas para la evaluacion in vivo y no invasiva de

pacientes con melanoma en el diagndstico de extensidn lesional y monitoreo terapéutico.

2.3 TRANSPORTADORES DE GLUCOSA

La glucosa es el sustrato principal utilizado por las células para la produccidon de energia, por
lo cual es comprensible su importancia para la vida, ya sea en la fisiologia celular normal o
en condiciones de enfermedad. Por lo tanto un punto clave es el estudio del metabolismo de
la glucosa para su ingreso en el interior de las células, para ello requiere de proteinas
transportadoras en la membrana celular. Los dos sistemas de transporte para la glucosa y
otros monosacaridos son: los transportadores de sodio y glucosa llamados SGLTs y los

transportadores de glucosa llamados GLUTSs. 5961

La diferencia fundamental entre estos dos tipos de transportadores es su dependencia en el
uso de energia para realizar el transporte, en el caso de los GLUTs el mismo se realiza a
través de un mecanismo de energia independiente, mientras que los SGLTs aprovechan el
transporte del ion sodio (Na*) a favor de su gradiente de concentracién para generar una
corriente electroquimica que produce cambios conformacionales necesarios para la

translocacion de la glucosa a través de la membrana plasmatica.

Se han identificado seis transportadores SGLTs (SGLT 1, SGLT 2, SGLT 3, SGLT 4, SGLT 5 y
SGLT 6), que se diferencian en aspectos tales como la afinidad por la glucosa y el sodio, el
grado de inhibicion frente a la florizina, la capacidad para transportar glucosa o galactosa y la
ubicacion tisular.®? Los transportadores SGLTs presentan conformacion secundaria similar

constituida por catorce dominios transmembranales en orientacion alfa-hélice (Figura 11).%
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Los SGLT 1 y SGLT 2 se localizan en el intestino delgado y en la nefrona proximal, cumpliendo
con la funcién de absorcién de nutrientes y reabsorcidn de glucosa respectivamente. Ambos
transportadores efectGan un transporte acoplado con Na*. Por el SGLT 1 ingresan a la célula
2 moléculas de Na*, 1 de glucosa y 260 moléculas de agua y por el SGLT 2 ingresa 1 molécula

por molécula de glucosa.

El SGLT 3 se cree es un censor de glucosa, presenta baja afinidad por la glucosa y estudios
recientes han demostrado que no transporta glucosa. Este transportador se localiza en la

membrana plasmatica de las neuronas colinérgicas, del tejido muscular liso y estriado.**

El SGLT 4 se encuentra en el intestino y rifidén, posee actividad transportadora de glucosa. El
SGLT 5 se encuentra fundamentalmente en el intestino delgado vy rifidn, ain no se conocen
cuales son los sustratos a transportar. El SGLT 6 presenta gran homologia con SGLT 1y a su

vez es un transportador multivitaminico.®®

Luz Area de
c Glicosilacién = Asas
Intestinal Extracelulares

intracelulares

Citosol

Figura 11. Organizacion del transportador SGLT 1, en forma de 14 alfa-hélice que cruza la membrana

sae . . 63
plasmatica la misma cantidad de veces.
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Los transportadores GLUTs estdn encargados del ingreso de los monosacaridos a todas las
células del organismo. Se han identificado catorce tipos, enumerados desde GLUT 1 hasta
GLUT 14, que a su vez se clasifican en 3 clases. Cada una de las isoformas de los GLUT tiene
ubicacién y caracteristicas cinéticas propias, adaptadas a las necesidades metabdlicas de los
distintos tejidos. Los GLUT presentan una conformacién proteica similar, con doce dominios
transmembranales alfa-hélice, en donde los extremos amino y carboxilo terminal se localizan

en el citoplasma (Figura 12).%*

e GLUT

e

Figura 12. Organizacion de transportadores GLUT, con 12 dominios transmembranales alfa-hélice.*

La glucosa ingresa a la célula en cuatro etapas: en primer lugar se une al transportador en la
cara externa de la membrana, luego el transportador cambia la conformacidn y por lo tanto
la glucosa y su sitio de unidn quedan localizados en la cara interna de la membrana,
posteriormente la glucosa es liberada por el transportador hacia el citoplasma y finalmente
el transportador libre cambia nuevamente su conformacién, expone el sitio de unidn a la

glucosa en la cara externa y regresa a su estado inicial (Figura 13).
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Exterior celular

Interior celular

Figura 13. Mecanismo propuesto para el ingreso de la glucosa a la célula a través de los transportadores de

glucosa (GLUT).

Clase I: Formada por GLUT 1-4 y GLUT 14.

GLUT 1 se expresa en todos los tejidos, principalmente en eritrocitos, barreras
hematoencefalica, placentaria y de la retina, astrocitos y nefrona. Su funcidn es el ingreso
basal de la glucosa, transporta también manosa, galactosa y aminoglucosa. GLUT 2 presenta
baja afinidad por la glucosa y transporta ademas galactosa, manosa y fructosa. Se encuentra
en las células B pancreaticas, en el higado, en el intestino delgado y la nefrona proximal. Este
transportador es el sensor de glucosa en el pancreas y es el responsable del transporte de
glucosa en la membrana basolateral de intestino y rifién. GLUT 3 transporta glucosa con alta
afinidad, se encuentra principalmente en cerebro, placenta, higado, rifidn y corazén. GLUT 4
se expresa en los tejidos en donde el transporte de glucosa es dependiente de insulina,
como ser en tejido adiposo, musculo cardiaco y esquelético. GLUT 14 se expresa en

testiculos.
Clase ll: Formada por GLUT 5, 7,9y 11.

GLUT 5 se localiza en el yeyuno, espermatozoides, rifidn y células de microglia. Su funcidn es
el transporte de fructosa, este transportador no muestra afinidad por la glucosa ni galactosa.
GLUT 7 muestra elevada afinidad por glucosa y fructosa, encontrdandose en el intestino
delgado en donde actla en conjunto con los transportadores GLUT 5 y SGLT 1. GLUT 9 se

localiza en rifidn e higado y su funcion es el transporte de glucosa. GLUT 11 se encuentra en
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musculo esquelético y corazon principalmente y se encarga del transporte de glucosa y

fructosa, pero no de galactosa.
Clase lll: Formada por GLUT 6, 8, 10, 12 y HMIT.

GLUT 6 se localiza en cerebro, bazo y leucocitos periféricos, este transportador presenta baja
afinidad por la glucosa. GLUT 8 se encuentra principalmente en testiculos, placenta y
cerebro. Presenta elevada afinidad por la glucosa, la cual es inhibida por fructosa y
galactosa. GLUT 10 se encuentra en higado y pdncreas, se encarga del transporte de
glucosa; alteraciones en el gen de GLUT 10 se encuentran relacionadas con anomalias del
tipo diabetes y sindromes arteriales. GLUT 12 se localiza en musculo esquelético, tejido
adiposo, intestino delgado y placenta. Este transportador puede translocarse a la membrana
plasmatica en presencia de insulina. HMIT é GLUT 13 es un transportador de glucosa y
mioinositol, se expresa en cerebro en donde transporta inositol fosfato y contribuye en

diversos procesos relacionados con la funcién neuronal.®*®’

2.3.1 EN CELULAS TUMORALES

Se conoce que las células malignas tienen un acelerado metabolismo, alto requerimiento de
glucosa e incremento en la captacién de la misma. Cada uno de los transportadores de

glucosa posee diferente afinidad por la glucosa y otras hexosas, como la fructosa.

En los tumores, se producen alteraciones en los GLUT, estas alteraciones provienen de
eventos carcinogénicos afectando en forma simultdnea varios procesos, entre ellos la
absorcién de azlcar. La proteina supresora de tumores p53 presenta importantes funciones
en la promociéon de la apoptosis y deteccidon del ciclo celular en respuesta a cualquier
agresion o dafio que pueda sufrir la célula. Se cree que ésta proteina puede conducir a la
carcinogénesis ya que es capaz de reprimir la expresién de los genes de los transportadores

GLUT 1y GLUT 4.

Por otra parte eventos carcinogénicos que afectan a los receptores de factores de

crecimiento epidérmico (EGFR) pueden estar relacionados con el aumento de la captacidn
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de glucosa y supervivencia de las células cancerosas a través de la estabilizacion del

transportador SGLT 1.

Todas estas alteraciones conducen a un aumento constante en el consumo de glucosa,
caracteristica de las células tumorales. Generalmente éstas presentan una serie de
anormalidades genéticas, metabdlicas y fisioldgicas que hacen imposible la fosforilacidon
oxidativa mitocondrial. De esta manera la glicdlisis es una via ineficiente utilizada por las
células cancerosas para obtener energia. Por lo cual se puede evidenciar que existe una

relacion entre las cantidades de los transportadores de glucosa y el pronéstico del cancer.®®
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I1I. Antecedentes

Numerosos grupos de investigaciéon a nivel mundial llevan a cabo la investigacion y el
desarrollo de nuevos radiofdrmacos de diagndstico oncoldgico basados en dos
caracteristicas de las células cancerosas: el aumento del metabolismo glucidico y el
incremento en el consumo de glucosa. Ambos suceso conllevan a que las células tumorales
sobreexpresen los transportadores GLUTSs, internalizando altas cantidades de glucosa para
satisfacer sus necesidades metabdlicas, via glicc')lisis.69 Conjuntamente la enzima
hexoquinasa en las células tumorales aumenta su actividad respecto a la misma en células

normales.”’

La D-glucosa es una molécula clave para el metabolismo y, por lo tanto contar con derivados

99m

de glucosa marcados con ”"'Tc como potenciales radiofarmacos SPECT andalogos del [*8F]

FDG, es de gran interés en el campo de la Imagenologia Molecular. La radiosintesis de

analogos de glucosa marcados con 99m

Tc que mantengan el reconocimiento por los
transportadores GLUT 1 es dificil, ya que este tipo de transporte es altamente especifico. Al
realizar variaciones en la estructura de la glucosa luego ésta puede no ser reconocida por los
transportadores. Por lo cual el primer paso para la investigacién y el desarrollo de andlogos
de glucosa, es la adecuada sintesis de los mismos. Se han sintetizado diferentes derivados de

glucosa principalmente funcionalizados en las posiciones C-1, C-2, C-3 y C-6, ya sea con

linkers de diferentes longitudes o sistemas quelantes.

Los primeros investigadores en desarrollar analogos de glucosa planteaban que al ser
sustituidas estas moléculas en C-1, C-5 o C-6 por haldgenos, las mismas o bien son inestables
o no eran reactivos frente a la enzima hexoquinasa, principalmente por razones
estructurales.®®

El disefio de estos ligandos se restringid, para algunos investigadores, a derivados de glucosa
modificados en C-2, ya que se pensaba era un lugar adecuado debido al poco cambio
estructural. A su vez se cree que tanto la D-glucosa como derivados de glucosa sustituidos en
C-2 son las moléculas que se fosforilan por la accidon de la hexoquinasa, teniendo en cuenta
gue los sustituyentes en C-2 no sean muy voluminosos.

Los resultados de muchos estudios han demostrado que la expresion de los transportadores

de glucosa se encuentra aumentada en una variedad de tumores malignos.70
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En particular, el transportador GLUT 1 humano se encuentra sobreexpresado en muchos
tumores. La tasa de metabolismo de la glucosa, especialmente la glicdlisis, es
significativamente mayor que el de las células normales. De esta forma, diversos derivados

Pmre pueden ser utilizados para diagndstico tumoral, debido su

de glucosa marcados con
acumulacién en las células tumorales. Técnicas de imagen funcional in vivo podrian ayudar al
diagnostico y clasificacion de tumores. Existen varias modalidades de imagen, entre ellas la
imagen plana (gammagrafia), SPECT y PET, siendo cada vez mas utilizadas para poder evaluar
la estadificacidn y seguir el tratamiento de los pacientes con cancer. Las distintas técnicas de
imagen poseen roles complementarios dependiendo de la situacion clinica.

Debido a los resultados alentadores en el desarrollo de nuevos derivados de glucosa tanto
en el desarrollo sintético asi como en radiosintesis, se cree que éstos podrian ser utilizados
como posibles agentes de imagenologia molecular.®**

En este sentido, diversos grupos han investigado analogos de glucosa y desoxiglucosa

%MTc. Los resultados han mostrado un aumento en la captacién en el tejido

marcada con
tumoral y menor absorcién en los tejidos musculares. Derivados de glucosa como la 1-tio-B-
D-glucosa (1-TG) la cual es estructuralmente similar a la D-glucosa, puede ser transportado
por GLUT 1 y de esta forma ingresar a las células tumorales. El radioconjugado PMTe-1-TG
hasta el momento se ha investigado principalmente para el diagndstico oncolégico y en

1- .
13 Entre otros derivados de glucosa desarrollados, se han encontrado

procesos infecciosos.
resultados interesantes y prometedores con la 1-tio-B-D-glucosa 2,3,4,6-tetraacetilada, la

cual puede ser utilizada para la deteccién tumores y para procesos infecciosos.”>

A partir del afio 2009 el grupo de trabajo en el cual desarrolle el presente trabajo comenzd
una nueva linea de investigacion orientada al disefio, la sintesis organica y desarrollo de
derivados de glucosa marcados con el radionucleido ®MT¢ como potenciales radiofdarmacos

para diagndstico oncoldgico.

En el marco de esta linea de investigacién y desarrollo se vienen desarrollando diversos

proyectos de investigacion, tesis de graduacién y postgrado y publicacién de trabajos

74-80 99m

cientificos. El disefio de los potenciales radiofarmacos de ™ "'Tc se ha basado en el uso de

estructuras derivadas de D-glucosa capaces de incorporar el dtomo de tecnecio a la
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biomolécula sin afectar su conformacién bioldgica. En este caso para que el complejo ™ Tc-
Glucosa pueda ser reconocido por los transportadores de glucosa presentes en la membrana

celular.

El contar con nuevos agentes de imagenologia oncoldgica tendria una incidencia directa
tanto en la sobrevida de pacientes, como también un impacto positivo sobre el sistema de
salud. Una de las aplicaciones en la salud humana, es la marcacién de estas biomoléculas

para su uso como radiofdrmacos en Medicina Nuclear.”*>®
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IV. Objetivos

4.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo se basa en el disefio y sintesis organica de derivados

de glucosa y posterior radiosintesis de éstos con Pmre para su aplicacion como potenciales

radiofarmacos de diagndstico oncoldgico en modelo de melanoma.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos planteados en el marco de la presente tesis de grado son:

a)

b)

c)

d)

99m

Estudiar y optimizar estrategias de marcacion con "' Tc del derivado comercial 1-tio-

B-D-glucosa

Disefio y sintesis de un derivado de glucosa portando un grupo funcional tiol para su

marcacidn con *°™T

C.
Caracterizacién espectroscépica de las moléculas organicas sintetizadas.
Controles fisicoquimicos de los radiomarcados obtenidos.

Caracterizacién bioldgica in vitro e in vivo.

° Estudios de captacién en modelo tumoral celular con la linea de melanoma
murino B16F1.

° Estudios de biodistribucidn en ratones normales y con melanoma inducido.
° Obtencion de imagenes centellograficas en modelo tumoral de melanoma
inducido.
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V. Materiales y Métodos

5.1 *°mTc-1-TIO-B-D-GLUCOSA

5.1.1 SINTESIS RADIOQUIMICA

5.2.2.1 CONSIDERACIONES GENERALES

° Reactivos y productos quimicos: 1-tio-B-D-glucosa (1-TG) como sal sédica hidratada
(CeH1105SNa, PM 218 Da) fue adquirida de Sigma-Aldrich (Miliwaukee, EE.UU) con pureza >
98%. D-glucosa (CsH1,06, PM 180.16 Da) se obtuvo de Fluka (Buchs, Suiza). SnCl;.2H,0 y
acido clorhidrico (HCI 36.5 - 38.0 %) de JT Baker, cloruro de sédio (NaCl) de Fluka y metil etil
cetona (MEK) de Merck. Na®™TcO, fue obtenido a partir del generador PMo/®™Tc

(TecnoNuclear).

° ITLC-SG, se adquirieron de Pall Corporation.

° HPLC Varian 500 Liquid Cromatograph, integrador 4290 Varian, Detector ORTEC,

utilizando una Columna C18 (10 pum, 250 mm x 4,6 mm), Resteck Ultra.

° Liofilizador (HETO).
° Calibrador de dosis Carpintec CRC7.
° Contador de centelleo sélido de pozo: detector de cristal NAI (Tl) de 3" x 3" asociado

a un analizador monocanal (ORTEC).
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5.2.2.2 MARCACION CON 99mTc

Procedimiento general:

Se agrega 1-TG disuelto en HCI 0,1 M en un vial.

Se mezclan con solucién recién preparada de SnCl,.2H,0

Se agrega 370 MBg/0,5 mL de **™TcO,.

Se controla el pH deseado (agregando diferentes volimenes de NaOH 0.1 M).

Finalmente, la solucién se agita a temperatura ambiente.

En base a este procedimiento general se realizd en primer lugar una formulacidn

(Formulacion 1) para ser estudiada como posible radiofarmaco de diagnéstico.

Procedimiento Formulacion I:

Se pesan 4 mg de SnCl,.2H,0, se agrega 1 gota de HCl ccy se lleva a 2 mL con HC| 0.1
M. De alli se realiza una toma de 40 pL, conteniendo 80pg SnCl,.2H,0.

Se pesan 2.6 mg de 1-TG y se toman en 200 pL.

Se agregan 40 L de la solucidn preparada anteriormente de SnCl,.2H,0.

Se agrega 370 MBqg/0.5 mL de **™TcO,".

Se controla el pH deseado (agregando diferentes volimenes de NaOH 0.1 M).

Finalmente, la solucidn se agita a temperatura ambiente.

Los pH estudiados fueron 2, 5 y 8. El pH de la solucién inicial es 2. Para ajustar a pH 5 se

agregan 0.3 mL de NaOH 0.1 M a la solucién inicial y para ajustar a pH 8 se adicionan 0.6 mL

de NaOH 0.1 M a la solucion inicial.

Luego de observar los buenos resultados (ver capitulo de resultados), se decide utilizar pH 2

para no modificar las condiciones iniciales en la radiosintesis.

Se continua realizando estudios con la Formulacion I. Se realizan estudios de estabilidad en

el tiempo, ensayos in vitro e in vivo. A su vez, se propone realizar cuatro formulaciones, en

las que realizan modificaciones (Tabla 6) respecto al procedimiento de la Formulacién I, con

el fin de obtener una PRQ cercana al 100% y posterior preparacion de kits liofilizados (como

los radiofdarmacos utilizados en Medicina Nuclear) para estudiar su estabilidad en el tiempo.
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Procedimiento Formulacion IlI:

e Se pesan 4 mg de SnCl,.2H,0, se agrega 1 gota de HCl cc y se lleva a 2 mL con HCI 0.1
M. De alli se realiza una toma de 40 pL, conteniendo 80ug SnCl,.2H,0.

e Sepesan5.2 mgde 1-TGy se toman en 200 pL.

e Se agregan 40 pL de la solucién preparada anteriormente de SnCl,.2H,0.

e Se agrega 370 MBg/0.5 mL de *°™TcO,".

e Se controla el pH 2.

e Finalmente, la solucidn se agita a temperatura ambiente.

Procedimiento Formulacion Ill:

e Se pesan 4 mg de SnCl,.2H,0, se agrega 1 gota de HCl ccy se lleva a 2 mL con HCI 0.1
M. De alli se realiza una toma de 40 pL, conteniendo 80ug SnCl,.2H,0.

e Sepesan 2.6 mgde 1-TGy se toman en 200 pL.

e Se agregan 40 pL de la solucién preparada anteriormente de SnCl,.2H,0.

e Se pesan 5 mg de manitol y se disuelven en 1 mL de H,0 destilada.

e Se agrega 370 MBg/0.5 mL de **™TcO,".

e Se controla el pH 2.

e Finalmente, la solucidn se agita a temperatura ambiente.

Procedimiento Formulacion IV:

e Se pesan 4 mg de SnCl,.2H,0, se agrega 1 gota de HCl cc y se lleva a 2 mL con HCI 0.1
M. De alli se realiza una toma de 50 pL, conteniendo 100 ug SnCl,.2H,0.

e Sepesan 2.6 mgde 1-TGy se toman en 200 puL.

e Se agregan 50 pL de la solucién preparada anteriormente de SnCl,.2H,0.

e Se agrega 370 MBg/0.5 mL de *°™TcO,".

e Se controla el pH 2.

e Finalmente, la solucidn se agita a temperatura ambiente.
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Procedimiento Formulacion V:

Se pesan 4 mg de SnCl,.2H,0, se agrega 1 gota de HCl cc y se lleva a 2 mL con H,0
destilada. De alli se realiza una toma de 40 pL, conteniendo 80 ug SnCl,.2H,0.

Se pesan 2.6 mg de 1-TG y se toman en 200 pL.

Se agregan 40 pL de la solucién preparada anteriormente de SnCl,.2H,0.

Se agrega 370 MBqg/0.5 mL de **™TcO,".

Se controla el pH 2.

Finalmente, la solucidn se agita a temperatura ambiente.

Procedimiento para la preparacion de los kits de las cinco formulaciones:

Se preparan las 5 formulaciones sin marcar radiactivamente, por decaplicado en
viales dmbar estériles.
Se liofilizan los 50 viales y se precintan.

Se almacenen en heladera a 4°C.

Tabla 6. Formulaciones estudiadas para la marcacién de 1-TG con *™Tc.
Composicién
1-TG (mg) 2.6 5.2 2.6 2.6 2.6
SnCl; (ug) 80* 80* 80* 100* 80**
Manitol (mg) --- - 5 --- -

* Solucidn en HCI 0.1 M, ** Solucién en H,0 destilada.
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5.2.2.3 CONTROL DE LA MARCACION

La PRQ de las cinco formulaciones se cuantifica a través de controles cromatograficos ITLC-
SG, para poder diferenciar las impurezas radioquimicas posibles en la marcacién. Las dos
impurezas radioquimicas son PMre0, y 99mTcOZ.HZO, de las cuales se conocen los Rf
(Relacion de frentes) en los disolventes utilizados (Tabla 7). El Rf es el cociente entre la
distancia recorrida por el soluto y la distancia recorrida por el disolvente. La PRQ del
radioconjugado se obtiene a partir de estos valores y del Rf del compuesto marcado

radiactivamente en los disolventes utilizados (Tabla 7).

Tabla 7. Controles cromatograficos mediante ITLC-SG de las

Formulaciones I-V de *°™Tc-1-TG.

Control Fase estacionaria Fase movil Rf Molécula
0.0 #MTc0,.H,0
1 ITLC-SG NaCl 0.9% 1.0 PMTe1-TG
1.0 Mo,
0.0 #™Tc0,.H,0
2 ITLC-SG MEK 0.0 PMTe1-TG
1.0 PMTe0,

Debido a los buenos y similares resultados obtenidos en la marcacidn y estabilidad en el
tiempo de las cinco formulaciones, se considera seguir realizando estudios con la
Formulacion | ya que fue con la que se inicié el presente trabajo. Por lo tanto luego de la
adquisicion de un HPLC con deteccién gamma por el Area de Radiofarmacia de Facultad de
Ciencias — CIN, se cuantifica la PRQ de la Formulacion I. Para la cuantificacion de la PRQ se
utiliza un HPLC con deteccion gamma, empleando una columna C18 de fase reversa; los

gradientes y disolventes utilizados se detallan en la Tabla 8.

50




V. Materiales y Métodos

Tabla 8. Especificaciones de disolventes, gradientes y flujo para control cromatografico
mediante HPLC con detector gamma de la Formulacion |.

Fase movil t=0min t = 20min t =25 min
H,0/TFA 0.1% 100 % 0% 100 %
ACN/TFA 0.1% 0% 100 % 0%
Flujo (mL/min) 1 1 0

5.2.2.4 ESTABILIDAD DEL MARCADO

La estabilidad del marcado de las cinco formulaciones se evalia mediante la fase
estacionaria ITLC-SG, fases moviles NaCl 0.9% y MEK (Tabla 6). La actividad en las tiras
cromatogréficas se determino con un detector de cristal NAI (Tl) asociado a un analizador
monocanal (ORTEC). La estabilidad de las distintas formulaciones se verificé luego de la
incubacién durante 10 minutos a temperatura ambiente y a 1, 2, 3 y 24 horas. A su vez se
realizaron controles de estabilidad de estas formulaciones (liofilizadas y almacenadas a 4 2C)

inmediatamente y a 1, 15, 30, 45, 60, 75, 90 y 105 dias.

5.2.2.5 CARACTERIZACION QUIMICA

9mre mediante reacciones con

Estudios de caracterizacién quimica del complejo 1-TG-
precursores no radioactivos:
1-tio-B-D-glucosa (1-TG): '"H-RMN (MeOH): 8= 4.52 (d, J= 8.8 Hz, 1H; H-1), 3.83 (dd, J= 2.8 Hz,

1H; H-6a), 3.63 (m, 1H; H-6b), 3.37 (m, 2H; H-3; H-4), 3.28 (m, 1H; H-5), 2.98 (m, 1H; H-2).
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Reacciones de 1-TG con precursores de **’Re:

187

a) Reaccidn entre 1-TGy “""'ReOCl,: en un balén se coloca una mezcla de 187Re0Cl, (10.0 mg,

0.017 mmol) y 1-TG (15.0 mg, 0.14 mmol) en MeOH seco (5 mL) con agitacién a temperatura
ambiente durante 24 h. Seguidamente se detiene el avance de reaccién y se destila el

disolvente a presién reducida, obteniéndose un sélido de color bordé (24.0 mg)

b) Reaccion entre 1-TG y 187ReO(PPh§)ZC|§: en un baldn se agrega 187Re0(PPhs),Cl; (30.0 mg,

0.036 mmol) y 1-TG (31.5 mg, 0.29 mmol) disuelto en MeOH seco (3 mL) bajo corriente
positiva de N, y calentamiento a reflujo durante 2 h. Seguidamente se apaga el
calentamiento y se destila el disolvente a presidn reducida, obteniéndose un sélido de color
amarillo palido (22.8 mg). Con dicha mezcla de reaccion se realiza un espectro de masa

(MALDI-TOF)

5.1.2 CARACTERIZACION BIOLOGICA IN VITRO: CAPTACION CELULAR

Los estudios de captacidn se realizan en la linea celular de melanoma murino B16F1, la cual
fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC) y las mismas se mantuvieron en
medio de cultivo Dulbecco modificado de Eagle (DMEM) (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Australia) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Laboratories GmbH) y 2 mM de
glutamina (Applichem GmbH, Darmstadt, Alemania).

Las células se obtienen en un medio libre de glucosa. Las suspensiones de las células fueron
preparadas en PBS (pH 7.4) a una concentracién de 1 x 10° células/mL. En un eppendorf de
1.5 mL se afiade 1 mL de esta suspensién y 20 uL del complejo PMTc-1-TG (Formulacién |)
utilizando 400.000 cuentas por minuto (CPM) por tubo y se agita suavemente. Para ensayos
de competencia se afiaden 0.5 mM de D-glucosa y 0.5 mM de 1-TG. A su vez se realiza un
control conteniendo 20 pL de PMTe1-TG (400.000 CPM/tubo) en PBS. Se incuban las células
con #™c-1-TG a 379C durante 10, 30, 60 y 120 minutos. Los estudios se realizan por

triplicado. Luego los tubos se centrifugan a 3500 rpm durante 3 minutos y se elimina el

sobrenadante. Se lavan las células de cada ensayo con PBS (500 pL) para remover la
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actividad remanente fuera de la célula. Este procedimiento de centrifugacién y lavado se
repite por triplicado. Finalmente se mide la actividad en un contador de centelleo (ORTEC)
en CPM. La actividad obtenida por muestra se divide por la del control, obteniéndose un
porcentaje de la actividad asociada a la suma de la internalizacién y unién a membrana del

99m

complejo ""'Tc-1-TG en las células de melanoma murino B16F1.

5.1.3 CARACTERIZACION BIOLOGICA IN VIVO

5.1.3.1 ESTUDIO DE BIODISTRIBUCION

La evaluacién biolégica in vivo de *°™

Tc-1-TG (Formulacidn 1) se lleva a cabo mediante la
realizacion de estudios de biodistribucidn en ratones normales y portadores de melanoma, a
1 hora (n=3) y 4 horas (n=3). Para el presente estudio se utilizan ratones de 20-24 g y 8-10
semanas C57BL/6 (DILAVE, Uruguay). Los protocolos utilizados fueron aceptados por el
Comité Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA cddigo 04-02-09, Responsable Pablo
Cabral). Los melanomas son inducidos via subcutanea inyectando 2.5 x 10 células B16F1 en

0.1 mL de PBS. Luego de dos semanas el tumor ya es palpable y los ratones pueden ser

utilizados para estudios de biodistribucién y toma de imagenes.
Para la realizacion de los estudios de biodistribucidn se siguen los siguientes pasos:

1. Se administra ™Tc-1-TG por via intravenosa con una actividad de

aproximadamente 1 MBq.

2. Luego de transcurrido el tiempo de biodistribucién 1 y 4 horas, se sacrifican los

animales por dislocacién cervical.

3. Se extraen los érganos de interés, se pesan y se mide la actividad de los mismos

en detector de centelleo sdlido.

4. Se calcula el porcentaje de dosis inyectada por gramo (% ID/g) y el porcentaje de

dosis inyectada (% ID) por érgano.
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5.1.3.2 IMAGENES CENTELLOGRAFICAS

Los estudios centellograficos se realizan 2 horas post-inyeccidon con 15 MBq de PMTe-1-TG
(Formulacion 1) en la vena de la cola de ratones normales y portadores de melanoma.

Los ratones fueron inmovilizados mediantes anestesia general por un tratamiento
farmacoldgico (100 mg/kg ketamina — 10 mg/kg xilacina), posteriormente bajo anestesia
general son sacrificados por dislocacion cervical. Se adquieren imdagenes centellograficas en
una gamma camara Sopha DXR rectangular conectada en serie a un procesador Mirage
Segami, en el Centro de Medicina Nuclear, Hospital de Clinicas, UdelaR. Posteriormente las

imagenes se analizan con el Software Amide.
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5.2 ?mTc-DERIVADOS DE GLUCOSA

5.2.1 SINTESIS ORGANICA

5.2.1.1 CONSIDERACIONES GENERALES
° Reactivos y productos quimicos adquiridos de Sigma-Aldrich, Fluka, Merck, entre
otros.
° Los disolventes comerciales poseen una pureza > 98 % o se destilan previo a su uso

para aquellos que poseen una pureza menor.

° El avance de las reacciones y la pureza de los productos se examinan por
cromatografia en capa fina (CCF). Para esto se utiliza silica gel con indicados fluorescente en
placas de poliéster. Los cromatogramas se revelan por alguno de los siguientes métodos:
«* Exposicion a la luz ultravioleta a 254 nm.
+* Asperjado con mezcla de etanol: acido sulfurico: anisaldehido (95:4:1)
(v/v/v) y posterior quemado.

++» Exposicidon a vapores de yodo.

° Para las cromatografias en columnas (CC) se utiliza: Silicagel (SAI, 63 — 200 mm) y

Silica flash (SAI, 32 — 63 mm).

° Los espectros de RMN (Resonancia Magnética Nuclear) de 1H-RMN y 13C-RMN se
realizan en un equipo BRUKER DPX-400 (400 MHz y 100MHz, respectivamente) utilizando los
disolventes indicados en cada caso y Tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los
valores de desplazamiento quimico son descriptos en unidades de & (ppm) y las
multiplicidades segun s: singulete, d: doblete, dd: doble de doblete, t: triplete, c: cuarteto, q:
quinteto, m: multiplete, sa: sefial ancha. La completa caracterizacién se realiza con la

combinacidon de experimentos COSY (por las siglas en inglés: COrrelated SpectroscopY),
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HSQC (por las siglas en inglés: Heteronuclear Single Quantum Coherence) y HMBC

(Heteronuclear Multiple Bond Correlation).

° La espectroscopia Infrarroja (IR) se realiza en un equipo SHIMADZU DR-8031.

5.2.1.2 SINTESIS DE LOS DERIVADOS DE GLUCOSA

1-0-(2-Hidroxietil)-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranésido (1): Se afiaden tamices
moleculares y etilenglicol (6.8 mL, 120 mmol) a una disolucién de 1-Bromo-2,3,4,6-tetra-O-
acetil-a-D-glucopirandsido (Aldrich, 5 g, 12 mmol) en CH,Cl, seco (63 mL). La mezcla se deja
en agitacion a temperatura ambiente durante 15 minutos y seguidamente se agrega
bromuro de mercurio (4.4 g, 12 mmol) y se deja en agitacién a temperatura ambiente
durante 24 horas. La mezcla se diluye con CH,Cl, (100 mL) y se filtra a través de celite. La
fase organica se lava con una solucion acuosa de Kl al 5 % (3 x 30 mL) y agua (3 x 30 mL) y se
seca con Na,SO,. El disolvente se destila a presion reducida y el crudo de reaccién se purifica
mediante CC (Silica Flash, Hexano (EP): Acetato de etilo (AE) (3:7)) obteniéndose el producto
de interés como un aceite amarillo claro (2.6 g, 55 %). *H-RMN (CDCls): 8= 5.27 (t, J= 9.6 Hz,
1H; H-3), 5.10 (m, 2H; H-4 H-2), 4.58 (d, J= 8,0 Hz, 1H; H-1), 4.22 (dd, J= 4.0 Hz, 2H; H-6a H-
6b), 3.88 (t, J= 4.4 Hz, 2H; H-7a H-7b), 3.79 (m, 3H; H-5 H-8a H8-b), 2.12, 2.08, 2.06, 2.03 (s,
12H, H-A). IR (cm™): v= 3500 (8 O-H), 1030 (5 O-C-O acetal), 1225 (& C-O acetal).

O

Hj/“\
Hea
Ha 0 (

Ha Hi

AcO
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1-0-(2-p-Toluilsulfoniloxietil)-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopirandsido (2): Una mezcla del
alcohol 1 (2.6 g, 6.8 mmol), CH,Cl, seco (26 mL) y piridina (1.6 mL) se enfria a 0 2C.
Posteriormente, se agrega cloruro de p-toluensulfonilo (1.3 g, 6.67 mmol) y la reaccién se
deja en agitacién a temperatura ambiente durante 24 horas. Finalizado este tiempo, la
mezcla de reaccién se lava con HCl 1N y solucion saturada de NaHCOs. La fase organica se
seca con Na,S0, y el disolvente se destila a presion reducida. El crudo de reaccidn se purifica
mediante CC (SiO,, mezcla de polaridad creciente EP: AE (1:1, 4:6, 3:7, 1:9)). Se obtiene el
producto deseado como un sélido blanco (1.5 g, 48 %). *H-RMN (CDCls): 8= 7.80 (d, J= 8.4 Hz,
2H; H-9), 7.39 (d, J= 8.0 Hz, 2H; H-10), 5.23 (t, J= 9.6 Hz, 1H; H-3), 5.09 (t, J= 9.6 Hz, 1H; H-4),
4.98 (dd, J= 7.6 Hz, J’= 8,0 Hz, 1H; H-2), 4.54 (d, J= 8.0 Hz, 1H; H-1), 4.27 (dd, J=4.8 Hz, J/’= 4,8
Hz, 1H; H-6a), 4.11-4.18 (m, 3H; H-6b; H-8; H-8b), 4.0 (m, 1H; H-7a), 3.85 (m, 1H; H-7b), 3.71
(m, 1H; H-5), 2.48 (s, 3H; H-11), 2.10, 2.07, 2.05, 2.03 (s, 12H, H-A). IR (cm™): v= 1040 (8 O-C-
O acetal), 1230; 1180 (5 C-O acetal), 1360 (5 0=5=0), 815; 720 (5 C-S).

Hyg
Hio
Hg Hyg
Hig
Hio  Hug
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1-0-(2-Tiocianatoetil)-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranésido (3): Se agrega a un balén
el derivado tosilado 2 (0.5 g, 0.9 mmol), tiocianato de potasio (0.5 g, 5.5 mmol), una punta
de espatula de éter corona (18-crown-6) y dimetilformida (DMF) seca (9.4 mL). Se coloca la
reaccién en agitacion a 100 2C durante 7 horas. Seguidamente, a la mezcla se afiade agua (80
mL) y se extrae con éter etilico (4 x 40 mL). La fase organica se seca con Na,SO,; y el
disolvente se destila a presidn reducida. Se obtiene el producto de interés como un sélido
blanco (0.4 g, 90 %) y se utiliza sin otra purificacidn en la siguiente etapa. ‘H-RMN (CDCls): 8=
5.26 (t, /= 9.2 Hz, 1H; H-3), 5.13 (t, J= 10.0 Hz, 1H; H-4), 5.08 (dd, J= 8.0 Hz, J’= 8.0 Hz, 1H; H-
2), 4.62 (d, J= 8.0 Hz, 1H; H-1), 4.29 (dd, J= 4.8 Hz, J’= 4.8 Hz, 1H; H-6a), 4.17-4.25 (m, 3H; H-
7a H-6b), 3.89 (m, 1H; H-7b), 3.77 (m, 1H; H-5), 3.27 (m, 1H; H-8a), 3.16 (m, 1H; H-8b), 2.12,
2.09, 2.05, 2.03 (s, 12H, H-A). *C-RMN (CDCl;): &= 170.62, 170.17, 169.40, 169.37 (4C;
CH5C=0), 111.63 (C=N), 100.85 (C-1), 72.54 (C-3), 72.02 (C-5), 70.93 (C-2), 68.17 (C-4), 67.29
(C-7), 61.73 (C-6), 33.59 (C-8), 20.97, 20.72, 20.68, 20.57 (4C; CH3C=0). IR (cm™): v= 2250 (&
C=N), 1200; 1160 (0 C-0 acetal), 1030 (5 O-C-O acetal), 810; 780 (d C-S tiocianato).
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1-0-(2-Mercaptoetil)-2,3,4,6-tetra-0-acetil-3-D-glucopirandsido (4): Se prepara una mezcla
de reaccién que contiene acido acético glacial (2.93 mL), zinc activado (0.15 g, 2.3 mmol) y el
derivado 3 (0.083 g, 0.19 mmol). Se deja la reaccidén en agitacion a temperatura ambiente
durante 24 horas. Posteriormente se diluye la mezcla con CH,Cl; (10 mL) y se filtra sobre
celite lavando con suficiente CH,Cl,. La mezcla se lava con agua (10 mL) y solucidn saturada
de NaHCOs;, ajustando el pH a 7. Se seca la fase organica con Na,SO,. El disolvente se destila
a presion reducida y el crudo de reaccion se purifica mediante CC (Silica Flash, EP: AE (1:1))
obteniéndose el producto deseado como un aceite incoloro (0.058 g, 73.5 %). ‘H-RMN
(CDCl3): 8= 5.26 (t, J= 9.2 Hz, 1H; H-3), 5.14 (t, J= 10.0 Hz, 1H; H-4), 5.05 (dd, J= 8.0 Hz, J’= 8.0
Hz, 1H; H-2), 4.58 (d, J= 8.0 Hz, 1H; H-1), 4.31 (dd, J= 4.8 Hz, J’= 4.8 Hz, 1H; H-6a), 4.18 (dd, J=
2.4 Hz, J/’= 2.4 Hz, 1H; H-6b), 4.07 (m, 1H; H-7b), 3.74 (m, 1H; H-5), 3.66 (m, 1H; H-7a), 2.79
(m, 1H; H-8a), 2.70 (m, 1H; H-8b), 2.11, 2.09, 2.05, 2.03 (s, 12H, H-A). *C-RMN (CDCl5): &=
170.30, 169.42, 162.58, (4C; CH;C=0), 100.91 (C-1), 72.70 (C-3), 71.88 (C-5), 71.65 (C-7),
71.21 (C-2), 68.35 (C-4), 61.90 (C-6), 24.28 (C-8), 20.76, 20.63, 20.61 (4C; CH3C=0). IR (cm™):
v= 2500 (8 S-H), 1220 (8 C-0), 1020 (5 O-C-0), 780; 720 (5 C-S).
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1-0-(2-Mercaptoetil)-B-D-glucopirandsido (5): A una disolucion del tiol 4 (20 mg, 0.05
mmol) en 1mL de MeOH seco, se afiade Na° (2 mg, 0.10 mmol) bajo atmosfera de nitrégeno.
Se deja la reaccion en agitacion bajo atmodsfera de N, durante 2 horas. Luego de observar la
desaparicion de 4 mediante TLC se agrega acido acético glacial (6 pL) y se deja reaccionar
durante 5 minutos. Seguidamente se destila a presidén reducida el disolvente de reaccién. Se
obtiene el producto deseado como un aceite incoloro (0.011 g, 99 %), como mezcla del
tiolato de sodio (5a) y tiol (5b). *H-RMN (D,0): 8= 4.43 (d, J= 7.6 Hz, 1H; H-1’), 4.42 (d, J= 8.0
Hz, 1H; H-1), 4.11 (m, 1H; H-7a’), 3.95 (m, 2H; H-7a; H-7b’), 3.84 (d, J= 12.0 Hz, 2H; H-6a’; H-
6a), 3.76 (m, 1H; H-7b), 3.65 (m, 2H; H- H-6b’; H-6b), 3.43 (m, 4H; H-3’; H-3; H-5’; H-5), 3.32
(d, J= 8.8 Hz, 2H; H-4’; H-4), 3.22 (t, J= 8.8 Hz, 2H; H-2’; H-2), 2.94 (t, J= 2.4 Hz, 2H; H-8a’; H-
8b’), 2.70 (J= 6.4 Hz, 2H; H-8a; H-8b). *C-RMN (CDCl5): 8= 102.00 (1C; C-1’), 102.20 (1C; C-1),
76.00 (2C; C-5’; C-5), 75.50 (2C; C-3’; C-3), 72.90 (2C; C-2’; C-2), 71.50 (2C, C-7’;C-7), 69.10
(2C; C-4’; C-4), 60.50 (2C; C-6’; C-6), 37.00 (1C; C-8'), 23.60 (1C; C-8).
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5.2.2 SINTESIS RADIOQUIMICA

5.2.2.1 MARCACION CON 99mTc

99m

Para la marcacion de 4y 5 con " "'Tc se siguen los siguientes procedimientos:

Procedimiento A:

e Se agregan 25 pl de la solucién de tartrato disédico (1mg/mL de buffuer fosfato pH
7).

e Posteriormente se agregan 370 MBq/0.05 mL de PMTc0,.

e Se agregan 5 uL de SnCl,.2H,0 (Img/mL de HCl 0.1M) y se controla el pH de la
solucion final (pH 6).

e Al vial de reaccién se agregan 100 pL de 4 6 5 (1mg/mL de buffer fosfato (pH 7.0):
ACN (1:1) (v/v)).

e Lasolucion se agita a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Procedimiento B:

e A un vial de reaccién se agregan 100 pL de 4 6 5 (Img/mL de buffer fosfato (pH 7.0):
ACN (1:1) (v/v))
e Posteriormente se agregan 370 MBq/0.05 mL de PMTc0,.

e Se agregan 5 uL de SnCl,.2H,0 (1mg/mL de HCI 0.1M) y se controla el pH de la
solucion final (pH 6).

e Lasolucion se agita a temperatura ambiente durante 10 minutos.
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5.2.2.2 CONTROL DE LA MARCACION

Para la cuantificacién de la PRQ del compuesto 4 y 5 marcados mediante los procedimientos
A y B, se utiliza un HPLC con deteccidon gamma, empleando una columna C18 de fase

reversa; los gradientes y disolventes utilizados se detallan en la Tabla 9.

Tabla 9. Especificaciones de disolventes, gradientes y flujo para control cromatografico

mediante HPLC con detector gamma para los conjugados resultantes de la marcacién con

9MTc de los derivados de glucosa 4y 5.

H,0/TFA 0.1% 100 % 0% 100 %
ACN/TFA 0.1% 0% 100 % 0%
Flujo (mL/min) 1 1 0

62



VI. RESULTADOS Y DISCUSION
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6.1 °°mTc-1-TIO-B-D-GLUCOSA

6.1.1 SINTESIS RADIOQUIMICA

La marcacién de 1-TG con ™

Tc se realizé en base a modificaciones de técnicas ya
reportadas.®® Las modificaciones de la técnica fueron: aumento de la concentracién de 1-TG
y estudios a pH 2, 5y 8. Se estudié a pH 2 y 8 con el fin de conocer qué sucedia con la
formulacion en estas condiciones, ya que no habian sido descriptos hasta el momento. Se

estudié a pH 5 para poder compara con trabajos previos.®’

Se efectud las radiosintesis de 1-TG con 99mTc0'4, el cual fue reducido mediante el agente

PMre se

reductor SnCl,.2H,0 en condiciones acidas. La PRQ de la marcacion de 1-TG con
cuantificd a través de controles cromatograficos ITLC-SG, para poder diferenciar las
impurezas radioguimicas posibles en la marcacién. Las dos impurezas radioquimicas son
gngcO4’ y 9ngcOZ.HZO, de las cuales se conocen los Rf en los disolventes utilizados (Tabla 7,
seccion experimental). Mediante el uso de la fase mévil MEK se pudo distinguir en el origen
(Rf=0) la presencia de ®™Tc0,.H,0 y ®™Tc-1-TG, y en el frente (Rf=1) de corrida la presencia
de *™Tc0,". En cuanto al sistema con NaCl 0.9% se observo la presencia de 9MTc0,.H,0 en el

origen (Rf=0) y **™TcO, y *™Tc-1-TG en el frente (Rf=1) de corrida. La pureza radioquimica se

determind restandole al 100% los porcentajes de PMre0, y 9MTc0,.H,0.

Los resultados de la PRQ para la marcacién a pH 2, 5y 8, controlado luego de 10 minutos de
incubacién y a 1, 2, 3 y 24 horas, mostraron un porcentaje de marcacién mayor al 96 % en
todos los casos (Figura 14). Se observé una buena PRQ para todos los pH. En base a ello, se

PMTc a pH=2, para no modificar las

decidio trabajar en la radiosintesis de 1-TG con
condiciones iniciales en la radiosintesis. La formulacién para este marcado se denomind

Formulacion I.

En las condiciones de marcacidn, el atomo de azufre en la 1-TG es un excelente grupo
donador de electrones y por lo tanto forma compuestos de coordinacion muy estables con

diversos metales, tanto in vivo como in vitro.
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En cuanto a la quimica de coordinacion con el **™Tc, los complejos formados en presencia de
este tipo de ligandos azufrados son del tipo Tc(V)0*, los cuales resultan muy estables en

solucidén (Figura 15, Representacion esquematica de los complejos esperados).
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Figura 14. Estudio de estabilidad para distintos valores de pH de PMre1-TG.
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Figura 15. Esquema propuesto para los posibles complejos formados de P re1-TG.
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Asimismo la cuantificacion de la PRQ se realizé con un HPLC con deteccion gamma,
empleando una columna C18 de fase reversa; los gradientes y disolventes utilizados se
detallan en la Tabla 8 (seccidon experimental). En los controles se observé el mismo patrén de
3-4 picos en un rango de 6.1 — 7.5 minutos con una pureza radioquimica mayor al 96 %
(Figura 16). Esto podria estar indicando la posibilidad de formacién de mas de un complejo

para el radioconjugado obtenido.

99m 99m

Figura 16. (A) Control por HPLC de ™" "TcO,  (B) Formulacion | de " Tc-1-TG a tiempo 60 min.

A su vez, se estudiaron cuatro formulaciones, en las que se realizaron modificaciones (Tabla
6, ver seccion experimental) respecto al procedimiento de la Formulacion I, con el fin de
obtener una PRQ cercana al 100% y posterior preparacién de kits liofilizados (al igual que los
kits de radiofdarmacos utilizados en Medicina Nuclear) para estudiar su estabilidad en el
tiempo. Se efectud la radiosintesis de la Formulacion II-V con 99mTcO’4, el cual fue reducido
mediante el agente reductor SnCl,.2H,0 en condiciones acidas. Posteriormente se controlé
la PRQ del marcado inmediatamente y a 1, 2, 3 y 24 horas. La misma se controlé mediante
ITLC-SG, utilizando como fases mdviles NaCl 0,9% y MEK (Tabla 7, ver seccion experimental),
cuantificandose de la misma forma que para la Formulacion I. La PRQ del radiomarcado

9MT¢-1-TG de las distintas formulaciones en todos los casos fue superior al 95 % (Figura 17).
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Figura 17. Estudio de estabilidad de ™" Tc-1-TG de 0 a 24 h (Formulacidn 1I-V).

A su vez se realizaron controles de estabilidad de las Formulaciones -V (liofilizadas y
almacenadas a 42C) inmediatamente y a 1, 15, 30, 45, 60, 75, 90 y 105 dias (Figura 18). La
PRQ se controlé mediante ITLC-SG, utilizando como fases méviles NaCl 0,9% y MEK (Tabla 7).
La estabilidad de las cinco formulaciones liofilizadas se mantuvo a lo largo del tiempo con
una buena PRQ, siendo en promedio mayor al 95 %. Lo que quiere decir que
preliminarmente servirian para ser utilizados como “kits” debido a su buena estabilidad en el
tiempo. Por lo tanto, se continud trabajando con la Formulacion | ya que entre las cinco

formulaciones siempre dio cercana al 99 % y este valor siempre fue estable.

E 80 uF2
% 28 AF3
< 20 F4
X 0 “F5

0 15 30 45 60 75 90 105

Tiempo (dias)

99m.

Figura 18. Estudio de estabilidad de ™ Tc-1-TG de 0 a 105 dias (Formulacién I-V)
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Aunque no se ha descrito en literatura la caracterizacion estructural de este radioconjugado,
parece razonable suponer una coordinacién bidentada, tridentada o tetradentada de -
Tioglucosa sobre el core de Tc(V)=0 a través de una geometria piramidal (Figura 15,
complejos I-111).”? Es bien sabido gue los ligandos tiolatos estabilizan fuertemente en centro
[Tc = 01> como se muestra en muchos modelos guimicos de reactividad. En nuestro caso
hemos visto que la marcacion y formacién del radioconjugado se realizé eficientemente a

través de la reduccion directa de pertecneciato.

Otra posibilidad a manejar en la formaciéon de posibles complejos es una coordinacién
bidentada de la 1-TG mediante el grupo tiolato y algun atomo de oxigeno del grupo hidroxilo
presente en el anillo glicosidico. En base a lo expuesto anteriormente, se llevd a cabo

9MTe1-TG mediante reacciones

estudios iniciales de caracterizacion quimica del complejo
con precursores no radioactivos (**Re0Cl; o ®’ReO(PPh;),Cl3)3+®2 y su analisis por

espectroscopia de RMN (Figura 19 y 20) y espectrometria de masas (Figura 21).

En primera instancia, se llevo a cabo la reaccién entre 1-TG y el derivado tetraclorooxorenio
1 , . . . .
(**’ReOCly,), el cual presenta una geometria piramidal y 4 sustituyentes cloro susceptibles de
ser intercambiados por adecuados atomos donores de electrones. Con esta reacciéon se

busca elucidar el o los posibles complejos organometélicos formados entre la 1-TG y *°™TcO,

99m 187

dado la similitud de reactividad quimica entre Tc y ~“'Re. La reaccién mencionada
anteriormente fue estudiada mediante RMN, donde como se puede observar en la figura
19A, correspondiente al experimento 1H-RMN, se pueden apreciar diversas senales de
protones en la zona del espectro entre 3-4 ppm. Si este resultado lo comparamos con el
espectro de 1H-RMN obtenido para la 1-TG (Figura 19), los resultados darian lugar a la
formaciéon de mas de un tipo de complejo en la reaccién, lo cual es concordante con los

planteamientos mencionados anteriormente.

En la Figura 20A se pueden observar tres dobletes en la region entre 4.2 y 4.7 ppm
(marcados con un asterisco rojo), los cuales serian los H1 (protén del carbono anomérico)
correspondientes a cada uno de los complejos, lo cual se deduce de comparar con el

espectro de 1H-RMN de la 1-TG (Figura 19). Dado que la mayoria de las sefiales en el
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espectro 20A se encuentran solapadas (region entre 3 y 4 ppm), decidimos realizar un
experimento de RMN llamado TOCSY-1D, con el objetivo de poder aislar las senales
correspondiente a cada complejo, correlacionadas con su protdn 1H (marcados con asterisco
rojo).

El experimento TOCSY 1D es muy util para la determinacién de conectividades entre los
protones de una molécula. En este tipo de experimento es posible observar picos de
correlacién cruzada para nucleos que estan acoplados directamente, y entre los nucleos que
estdn conectados por una cadena de acoplamiento. Esto se consigue mediante la insercidn
de una serie repetitiva de pulsos en donde se irradia un Unico protén, en nuestro caso
fueron seleccionados los protones 1H (marcados con asterisco en rojo, Figura 20), dado que
se encuentran suficientemente separadas las sefiales entre si en el espectro. En las Figuras
20B-D se pueden observar los resultados del TOCSY 1D. En estos espectros se pueden
observar las sefiales de protones que se encuentran conectados en la molécula para cada
uno de los protones 1H irradiados (asterisco rojo figura 20B-D). Tanto la secuencia del TOCSY
1D, como la utilizada para el ajuste de las condiciones de los pulsos no presentan ninguna
dificultad operativa. La creacion de los pulsos se efectia con facilidad y rapidez mediante el
software del equipo de RMN. En nuestro caso, el tiempo de spinlock utilizado en el

experimento de las Figuras 20B-D fue de 70 ms.

Por otra parte, otros hechos a resaltar con mayor claridad luego de realizados los
experimentos TOCSY 1D, son los corrimientos en desplazamientos quimicos de ciertos
protones del anillo de glicosidico. Si comparamos las sefiales de los protones 1H (asteriscos
rojos Figura 20) que corresponderian a diferentes complejos organometalicos con respecto
al protédn 1H en el espectro de 1H-RMN de la 1-TG (Figura 19), ambos realizados en el mismo
disolvente deuterado (CD30D), se observan claros corrimientos. Esto estaria indicando que
el grupo tiolato ubicado en el carbono 1 de 1-TG, estaria actuando como ligando en todos los
casos. En el mismo sentido, se observan corrimientos de sefiales para otros protones del
anillo glicosidico, lo que podria sugerir que grupos hidroxilos del anillo también podrian estar

actuando como ligando.
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Figura 19. Espectro 'H-RMN en MeOD de 1-TG
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Figura 20. Experimentos TOCSY-1D: espectros de 1H-RMN en CDCl; de la reaccién entre 1-tio-f-D-Glucosa y

¥7Re0Cl,.
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Otro estudio llevado a cabo como aproximacion inicial de caracterizacion quimica de el/los
complejo/s PMTc-1-TG, fue la reaccién entre 1-TG y el precursor tricloro-oxo-bis-

trifenilfosfina renio (V) (**’

ReO(PPhs),Cl3), y su caracterizacion mediante espectrometria de
masa. Este precursor es muy utilizado como agente intercambiador de ligandos en la
formacion de complejos organometdicos de oxorenio con estructuras tanto piramidal como
octaédrica. En el espectro de masa obtenido para esta reaccidn se pueden observar tres

picos que podrian corresponder con tres complejos de 1-TG-'*

Re (Figura 21, asteriscos *,
** ***) El pico correspondiente a una relacion m/z de 1313 se corresponde con un posible
complejo con tres unidades de 1-TG (como ligando monodentado) y dos de trifenilfosfina
unidas al sistema oxorenio, formando asi un complejo de estructura octaédrica (complejo *,
Figura 21). El posible complejo **, con una relacion m/z de 1117, con dos unidades de
trifenilfosfina y dos de 1-TG, la cual podria actuar como ligando monodentado o bidentado,
formando asi complejos de oxorenio con estructuras piramidal y octaédrica,
respectivamente. Finalmente, se observa en el espectro de masa un pico m/z=843 (asterisco

**%), el cual corresponderia a un complejo de oxorenio de geometria piramidal, presentando

dos moléculas de trifenilfosfina y una de 1-TG, la cual actuaria como ligando bidentado.

En resumen, de los resultados obtenidos en los estudios hacia una aproximacién a la
caracterizacion quimica del complejo 1-TG-"™Tc, se puede plantear la formacién de mas de
un complejo mediante el uso de precursores no radiactivos y la posibilidad de coordinacién
via atomo de azufre e hidroxilo del anillo de D-glucosa, tanto como ligando mono y/o

bidentado.
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Figura 21. Espectro de masa (MALDI-TOF) obtenido de la reaccién entre 1-Tio-B-D-Glucosa y 187Re0(PPhs),Cls.

6.1.2CARACTERIZACION BIOLOGICA IN VITRO: CAPTACION CELULAR

PMTe 1-TG se incubd con la linea celular B16F1 mantenida en un medio libre de

El complejo
D-glucosa, para estudiar in vitro la acumulacién a través de los transportadores GLUT, del
complejo en las células de melanoma murino. Por otra parte, con el objetivo de estudiar la
selectividad del transporte mediado por los transportadores Glut se realizé un ensayo de
competencia en presencia de D-glucosa (sustrato natural) y 1-TG (sustrato sintético).

En la Figura 22 se representa la actividad en CPM, la cual corresponde a la actividad
remanente en las células luego de tres lavados con PBS, en donde las células se

centrifugaron, se descartd el sobrenadante (descartando la actividad que no ingreso al

interior celular) y el pellet se lavé en cada ciclo.
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N
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99m.

Figura 22. Estudio de internalizacién de " Tc-1-tio-f-D-glucosa en células B16F1 a 37 °C a 10, 30, 60 y 120

minutos. Los periodos de incubacidn de los bloqueos son de 120 minutos con 1-tio-B-D-glucosa y D-Glucosa.

Las cuentas totales de radiactividad son expresadas como CPM.

La captacion celular de 9“’”‘Tc—l—tio—B—D—gIucosa es 5.2%, 5.6%, 7.2% y 11.3% a los 10, 30,60 y

120 minutos respectivamente, lo que sugiere que 99m

Tc-1-tio-B-D-glucosa se transporta a las
células. Por otro lado, el bloqueo realizado con D-glucosa se llevé a cabo para determinar si
la captacion celular es GLUT 1 especifica. En esta condicion, el porcentaje fue de 10.3 % a
120 minutos.

El bloqueo con 1-TG mostrdé una captacidén del 5.5% de la actividad total respecto a la
actividad de glucosa libre, es decir 1-TG bloquea a la mitad la captacion. El porcentaje de
captacién a 120 minutos en presencia de D-glucosa fue similar al porcentaje de captacidn sin
D-glucosa. Estos resultados sugieren que se usan distintas vias para el ingreso a las células.

Resultados similares se observaron con *°™

Tc-1-tio-B-D-glucosa con otras lineas celulares de
cancer.®® Acumulacién por otros transportadores GLUT, difusién pasiva o asociacién a la

membrana celular pueden ser los responsables de los resultados obtenidos.
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6.1.3CARACTERIZACION BIOLOGICA IN VIVO

6.1.3.1 ESTUDIO DE BIODISTRIBUCION

Los estudios de biodistribucion se resumen en la Tabla 10 y 11. Los estudios de

PMTe-1-TGal y 4 horas post-inyeccién mostraron una rapida distribucién

biodistribucion de
tanto en ratones normales (Tabla 10) como en ratones portadores de melanoma (Tabla 11).

La captacién de radiactividad en érganos normales fue superior en los rifiones (8.62 + 1.99%
y7.30+1.61% a 1y 4 horas respectivamente) y en el higado (8.02 + 2.60% y 8.60 +2.24% a 1
y 4 horas respectivamente). Los ratones portadores de melanoma mostraron un patréon de

biodistribucion similar (Tabla 11). Se observd una significativa captacion a nivel tumoral 1

hora post-inyeccion (3.09 + 0.96%), aumentando a 4.70% en 4 horas (Tabla 11).

Tabla 10. Biodistribucién de ™ Tc-1-tio-B-D-glucosa (% DI / g + SD, n = 3) en ratones C57BL/6

normales a1y 4 horas.

Raton €57 BL/6 normal
Organo 1h 4h
% de Dosis inyectada/grameo (%ID/g)
Sangre 1.66+0,10 0.51+£0,19
Higado 2.14+0,70 336004
Corazon 0.53+0,03 0.98+0,52
Pulmones 1.07+0,51 1.38+0,36
Bazo 044+ 0,16 0.75+0.21
Rifones 824£279 9.14=0,62
Tiroide 0.15+0,07 0.07+0,02
Musculo 0.25+0,06 0.35+0,05
Hueso 0.15+0,15 0.10+0,12
Estomago 0.62+0.31 0.99+0,29
Cerebro 0.07+0,05 0.09+0,03
% de Dosis inyectada (%ID)

Intestino 14.20+£1.75 21.59+4,05
Vejiga v Orina 37.96+12.38 72.88+3.04
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Tabla 11. Biodistribucién de *°™Tc-1-tio-B-D-glucosa (% DI / g £ SD, n = 3) en ratones C57BL/6

portador de melanoma a 1y 4 horas.

Raton €37 BL/6 portador de melanoma
Organo 1h 4h
% de Dosis inyectada/gramo (%I1D/g)
Sangre 3,76+1,12 148+0,12
Higado 3.85£0,52 422+£0,08
Carazon 0.45+0.,07 1.41+042
Pulmones 042+0,12 04602
Bazo 0.,64+0,26 0.94=0,20
Rinones 12,24+2.79 15,6+0,5
Tiroide 043+0.21 0.56£0,13
Musculo 0,85+£0,19 1,01£0,09
Hueso 0,39+0,15 1,07£0.15
Estomago 022+0.11 2.25+£040
Cerebro 0,05+ 0,01 0,15£0,09
Tumor 3.09+0.96 4,70+1.80
% de Dosis inyectada (%ID)
Intestino 7.65+2.23 16424350
Vejigayv Orina 35,15+3.38 04,88+542

Los resultados de las biodistribuciones mostraron una alta captacién en los rifiones vy la
vejiga en los tiempos estudiados, indicando que el radiofarmaco es removido de la sangre

por eliminacién renal. La captacidn mas baja se observd en el cerebro, lo cual refleja que

99MTc-1-tio-B-D-glucosa no es andlogo de '®FDG. La captacién en ratones portadores de

melanoma en higado es 3.85 + 0.52% ID/g y 4.22 + 0.08% ID/g a 1 y 4 horas post-inyeccién

99m

respectivamente. "' Tc-1-TG mostré una buena captacién en tumor de melanoma siendo

3.09 £+ 0.96% ID/g y 4.70 + 1.80% ID/g, a 1 y 4 horas respectivamente. La relacion tumor-

99m

musculo (6érgano no blanco) para " "Tc-1-TG a 1 y 4 horas fue 3.6 y 4.6 respectivamente.

Estos valores representan un resultado prometedor para ser considerado el radioconjugado
PMTc-1-TG un potencial radiofarmaco de diagndstico. La alta eliminacion renal es favorable

para la remocion répida del radiotrazador dentro del organismo.
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6.1.3.2 IMAGENES CENTELLOGRAFICAS

Las imdgenes se tomaron 2 horas post-inyeccion, luego de la administracion por via
endovenosa del compuesto marcado. Las imagenes mostraron alta captaciéon en rifnones
(Figura 23, B). Los tumores de los ratones C57BL/6 portadores de melanoma inducidos via
subcutdnea son palpables facilmente (Figura 23). Los resultados obtenidos concuerdan con
los estudios de biodistribucién (Tabla 10). La baja captacién observada en los tejidos de los
musculos que los rodean otorga un buen contraste para la imagen del ratén portador de
melanoma.

El hecho que en las imagenes centellograficas no se observe captacidon hepdatica ni en
ratones normales ni en portadores de melanoma, puede deberse a la diferencia en la

cantidad de %™

Tc-1-TG inyectada en los ratones (1 MBq para estudios de biodistribucion y
15 MBg para toma de imagenes centellograficas). Es posible que al inyectar una masa mayor
de 1-TG para estudios de imagenes centellograficas, enmascaren uniones no especificas a
proteinas de la sangre y otros tejidos normales.

También es de interés que no hay captacion significativa en higado, corazon ni cerebro en las

imagenes a dos horas, tanto en ratones normales como en portadores de melanoma, como

, 1
si sucede con la **FDG.

/ RINONES
RINONES \’ -

Figura 23. (A) Imagen centellografica de un ratén C57/6 normal luego de 2 horas post-inyeccion de MTe-1-tio-
[-D-glucosa. (B) Imagen centellogréfica de un ratén (inoculado subcutaneamente dos semanas previas al
estudio con 2.5 x 10° células B16F1 en 0.1mL de buffer fosfatos salino) a 2 horas post-inyeccién intravenosa de

99m.

Tc-1-tio-B-D-glucosa.
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6.2 ’mTc-DERIVADOS DE GLUCOSA

6.2.1 SINTESIS ORGANICA

Dentro de los objetivos planteados en el presente trabajo, se encuentra el disefo y sintesis
organica de un derivado de glucosa portando un grupo funcional tiol para su marcacién con
PMTc. Asi, se pretende desarrollar una estructura derivada de D-glucosa que pueda

#MTc, manteniendo la estructura fundamental de la misma para asegurar el

incorporar
efectivo pasaje a través de los transportadores especificos de esta y asi poder ser captada
por células neopldsicas con aumento del metabolismo de la D-glucosa. Asi, se plantea un
derivado de D-glucosa modificado en el carbono anomérico (C1), con un espaciador que

| ™T¢ y adecuadas propiedades lipofilicas /

pueda aportar un ligando tiolato para su unién a
hidrofilicas segun la aplicacion (Esquema 1). Para la obtencidn de la estructura planteada se

ensayaran metodologias convencionales en sintesis organica.

HO
H
14’_-~~\‘ H/O

; - HO
SV — a
. / HO o { Y
H OH NNy
H H et

Esquema 1. Disefio de un derivado de glucosa portando un grupo funcional tiol

En un primer paso de reaccidn, para la obtencién del derivado de glucosa 1 se partié del 1-
Bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopirandsido (reactivo comercial) como reactivo de
partida. Este primer paso involucra una glicosidacidon de Koenigs-Knorr utilizando bromuro
de mercurio (ll) y etilenglicol, obteniéndose el producto deseado con excelente rendimiento

(Esquema 2). 56,59
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AcO

Etilenglicol / HgBr,, CH,Cl,
Hg Hg
AcO >
AcO H
H OAC 24 hs, T.amb. 89%

OH

H Br

o-Bromoacetoglucosa

Esquema 2. Reaccion de Koenigs-Knorr para la obtencién del O-Glicésido 1.

El derivado 1 se caracteriza mediante experimentos de IR y RMN. En particular, en el
experimento de 'H-RMN se evidencié la presencia de un dnico andémero (Figura 24. La
constante de acoplamiento (/) del proton H-1 (4.58 ppm) del anillo glicosidico con respecto
al protén H-2 (5.10 ppm) presentd un valor de 8 Hz, nos estaria indicando un acoplamiento
H1-H2 axial-axial, confirmando la presencia del andmero [. La asignacién de los protones del
derivado 1 se realizé mediante experimentos de *H-RMN y COSY (correlacién bidimensional
H-H vecinos). En el espectro COSY para el alcohol 1 se observd que las sefiales de los
protones H-6a y H-6b presentan un patrén caracteristico de protones diasterotépicos, con
un solapamiento de sefiales a 4.22 ppm. Los entornos de estos hidrégenos en un grupo
metilénico (-CH,-) ni son idénticos ni son imagenes especulares entre si, por lo que no son
equivalentes y presentan una sefial de 1H-RMN para cada uno de ellos. La asignacién de la
sefial del protdon metilico H-1 en 4.58 ppm se confirmd ya que presenta correlacidon
Unicamente con un solo protén, H-2. Los protones de la cadena lateral H-7a y H-7b
mostraron un patrén caracteristico de protones diasterotdpicos, con un solapamiento de las
sefiales a 3.88 ppm.

El IR realizado al glicésido 1 confirmd la presencia del grupo alcohol presentando una seial
caracteristica de enlace O-H libre de intensidad fuerte (aguda) con frecuencia de
estiramiento (v) en el rango de 3200 - 3400 cm™. A su vez se puede observar la frecuencia
de deformacién (Sip) en el rango 1260-1410 cm™ con intensidad media para el enlace OH.

Por otro lado se observd la seiial caracteristica del grupo acetal (C-O-C-O-C) dentro del rango
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1040 — 1200 cm™, y enlace C-O del grupo acetal con de intensidad fuerte, en el rango de

1020 - 1250 cm™.
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Figura 24. Regiones ampliadas del espectro de 'H-RMN en CDCl; obtenido para alcohol 1.

A partir del compuesto 1 se llevd a cabo una reaccién de tosilacion sobre el grupo hidroxilo
para convertirlo en un buen grupo saliente (Esquema 3). Para ello se utilizdé cloruro de p-
toluensulfonilo en presencia de piridina generando el derivado 2, obteniéndose el mismo
con un rendimiento moderado. En el Esquema 4 se plantea el mecanismo para la obtencién
del derivado 2. El espectro de *H-RMN confirma la presencia de las sefiales caracteristicas de
protones aromaticos del grupo tosilo. Por otra parte, el espectro infrarrojo (IR) realizado
presenta una sefal caracteristica del enlace v S=0 (agrupamiento sulfénico) en el rango de
1300-1375 cm™ intensidad fuerte y se observa la ausencia de la sefial caracteristica del
enlace O-H en el reactivo de partida. Confirmando la presencia del acetal se observan
sefiales del enlace C-O-C-O-C dentro del rango 1040 — 1200 cm™, y enlace C-O con de

intensidad fuerte, en el rango de 1020 - 1250 cm™.
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AcO AcO
H H
H o H.o
AcO Ts-Cl/ Py AcO
AcO ) AcO O
H oAb N SoH————> H  “oa ~"oT0s
1 24hs, T.amb. 48% 2

Esquema 3. Reaccion de tosilacion para la obtencién del derivado 2.

Esquema 4. Mecanismo propuesto para la obtencion del derivado tosilado 2 a partir del derivado 1.

Seguidamente la obtencion del tiocianato 3 se lleva a cabo mediante una reaccion de
sustitucion nucleofilica sobre el derivado tosilado 2 en presencia de tiocianato de potasio y
éter corona, utilizando DMF seca como disolvente de reaccién (Esquema 5). El éter corona
ciclico utilizado (con los atomos de oxigeno orientados al interior) presenta un tamafio
adecuado para una buena quelacién del catidon potasio, haciendo que anidn tiocianato este
mas disponible para la sustitucidn nucleofilica deseada. Bajo estas condiciones de reaccion el
derivado 3 se obtiene con excelente rendimiento bajo condiciones de calentamiento por

varias horas.
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AcO AcO
H H o H H_o
ACS o o KSCN, éter corona (18-c-6) Acgco o
H H DMF / 100°C, 12 hs, 90% H H
2 3

Esquema 5. Reaccion de sustitucién nucleofilica para la obtencion del derivado 3.

En las Figuras 25 y 26 se muestras los espectros de ‘H-RMN y HSQC (correlacién
bidimensional de *H-C;), respectivamente, para del derivado 3. En el espectro de *H-RMN se
observa que tanto las senales de los protones H-6 como de los protones H-7 y H-8 presentan
un patrén caracteristico de protones diasterotépicos. En estos dos ultimos protones
seguramente su efecto diasterotdpico sea debido a la presencia del centro estereogénico del
carbono anomérico (C1). En el espectro HSQC se observa que efectivamente las sefiales de
H-6a y H-6b se correlacionan con el carbono C-6, mientras que las sefiales de H-7a y H-7b se
correlacionan con el carbono C-7. También, como era de esperarse, se observan las
correlaciones de H-8a y H-8b con C-8. Otra sefial relevante que se puede observar del HSQC
para el derivado de tiocianato 3 es la sefial a 112 ppm (espectro de BC-RMN, eje y). Esta no
presenta acoplamiento con ningln H de la molécula, indicando que no presenta ningun tipo
de protdén vecino a un enlace de distancia. Esta sefial si se compara con valores de Tablas
para sefales caracteristicas de grupos funcionales, resulta ser la sefial de carbono del grupo

tiocianato, confirmado asi la asignacién del derivado 3.
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HA HA

E o ) = o =3 = o
-3 m m = 773 Ir-] ~ ] o =]
p ¢ 2l
. |
» | | [ i
e ) P | [
ﬂ,ﬂ = [
= | |
! |
i
{
|
7 |
L 1
% |
g 2 J. !
@ -4 i
& ] | i
£ ﬁ ! H
|
w | | {
Ty i 1 .0.
] o
. fn el { | | i
-
m_T
[
= [ ]
s
d
o A ]
=
o
T
g ==
T -

[

@]

M g einen
[SRSTSISTS)

3.0 25 20 ppm

35

4.5 4.0

5.0

Figura 26. Espectro HSQC del derivado 3 en CDCls.

82



V1. Resultados y Discusion

Por otra parte, el IR realizado confirma la presencia del grupo tiocianato al observarse las
sefiales caracteristicas v C=N, en el rango de 2240 - 2260 cm™ de intensidad media y v C-S en
el rango de 600-800 cm™ con intensidad débil. A su vez se puede confirmar la presencia del
agrupamiento acetal, observandose sefiales para v C-O-C-O-C dentro del rango 1040 - 1200
cm, y v C-O con de intensidad fuerte, en el rango de 1020 - 1250 cm™. Por otra parte se
confirma la ausencia del grupo sulfona (0=5=0) de 2, debido a la desapariciéon de la sefial en

1360 cm™.

Seguidamente, para la obtencidn del tiol 4 se llevo a cabo una reaccién de reduccién del
agrupamiento tiocianato en el derivado 3 utilizando Zinc activado como agente reductor en
medio acido (Esquema 6). El Zn° utilizado presentaba un tamafio de particula de 4 A y fue
tratado con una solucién acida previo a su utilizacién para la eliminacidon de los éxidos
formados en su superficie. Bajo estas condiciones de reduccion el producto de interés 4 se

obtiene con un muy buen rendimiento.

Los resultados del espectro infrarrojo realizado confirmaron la presencia del grupo tiol al
observarse las sefiales caracteristicas para v C-S en el rango de 600 - 800 cm™ y v S-H en el
rango de 2550 - 2600 cm™. Con los espectros de *H-RMN (Figura 27) y COSY (Figura 28) para
el derivado 4 se pudieron asignar inequivocamente todas las sefiales de protones para este
compuesto. En el espectro COSY para el tiol 4 se observa que las sefiales de los protones H-
6a y H-6b presentan un patrén caracteristico de protones diasterotdpicos, con una clara
correlacién entre ellos. La asignacion de la sefial del protéon metinico H-1 en 4.56 ppm es
confirmada ademas ya que presenta correlacién Unicamente con un solo protén, H-2 (5.01
ppm). Los protones de la cadena lateral H-7a y H-7b muestran también el patrdon

caracteristico de protones diasterotdpicos, ademas de presentar interacciéon con H-8 en 2.79

ppm.
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Esquema 6. Reaccion para la obtencién del derivado 4.
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Figura 27. Ampliacion de zonas del espectro 'H-RMN del derivado 4 en CDCls.
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Figura 28. Espectro COSY del derivado 4 en CDCls.

Finalmente se realiza la desproteccion de los grupos hidroxilo del derivado de glucosa 4 con
metoxido de sodio y posterior neutralizacion con acido acético rinde el derivado de glucosa 5
deseado (Esquema 7). Bajo las condiciones experimentales de trabajo el derivado 5 se aislo
como una mezcla de tiolato /tiol (X=Na o H, Esquema 7), en una relacion 4:3, resultado
obtenido a partir de las relaciones de integracion para protones caracteristicos en el
espectro de 1H-RMN (relacién H8/H8", Figura 29). Con los espectros de "H-RMN (Figura 29) y
COSY para el derivado 5 se pudieron asignar inequivocamente todas las sefiales de protones
para este compuesto. En el espectro '"H-RMN (Figura 29) se observan sefiales
correspondientes a una mezcla de los compuestos 5a/5b. La asignacién de los protones H-8a

y H-8b correspondientes a 5a, los cuales se encuentran mas blindados que los H-8a" y H-8b’
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en 5b, se debe al efecto electrdnico del anidn tiolato. A su vez, se evidencia la desaparicidon
de los grupos acetilos (region del espectro no mostrada), por lo cual podemos afirmar que el

producto obtenido es el deseado.

AcO HO
H H
H H
—0 i) MeONa, MeOH —0
AcO T.amb, 2h HO
AcO o amo., > HO O\/\
H 0Ad e H OH SX
H H ii) AcOH, 99% H Y
X=HoNa
4 5
Esquema 7. Reaccion de desproteccién para la obtencion del derivado 5.
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Figura 29. Espectro 'H-RMN del derivado 5 en D,0.
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6.2.2 SINTESIS RADIOQUIMICA

En esta etapa del trabajo y siguiendo con los objetivos especificos planteados, se procede a
estudiar condiciones de radiosintesis o marcacién del derivado de glucosa 5 con *™Tc. Por
otra parte, dado que la funcionalidad éster cuando incorpora un agrupamiento acetilo,
puede facilmente hidrolizarse en un medio bioldgicos (por estearasas por ejemplo), y que el
derivado de 1-beta-Tioglucosa tetraacetilado mostré previamente que puede ser utilizado
para la deteccién tumores,” se selecciono ademas al derivado de glucosa 4 portando el

99m

agrupamiento tiol, para su marcacidon con ““"'Tc. En este contexto, se seleccionaron dos

estrategias para estudiar la marcacion:

Procedimiento A

PMTc. Se utilizd el agente quelante

Se realizé la radiosintesis de los derivados 4 y 5 con
tartrato disddico, posteriormente se agregaron 370 MBg/0.05 mL de PMreoy,, y
seguidamente el agente reductor SnCl,.2H,0 en condiciones neutras, y asi formar un
complejo intercambiador para su reaccion con los derivados 4 y 5 (Esquema 8). Para los
derivados 4 y 5 se realizé la radiosintesis en condiciones neutras, evitando asi las tipicas

condiciones acidas de marcacion como forma de evitar que los derivados puedan ser

desglicosidados.

(@] (@]
S)
HO, (@] OH
0 2 o o R-S.__ | SR
| Sn e 405 el
Tc e —_ 7 ~
O/ |\O - o 0 R-S S-R
o Tartrato HO OH
disédico .
Complejos: ™ Tc-glucosa 4
o) o plej g

Esquema 8. Estrategia A de marcacion para los derivados de glucosa 4y 5 con

Complejo intercambiador

9¥MTc-glucosa 5

99m.

Tc.
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Para la cuantificacion de la marcacién de los compuesto 4 y 5 marcados mediante la adicion
del agente quelante (tartrato de sodio), se utilizé un HPLC con deteccién gamma, empleando
una columna C18 de fase reversa. Los gradientes y disolventes utilizados se detallan en la

Tabla 9.

Tabla 9. Especificaciones de disolventes, gradientes y flujo para control cromatografico

mediante HPLC con detector gamma para los conjugados resultantes de la marcacién con

9MTc de los derivados de glucosa4y5.

Fase movil t=0min t=30min t=35min
H,0/TFA 0.1% 100 % 0% 100 %
ACN/TFA 0.1% 0% 100 % 0%
Flujo (mL/min) 1 1 0

En la Figura 30 se observa el perfil cromatografico para el derivado 4, controlado
inmediatamente luego de realizada la radiosintesis. A tiempo de retencién 15.97, 16.33 y
16.82 minutos se obtuvo un porcentaje de marcacién de 55.52 %, 16.33 % y 11.29 %,

99m

respectivamente. El 16.33 % corresponde al complejo intercambiador " "Tc-tartrato ya que

| *™T¢ con tartrato (resultados no

en estudios previos, al controlar la marcacion de
mostrados), el tiempo de retencién era de 16.33 minutos (Figura 30, estrella azul). Los otros
picos corresponderian a la formacién de dos complejos de *™Tc-derivado 4 (Figura 30,
asteriscos rojos). Cabe destacar que en el perfil cromatografico no se observé una de las dos
posibles impurezas radioquimicas, el **™TcO, (tiempo de retencién 3 - 5 min, Figura 16A). La
otra posible impureza, el *™Tc0,.H,0, no se observa en el cromatograma debido a que
gueda retenido en la columna. Igualmente, al sumar los porcentajes de marcacion y
restarselos a la actividad inyectada en el HPLC, se conoce el porcentaje de *°™Tc0,.H,0 que

pudo haberse formado en la radiosintesis. En este caso se obtuvo un valor de 26.86 %. En

estas condiciones de trabajo y con estos resultados obtenidos el derivado 4 no podria ser
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utilizado como radiofarmaco de diagndstico (sin una purificacion previa), ya que no supera el

95 % de PRQ.

T 1
18,00 @y

99m

Figura 30. Cromatograma HPLC con deteccién gamma de la marcacién de °~ Tc del derivado 4, mediante el uso

del agente quelante tartrato de sodio (estrategia A). Control realizado inmediatamente luego de la

radiosintesis.

Luego de los 60 minutos de realizada la radiosintesis se controld el perfil de marcacion
mediante HPLC con deteccion gamma. En la Figura 32 se puede observar el cromatograma
de dicho control. En la misma se aprecia un cambio en el perfil cromatografico.
Anteriormente (Figura 30) se observaban tres radioconjugados y en la reacciéon gran
presencia de °™Tc0,.H,0. Al cabo de 1 hora de la radiosintesis se puede apreciar en la
Figura 31 las presencia de dos picos (asteriscos rojos), a tiempo de retencién 16.90 y 17.28
minutos, para ellos se obtuvo un porcentaje de marcaciéon de 89.59 % y 10.41 %,
respectivamente. Estos resultados sugieren la existencia de dos tipos de complejos *°™Tc-4, y

la ausencia tanto del intercambiador tartrato-°"Tc como de impurezas radioquimicas.
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Figura 31. Cromatograma HPLC con deteccion gamma de la marcacion del derivado 4 con 99mTc,
mediante el uso del agente quelante tartrato de sodio (estrategia A). Control realizado a tiempo 60

min.

Posteriormente se realizaron los controles correspondientes a la radiosintesis de ¥MTc con el
derivado 5. El perfil de los cromatograma de los controles realizados mediante HPLC con
deteccion gamma para la marcacién del derivado 5, no fueron reproducibles. En los mismos
se obtuvieron varios picos correspondientes a impurezas. Por lo tanto, luego de estos
resultados, se procedio a realizar la marcacién directa (Procedimiento B) de los derivados 4y

5.

Procedimiento B

En primer lugar se buscaba estudiar si el intercambio del agente quelante tartrato disédico
por el derivado 4 inducia una unién particular al pertecneciato. Por lo cual, se realizé la

99m

marcacion directa del derivado 4 con Tc. En segundo lugar se queria estudiar la

posibilidad que el derivado 5 se pudiese marcar mediante esta metodologia.

Se realizé la radiosintesis de los derivados 4 y 5 con *"Tc. Se agregé 370 MBq/0.05 mL de
¥MTc0, a cada derivado y luego se afiadid el agente reductor SnCl,.2H,0 en condiciones

neutras. Se mantienen las condiciones de pH por lo mencionado en el Procedimiento A.
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Para la cuantificacion de la marcacidon de los compuestos 4 y 5, se utilizd un HPLC con
deteccion gamma, empleando una columna C18 de fase reversa; los gradientes y disolventes

utilizados se detallan en la Tabla 9.

En la Figura 32 se observa el perfil cromatografico para el derivado 4, controlado luego de
los 60 minutos de realizada la radiosintesis. Se controlé también la radiosintesis
inmediatatamente luego de realizada la radiosintesis, y el perfil cromatografico y los
porcentajes de marcacion fueron similares. En el cromatograma de la Figura 32 se observa la
formacidon de dos picos. A tiempo de retencidn 16.90 y 4.27 minutos se obtuvo un
porcentaje de marcacién de 96.31 % y 3.46 %, respectivamente. El 3.46 % corresponde a
PMTc0, (Figura 32, flecha azul), ya que el tiempo de retencién se encuentra entre 3 - 5
minutos (Figura 16A). El pico de 16.90 minutos corresponde a la formacion del complejo
PMTc.g (Figura 32, asterisco rojo) con un muy buen porcentaje de marcacién. Se calculé el
porcentaje de *™Tc0,.H,0 y el mismo fue de 0.23 %. Por lo tanto, el control de la marcacién
directa al cabo de 1 hora muestra un buen porcentaje de marcacion del derivado 4 con

9MTc, obteniéndose un Unico complejo.

99m

Figura 32. Cromatograma HPLC con deteccién gamma de la marcacién de 4 con "' Tc, mediante

marcacioén directa (estrategia B). Control realizado a tiempo 60 min.

Por lo tanto se ha visto que la marcacién y formacién del radioconjugado del derivado 4 se
realiza eficientemente tanto a través de preformacién del complejo ¥MTc-tartrato mediante

intercambio de ligando como a través de la reduccién directa de pertecneciato, luego de una
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hora de radiosintesis. Posteriormente, se realizaron los controles correspondientes a la

99m

radiosintesis de ”"'Tc con el derivado 5. Los resultados obtenidos fueron similares a los del

procedimiento A.

El perfil de los cromatograma de los controles realizados mediante HPLC con deteccion
gamma para la marcacion del derivado 5, no fueron reproducibles. Se obtuvieron

nuevamente varios picos correspondientes a impurezas y no al compuesto marcado.

92



VII. CONCLUSIONES




VII. Conclusiones

PMTc vy el radioconjugado

El derivado de glucosa, 1-TG, fue exitosamente marcado con
obtenido fue evaluado quimica y bioldgicamente, utilizando tanto modelos in vitro como in
vivo. En este contexto, se realizaron biodistribuciones e imagenes en ratones C57BL/6
normales y portadores de melanoma murino. Estos estudios mostraron gran selectividad del

®MTc en los tumores y una rapida eliminacién renal. Dado estos

radioconjugado 1-TG-
resultados, se puede concluir que este radioconjugado es un agente prometedor para el

diagndstico de melanoma, y podria ser considerado como un potencial radiofarmaco.

9MTc-1-TG se pudo confirmar

Como aproximacién a la caracterizacidn quimica del complejo
la formacién de mds de un complejo mediante el uso de precursores no radiactivos y la
posibilidad de coordinacién via atomo de azufre e hidroxilo del anillo de D-glucosa como

ligando bidentado.

Se sintetizaron 5 derivados de glucosa mediante la aplicacion de metodologias
convencionales en sintesis organica, obteniéndose los mismos con moderados y excelentes
rendimientos. Se llevaron a cabo las caracterizaciones espectroscdpicas mediante IR y RMN.
Dentro de esta ultima metodologia, se aplicaron diferentes experimentos para la elucidacion
de las moléculas, como ser H-RMN y BC.RMN (experimentos monodimensionales) y
experimentos bidimensionales de correlacion H-H vecinos (COSY) y H-C a un enlace (HSQC) y
a mas de un enlace (HMBC). Por otra parte, el derivado 4 el cual presenta un agrupamiento

99mT

tiol en su estructura fue exitosamente marcado con C.

Todos los resultados alentadores obtenidos en este periodo han permitido al grupo de
trabajo la elaboracién de una publicacidn cientifica en una revista arbitrada internacional en
la temdtica de trabajo, asi como el envio de resimenes a eventos cientificos nacionales e

internacionales.
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VIII.Proyecciones

Debido a los resultados obtenidos y a los aspectos quimicos, bioquimicos y biolégicos

relacionados a la tematica del presente trabajo, han surgido nuevas ideas como ser:

Estudiar qué tipos de complejos se forman para el derivado de glucosa 4 con el *°™T

C.
Esto se podria realizar mediante sintesis quimica utilizando '*’Re (isétopo no
radioactivo), el cual es un elemento que presenta caracteristicas quimicas similares al

tecnecio.

Desarrollar nuevas metodologias de radiosintesis para el derivado 5. Esto podria
llevarse a cabo mediante “sistemas 3 + 1” para generar la unién de un ligando que
presente tres grupos con excelente afinidad por el tecnecio y de este modo inducir la

union del derivado 5 mediante el agrupamiento tiol presente en su estructura.
Estudiar la internalizacion en una linea celular de melanoma murino, y realizar
biodistribuciones e imagenes en ratones C57BL/6 portadores de melanoma murino

para el radioconjugado ¥MTc-derivado 4.

Estudiar el nivel de expresion de los GLUTs en la linea celular de melanoma murino

B16F1.
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X. ABREVIATURAS




X Abreviaturas

% ID/g: Porcentaje de dosis inyectada por gramo (por las siglas en inglés de Injected Dose per
Gram of Tissue)

% ID: Porcentaje de dosis inyectada (por las siglas en inglés de Injected Dose)

18-crown-6: Eter corona
¥EDG: 2—deoxi—2—18F—D—qucosa
1-TG: 1-tio-B-D-glucosa

ACN: Acetonitrilo

Act: Actividad

AE: Acetato de Etilo

AQBF: Agentes Quelantes Bifuncionales

ATCC: American Type Culture Collection

CC: Cromatografias en Columna

CCF: Cromatografia en Capa Fina

CHEA: Comité Honoraria de Experimentaciéon Animal
COSY: por las siglas en inglés de COrrelated SpectroscopY
CT: Tomografia Computarizada

D,0: Oxido de Deuterio (por las siglas en inglés de Deuterium oxide)

DMEM: Dulbecco modificado de Eagle (por las siglas en inglés de Dulbecco's Modified Eagle's
Medium)

DMF: Dimetilformida (N, N-dimetilformamida)

EGFR: Receptores de Factores de Crecimiento Epidérmico (por las siglas en inglés Epidermal

Growth Factor Receptor)

EP: Eter de Petréleo (Hexano)
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X Abreviaturas

GLUTs: Transportadores de glucosa (por las siglas en inglés de glucose transporters).

HMBC: por las siglas en inglés de Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

HSQC: por las siglas en inglés de Heteronuclear Single Quantum Coherence

IR: Espectroscopia Infrarroja

ITLC-SG: Cromatografia Instantanea en Capa Fina — Silica Gel

J: Constante de acoplamiento

LMM: Melanoma Iéntigo maligno
MAL: Melanoma lentiginoso arcal

mCi: mili — Curie

MEK: Metil Etil Cetona

MES: Melanoma de extension superficial

MN: Melanoma nodular

MRI: Resonancia Magnética

PET: Tomografia de Emision de Positrones (por las siglas en Positron Emission Tomography)

PRN: Pureza Radionucleidica

PRQ: Pureza Radioquimica

Rf: Relacion de frentes

RIT: Radioinmunoterapia

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

RN: Radionucleido

RTM: Radioterapia molecular
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X Abreviaturas

SGLTs: Transportadores de sodio y glucosa (por las siglas en ingles de sodium-glucose

transporters)

SPECT: Tomografia Computarizada de Emisién de Fotén Unico (por las siglas en inglés de

Single Photon Emission Computerized Tomography)
TMS: Tetrametilsilano
TOCSY: por las siglas en inglés Total Correlation Spectroscopy

v: Frecuencia de estiramiento
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