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Desarrollo y evaluaciéon de un ligando flexible para la
preparacién de radiofarmacos de M Tc
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Resumen

Nuestro objetivo fue desarrollar dos métodos de marcacién con °°™Tc (mediante complejos *°™Tc(lll)-4+1 y *°™Tc(I)-
tricarbonilos) con un ligando flexible conteniendo el grupo 5-nitroimidazol como farmacéforo biorreducible y el grupo isonitrilo
para coordinar el metal. Los complejos fueron comparados a través de su estabilidad, lipofilicidad y unién a proteinas
plasméaticas. Ambos complejos fueron obtenidos con adecuada pureza radioquimica (PR) y resultaron estables al menos 4h
post-marcado, al menos 2h post-incubacién en plasma humano y frente a L-cys. El complejo *°™Tc(lll)4+1 presenté una
lipofilicidad (log.P) de 0,083 y una unién a proteinas plasmaticas tras 1 hora de incubacién de 30% aproximadamente. El
complejo ?°MTc(l)-tricarbonilico mostré una menor lipofilicidad (0,065) y unién a proteinas plasmaéticas de aproximadamente
10%.

De acuerdo a los resultados se espera que el complejo 2°™Tc(l)-tricarbonilico presente rapida depuracién sanguinea y excrecion
preferentemente renal, propiedades deseables para un radiofarmaco.

Introduccion

El desarrollo de radiofarmacos de °°™Tc de tercera generacién depende de la posibilidad de contar con métodos de marcacién
que preserven la actividad biolégica del ligando original. Asimismo, es sabido que la metodologia de marcacién utilizada para
combinar el Tc con el ligando de interés tiene gran influencia sobre el comportamiento fisicoquimico y biolégico del compuesto
resultante(12), Existen diversas opciones interesantes en este sentido, en particular complejos tricarbonilicos de Tc(l) [Tc
(CO)5L], y complejos Tc(lll) de tipo 441, entre otras. Para la formacién de cada uno de estos tipos de compuestos se requieren
combinaciones de grupos donores de electrones especificas®®). Sin embargo, existen algunos grupos funcionales que pueden
ser empleados en la obtencién de los dos tipos de compuestos antes mencionados, permitiendo de esta manera modular las
propiedades del compuesto final.

Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, el presente trabajo tuvo por objetivo desarrollar diversas metodologias de
marcacién con °°™Tc de un mismo ligando biolégicamente activo y la comparacién de las propiedades fisicoquimicas relevantes
del radiotrazador en relacién con su potencial aplicacién como radiofdrmaco para diagnéstico oncolégico. El ligando
seleccionado fue el 4-isociano- N-[2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il) etilbutanamida (METCN), que se representa en la figura 1.

Figura 1 Estructura del ligando utilizado en este estudio.
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Se trata de un derivado del metronidazol, farmaco antiparasitario que contiene el grupo 5-nitroimidazol como farmacéforo
biorreducible y el grupo isonitrilo para coordinar el metal. Los 5-nitroimidazoles son compuestos biorreducibles que son
irreversiblemente reducidos en células con baja presién de O, por accién de enzimas intracelulares, originando compuestos
hidrofilicos que quedan atrapados dentro de la célula!”). Por este motivo se ha propuesto su utilizacién en la preparacién de
potenciales radiofdrmacos para deteccién de zonas hipdxicas en tumores, ya que este estado es un factor fundamental para la
falla de los tratamientos de radioterapia externa y también en la quimioterapia.
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El ligando seleccionado actuard como monodentado frente al Tc, ya que posee un grupo isonitrilo (NC) como donador de
electrones, pudiendo unirse al metal en distintas formas actuando en combinacién con coligandos adecuados. En la Figura 2 se
muestran dos posibles formas de unién del ligando en estudio al Tc.

m Figura 2 Estructura propuesta para los 2 complejos de *™Tc estudiados.
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Los complejos tricarbonilicos de Tc(l) son compuestos en los cuales tres de las posiciones de coordinacién del metal son
ocupadas por grupos CO fuertemente unidos y las otras tres posiciones pueden ser ocupadas por un ligando tridentado o por la
accién simultdnea de un ligando monodentado y un coligando bidentado (complejos de tipo 2+1)(®). Para la marcacién del

ligando METCN mediante la formaciéon de complejos tricarbonilicos de tipo 2+1 se utilizé la acetilacetona como coligando
bidentado.

Otra opcién para la marcacién del ligando de interés es la formacién de complejos mixtos 4+1 de Tc(lll) 34, los que se forman
por combinacién del ligando tetradentado de tipo NS5 , 2,2°,2" nitrilotris-etanotiol junto con el isonitrilo METCN en estudio.
Fueron preparados ambos complejos y sus propiedades fisicoquimicas (estabilidad en medio de reaccién, en plasma humano y
frente a cisteina, lipofilicidad y unién a proteinas plasmaticas) fueron comparadas a fin de establecer la influencia del método de
marcacioén en las propiedades del potencial radiofarmaco.

Materiales y métodos

Marcacién con 22™Tc

La marcacién mediante la formacién de complejos 2°™Tc(lll) “4+1” fue realizada en dos pasos utilizando ?°™Tc-EDTA/Manitol
como complejo precursor. Este fue obtenido por agregado de ?°™TcO,- (20 mCi) y SnCl, (6,0 mg en 50 pL de HCI concentrado y
6,0 mL de H20) a una solucién acuosa de EDTA (5,0 mg) y manitol (5,0 mg), ambos en 200 pL de H20 e incubando 10 min a
temperatura ambiente. La pureza radioquimica (PR) fue controlada mediante cromatografia en papel Whatman n2l/acetona. La
formacién del complejo final °*™Tc(METNC)NS 5 se logra mezclando 200 pL del precursor con 100 pL de una solucién de
coligando 2,2’,2"-nitrilotris etanotiol (NS3) (0,6 mg en 200 puL de H,0) y 1,0 mL de una solucién de ligando METCN (0,2 mg en
2,0 mL de acetonitrilo) e incubando a 60 °C durante 1 h. La (PR) fue determinada mediante HPLC de fase reversa acoplado a un
detector gama Nal(Tl) utilizando una columna Waters C18 (Bondapack™ 125 A, 10 pm, 3,9 x 300 mm), y un gradiente de fase
movil: (A) acido tifluoroacético 0,1% en agua y (B) acido trifluoroacético 0,1% en acetonitrilo a un flujo de 1,0 mL/min, el
gradiente de solventes se muestra en la tabla 1.

Tiempo (min) Ac. Trifluoroacético en CHscy (o)
0-3 0

3-10 0-100

10-20 100

Tabla 1. Gradiente de solventes utilizado para el control de PR para los complejos de *°™Tc(lll) “4+1".

El complejo °°™Tc(l)-tricarbonilico “2+1" se preparé a partir del precursor fad **™Tc(CO)5(H,0)5]1*, obtenido a partir de
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borohidruro de sodio (7,0 mg), tartrato de sodio y potasio (20 mg) y carbonato de sodio (4,0 mg) bajo atmésfera de CO(g) con
posterior agregado de °°™TcO,Na (20 mCi) e incubacién a 65-70 2C durante 30 min. Su PR fue controlada mediante HPLC de
fase reversa con una columna Phenomenex C18-LUNA (5um, 150x4,60mm), flujo 1,0 mL/min y como fase mévil metanol y una
solucién de H3PO,(aq) llevada a pH=2,5 con trietilamina. El gradiente de solventes utilizado se encuentra en la tabla 2.

Tiempo (min) % solucién H3PO, % MeOH
0-3 100 0

3-6 100-75 0-25

6-9 75-66 25-34
9-20 66-0 34-100
20-27 0 100
27-30 0-100 100-0

Tabla 2. Gradiente de solventes utilizado para el control de PR para el precursor fac[ **™Tc(CO);(H,0)51*.

Posteriormente se realizé una primer sustituciéon con el coligando 2,4-Pentanodiona (acetilacetona). Para ello se mezclan 250 pL
de precursor previamente neutralizado con 100 pL de NaH,PO, (390 mg/mL) y se agregan 300 pL de una solucién acuosa 0,1M
del coligando, incubando a 80 °C durante 30 min. Su PR fue controlada en las mismas condiciones que el precursor
correspondiente. El Gltimo paso consistié en mezclar 150 uL de este complejo intermediario y adicionar 3,0 mg del ligando
METCN vy calentar 30 min a 80 °C. La PR del complejo final fue controlada con las condiciones anteriormente mencionadas.

Lipofilicidad y union a proteinas plasmaticas

Para cada complejo obtenido por la lipofilicidad fue estudiada a pH 7,4 a través de la determinacién del correspondiente
coeficiente de reparticién octanol/buffer. Para ello, fueron mezclados 2,0 mL de octanol en un tubo de centrifuga con 2,0 mL de
buffer fosfato 0,1M, pH=7,4. Se agregaron posteriormente 100 uL del complejo a estudiar, agitdndose mediante vértex durante
2 min. La mezcla fue centrifugada por 5 min a una velocidad de 5000 rpm y, una vez separadas ambas fases, se midi6 la
actividad en alicuotas de cada una de ellas en un contador de centelleo sélido de Nal(Tl) de 3"x 3".

La unién a proteinas plasmaticas fue determinada por el método de exclusién molecular, luego de 60 min de incubacién de 50
UL de cada complejo marcado con 950uL de plasma humano a 37°C. Para ello, fueron sembradas muestras de plasma (50 uL)
sobre columnas Microespin conteniendo Sepahdex® G-50. La elucién se realizé centrifugando las columnas a 3300 rpm durante
2 min. La actividad retenida en la columna y la actividad eluida fueron medidas en un contador de centelleo sélido de Nal(Tl) de
“3x 3".

Estabilidad en el tiempo, en plasma humano y en L-cys

La estabilidad en el tiempo de los complejos de interés se analizé tomando muestras de cada uno de ellos y controlando su PR
mediante HPLC de fase reversa acoplado a un detector gamma en las condiciones de solventes nombradas con anterioridad, a
los 30 minyal, 2, 3y4h post-marcado.

La estabilidad en plasma humano fue estudiada realizando la incubacién a 37°C de 100 uL del complejo de interés con 900 uL
de plasma humano, retirando muestras a los 30 min, 1y 2 h post-incubacién. A cada muestra se le adicionan 100 pL de etanol
absoluto a -15.02C y esta mezcla se mantuvo en frio durante 5 min. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugé a 15000 rpm
durante 5 min a 0°C. Finalmente se tomaron muestras del sobrenadante generado y se realizé el control de PR mediante HPLC
de fase reversa acoplado a un detector gama en las condiciones de solventes adecuadas para cada marcado.

La estabilidad en L-cys se estudié mediante la incubaciéon de 100 uL de cada complejo con 0,4 mg de L-cys a 37°C. Se realizan
tomas de la mezcla a los 30 min, 1 y 2 de incubacién analizando su PR mediante HPLC de fase reversa acoplado a un detector
gamma en las condiciones de solventes adecuadas para cada marcado.

Resultados

Marcacién con 2°™Tc

Ambas técnicas de marcacion utilizadas fueron realizadas por sustitucién, utilizando en cada caso un precursor adecuado y
realizando luego la sustitucion mediante el ligando de interés y un coligando adecuado. La preparacion del precursor
99MTe(IEDTA/ manitol se realizé mediante la reduccién del pertecneciato de sodio en una solucién acuosa de EDTA y manitol.
Su PR fue superior al 90%, condicién necesaria para seguir con la posterior sustitucién. El siguiente paso consistié en la
sustituciéon del precursor por el ligando de interés y un coligando, un ligando tetradentado de tipo NS 3 que completa la esfera
de coordinacién del metal. La PR del complejo final resulté de 60-65% con un tiempo de retencién (tr.) de 9,98 min. Por tal



motivo fue necesario realizar una purificacién mediante HPLC previo a su caracterizacién fisicoquimica. Se encontré que el
complejo de interés es estable al menos 4 h post-marcado, 2 h post-incubacién en plasma humano y frente a un exceso de L-
cys.

La preparacién del complejo °°™Tc-tricarbonilico de Tc(l) implicé la formacion del precursor fac[?°™Tc(CO)5(H,0)5 ]+ obtenido
por reduccién del pertecneciato en atmadsfera de CO(g) a presién atmosférica. Su PR fue superior al 90%, con un tr de 3,4 min.
La formacién del complejo tricarbonilico final fue realizada en 2 etapas: sustitucién de 2 moléculas de agua del precursor
mediante el coligando bidentado acetilacetona y posterior sustitucién de la tercer molécula de agua por el ligando de interés. La
PR de intermediario y complejo final fue superior al 90% y los tr de 18,7 y 17 min respectivamente. El complejo final de interés
fue estable al menos 4 h post-marcado y mantuvo su PR incambiada al menos 2 h post-incubacién en plasma humano y frente
a un exceso de L-cys.

Lipofilicidad y union a proteinas plasmaticas

La lipofilicidad fue estudiada a través del coeficiente de particion entre octanol/buffer fosfato 0.1M, pH=7.4. Para el complejo
99mTc(METNC)NS 5 se obtuvo un valor de logP=0.083 y para el complejo *°™Tc(l) (CO)5(METNC)-acetilacetona fue de
logP=0.065. La unién a proteinas plasmaticas medida tras 1 h de incubacién resulté para °*"Tc(METNC)NS 5 de
aproximadamente 30% y para °°"Tc(METNC)acetilacetona, de 10%.

Discusion

El tecnecio, debido a su rica quimica de coordinacién, ofrece una gran diversidad de enfoques quimicos para la marcacién de
biomoléculas con ?°™Tc. Mediante una apropiada seleccién de la combinacién de grupos donadores de electrones es posible
lograr buena estabilidad del producto marcado y adecuadas propiedades tanto “in vitro” como “in vivo”. Diversas publicaciones
muestran claramente que el uso de distintos enfoques en la marcacién afecta fundamentalmente la lipofilicidad de los
productos obtenidos y concomitantemente su unién a proteinas plasmdticas, su depuracién sanguinea y su excreciéon renal y
hepatobiliar(*2),

Teniendo en cuenta dichos antecedentes, nuestro trabajo se propuso como objetivo la marcacién con ?°™Tc de un ligando
potencialmente bioactivo mediante 2 métodos distintos, formaciéon de complejos 4 +1 de Tc (lll) y complejos tricarbonilicos de
Tc (1), como mecanismo para modular las propiedades del potencial radiofarmaco obtenido.

Los métodos seleccionados han sido utilizados por distintos grupos de investigacién en el mundo, con muy buenos resultados.
Los dos complejos en estudio fueron obtenidos con adecuada pureza radioquimica, si bien en el caso del complejo 4+1 de Tc(lll)
fue necesaria una purificacién con HPLC para lograrlo. Ambos resultaron sumamente estables tanto en el medio de reaccién
como cuando fueron enfrentados a sustancias con capacidad de competir por la coordinacién del metal. En el caso de las
proteinas plasmaticas, existen grupos funcionales de los aminoacidos con buena capacidad donadora de electrones, por lo que
pueden desplazar al ligando de su unién con el metal si ésta no es suficientemente fuerte. Lo mismo ocurre con el aminoacido
cisteina, cuyos grupos amino, acido carboxilico y tiol pueden unirse al tecnecio.

Al comparar los resultados de los estudios fisicoquimicos observamos una clara influencia del método de marcacién en la
lipofilicidad y en la unién a proteinas plasmaticas, tal cual lo esperado. Los valores obtenidos para dichos pardmetros nos llevan
a anticipar que el complejo de *°™Tc-tricarbonilico de tipo “2+1” presente propiedades mas favorables para un posible
radiofdrmaco para diagnéstico de hipoxia.
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