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RESUMEN

La imagen molecular es una disciplina que aglutina un conjunto de técnicas no
invasivas que permiten la visualizacion de las funciones celulares y el seguimiento de
los procesos moleculares en organismos vivos. La Tomografia por Emision de
Positrones (PET) es una de las técnicas mas sensibles y especificas existentes, que se
basa en la administracién de compuestos marcados con radionucleidos emisores de

positrones (generalmente de vida media corta).

El presente trabajo de Tesis Doctoral describe la sintesis y posterior evaluacion
ex vivo e in vivo de una familia de analogos de ligandos de receptores dopaminérgicos

y cannabinoides.

En primer lugar se describen las estrategias utilizadas para la funcionalizacion
de una unidad dicarba-closo-dodecaborano con el fin de sintetizar una pequena libreria
de ligandos: analogos de la Racloprida, un ligando antagonista de receptores
dopaminérgicos D», y analogos del Rimonabant, un ligando antagonista de receptores
cannabinoides CBi. Se ha explorado la estabilidad de los ligandos dopaminérgicos
sintetizados asi como la posible formacion de enlaces de hidrégeno intramoleculares
en este tipo de estructuras.

En segundo lugar se describe la aplicacion de los analogos de ligandos
dopaminérgicos en el campo de la imagen molecular. Por un lado, se utiliza la técnica
de la autorradiografia ex vivo para estudiar la afinidad de los diferentes ligandos
dopaminérgicos hacia los receptores D,. Por otro lado, se describe la estrategia
sintética utilizada para el marcaje con carbono-11 de ligandos dopaminérgicos y su

posterior evaluacion in vivo para estudiar su biodistribucion.

En conclusién, se ha llevado a cabo el proceso completo de disefno, sintesis,
caracterizaciéon y evaluacion (ex vivo e in vivo) de andlogos de ligandos

dopaminérgicos.
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1. EL SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso es una red de millones de células especializadas,
denominadas neuronas, unidas entre ellas de una manera altamente organizada que
se caracteriza por su capacidad para recibir y emitir informacién. Relaciona y controla
diferentes érganos del cuerpo animal. Las neuronas estan disefiadas para transportar
estimulos eléctricos rapidamente a largas distancias y se unen las unas a las otras
dando lugar a mecanismos reflejos. En la mayoria de estos mecanismos las neuronas
se comunican mediante sefiales quimicas, denominadas neurotransmisores, a través
de un pequeno espacio dando lugar a la sinapsis, que es la funcién basica del sistema
nervioso. Por otro lado, también es posible que la senal eléctrica pase directamente de
una célula a otra mediante enlaces espaciales, aunque estos mecanismos son bastante
€scasos.

Los mecanismos reflejos en el sistema nervioso no deben seguir
necesariamente una linea recta desde una neurona a otra. Una neurona tiene la
capacidad de influir en multiples neuronas, y varias neuronas pueden afectar la funcién
de una unica neurona.

1.1. Organizacion del sistema nervioso

En la mayoria de los animales el sistema nervioso puede considerarse dividido,
principalmente, en dos partes: sistema nervioso central y sistema nervioso periférico.
Los receptores sensoriales estan continuamente monitorizando las condiciones tanto
del medio interno como externo. Estos receptores mandan la informacién a través de
las neuronas aferentes o sensoriales hacia el sistema nervioso central, el cual esta
compuesto por el cerebro y la médula espinal. Las neuronas del sistema nervioso
central integran la informacidn que reciben y determinan si es necesaria una respuesta.
Las senales que dirigen una respuesta apropiada son enviadas a través de las
neuronas eferentes hacia las células del cuerpo. Las neuronas aferentes y eferentes
forman el sistema nervioso periférico.

Las neuronas eferentes del sistema nervioso periférico se pueden subdividir en i)
somaticas, que son las que controlan las funciones voluntarias; y ii) autonomas, que
controlan aquellas funciones involuntarias.
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A su vez, en la subdivisién autébnoma se puede diferenciar entre los sistemas
simpatico y parasimpatico, que pueden ser distinguidos entre si por su organizacion
anatdémica y por las sustancias quimicas que usan para comunicarse con las células
objetivo.

Actualmente estéa recibiendo cierta atencién la posibilidad de clasificar el sistema
nervioso con una tercera division; el sistema nervioso entérico, que consistiria en una
red de neuronas situada en la pared digestiva, que estaria frecuentemente controlada
por el sistema nervioso auténomo aunque podria también funcionar de una manera
auténoma’.

1.2. Células del sistema nervioso

El sistema nervioso estd compuesto basicamente por dos tipos de células: las
células de soporte, conocidas como células gliales; y las neuronas, que forman parte
de la unidad funcional del sistema nervioso®.

1.2.1. Neuronas

Las neuronas son un tipo especial de células cuya propiedad fundamental
consiste en la comunicacion con otras células por medio de un mecanismo denominado
sinapsis, que consiste, a su vez, en la transmision de senales, tanto quimicas como
eléctricas, a través de membranas.

Se pueden considerar divididas, fundamentalmente, en tres partes, como
muestra la Figura 1.1:

- Soma o cuerpo celular: es la parte voluminosa que contiene al nucleo; es decir,
toda la informacion que dirige la actividad de la neurona.

- Dendritas: son las prolongaciones cortas que se originan del soma neural.

- Axon: es una prolongacién unica y larga cuya funcion es la de transportar el
impulso nervioso desde el soma hasta otro lugar del sistema.

24



Introducciodn, justificacion y objetivos

Sinapsis

__—Dendritas
- Terminaciones
del axon
Cuerpo de la \
neurcna (soma) \ Sinapsis

Neurona
previa

\

Nicleo

Mielina

Sinapsis e
Neurona ~
siguiente

Figura 1.1: Estructura basica de una neurona.

Las neuronas en el sistema nervioso pueden clasificarse estructural o
funcionalmente. Asi, estructuralmente las neuronas se clasifican por el niumero de
procesos que originan desde el cuerpo celular (soma), mientras que funcionalmente,
las neuronas pueden clasificarse en neuronas aferentes o sensoriales, interneuronas y
neuronas eferentes o motoras, que se diferencian en la direccion de transferencia de la
informacion.

1.2.2. Células gliales

Las células gliales son células no neuronales que participan en la transmision de
sefiales del sistema nervioso®, interviniendo en el procesamiento cerebral de la
informacion pero no de manera directa. Son entre 10 y 50 veces mas numerosas que
las neuronas en el sistema nervioso central. Cumple funciones de sostén y nutricién, y
son fundamentales en el desarrollo de las redes neuronales. Se estima que en el
cerebro humano el niumero de células gliales es igual al de neuronas, aunque las
proporciones varian de una regién a otra®. Pese a no estar directamente involucradas
en el procesamiento de la informacion, se cree que poseen ciertas funciones vitales
tales como:

- Hacen de soporte a las neuronas, proveyendo al cerebro de estructura. A veces
también aislan y separan grupos neuronales y conexiones sinapticas unas de
otras.

- Producen la mielina, que se usa para aislar los axones neuronales.

- Cumplen importantes tareas de administracion de senales entre neuronas.

- Ayudan a formar una barrera impermeable sobre el cerebro (barrera
hematoencefalica) que previene la entrada de sustancias toxicas hacia su
interior.
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1.3. Anatomia del sistema nervioso

El sistema nervioso de los animales vertebrados, incluyendo a los humanos, se
puede considerar dividido en Sistema Nervioso Central (SNC), que incluye el cerebro y
la médula espinal, y Sistema Nervioso Periférico (SNP), que consta de los nervios
craneales y espinales y sus ganglios?.

1.3.1. Sistema Nervioso Periférico

El sistema nervioso periférico estda constituido por un conjunto de nervios y
ganglios nerviosos. Se llaman nervios a los haces de fibras nerviosas que se
encuentran fuera del neuroeje; ganglios, a unas agrupaciones de células nerviosas
intercaladas a lo largo del recorrido de los nervios o0 en sus raices. La diferencia con el
sistema nervioso central esta en que éste no esta protegido por huesos o por la barrera
hematoencefalica'. Es el que coordina, regula e integra los 6rganos internos.

1.3.2. Sistema Nervioso Central

El comportamiento humano est4 controlado por el sistema nervioso central’, que
esta constituido por el encéfalo y la médula espinal (ver Figura 1.2). Es por eso que la
proteccion de estos centros de control es extremadamente importante, y en el caso de
los vertebrados, el encéfalo y la médula espinal estan recubiertos tanto de tejido como
de hueso. En el caso del encéfalo, la proteccion ésea consiste en el craneo; mientras
que para la médula espinal, poseemos la columna vertebral. Ambas partes estan
protegidas, ademas, por tres membranas, denominadas genéricamente meninges
(duramadre, aracnoides y piamadre). El sistema nervioso central es el encargado de
recibir y procesar las sensaciones recogidas por los diferentes sentidos y de transmitir
las 6rdenes de respuesta de forma precisa a los distintos efectores.

La médula espinal es la parte mas extensa del SNC que comunica el encéfalo
con el resto del cuerpo, siendo la responsable final de la locomocién corporal. El
encéfalo, por el contrario, estd compartimentado en varias regiones, cada una de las
cuales realiza diferentes funciones. Se puede considerar compuesto principalmente por
tres regiones: cerebro, cerebelo y tallo encefalico (ver Figura 1.2).
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Figura 1.2: Divisiéon anatémica del sistema nervioso central.
Barrera hematoencefalica

Debido a que el cerebro es el principal centro de control del cuerpo, sus células
han de ser protegidas de sustancias potencialmente peligrosas en la sangre. Debido a
eso, los capilares del cerebro son mucho menos permeables que los capilares del resto
del cuerpo, y excluyen muchas moléculas que atraviesan paredes celulares en otras
partes del cuerpo. Estos capilares forman la conocida barrera hematoencefalica
(BHE)'?, cuya limitada permeabilidad funciona como mecanismo de proteccién
cerebral. Marca la separacion de la circulacién sanguinea y del liquido cerebroespinal
en el sistema nervioso central, consistiendo en una serie de uniones selectivas entre
las células endoteliales de las vesiculas del SNC que restringe el paso de
determinadas sustancias ajenas.

Un desarrollo y funcién normal del cerebro requiere de un gran numero de
compuestos que deberian ser capaces de cruzar la barrera hematoencefdlica. La
entrada hacia el fluido cerebroespinal es posible a través de tres mecanismos: (i) por
difusion de sustancias liposolubes, (ii) por transporte de sustancias hidrosolubles
especificas, mediado por receptores dependientes de energia, (iii) a través de canales
ionicos.

Esta barrera se hace patente a los especialistas clinicos cuando es necesario
tratar una patologia que afecta al sistema nervioso central y el farmaco no consigue
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pasar la barrera®. Es el caso, por ejemplo, de muchos antibiéticos que, aunque sean los
idoneos en la lucha contra el germen causal de la meningitis, no pueden escogerse por
su imposibilidad de paso a través de la barrera; o el de la mayoria de los citostaticos,
de nula utilidad en la lucha contra los tumores primarios del sistema nervioso central
por la misma razon.

La barrera hematoencefélica es necesaria para mantener un medio extracelular
estable en el sistema nervioso central, que puede detectar indirectamente la actividad
sindptica de cada circuito neuronal, en funcién de los cambios de concentracién de
iones y neurotransmisores que genera dicha actividad®. Cada circuito se encuentra
rodeado por su propio espacio extracelular independiente; de modo que un cambio de
concentracion de iones y neurotransmisores, causado por la despolarizacion neuronal y
la transmisiéon sinaptica, puede confinarse, unicamente, al espacio extracelular del
circuito activo. Para que las células gliales puedan apreciar estos cambios es necesario
que no haya interferencias en el espacio extracelular y que exista un aislamiento de
éste con respecto a la sangre.

1.4. Funcion del sistema nervioso

La funcion basica del sistema nervioso es mandar sefales de una célula a otra o
de una parte del cuerpo a otra. Si se traslada esto a un nivel mayor, se podria decir que
su funcién principal consiste en controlar al cuerpo®. El sistema nervioso extrae
informacion del medio a través de los receptores sensoriales, envia las sefales, las
descifra, procesa la informacion y emite una respuesta.

Sinapsis

La sinapsis es la union intercelular entre neuronas para llevar a cabo la
transmision de impulsos nerviosos. El impulso nervioso se inicia con una descarga
quimica que origina una corriente eléctrica en la membrana de la célula presinaptica.
Posteriormente el impulso nervioso llega al extremo del axdn, zona por donde se
conecta una neurona con la vecina (neurona postsinaptica), donde la misma neurona
ha segregado neurotransmisores que son los encargados de excitar o inhibir la accion
de la neurona vecina. La mayoria de las neuronas envian senales a través del axén en
forma de ondas electroquimicas llamadas potenciales de accion; pero existen algunos
tipos capaces de comunicarse via dendrita.
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Desde el punto de vista funcional, la neurona tiene tres zonas principales, pero
solamente dos de ellas (dendritas y axén) son las encargadas de establecer las
relaciones sinapticas. Las dendritas reciben la informacion procedente de otra neurona
y el axdn es el encargado de conectar con la siguiente neurona. Estas conexiones
pueden establecerse a muy corto alcance (del orden de micrémetros) o a distancias
mucho mayores.

La sinapsis puede ser quimica o eléctrica; de manera que la eléctrica produce
conexiones eléctricas directas entre neuronas, mientras que la sinapsis quimica es mas
comun.

1.5. Patologias del sistema nervioso

El sistema nervioso es susceptible a una gran cantidad de disfunciones como
resultado de defectos genéticos, dafos psiquicos, infecciones, etc. El sistema nervioso
central est4 protegido tanto por barreras fisicas como quimicas®. Fisicamente el
cerebro esta rodeado por membranas que a su vez estan protegidas por hueso.
Quimicamente el cerebro esta aislado por la conocida barrera hematoencefalica, que
previene la entrada de agentes externos hacia el interior del sistema nervioso central.
Estas protecciones hacen que el sistema nervioso central sea menos vulnerable que el
sistema nervioso periférico. Sin embargo, las lesiones en el sistema nervioso central
resultan ser de consecuencias mayores que las del sistema nervioso periférico.

Entre las enfermedades del sistema nervioso central, podemos encontrar
infecciones como la meningitis 0o enfermedades neurodegenerativas, tales como la
esclerosis multiple, la enfermedad de Alzheimer, el Parkinsonismo o la enfermedad de
Huntington. El objetivo de estudio de esta tesis esta focalizado en la investigacion de
nuevos radiotrazadores PET para la deteccion de este tipo de patologias.

- Esclerosis multiple: se caracteriza por la aparicion de focos desmielinizantes en
la sustancia blanca que por lo general comienzan por el nervio 6ptico, la medula
espinal o el cerebelo.

- Enfermedad de Alzheimer. es un trastorno degenerativo del encéfalo que se
caracteriza por el deterioro cognitivo y los trastornos en la conducta.

- Enfermedad de Parkinson: es un trastorno neurodegenerativo que conduce a
una incapacidad progresiva como consecuencia de la destruccion de las
neuronas de la sustancia negra.
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- Enfermedad de Huntington: es un trastorno genético hereditario consistente en
degeneracion neuronal constante y progresiva.

En cuanto a las enfermedades del sistema nervioso periférico, algunas surgen
como resultado de otras enfermedades, como los problemas neuroldgicos de los
diabéticos. Otros trastornos, como el Sindrome de Guillane-Barre, ocurren después de
una infeccién viral. Otros mas, a consecuencia de la compresion de un nervio, como el
sindrome del tunel del carpo, etc.

'Silverthorn, D.U; Human physiology, an integrated approach; Prentice Hall, 2001.
®Kandel, E.R; Schwartz, J.H; Jessell, T.M; Principles of neural sciences; McGraw-Hill, 2000.
®Allen, N.J; Barres, B.A; Glia — more than just brain glue; Nature, 2009, 457, 675-677.

*Azevedo, F.A; Carvalho, L.R; Grinberg, L.T; Farfel, J.M; Ferreti, R.E; Leite, R.E; Filho, W.J; Lent, R;
Herculano-Houzel, S; Equal numbers of neuronal and nonneuronal cells make the human brain an
isometrically scaled-up primate brain, J. Comp. Neuro. 2009, 513 (5), 532-541.

°Cordon-CArdo, C; O’Brien, J.P; Casals, D; Rittman-Grauer, L; Biedler, J.L; Melaned, M.R; Bertino, J.R;
Multidrug-resistence gene P-glycoprotein is expressed by endothelial cells at blood-brain barrier sites,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 695-698.

®Pascual-Garvi, J.M; Gonzalez-Llanos, F; Prieto-Arribas, R; Cerda, S; Roda, J.M; La barrera
hemotoencefalica: desarrollo de una estructura que permite la heterogeneidad funcional del sistema
nervioso central; Rev. Neurol. 2004, 38 (6), 565-581.
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2. IMAGEN MOLECULAR

2.1. Aspectos generales

La imagen molecular emergié a principios del siglo veintiuno como disciplina
para unir los campos de la biologia molecular y la imagen in vivo. Puede definirse como
un conjunto de técnicas no invasivas que permiten la visualizaciéon de las funciones
celulares y el seguimiento de los procesos moleculares en organismos vivos. Las
técnicas de imagen molecular difieren de las técnicas tradicionales de imagen en que
éstas utilizan biomarcadores para trazar las trayectorias. Estos biomarcadores
interaccionan quimicamente con su alrededor y como consecuencia alteran la imagen
de acuerdo con los cambios moleculares que se llevan a cabo en el area de interés a
analizar. Esta habilidad de detectar los pequefios cambios moleculares abre un gran
abanico de posibilidades para su aplicacién en la medicina actual, desde la pronta
deteccion hasta el tratamiento de enfermedades'™.

Existe una amplia variedad de modalidades que pueden ser usadas como
técnicas no invasivas de imagen (ver Tabla 2.1 para su comparacion). Entre ellas, la
PET (Tomografia por Emisién de Positrones), la SPECT (Tomografia por Emision de
Foton Unico), la MRI (Imagen por Resonancia Magnética), y las técnicas de imagen
optica (BLI y FLI) son consideradas de imagen molecular.

Tiempo

L . L Masa Sensibilidad Profundidad
. Resolucion espacial (mm) adquisicion . - L
Técnica de Forma de fot requerida deteccion penetracion
Imagen Energia otograma
Clinica Animal (s) (ng) (Mol/) (mm)
PET Aniquilacion 3-8 13 1-300 1-100 1071072 >300
fotones
SPECT Fotones y 5-12 1-4 60-2000 1-1000 10"%-10™" >300
CcT Rayos X 0.5-1 0.03-0.4 1-300 - - >300
RMI Radiofrecuencia 0.2-0.1 0.025-0.1 50-3000 10°%-10° 10°3-10° >300
BLI Luz Vis-IR - 3-10 10-300 10°%-10° 1010 1-10
FLI Luz Vis-IR - 2-10 10-2000 10°%-10° 10°-10™" 1-20

Tabla 2.1: Modalidades de técnicas in vivo de imagen molecular no invasivas. Modificada de: Vallabhajosula, S; Molecular Imaging:
Radiopharmaceuticals for PET and SPECT; Springer, 2009.
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De entre todas las técnicas de Imagen Molecular, el presente trabajo se enmarca
en el area de las Técnicas Nucleares de Imagen, y mas concretamente en la PET. Las
técnicas nucleares® tienen la ventaja de presentar una alta sensibilidad intrinseca y una
limitada profundidad de penetracion. La PET (Tomografia por Emision de Positrones),
ademas, presenta la ventaja adicional de ser totalmente cuantitativa y ofrece una mayor
resolucion espacial que la SPECT (Tomografia Computerizada por Emisiéon de Foton
Unico).

2.2. PET: Tomografia por Emision de Positrones

2.2.1. Vision general

La tomografia por emisién de positrones es una de las técnicas mas sensibles y
especificas existentes para la visualizaciéon de procesos moleculares in vivo de una
manera no invasiva. Se basa en la administracién de compuestos marcados con
radionucleidos emisores de positrones (generalmente de vida media corta) para
obtener imagenes tridimensionales de procesos funcionales, tanto en animales como
en humanos. Los isétopos mas comunes que se usan como radionucleidos en PET son
Fluor-18, Carbono-11, Nitrogeno-13 y Oxigeno-15 (ver Tabla 2.2 para propiedades
fisicas). Estos radionucleidos son incorporados en compuestos biolégicamente activos
que tienen una funcién especifica en organismos vivos’.

racomioty Ty Woties W ewmnun e
Fltor-18 109.8 97&(%;i3f1'f3c* 0.69 0.202 24
Carbono-11 20.4 100% 0.96 0.326 41
Nitr6geno-13 9.98 C;?Sgﬁf_qs 1.19 0.432 54
Oxigeno-15 2.05 100% B 1.70 0.650 8.0

Nitrégeno-15

Tabla 2.2: Caracteristicas fisicas de los radionucleidos mas comunes. *EC: Captura Electronica. Obtenida de: Welch, M.J;
Redvanly, C.S; Handbook of radiopharmaceuticals: Radiochemistry and applications; Wiley, 2005.

El decaimiento espontaneo de un emisor de positrones produce un positron, que
recorre cierta distancia (dependiendo de su energia) para finalmente interaccionar con
un electrén de un atomo situado alrededor. Este proceso se denomina aniquilacién, y
como resultado se obtiene la emisién de dos fotones gamma de misma energia y
direccion y con sentidos opuestos (511KeV/fotdn, emitidos a 180° el uno del otro;
Figura 2.1). La tomografia por emisidén de positrones se basa en la deteccion de estos
rayos gamma. Cuando un trazador que contiene un emisor de positrones es
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administrado en un organismo, los rayos gamma de alta energia producidos, que tienen
un alto poder de penetracion, escapan del cuerpo y son detectados por un anillo de
detectores externo “en coincidencia”, es decir, son detectados al mismo tiempo. Como
consecuencia de la deteccion de multiples fendmenos de este tipo se consigue la
reconstruccion de una imagen tridimensional que contiene informacion sobre la
distribucion espacio-temporal del radiotrazador en el organismo.

Figura 2.1: Proceso de aniquilacion de un emisor de positrones que conlleva la formaciéon de dos rayos gamma de 511KeV a
aproximadamente 180° el uno del otro.

La resolucién espacial de la PET es mas baja que la que se puede obtener con
otras técnicas de imagen (anatémicas) como la resonancia magnética de imagen (RMI)
o la tomografia computerizada (TC), pero la informacién sobre procesos biologicos y
fisiolégicos puede obtenerse a nivel molecular®. Varias restricciones fisicas® hacen que
la resolucion espacial de los escaneres clinicos sea de 2-3mm y de 0.5-1mm en
preclinicos'°.

La PET se utilizo por primera vez en estudios oncolégicos en los 70 y hoy en dia
es una tecnologia totalmente aceptada y utilizada en estudios clinicos. La alta
sensibilidad de esta técnica permite el uso de concentraciones de trazador menores
que la dosis efectiva farmacolégica (escalas sintéticas tipicas del orden de 0.2umol), lo
cual facilita la disponibilidad, para estudios clinicos, de muchos radiotrazadores'".

Pese a que la tecnologia PET puede ser aplicada para abordar mdultiples
cuestiones fisiologicas, biolégicas y médicas, tanto en el area preclinica como en
clinica, la realizacion de estudios PET requiere, como se ha expuesto anteriormente, de
la utilizacidén de un radiotrazador marcado con un is6topo emisor de positrones; por lo
tanto, es necesario el continuo desarrollo de nuevos trazadores. Este proceso requiere
de un enfoque multidisciplinar, que incluye: (i) la seleccion de objetivos diana, (ii) la
sintesis organica, tanto de compuestos de referencia como de precursores, (ii) el
marcaje radiactivo, (iv) la evaluacién in vitro e in vivo y (v) la interpretacion de los
resultados en términos cinéticos.
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El primer paso en el desarrollo de nuevos radiotrazadores PET es la
identificacion de una diana terapéutica, que generalmente consiste en una enzima, un
transportador, un receptor o cualquier otra biomolécula que tenga alta afinidad de
unién. Teniendo en cuenta la limitada resolucién de la PET, el volumen del tejido
correspondiente debe ser compatible con la resolucién de la camara PET. En ciertos
casos la alta afinidad del radiotrazador es un factor limitante y se requieren, por tanto,
ciertas modificaciones para reducirla, como es el caso de ciertos estudios de
desplazamiento.

Identificada la diana terapéutica, se procede a disenar un radiotrazador
adecuado para la misma basado en su estructura biolégica y en el screening de una
libreria de compuestos, eligiendo asi los mejores ligandos.

Ademas, antes de llevar a cabo estudios con la molécula marcada
radiactivamente, hay una serie de experimentos in vitro que pueden realizarse usando
el compuesto no radiactivo, como es el caso de los estudios de metabolismo, union y
afinidad. Sélo los compuestos que den los mejores resultados en los ensayos in vitro
(en cuanto a la farmacocinética y a la afinidad por la diana terapéutica) son
seleccionados para posteriores estudios in vivo.

En cuanto a los estudios in vivo, el primer factor a tener en cuenta es la eleccion
del radionucleido, cuyas caracteristicas fisicas definirdn la aplicabilidad del compuesto
marcado. Asi, la energia del positron tiene un efecto en la resolucion de la imagen,
mientras que el tiempo de vida media del radionucleido deberia ser lo suficientemente
largo como para llevar a cabo el marcaje, la purificacion, la formulacion y el control de
calidad del producto final, ademas de permitir posteriormente efectuar el estudio de
imagen. Ademas, el tiempo de vida media del radioisétopo deberia corresponder con la
vida media biologica del radiotrazador, para permitir un estudio farmacocinético
completo con la minima exposicion.

Una vez que el radiotrazador esta listo para su uso, pueden llevarse a cabo
ciertos ensayos in vitro (determinacidén de la unién y estabilidad en plasma) antes de
proceder a realizar los estudios in vivo. Los primeros ensayos in vivo para un nuevo
radiotrazador consisten en estudios de biodistribucion para determinar, asi, sus
propiedades farmacocinéticas. Si la resolucion de la técnica no resulta suficiente,
pueden llevarse a cabo estudios ex vivo de autorradiografia para visualizar la
distribucion del radiotrazador, aunque en este caso no es posible llevar a cabo estudios
longitudinales con el animal. Por otro lado, la PET permite evaluar, en un unico estudio
la distribucién espacio-temporal del radiotrazador tras la administraciéon (generalmente
entre 1y 8 horas), disminuyendo de este modo el numero de animales necesarios para
la evaluacién de un compuesto.
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2.2.2. Isétopos PET: aspectos generales

Entre todos los radionucleidos existentes solamente unos pocos tienen las
propiedades fisicas adecuadas para convertirse en candidatos adecuados para la
preparacion de radiotrazadores. En el caso particular de los emisores de positrones,
son cuatro los radioisotopos utilizados: Carbono-11, Nitrégeno-13, Flaor-18 y Oxigeno-
15. Su utilizacion es debida a que (i) pueden ser producidos con rendimientos
relativamente altos en ciclotrones disponibles comercialmente, (i) pueden ser
incorporados facilmente en una biomolécula, (iii) su modo de decaimiento es préximo al
100% de emisiones de positrones y (iv) sus is6topos estables estan presentes en todas
las moléculas organicas. Esta ultima caracteristica no es cierta en el caso del fltor,
pero sin embargo en muchos casos la substitucion de un grupo hidroxilo (o un dtomo
de hidrégeno) por un atomo de fluor no altera drasticamente el comportamiento
biolégico de la molécula.

Muchos emisores de positrones pueden ser generados en un ciclotron, donde un
blanco especifico es irradiado con protones de alta energia (8-19MeV) para producir
una reaccion nuclear con la consecuente formacion del emisor de positrones deseado.
El numero de reacciones que pueden llevarse a cabo en el blanco depende de muchos
factores. Asi, la energia del haz de protones y la composicion quimica del mismo
blanco (incluyendo sus impurezas) definen los radioisétopos producidos durante el
bombardeo. Por otro lado, la forma quimica del producto final puede ser modificada
cambiando tanto la composicién quimica como el estado fisico del blanco durante la
irradiacion.

Entre todos los is6topos PET, el Fluor-18 es probablemente el is6topo mas
ampliamente utilizado, especialmente en aplicaciones clinicas. El Fluor-18 forma
enlaces covalentes fuertes con atomos de carbono y puede ser incorporado en una
gran variedad de moléculas organicas; es mas, la sustitucion de un d&tomo de hidrégeno
por un atomo de fllor solamente causa pequenas alteraciones estéricas en la molécula.
En algunos casos particulares las propiedades bioldgicas del radiotrazador han sido,
incluso, mejoradas respecto a la molécula original (como es el caso de la 2-['®F]fluoro-
2-desoxy-D-glucosa (['®F]FDG), un radiotrazador utilizado en entorno clinico para el
diagnostico de ciertos tipos de cancer). El Fluor-18 tiene un rango de positrén reducido
y su tiempo de vida media es relativamente largo (109.8min), permitiendo la sintesis de
una amplia variedad de moléculas complejas con rendimientos radioquimicos
aceptables. Su vida media relativamente larga permite la comercializacion de
radiotrazadores como herramientas de diagnéstico en el entorno clinico-asistencial.

Otros emisores de positrones como el Carbono-11 y el Nitrégeno-13 tienen un
gran potencial para la preparacion de radiotrazadores fuera del entorno clinico-
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asistencial. El proceso de comercializacion de radiotrazadores con estos dos emisores
de positrones presenta algunas dificultades debido a su corta vida media (20.4 y
9.98min, respectivamente). ElI Carbono-11 puede ser obtenido en ciclotrones en
diferentes formas quimicas, dependiendo del material irradiado y de las condiciones de
irradiacion (material del blanco, presion, temperatura, tamano del blanco, etc.); sin
embargo, son dos las formas quimicas de precursores radiactivos mas utilizadas para
marcar moléculas: [''C]CO; (obtenido por irradiacién de mezclas de N»/Oz) y [''C]CH4
(obtenido por irradiaciéon de mezclas de No/Hy). El Nitrégeno-13 se produce mediante la
irradiacion de disoluciones acuosas de etanol y se obtiene en la forma quimica
[">NJNH4*. Esta especie radioquimica tiene aplicacion directa en el ambiente clinico
como marcador de perfusion.

El Oxigeno-15 es el is6topo emisor de positrones de vida media mas corta
(2.05min). Histéricamente es uno de los primeros radioisétopos artificiales producidos
con deuterones de baja energia en un ciclotron. No tiene muchas aplicaciones debido a
su corto periodo de vida media, y es principalmente utilizado directamente tal y como
se produce (inhalado) o para sintetizar [°OJHO.

2.2.3. Isotopos PET: produccion

Un ciclotrdn (ver Figura 2.2) es una acelerador de particulas en el cual se utilizan
un campo eléctrico para acelerar iones, como H o D', y un campo magnético para
guiarlos en una trayectoria espiral. EI campo eléctrico se genera mediante aplicacion de
una diferencia de potencial eléctrico entre dos electrodos, llamados dees y counter-
dees, que estan conectados a una fuente de corriente alterna (generador de
radiofrecuencias). Los iones negativos se generan en la fuente de iones, situada en el
centro del ciclotrén, como consecuencia de la aplicacion de un alto voltaje eléctrico
sobre un gas (hidrégeno o deuterio) presente en el medio. Estos iones negativos son
extraidos del centro del ciclotrdn mediante la aplicacién de un campo eléctrico. Cuando
el dee tiene polaridad positiva, el counter-dee tiene polaridad negativa. Asi, el i6n es
acelerado hacia el dee por el campo eléctrico. Una vez que el ién penetra en el agujero
del dee pasa a experimentar solamente el campo magnético. Cuando el i6n sale del
dee, a consecuencia de la inversion de la polaridad, el ién es acelerado de nuevo hacia
el counter-dee. El mismo proceso se repite en el otro electrodo, continuando hasta que
el i6n sale del alcance del campo magnético, debido a que en cada vuelta se aumenta
tanto el radio orbital como la velocidad del ion. Cuando el radio adquiere un cierto valor
critico el ién negativo choca contra una lamina de carbono (stripper) que le arranca dos
electrones al i6n, convirténdolo en un i6n positivo. Este ion positivo experimenta la
misma fuerza en la misma direccion, pero en sentido contrario, abandonando el campo
magnético y continuando hacia el blanco (target) deseado, donde colisiona con el
material presente dentro del blanco generando los atomos radiactivos deseados. Se
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denomina target o blanco al contenedor donde se introduce el material (normalmente
un gas o un liquido, aunque también se utilizan materiales sélidos) para ser irradiado.

Antes de la colisién con el blanco, el idn presenta una energia que resulta ser
igual a la suma de las energias de las aceleraciones individuales que ha experimentado
el ién entre los electrodos.

Target

Travectona

‘ L : i Strtpper

Figura 2.2: Vista general del cuerpo de un ciclotrén IBA Cyclone 18/9 (izquierda) con los electrodos donde se aplica el campo
eléctrico (en rojo) y vista de un plano (derecha) donde se observa la trayectoria de los iones acelerados. Adaptado de: IBA users
manual.

Produccidn de radiosétopos convencionales

Existen diferentes reacciones nucleares para producir Fltor-18 (ver Tabla 2.3);
sin embargo son dos las mas comunmente utilizadas: 2°Ne(d,a)'®F y '®O(p,n)'®F, ya
que ambas requieren energias moderadas de particulas y un bombardeo a corriente
baja para obtener rendimientos aceptables. La primera reaccién nuclear (*°Ne(d,a)'®F)
se utiliza para preparar Flior-18 como '8F (carrier-added), mientras que la segunda
('®*0(p,n)'®F) se utiliza para preparar '®F (non carrier-added: método de preparacion de
radioisotopos libre de is6topos estables del elemento). En los dltimos anos la reaccion
nuclear '®O(p,n)'®F esta siendo utilizada para producir '®F»'2. Cuando la reaccién
?Ne(d,0)'®F es utilizada, es necesario adicionar F» no radiactivo en el target debido a
que el F> es muy reactivo y puede ser absorbido en las paredes del target y en las
lineas de transferencia. Este esencial paso recibe el nombre de pasivacién y es critico
para obtener buenos rendimientos.

En cuanto a la produccion de Carbono-11 (ver Tabla 2.3), la reaccion mas
ampliamente utilizada es *N(p,a)''C, que parte de nitrégeno como gas a irradiar. Sin
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embargo puede dar lugar a la produccién de dos formas quimicas diferentes
dependiendo de la mezcla de gases utilizada. En presencia de oxigeno (0.5%), se
forma la especie quimica [''C]CO,; mientras que en presencia de hidrégeno (5%), se
puede obtener [''C]CH..

Existen varias reacciones para producir Nitrdgeno-13; sin embargo, normalmente
la produccion de este is6topo ha estado enfocada hacia la obtencién de la especie
["*NJNH4*, como un marcador de perfusiéon'®. En este caso el Nitrégeno-13 se genera
bombardeando mezclas de agua/etanol con protones de alta energia ("°O(p,a)"N,
como reaccién nuclear, ver Tabla 2.3)™. La funcién del etanol es la de actuar como
scavenger, aumentando la proporcién de la especie [">NJNH,* respecto de las también
generadas ["*NJNOz y ["*N]NOs".

La reaccidén nuclear mas utilizada para la produccién de Oxigeno-15 (ver Tabla
2.3) es "N(d,n)"0, donde mezclas de N/O5(1%) son irradiadas con protones de alta
energia para obtener la especie ['°0]O,. La posterior reaccién con hidrégeno, bajo
condiciones cataliticas, produce ['°O]H»0O, que es un marcador del flujo sanguineo'.

Reaccidn nuclear Rango energia (MeV) Abundancia natural (%)
*Ne(d,a)"F 0-15 90.5
80(p,n)'°F 4-14 0.2
"“N(p,a)''C 7-15 99.6
°0O(p,a)"*N 8-15 99.8
'“N(d,n)"*0 2-10 99.6

Tabla 2.3: Reacciones nucleares mas comunes para la obtenciéon de los radioisétopos Flior-18, Carbono-11, Nitrégeno-13 y
Oxigeno-15. Obtenido de: Welch, M.J; Redvanly, C.S; Handbook of radiopharmaceuticals: Radiochemistry and applications; Wiley,
2005.

2.2.4 Radiotrazadores

Un radiotrazador puede definirse como una substancia que contiene un atomo
radiactivo para permitir su deteccién y medida de una manera mas sencilla. El atomo
radiactivo define las propiedades fisicas del radiotrazador, mientras que la estructura
quimica de la molécula unida al radiois6topo define las propiedades bioldgicas del
mismo. Los radiotrazadores tienen multiples aplicaciones pero es especialmente
relevante en el desarrollo de farmacos y en la evaluacion de la respuesta en terapias
especificas'®.

El uso de ligandos apropiados para imagen molecular por PET dependera del
desarrollo de adecuados trazadores y de procedimientos eficientes para su marcaje. En
una situacién ideal, los radiotrazadores interaccionaran Unicamente con la molécula
diana de interés y no se observaran acumulaciones inespecificas. Sin embargo el
radiofarmaco ideal no existe. Algunos criterios a tener en cuenta son:
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- Alta afinidad por su diana terapéutica (bajo Ky). Esta caracteristica permite
obtener imagenes PET de alto contraste.

- Alta especificidad. Es necesaria porque la interacciéon del radiotrazador con otro
tipo de moléculas interferiria con la sefal deseada.

- “Fé&cil” marcaje radiactivo. Se requiere un procedimiento con un buen
rendimiento radioquimico. Hay una serie de parametros a considerar como la
posicion del marcaje, el tiempo de reaccion, la eleccién del radioisotopo y la
radiactividad especifica.

- No es deseable un rapido metabolismo ya que la presencia de metabolitos
radiactivos disminuye la relacion senal-ruido en las imagenes obtenidas.

- Lipofilia del radiotrazador. Este parametro es importante ya que determina la
habilidad de la molécula de atravesar membranas celulares y barreras como la
hematoencefalica.

- Baja toxicidad.

Tiempo de vida media

Una consideracion importante en la produccion de radiotrazadores PET es la
vida media del radionucleido. Para mantener un alto rendimiento radioquimico y una
radiactividad especifica elevada el radiotrazador deberia ser producido en el tiempo de
2 o 3 ciclos de vida media del radionucleido. El reducido periodo de semidesintegracion
de is6topos PET como Carbono-11, Nitrégeno-13 y Oxigeno-15 permite que la
aplicacién de estos isdtopos en estudios in vivo no suponga una dosis de radiacion de
importancia para el sujeto, y que ademas se puedan llevar a cabo estudios repetitivos
en un mismo sujeto en un corto intervalo de tiempo. Sin embargo, estos cortos tiempos
de vida media no permiten llevar a cabo sintesis complejas con estos isétopos,
haciendo necesaria, ademas, la presencia de una instalacion compleja in situ que
permita su generacion y posterior tratamiento (ciclotron y laboratorio de radiosintesis).
Por otro lado, el periodo de semidesintegracién del Fluor-18, de 110 minutos, permite
tanto sintesis complejas como el transporte de radiofarmacos de centros satélite, sin
necesidad de generarlos in situ.

Concepto de microdosis

El desarrollo de farmacos es un proceso largo, complejo y muy costoso.
Ademas, un producto en desarrollo clinico tiene solamente un 8% de probabilidad de
acabar en el mercado.

La sensibilidad del PET hace que sea posible la deteccién de radiotrazadores a
concentraciones bajas (del orden de picomolar). Por tanto, al enfrentarnos a la
evaluacion de una nueva entidad quimica, es posible efectuar su marcaje y determinar
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las propiedades farmacocinéticas mediante PET sin haber efectuado estudios
exhaustivos de toxicidad. Estos estudios PET en los que se utilizan cantidades tan
pequefas son conocidos como estudios PET de microdosis, Fase 0 de estudios
clinicos o First-time-in-humans.

2.3. Técnicas de Imagen In Vitro

Las primeras imagenes cientificas tomadas de estudios in vitro con tejido de
cerebros humanos se remontan a finales del siglo diecinueve de la mano de Retzius y
Cajal y han servido como base para el desarrollo de la imagen actual en el campo de
las neurociencias'’.

La autorradiografia (ARG) es una poderosa técnica de imagen molecular in vitro
(o ex vivo) cuantitativa y de alta resolucién, utilizada para estudiar la distribucién de
radioligandos en modelos bioldgicos. Fue establecida como herramienta para la
investigacion toxicolégica ya a principios de 1950 y ha llegado a convertirse en una
técnica ampliamente utilizada tanto en estudios toxicolégicos como farmacoldgicos;
sobre todo como consecuencia del desarrollo de la técnica de autorradiografia de
cuerpo completo. El objeto de estos estudios era la caracterizacién del destino final de
los radioligandos inyectados. En las técnicas in vitro de unién de radioligandos, como
los ensayos homogéneos de unién o la autorradiografia de radioligandos, el compuesto
marcado radiactivamente funciona como trazador para la deteccion de componentes
enddégenos, como los receptores. Estas técnicas in vitro son de gran importancia para
la caracterizacion de radioligandos; de hecho, las técnicas de imagen in vivo PET y
SPECT fueron desarrolladas en base a los ensayos de unién in vitro'®.

La eleccién del método in vitro depende de la disponibilidad y propiedades de los
ligandos, asi como del método de deteccién. Los cambios patoldégicos pueden ser
estudiados en tejidos postmortem, los acontecimientos en curso pueden ser
observados en cortes de cultivos de tejidos, y los procesos graves o inducidos pueden
ser creados in vivo y detectados ex vivo. Los métodos mas comunes de visualizacion
son los reveladores, la fluorescencia y el decaimiento radiactivo. Es posible utilizar una
amplia variedad de ligandos, como tintes, oligonucledtidos, toxinas o compuestos
farmacéuticos. En cuanto a la deteccién del decaimiento radiactivo, tradicionalmente se
ha llevado a cabo usando films sensibles de radiaciones o emulsiones. Sin embargo
durante la ultima década, los films han sido sustituidos por placas de fésforo y por otras
tecnologias mas sofisticadas como la patentada por la compafia Biospace (B-
imager).
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Las técnicas por imagen in vivo presentan sus obvias ventajas, como la
posibilidad de seguir el proceso de una enfermedad o los efectos de un tratamiento de
manera longitudinal. Sin embargo las ventajas y desventajas de la imagen in vitro frente
a la in vivo hacen que ambas metodologias sean complementarias. Mientras la
resolucion in vivo (de las técnicas de imagen nuclear) es del rango de milimetros, la
mayoria de los sistemas in vitro ofrecen resoluciones sub-milimétricas.

Hay una serie de criterios a tener en cuenta a la hora de llevar a cabo ensayos in
vitro o in vivo para un determinado radioligando. Muchas de las propiedades basicas
deben ser caracterizadas mediante ensayos de unidn in vitro sobre criosecciones
previamente preparadas, mientras que otras propiedades han de estudiarse mediante
ensayos in vivo. En los compuestos nuevos que se desean utilizar en estudios de
imagen es preferible utilizar métodos in vitro para su previa caracterizacién. Una
primera determinacion de la afinidad y selectividad de la nueva entidad quimica a
estudiar suele llevarse a cabo mediante un screening in vitro, utilizando tejido animal o
cultivos celulares. Hay una serie de variables que pueden ser estudiadas de esta
manera, como la selectividad por ciertos receptores, las cinéticas de radioligando-
receptor, detalles de la distribucién cerebral, etc. Una vez identificado el sistema diana,
se selecciona un biomarcador para poder estudiar las propiedades farmacocinéticas.

Un interesante ejemplo sobre el desarrollo de un radioligando lo podemos
encontrar en el campo de las benzamidas substituidas. La Racloprida (ver Figura 2.3),
un antagonista de los receptores dopaminérgicos D,, fue desarrollado y caracterizado
en sistemas in vitro para su uso tanto en estudios in vitro de unién y autorradiografia
([’°H]Racloprida), como en estudios de unién in vivo y PET ([''C]Racloprida).

CH; O CH; O

o, Cl o,
NH '//O NH "/O
N N
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Cl CHz CH, Cl CHj

T T

Cl

Figura 2.3: Estructuras quimicas de [''C]Racloprida (izquierda) y [*H]Racloprida (derecha)
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3. RADIOQUIMICA

3.1. Aspectos Generales

El marcaje radiactivo es una reaccién quimica en la cual un radionucleido es
incorporado en la molécula deseada para formar un radiotrazador. Durante las ultimas
décadas se han desarrollado muchas rutas sintéticas para preparar radiotrazadores
PET; la mayoria de las cuales incorporan Carbono -11 o Fllor-18, que poseen una vida
media mas larga que el Nitrégeno-13 y el Oxigeno-15 (ver Tabla 3.1). En algunos
casos, es necesario un paso previo al marcaje de proteccion de los grupos reactivos
que podrian dificultar el marcaje. En este caso el proceso requiere de un paso final de
desproteccion después del marcaje radiactivo. Debido a la corta vida media de los
radionucleidos PET, se han desarrollado métodos para aumentar el rendimiento
radioquimico o para acortar el tiempo de reaccion, como es el caso de las reacciones
en microondas o la tecnologia de los microfluidos.

. . . Reaccién Producto de
Radionucleido ty2(min) nuclear Blanco Producto decay
11 14, 11 N2(+02) [11C]C02 11
C 20.4 N(p,a) C N2(+H2) [:;C]CH4 B
13 16 13 H-.O [ °NINOy 13
N 9.97 O(p,a) °N H.O + EtOH ["*NJNHs C
0 2.04 "*N(d,n)"®0 No(+O,) ['°0]0, >N
185 110 ®Ne(d,a)'’F Ne(+F,) ['°F]F, %0
180(p,n)18F [180]H20 18F-

Tabla 3.1: Radionucleidos PET mas comunes y sus caracteristicas. Obtenido de: Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 8998-9033.

En un laboratorio de investigacion en radioquimica, donde el principal objetivo es
el desarrollo de nuevas especies marcadas radiactivamente, es importante contar tanto
con un equipamiento versatil como con una gran capacidad de implementacion de
nuevas estrategias sintéticas. Los laboratorios de radiosintesis utilizan “celdas
calientes”, que son basicamente versiones plomadas de las clasicas vitrinas a tamafno
menor. El radionucleido es transferido desde el ciclotron hasta la celda caliente, donde
es transformado en la especie quimica radiactiva deseada tras una serie de reacciones.
Normalmente se utilizan médulos robotizados controlados a través de un ordenador
para minimizar la exposicion a la radiactividad por parte del usuario.

A la dificultad de trabajar con radios6topos PET de vida media corta hay que
anadirle el inconveniente de la obtencion de mindsculas cantidades de los mismos en
el ciclotron (del orden de picomol a nanomol). Debido a esto, hay un vasto exceso
estequiométrico del reactivo de partida (precursor), lo que resulta en una cinética de
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reaccion de “primer orden”. Como ventaja cabe destacar que reacciones que requieren
de muchas horas o dias pueden llevarse a cabo en pocos minutos y la presencia de
impurezas (quimicas) se hace casi inexistente. Por otro lado, antes de administrar un
radiotrazador PET a un paciente es necesario que éste cumpla determinados
parametros de calidad farmacéutica. Los controles de calidad para radiotrazadores y
radiofarmacos son similares a los aplicados a farmacos no radiactivos: test
fisicoquimicos (impurezas quimicas, pH, estado fisico) y biolégicos (esterilidad,
toxicidad).

Dos conceptos fundamentales a tener en cuenta son el rendimiento radioquimico
(RCY: radiochemical yield) de la radiosintesis y la actividad especifica (SA: specific
activity) del compuesto final marcado radiactivamente.

a) El rendimiento radioquimico es funcién del rendimiento quimico y del tiempo de
vida media del radioisétopo; se expresa generalmente como la cantidad de
radiotrazador obtenido relativo a la cantidad inicial de is6topo radiactivo, en
porcentaje (rendimiento no corregido por decaimiento). Sin embargo, en ocasiones
se corrige por decaimiento (al tiempo del final de la irradiacion) la actividad obtenida
al final de la sintesis; en este caso el rendimiento obtenido se denomina rendimiento
corregido por decaimiento o EOB.

b) La actividad especifica para un is6topo especifico, 0 una mezcla de isétopos, es
la actividad de un material dividido por la masa del material; es decir, puede
definirse como la relacién entre los compuestos marcado y no marcado. Pese a que
los valores de actividad especifica para isétopos PET son muy altos (341.1, 699.3,
3394.0 y 63.3 TBg/umol para Carbono-11, Nitrdgeno-13, Oxigeno-15 y Flluor-18,
respectivamente), estos valores se encuentran, normalmente, muy lejos (entre 10 y
10000 veces superiores) de aquellos valores obtenidos cuando se sintetizan los
radiotrazadores. Esta disminucion es debida al proceso de dilucion con el isétopo no
radiactivo que se produce durante la produccion del radionucleido y en la
manipulacién y preparacion del radiotrazador. Cuando este proceso de dilucion es
significativo y la actividad especifica obtenida esta muy lejos de su valor teérico, el
decaimiento del radionucleido no sélo reduce la actividad final del compuesto
marcado, sino que también reduce la actividad especifica en un factor de 2 para
cada periodo de semidesintegracion. De esta manera, la actividad especifica de un
radiotrazador disminuye también con el tiempo.
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3.2. Radioquimica con Carbono-11

La gran abundancia del carbono, tanto en productos naturales como en
farmacos comerciales, hace del carbono-11 un atractivo e importante is6topo de emisor
de positrones para el marcaje de moléculas de interés biolégico. Ademas, las
moléculas marcadas con carbono-11 presentaran el mismo comportamiento, quimico y
biolégico, que sus moléculas equivalentes no radiactivas. Pese a que la vida media del
carbono-11 es solamente de 20.4 minutos y no se utilizan procesos de sintesis con
muchos pasos para marcar las moléculas con carbono-11, existe un amplio rango de
reacciones que han sido aplicadas y desarrolladas para tal efecto. La restriccion en la
sintesis de compuestos con carbono-11 viene dada por el limitado nimero de especies
precursoras con carbono-11 que pueden ser usadas directamente o convertidas en
precursores secundarios mas reactivos.

El carbono-11 generado en los ciclotrones comerciales es producido,
mayormente, por el bombardeo de protones sobre nitr6geno-14, que emite una
particula o para dar carbono-11 ("*N(p,a)''C). Los dos principales precursores
utilizados son ''CO, y ''CH., que son producidos, respectivamente, utilizando
pequenas cantidades adicionales de oxigeno o hidrégeno introducidas en el blanco.
Una amplia variedad de reacciones pueden llevarse a cabo a partir de estos dos
precursores, como puede verse en el Esquema 3.1.

[MCICHD - [MGICHOH = |MCICH; = ["C)CH;0TI
1 [l

(oo =—— | [MCIC0; ..,| [MCICH, = [MC]CCl

L T 1

[carbony! GIRCOGC) = [carbonp-CIRCOOMY  ['TC]HCN [Mejcocl;

L

[""CIRCHX = [MCIRCHZOH

Esquema 3.1: Los precursores méas importantes utilizados en la sintesis de compuestos marcados con carbono-11 producidos a
partir de [''C]CO, o [''C]CH,. Obtenido de: Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 8998-9033.
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3.2.1. Reacciones de ''C-metilacion

La ""C-metilacién, que lleva a la incorporacion de un grupo [''C] metilo
(['"C]CH3) en un compuesto dado, es el método mas utilizado para introducir carbono-
11 en las moléculas organicas. El [''C] yoduro de metilo ([''C]CHsl), el agente de
metilacidn mas ampliamente utilizado, puede prepararse por el método “humedo” (“wet”
method)' o por la reaccién de yodacion gas-sélido (gas-solid iodination)?. EI método
“himedo” empieza con la transformacién del [''C] diéxido de carbono ([''C]CO,) en
["'C] metanol ([''C]JCH3OH) a través de una reduccién con hidruro de litio y aluminio
(LiAlH4) y seguido de una yodacién con acido yodhidrico (HI) (ver Esquema 3.2). Estos
pasos se llevan a cabo faciimente, empezando por atrapar el [''C]CO; en LiAlH,. A
continuacién se elimina el disolvente (normalmente tetrahidrofurano (THF)) usando
vacio y/o un gas inerte y calor. Mas tarde la sal de aluminio formada ha de ser enfriada
para adicionar el acido yodhidrico. Después de adicionar el HI, la mezcla debe ser
calentada para destilar el [''C]CHsl utilizando un gas inerte.

i) LIAIH,

11 1 HI 11
[ C]CO, [ CICHOH ——— [ C|CHj4l

i) H,

Esquema 3.2: Metodologia sintética para la produccién de [''C]CHsl a partir de [''C]CO..

El método alternativo consiste en el uso de [''C] metano ([''C]CH.) en vez de
['"C]CO. en la sintesis del agente metilante [''C]JCHsl. EI [""C]CH., obtenido
directamente desde el ciclotrén, es utilizado en una reaccion de yodacién gas-soélida a
alta temperatura para producir [''C]CHsl. El paso de yodacién se lleva a cabo en un
tubo de cuarzo que contiene yodo molecular () gaseoso a 720°C. La alta temperatura
permite la disociacién del yodo molecular y la reaccién con el [''C]JCH4 (ver Esquema
3.3)%. La desventaja de esta metodologia es la baja eficiencia de la reaccién radicalaria,
por lo que el gas debe ser recirculado varias veces para obtener rendimientos
aceptables.

11 l, 11
—_—
[ C]CH4 Alta temperatura [ C]CH 3|

Esquema 3.3: Metodologia sintética para la produccion de [''C]CHsl a partir de [''C]CHL.

Un método alternativo de metilacién consiste en el uso de [''C] triflato de metilo
(['"C]JCH3OTf), que es altamente reactivo y volatil, lo que lo convierten en un reactivo
ideal para reacciones rapidas de metilaciéon. Este se prepara pasando [''C]JCHl
gaseoso a través de una columna de triflato de plata a 200°C*. Otros agentes
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alquilantes han sido desarrollados, como [''C] yoduro de etilo, [''C] yoduro de propilo,
["'C] yoduro de butilo y [''C] yoduro de benzilo®.

3.2.1.1 ""C-metilaciones nucleofilicas

Las reacciones de metilacion, incluyendo las llevadas a cabo con [''C]CHsl y
['"C]JCHsOTf, son sustituciones nucleofilicas realizadas sobre un precursor que,
normalmente, suele ser una amina, un alcohol o un grupo tiol. La simplicidad y los
cortos tiempos de reaccidn que requiere este paso han convertido a esta estrategia de
metilacién en una de las mas utilizadas en la produccion de compuestos marcados con
carbono-11.

Cabe destacar, como ejemplo, el desarrollo de los “métodos por captura de
disolvente” (captive solvent methods), donde el precursor radiactivo es atrapado en una
disolucién de precursor no radiactivo dentro de un reactor tubular (tipo /oop de HPLC).
Los sistemas automaticos de purificacion y de flujo continuo de reacciéon con loops
como reactores estan siendo ampliamente utilizados en estos procedimientos debido a
su facil manejo y versatilidad. Por ese motivo estos métodos son conocidos como
métodos “in loop” y consisten en el revestimiento de la pared interna del loop con
cantidades micromolares del precursor no radiactivo disuelto en su disolvente, por
donde se hace pasar un flujo gaseoso de [''C]JCHsOTf o [''C]CHsl. Estos métodos han
sido utilizados para marcar una gran variedad de compuestos biolégicos, incluyendo la
[''C]Racloprida (ver Esquema 3.4), debido a que permiten obtener buenos
rendimientos radioquimicos, buenas purezas (tanto quimica como radioquimica) y con
cortos tiempos de reaccién®. Se trata de una metodologia eficiente que, ademas,
minimiza el uso de disolvente y la cantidad de precursor y se lleva a cabo con pérdidas
minimas del compuesto marcado ya que el crudo de reaccion puede ser introducido
directamente en el HPLC para su purificacion.

OH O //
Cl N
NHb ("ol \L)
OH NaOHDMSO
Cl
Esquema 3.4: ''C-metilacion para producir [''C]Racloprida.

Otra estrategia de ''C-metilacién muy utilizada es la que utiliza polimeros.
Consiste en utilizar linkers anclados a soportes sélidos sobre los que se llevan a cabo
las reacciones. El precursor no radiactivo se ancla sobre el soporte sélido y se trata con
el precursor radiactivo. El compuesto no marcado que no reacciona queda anclado en
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la resina, mientras que el compuesto final marcado se libera sin necesidad de una
purificacién final’.

3.2.1.2 ""C-metilaciones mediadas por paladio

En las ultimas décadas muchos grupos han desarrollado un amplio numero de
estrategias sintéticas para la formacién de enlaces C-C, C-O y C-N por medio de
reacciones catalizadas con paladio. Estas estrategias han sido aplicadas, con éxito,
para la preparacidon de compuestos marcados con carbono-11; aunque debido al
exceso estequiomeétrico empleado de paladio en radioquimica, estas reacciones pasan
a conocerse como reacciones mediadas por paladio en vez de reacciones catalizadas
por paladio.

La reaccion mas ampliamente utilizada ha sido la reaccion tipo Stille (ver
Esquema 3.5)%, donde se utilizan grupos derivados de estafio, que son compatibles con
muchos grupos funcionales y otorgan a la molécula baja polaridad, lo que facilita una
rapida separacion cromatografica del compuesto marcado. La desventaja de usar esta
metodologia radica en la toxicidad, que puede causar problemas en los estudios in
vivo. Otro método muy utilizado en radioquimica es la reaccion de Suzuki, que da
mayores rendimientos radioquimicos, especialmente cuando se utiliza el microondas®.

O O

MeO [1 1 CICH| « MeO
[Pd2(dba)3) »
(n-C4Hg)3Sn P(o-tolyljacuBricsF ~ H3C

Esquema 3.5: Reaccion tipo Stille para la formacion de un compuesto marcado con carbono-11 usando [''C]CHl.
3.2.2. Reacciones de Grignard

Como en el caso anterior, el [''C]CO, puede ser utilizado directamente después
de su obtencion del ciclotrén, haciéndolo reaccionar con reactivos organometalicos de
Grignard para formar haluros de [''C]carboximagnesio que son transformados en
acidos [''C]carboxilicos. Estas especies acidas pueden ser convertidas en otras mas
reactivas y entonces, hacerlas reaccionar con aminas para formar [''Clamidas o
["'Clureas™. En el Esquema 3.6 puede verse un ejemplo de la aplicacién de este tipo
de reactivos para la formacién de radiotrazadores.
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CH,BrMg H*

('cico, CHg{ ' CICOO CHs[''CJCOOH

Esquema 3.6: Sintesis del [''Clacetato, un radiotrazador utilizado en el diagndstico de cancer de préstata.

3.2.3. Reacciones de ''C-carbonilacion

El marcaje de compuestos con [''C]CO resulta interesante por dos razones: (i) la
gran variedad de moléculas biolégicamente activas que contienen grupos carbonilo y
(ii) la posibilidad de obtener [''C]CO a través de una reduccién de [''C]CO, sobre zinc
o molibdeno. El método de ''C-carbonilaciéon mas ampliamente utilizado es el mediado
por paladio, que fue desarrollado por Langstrom para marcar moléculas biolégicas
incluyendo imidas, cetonas, amidas y acrilamidas'".

Este método de carbonilacién mediado por paladio procede a través de un ciclo
catalitico que consta de tres pasos: (i) adicién oxidativa de un haluro de arilo sobre Pd°,
(i) insercién y migracién de monéxido de carbono ([''C]CO) para formar el complejo
con paladio y (iii) ataque nucleofilico y eliminacion reductiva para formar el producto
carbonilado. La reaccién viene limitada por el paso de insercién del [''C]CO, que posee
una pobre reactividad debido a su baja solubilidad en disolventes organicos a bajas
presiones de CO.

3.2.4. Otras reacciones de incorporaciéon de carbono-11

Aunque las reacciones de [''CJalquilacién mas cominmente utilizadas para la
preparacion de radiotrazadores PET son las que ya se han expuesto anteriormente,
existen otras rutas sintéticas con gran aplicabilidad. El [''C]Fosgeno'™ ha sido
desarrollado como sintén para el marcaje con carbono-11, aunque la metodologia
posee ciertas dificultades en cuanto a su produccién en una manera reproducible. Otro
precursor radiactivo utilizado es el [''C] cianuro de hidrégeno ([''CJHCN), que es
producto de partida en reacciones de [''C]cianacién y suele ser preparado por
reducciéon de [''C]JCO; en [''C]CH, usando hidrégeno molecular (H.) sobre Nickel,
seguido de su conversién en ['"CJHCN por reaccién con amoniaco (NHs) sobre
platino'®.
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3.3. Radioquimica con Fluor-18

El Fluor-18 es el radionucleido mas utilizado en imagen por PET. El desarrollado
y extendido uso de la ['®F]FDG, el radiotrazador PET mas cominmente utilizado en
diagnostico por imagen y evaluacién del tratamiento de cancer, ha incrementado el
interés de la investigacién en imagen por PET'. El uso tan comin del ®F es debido a
sus favorables caracteristicas fisicas y nucleares: un corto pero manejable tiempo de
vida medio (110min) que permite una ruta sintética de varios pasos, y una gran
resolucién en las imagenes de PET (energia necesaria para la produccién de '®F: 4-14
MeV).

Existen dos evidentes desventajas en el uso de '®F para el marcaje de
moléculas: (i) una escasa fuente de moléculas organicas biolégicamente activas con
grupos fluor; y (ii) la incerteza de que la insercién de un atomo de flior no natural
pueda causar variaciones en las propiedades biologicas del compuesto.

La variedad de estrategias sintéticas por las que un isétopo '8F puede
introducirse en un compuesto determinado es, en comparacion con las estrategias de
carbono-11, bastante limitada. Estas pueden dividirse en : 1) Fluoracién directa, donde
el isétopo '®F se introduce “directamente” en la molécula de interés en un UGnico paso, y
2) Fluoracién indirecta, que requiere rutas sintéticas de varios pasos. La fluoracion
directa puede ser nucleofilica o electrofilica.

3.3.1. Fluoracion electrofilica

La fluoracion electrofilica es actualmente menos utilizada que la nucleofilica por
tres motivos: 1) generalmente rinde productos marcados con baja actividad especifica
debido al proceso de produccién del ['®F] flor molecular (['®F]F.); 2) el marcaje con
['8F]F, es generalmente inespecifico y puede dar mezclas de productos y 3) la
produccién de Fltor-18 como ['®F]F. resulta técnicamente mucho mas complicada que
la produccién de ['®F] ién fluoruro (['®F]F") y ofrece rendimientos mucho més bajos.

Aunque la fluoracion nucleofilica es mas comun, la electrofilica ha jugado un
importante papel en el desarrollo de moléculas marcadas con Flaor-18 para imagen por
PET. La primera sintesis del radiotrazador PET més importante, ['®*F]FDG, fue llevada a
cabo por fluoracién electrofilica’®. También caben destacar la ['®F]fluoro-L-DOPA® y 2-
L-["®F]fluorotirosina’®.

El precursor radiactivo mas comun para fluoraciones electrofilicas es ['®F]F2, que
se obtiene de las siguientes reacciones nucleares: “°Ne(d,a)'®F y ®O(p,n)'®F, y puede
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ser utilizado tal cual o convertido en un derivado menos reactivo de ['°F] acetil
hipofluorito (CHsCOO['®F]F), que a su vez ha sido utilizado en el marcaje radiactivo de
péptidos ciclicos para deteccién de tumores.

Una de las fluoraciones méas importantes en radioquimica es la preparacion de
la ["®F]FDOPA'®, un radiotrazador usado para estudiar el metabolismo de la dopamina
presinaptica para el diagnéstico de la enfermedad de Parkinson. La ruta sintética (ver
Esquema 3.7) consiste en la substitucién electrofilica directa sobre el precursor seguida
de una hidrélisis acida de los grupos protectores. Finalmente se purifica mediante
HPLC.

OH OH
o NHCHO FT%oc - NH,
o [ F]Fz/CHol3= OH
g ii) HCI 8
?ﬂ\ (IJ F OH
Boc

Esquema 3.7: Sintesis de ['®F]JFDOPA.

3.3.2. Fluoracion nucleofilica

Las reacciones de fluoracién nucleofilicas son utilizadas de manera rutinaria
para producir eficientemente algunos de los radiotrazadores PET mas importantes,
como ['®F]FDG (ver Esquema 3.8) y ['®F] 3-desoxy-3-['®F]-fluorotimidina (['®F]FLT").
Existen, principalmente, dos vias para llevar a cabo este tipo de reacciones:

- Sustitucién directa de un grupo saliente apropiado por ['®F]F en el precursor
deseado, que puede continuar con una hidrdlisis de los grupos protectores.

- Preparacion de una agente de fluoracion intermedio por sustitucion nucledfila,
seguido de una segunda reaccion para llevar a cabo finalmente el paso de
desproteccion.

La produccién de ['®F]F se lleva a cabo a través de la reaccién nuclear
'80(p,n)'®F a partir de agua enriquecida (['®0OJH»0). El ®F proveniente del blanco de
fldor es atrapado en una columna de intercambio i6nico que permite la recuperacién del
agua enriquecida ['®0OJH.O. El '®F atrapado es eluido de la columna usando carbonato
potésico en una disolucion de agua/acetonitrilo. El fluoruro acuoso obtenido es, sin
embargo, un nucledfilo pobre debido a su alto nivel de solvatacion. La adicion de un
catalizador de transferencia de fase, kryptofix-222(Kz22), seguido de la eliminacion del
agua del medio resulta ser crucial para mejorar la reactividad del '8F en reacciones de
sustituciéon nucleofilicas.
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OAc OAc OH
O
OA H OH ["*FIKF Koy, oA H H hidrélisis OH H OH
H oT. — \H H — H H
H OAc ACN H OAc H OH
OAc H OAc '°F OH "F

Esquema 3.8: Sintesis de ['°F]FDG.

3.3.3. Otras estrategias de fluoracion

La ["®F]fluoracién indirecta con grupos prostéticos adecuados es una alternativa
interesante para las sustituciones nucleofilicas y electrofilicas debido a que puede ser
llevada a cabo en condiciones suaves, limitando la formacién de subproductos.

Una estrategia desarrollada recientemente es la “click chemistry”, que consiste
en la formacién de anillos de triazol por cicloadicién de alquinos a azidas (ver Esquema
3.9). Esta reaccidn ha sido llevada a cabo en el campo de la radioquimica debido a su
velocidad, selectividad y simplicidad bajo condiciones suaves. Una posible limitacion de
este método es la posibilidad de descomposicién del catalizador de cobre bajo
condiciones acidas.

o) O

P PN
[CFIKF. v peptide N . /N
WOTS —K2> /\/\18F . peptldeJ\/\N NN

ACN, 100°C Cl, DIPEA, Na ascorbate \§<\/\1 8
F

1N ~ P N

. } ) N

2. distillation, 130°C 15min rt + 15min 80°C \%\
R

N 1. ["®F]KF.K,,,, ACN
TsO "8

Esquema 3.9: Ejemplo de reacciones de “click chemistry”.

3.4. Radioquimica con Oxigeno-15

El radionucleido Oxigeno-15 es una eleccion muy atractiva para la radiosintesis
ya que su isotopo estable Oxigeno-16 esta presente en la mayoria de las moléculas
biol6gicamente activas. Sin embargo, debido a su extremadamente corta vida media
(2min) no es comunmente utilizado en aplicaciones PET. Sin embargo, productos
quimicos simples como [°0]JCO; y [°OJH20O pueden ser obtenidos directamente del
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ciclotron y convertidos rapidamente, sin necesidad de purificacién, en otra serie de
compuestos (ver Esquema 3.10). Los primeros ensayos de imagen con PET fueron
llevados a cabo utilizando [°0]O,, [®°O]JCO y [°0O]CO, debido a que los primeros
ciclotrones eran generadores de particulas de deuterio para la produccion de Oxigeno-
15.

14N(d,n)150 160(p’pn)15o

| l

C, 400°C H,/Pt or H,/Pd
15 ’ 15 2 2 15
[ 0]002 -~ [ 0]02 High—temp> [ O]HZO
C,1025°C B(n-butyl),
THF

[*0]CO ['°0]n-butanol

Esquema 3.10: Sintesis de compuestos simples con Oxigeno-15. Obtenido de: Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 8998-9033.

El Oxigeno-15 es producido, comunmente, a través de la reaccién nuclear
"“N(d,n)"0, donde la irradiacién de gas nitrégeno con un contenido de oxigeno inferior
al 5% genera el precursor [°0]O..

Una aplicacion comun del Oxigeno-15 es el estudio del flujo sanguineo cerebral
con ['°O]H.0". Existen tres formas de producir [>°O]H2O: i) por conversién de [°0]O:
en ["°0]CO,, cuya posterior inhalacién hace que se convierta en [°OJH,O en los
pulmones por accién de una enzima, ii) por conversién de [°0]O, en [°OJH,0O a través
de una reduccién sobre platino o paladio a alta temperatura; o iii) por bombardeo de
["®O]H.O con protones (ver Esquema 3.10).

3.5. Radioquimica con Nitréogeno-13

Como en el caso del Oxigeno-15, el Nitrdbgeno-13 es también un radionucleido
muy interesante debido a la abundancia de su is6topo estable, Nitrégeno-14, en la
mayoria de los compuestos organicos biolégicamente activos. Sin embargo, tiene una
vida media corta de 9.98min, lo que limita su aplicabilidad como radionucleido PET.

El Nitrogeno-13 es producido en el ciclotron a través de la reaccién nuclear
'®0(p,a)"®*N como nitrato o nitrito en agua ([**N]JNO,). Una posterior reduccién con la
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aleaciéon de DeVarda (Al/Cu/Zn) rinde la mas comunmente utilizada fuente de N,
[">NJNH3'® (ver Esquema 3.11), que se utiliza directamente en la medida del flujo
sanguineo del miocardio. Otra aplicacion del Nitrégeno-13 incluye la produccion de
aminodacidos marcados con "N.

16O(p,n)13N
i3 l i Reduction 3 i) K2[Ptl,] - IPLCL (" NINH
NO, + “NO, DeVarda’s alloy NH, ii) AgCI cis-| Al INH,)]

l

3N aminoacidos

Esquema 3.11: Sintesis de compuestos PET marcados con Nitrégeno-13. Obtenido de: Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 8998-
9033.

El Nitrogeno-13 ha sido utilizado para la produccion de [°*N]cis-platin®®, un
anticancerigeno muy utilizado (ver Esquema 3.11). Varias metodologias sintéticas, con
muy bajos rendimientos, han sido publicadas para su sintesis, pero recientemente ha
sido desarrollado un nuevo método mas conveniente, que utiliza una resina de
intercambio iénico en fase sdlida. El método consiste en un proceso de dos pasos que
combina la reaccién y la posterior purificacion: en un primer paso el ['*N]JNH; gaseoso
se hace reaccionar con una sal de tetraiodoplatino unida a una resina intercambiadora
de iones; y en un segundo paso la especie intermedia formada es transformada en el
producto final ['*N]cis-platin a través de una reaccién de intercambio de ligandos
utilizando cloruro de plata solido. La sintesis total puede ser llevada a cabo en tan solo
15 minutos.

A parte de la produccion de aminoacidos, el Nitrégeno-13 también ha sido
utilizado para la sintesis de otras especies marcadas, como aminas®', nitrosoureas?®,
nitrosaminas®, nitrosotioles®* y compuestos azo®.

'Langstrom, B; Lundqvist, H; The preparation of ''C-methyl iodide and its use in the synthesis of ''C-
methyl-L-methionine; Int. J. Appl. Radiat. Isot. 1976, 27, 357-363.

®Larse, P; Ulin, J; Dahlstrom, K; Jensen, M; Synthesis of [''CJiodomethane by iodination of [''C]methane;
Appl. Radiat. Isot. 1997, 48(2), 153-157.
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4. QUIMICA DEL CARBORANO

4.1. Introduccion

Durante la ultima década, el papel de los carboranos tanto en la quimica
organica como en la quimica inorganica ha cambiado drasticamente, debido a que la
quimica del carborano ha ido expandiéndose hacia areas de quimica médica e imagen
molecular’.

Los heteroboranos poliédricos han sido objeto de estudio durante los ultimos 40
anos. Un subconjunto de esta extensa clase de compuestos lo forman los dicarba-
closo-dodecaboranos, comunmente conocidos como carboranos (una abreviatura de la
familia de compuestos que la IUPAC denomina carbaboranos), que tienen como
féormula general: CoBioHi2. La sintesis y propiedades de los dicarba-closo-
dodecaboranos fueron descritas por primera vez a finales de 1963? y su quimica es una
de las mas completas en el campo de los boranos y heteroboranos.

Los carboranos icosaédricos presentan propiedades inusuales tales como: i) un
alto contenido en boro; ii) una alta estabilidad térmica y quimica; iii) una superficie
hidrofébica; y iv) una geometria esférica®.

BNCT: Boron Neutron Capture Therapy (Terapia de la captura del neutrén del
boro)

Histéricamente, la principal aplicacién de la quimica de los carboranos dentro de
la quimica médica se encuentra en el campo de la terapia conocida como BNCT (Boron
Neutron Capture Therapy o Terapia de la captura del neutrén del boro), que fue
propuesta inicialmente por Locher en 1936. Es una terapia binaria de radiacién que
tiene la habilidad de “matar” selectivamente células tumorosas dentro de tejidos sanos
y normales*®. En esta modalidad terapéutica, se parte de la administracion de
compuestos con alto contenido en &tomos de Boro-10 ('°B) que se hacen llegar a las
células malignas de modo intravenoso. A continuacién el isétopo no radiactivo de '°B
capta neutrones, como consecuencia de una irradiacion focalizada sobre la zona a
tratar con neutrones térmicos de baja energia, rindiendo dos nucleos: “He?*, que es un
nicleo de alta energia (particula o) y ‘Li** (ver Esquema 4.1). Los nucleos de ‘Li y “He
son de pequeno rango (aproximadamente del diametro de una célula) y son capaces
de causar un dano significante en la célula tumoral sin dafnar el resto del tejido sano.
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*He + "Li + 2.79MeV (6%)

"B +n,(0.025eV) — [''B]
*He + "Li + 2.31MeV (94%)

'

"Li + y + 0.48MeV

Esquema 4.1: Reaccién nuclear en la terapia de BNCT para el '°B.

Se estima que para conseguir una eficacia terapéutica aceptable es necesaria
una cantidad aproximada de 10-30ug de Boro-10 por cada gramo de masa tumoral®”’.
Es por este motivo que se ha prestado mayor interés a la utilizacién de los derivados de
carborano para este tipo de terapias. Aun asi, algunos autores han focalizado sus
esfuerzos en el desarrollo de nuevos compuestos biologicamente activos con
aplicacién en el campo de la quimica médica'®.

4.2. Estructura y propiedades

La quimica de los boranos poliédricos BaHn.4, BaHnss (N = 2-12) y sus derivados
aniénicos fue investigada por primera vez por Stock a principios del siglo veinte®. Los
experimentos enfocados en la elucidacién estructural revelaron que los poliboranos
deficientes de electrones existian como clusteres de triangulos equilateros de unidades
Bs.nHn (n =0, 1, 2). La sustitucion de uno o mas vértices de BH por una unidad de CH
produce una clase de compuestos denominada carbaboranos, también conocidos
como carboranos. Estos compuestos se consideran como cajas cerradas (closo) de
atomos de boro y carbono. Sin embargo también se pueden encontrar en su forma
nido, que resulta de la apertura de la caja con pérdida de uno de los atomos de boro.

Los dicarba-closo-dodecaboranos existen en tres formas isoméricas: orto, meta
y para (ver Figura 4.1); que difieren en las posiciones relativas de los atomos de
carbono en el cluster. Estos clusteres tienen geometria icosaédrica, donde cada dtomo
de carbono y boro esta hexacoordinado. La estructura basica viene numerada por la
IUPAC (ver Figura 4.1).
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orto meta para
Figura 4.1: Estructura y numeracion de los atomos de los clusters orto-, meta- y para-carborano.

La sintesis del orto-carborano fue publicada por primera vez en 1963 por dos
grupos®'?. Los orto-carboranos son sintetizados a partir de la reaccién de acetilenos,
incluyendo tanto los alquinos mono-sustituidos como di-sustituidos, con BioH12Lo, que
se genera, normalmente in situ, a partir del decaborano (BigH14) y de una base de
Lewis débil (L = CH3CN, RSR, R3N). Las reacciones tienen lugar en acetonitrilo o
tolueno como disolvente y son calentadas varias horas (6-24h). La reaccién de ByoH12L2
con el acetileno puede llevarse a cabo en presencia de un amplio espectro de grupos
funcionales, incluyendo ésteres, haluros, carbamatos, éteres, grupos nitro, etc. Sin
embargo la reaccién no puede transcurrir en presencia de especies nucleofilicas como
alcoholes, acidos o aminas. En este caso, los grupos funcionales con caracter
nucleofilico deben protegerse antes de la conversidén del alquino en carborano, debido
a que los grupos polares degradan el complejo BioHi2lo, obteniendo muy pobres
rendimientos para el compuesto deseado. De todas formas, los rendimientos obtenidos
para la sintesis de carboranos son bastante modestos, rondando el 40-60%.

Los isébmeros meta- y para-carborano se preparan a partir del orto-carborano por
isomerizacién térmica bajo atmésfera inerte. A 400-500°C el orto-carborano se
convierte en meta-carborano; el cual rinde el para-carborano''® a 600-700°C. El
mecanismo de isomerizacién ha sido objeto de cierto interés'®°.

Un aspecto unico de la quimica de los carboranos es que los atomos de carbono
y los de boro presentan reactividades ortogonales. Por un lado, los grupos CH de la
caja del carborano son débilmente acidos (pKa (orto) = 22.0, pKa (meta) = 25.6, pKa
(para) = 26.8)'® y pueden desprotonarse faciimente generando nucledfilos. Por otro
lado, los vértices de boro son altamente reactivos en presencia de especies
electrofilicas. Por tanto, es posible sintetizar regioselectivamente una amplia variedad
de carboranos derivados en C y/o en B sin necesidad de utilizar una compleja
estrategia de grupos protectores’.
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Caracterizacion

Los carboranos pueden caracterizarse rapidamente por medio de métodos
tradicionales como la cristalografia de Rayos X, la resonancia magnética nuclear
(RMN), la espectroscopia por infrarrojos (IR), etc®'®'®. Por otro lado, también es
posible monitorizar el progreso de una reaccién en la que intervenga la unidad de
carborano por medio de cromatografia de capa fina (TLC), utilizando varios
reveladores.

En el caso particular del IR, hay varios datos de frecuencias tipicas que pueden
considerarse importantes a la hora de caracterizar el derivado de carborano. Para el
enlace BH hay dos frecuencias: 2600cm™ para el closo-carborano y 2520cm™ para el
derivado nido-carborano. Para el enlace CH las frecuencias importantes son: 3065 cm’
(para), 3070 cm™ (meta) y 3079 cm™ (orto).

En cuanto a la resonancia magnética nuclear, cabe destacar que los carboranos
exhiben una sefial ancha entre 3.00 y -0.75 ppm en 'H-NMR para los protones unidos
directamente a los atomos de boro. Sin embargo los protones unidos a los atomos de
carbono (CH) aparecen como singletes bien definidos entre 2 y 3.5 ppm. En el caso de
los carboranos en su forma nido, exhiben un caracteristico doblete entre -2.5 y -3.0
ppm. Pese a que los dos isétopos de boro (°B y ''B) son activos, solamente el mas
abundante (80.3%), el ''B, es utilizado en RMN'. El espectro de resonancia de boro
consiste en una serie de sefnales dobles como consecuencia del acoplamiento con sus
atomos de hidrégeno (J = 125-205 Hz).

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) puede utilizarse para
caracterizar la pureza de los derivados de carborano y para medir los valores de log P
(coeficiente de particion o de reparto)'®, que se usan para estimar la distribucién de los
farmacos en el cuerpo. Los farmacos con elevados coeficientes de particion son
hidr6fobos y se encuentran preferentemente en entornos hidrofébicos como las capas
lipidicas de las células; mientras que los farmacos con bajos coeficientes de particion
son hidrofilicos y se encuentran en entornos hidrofilicos como el suero sanguineo.

4.3. Sintesis y reactividad

Los dicarba-closo-dodecaboranos han sido los carboranos mas investigados
durante los ultimos 40 anos. El primer orto-carborano fue obtenido por reaccién del
acetileno con un complejo formado previamente a partir del decaborano y una base de
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Lewis®'°. Desde entonces una amplia variedad de rutas sintéticas han sido empleadas
para incorporar diferentes sustituyentes en el closo-carborano®?°#. Sin embargo, la
mayoria de los derivados de carborano han sido preparados a partir de alquinos
sustituidos o por litiacién del carborano seguido de una adicion electrofilica.

La llamada “insercién alquina” es un método que parte del decaborano, que se
encuentra disponible comercialmente, y un alquino en un disolvente organico,
calentando a reflujo (ver Esquema 4.2). Los dos atomos de carbono alquilinicos son
incorporados a la caja de borano para generar un cluster de C.Big, donde los
sustituyentes del alquino quedan en posicidbn exo respecto al cluster. Asi, pueden
obtenerse closo-carboranos tanto mono-'° como difuncionalizados® con rendimientos
modestos (20-40%). Sin embargo, publicaciones recientes muestran que la eficiencia
de este tipo de reacciones puede incrementarse introduciendo un liquido iénico en el
medio de reaccién®. Las reacciones de insercién de alquinos no son apropiadas para
alquinos que contengan grupos nucleofilicos, ya que deben ser protegidos
primeramente. De hecho, esta metodologia es Unicamente aplicable para la
preparacion de derivados de orto-carborano.

SR
R, SN VAY]

BioHi4 + R _
Tolueno B\\>§ﬁ°\R1

Esquema 4.2: Insercién de alquinos para generar closo-orto-carboranos sustituidos (R, R'= alquilo, arilo).

La segunda ruta de sintesis de estos derivados implica la desprotonacién de uno
o de los dos protones CH por medio de una base fuerte, generalmente un reactivo
derivado de litio (MeLi, nBuLi, PhLi, etc), seguido de una adicién electrofilica con un
reactivo electréfilo, como haluros de alquilo o arilo, halégenos, aldehidos, CO,, cloruros
de acido, etc. El impedimento estérico de los carboranos requiere que el agente
electrofilo sea razonadamente reactivo y poco impedido para proceder con
rendimientos decentes. Dependiendo de la estequiometria elegida y de la
concentracion de la reaccion, se obtendrda el carborano mono- o disustituido. Un
ejemplo de esta metodologia es la insercibn de un grupo &cido carboxilico (ver
Esquema 4.3), que puede ser derivatizado a posteriori para convertirse en grupos
funcionales biolégicamente importantes, como las amidas. Una ventaja de este método
es que puede ser aplicado tanto al orto, como al meta y al para-carborano; aunque la
acidez de los protones CH de los tres isémeros decrece en el orden de
orto>meta>para®. Esto es debido a la alta electronegatividad del carbono préximo en el
caso del isbmero orto, comparada con la de los vértices de boro adyacentes en los
otros dos isémeros.
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Esquema 4.3: Sintesis del closo-meta-carborano monosustituido via litiacién/adicion electrofila.

Menos comun es la sustitucién electrofilica sobre el vértice de BH, que si es
posible debido a los enlaces deslocalizados presentes en el carborano. Esta
metodologia se lleva a cabo por reaccién del carborano con un halégeno en presencia
de un acido de Lewis, como cloruro de aluminio (AICIs) (ver Esquema 4.4)'% 26 A partir
de este derivado es posible llevar a cabo una siguiente sustitucion sobre el vértice BX.
También es posible convertir los vértices del para-carborano monohalogenado en deca-
B-metil-p-carborano, undecametil-p-carborano e incluso dodecametil-p-carborano?’. De
hecho, este ultimo compuesto puede considerarse como un sustituto estereoquimico
del 06028.

H H

! |
B/x///'/g\”‘\””ﬂ X B///'/i\”\\”‘s
?‘%4/, AICl4 )(/\37\%4/,

H H

Esquema 4.4: Halogenacion del closo-para-carborano sobre el vértice BH.

La derivatizacion de los vértices de boro puede ser llevada a cabo usando un
gran numero de estrategias. El tratamiento del orto-carborano en amoniaco liquido con
metales alcalinos (Na, K), seguido de una oxidacion por medio de manganato de
potasio(VIIl) o cloruro de cobre(l) (KMnO4 o CuCl), da como resultado la formacién del
3-amino-orto-carborano?®. El grupo amino puede ser convertido posteriormente en otros
grupos funcionales por medio de la formacion del ién de diazonio.

Por dultimo, cabe destacar las reacciones de cicloadicién, que han ido
emergiendo recientemente como una ruta alternativa e interesante para derivatizar
orto-carboranos. Como se puede ver en el Esquema 4.5%, el tratamiento del orto-
carborano con n-butil litio (nBuLi), seguido de una adiciéon de bromo molecular (Brz) da
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como resultado la formacion de un carboranilalqueno. Estas especies sufren
cicloadiciones con una amplia variedad de de moléculas organicas insaturadas,
incluyendo dienos, tiofenos y alquinos dando lugar a reacciones de cicloadicion Diels-
Alder tipo 2 + 2 y 4 + 2°'. Pese a que a menudo se obtienen mezclas de productos,
estas reacciones dan lugar a compuestos que no se pueden obtener a través de
ninguna otra via sintética.

“\{/'Z%/H i) 2eq nBuLi “\’/7‘\\4 7\ _ Bﬁr\;j
B;ﬁ\\,\i;///iéc\H ii) 1eq Br, B’B\\?;/*c B{\\?‘/}c

Esquema 4.5: Derivatizacién del orto-carborano via cicloadicion.

En cuanto a la reactividad, los closo-carboranos en presencia de una base
apropiada se degradan, formando la especie monoaniénica nido-carborano
[HoC2BgH1o] por pérdida de uno de los atomos de boro® %°. El 4tomo de hidrégeno
unido al ahora ausente décimo vértice de boro, queda formando un puente entre dos de
las unidades BH (ver Esquema 4.6). Bases fuertes como hidroxido de sodio (NaOH)
degradan rapidamente los closo-carboranos y por ello no son apropiadas para aquellas
especies que contengan grupos funcionales reactivos o sensibles a bases. El método
méas comuin de generar nido-carboranos es el que sigue el procedimiento de Wade®,
donde la especie closo se calienta en agua o en mezclas de disolventes acuosos (sin
base) en presencia de iones fluoruros. El agua, en este caso, actia como base,
llevando a cabo la deboronacién, que es acompanada por la formacién del acido bérico
[B(OH)3]x. Este ultimo es rapidamente convertido en BF4 por accién de los iones de
fluoruro. El fluor, presente como MF (M = Na, K) o RN4F (R = H, alquilo), previene que
la reacciéon de deboronacion se pare debido al cumulo de acido in situ, y desplaza el
equilibrio termodinamico hacia la especie BF4, que dirige la reaccion hacia su
finalizacion.

H

I
A et
/’B 7/ i 7 \ base //'B; i —N

Esquema 4.6: Formacion de la especie nido-carborano por deboronacion.

Las condiciones necesarias para formar la especie nido son altamente
dependientes de la naturaleza de los sustituyentes. Los closo-carboranos que llevan
sustituyentes basicos o electron-atractores fuertes (como ésteres o aldehidos) en uno
de los vértices de CH, forman mas rapidamente la especie nido que aquellos que
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poseen los sustituyentes electron-dadores. De hecho, algunos pueden deboronar una
posicién en agua a temperatura ambiente en ausencia de iones fluoruros®. El grado de
degradacién depende del disolvente y no ocurre para todos los sustituyentes electron-
atractores (por ejemplo, con los carbamatos). Por otro lado, esta degradacion en
condiciones neutras no se da en los isomeros meta.

Los nido-carboranos son estables indefinidamente en disolucion y asi pueden
sufrir un amplio nimero de reacciones bajo las condiciones adecuadas. La adicién de
haluros de boro sustituidos del tipo RBXz (X = Br, 1) da como resultado la regeneracion
de la caja, formando el closo-carborano de nuevo a partir de la forma nido®*. Este
nuevo closo-carborano contendra, ademas, un vértice BR (R = alquilo, arilo) adyacente
a los dos vértices de carbono de la caja. Por otro lado, la estructura nido se mantiene
con reacciones con halégenos X, (X = Br, I). En este caso se da una adicién eletrofilica
sobre el puente formado entre los dos vértices BH, dando lugar a un cluster mono-
halogenado®. Este tipo de compuestos han sido muy utilizados recientemente en la
produccion de nuevos radiofarmacos.

Cabe destacar el caso de los metalocarboranos. El puente de hidrogeno
existente en la forma nido puede ser destruido con una base fuerte como nBuLi o
epdxido de talio (TIOEt) para formar el dianién [H2C2BgHg]* (ver Esquema 4.7). Asi, el
nido-carborano puede actuar como ligando para una amplia variedad de metales de los
bloques d y p, exhibiendo diferentes heptacidades (n = 2-5), dependiendo de los
requerimentos electrdnicos del metal.

BL B’X::/?B\B
33

Esquema 4.7: Desprotonacién y metalacion del nido-orto-carborano.

Debido a que la reactividad de los nido-carboranos decrece sustancialmente
desde el orto hasta meta y para, la mayoria de los metalocarboranos descritos en la
literatura contienen el isémero orto.

Por otro lado, la similaridad en la reactividad entre los atomos B3/B6 y B2/B3 en
los isbmeros orto y meta-carborano tiene importantes implicaciones en la quimica
médica. Cuando carboranos sustituidos son convertidos en sus correspondientes
formas nido, se produce una mezcla enantiomérica 1:1. Estos enantibmeros pueden
ser separados por recristalizacién, usando un contador de iones quiral, o por HPLC®.
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4.4. Los carboranos en la quimica médica

Durante la pasada década el papel de los carboranos en la quimica inorganica
ha cambiado drasticamente como consecuencia de la expansién de la quimica del
carborano hacia areas de drug discovery e imagen molecular. El interés inicial por los
carboranos en la quimica médica es resultado de su alto contenido en boro y su
estabilidad al catabolismo, que son importantes criterios a tener en cuenta en la terapia
del BNCT. Sin embargo la quimica médica del carborano esta actualmente envuelta en
un campo de aplicacion mas amplio. Mas recientemente se ha demostrado que los
carboranos pueden ser utilizados para mejorar las interacciones hidrofobicas entre los
farmacos y sus receptores y para incrementar la estabilidad in vivo; y por lo tanto, la
biodisponibilidad de compuestos que normalmente son rapidamente metabolizados'.
Estas propiedades, junto con su quimica, que incluye la oportunidad de marcar los
clusteres con radionucleidos de diagnéstico, hacen de los carboranos una familia
atractiva de sintones a partir de los cuales poder preparar nuevos farmacos y
radiofarmacos.

Cuando se prepara una serie de derivados de un farmacoforo especifico, resulta
una opcion interesante considerar la incorporacién del dicarba-closo-dodecaborano
como sustituyente o parte de la molécula basica, especialmente si las interacciones
hidrofébicas son un componente importante en la unién al receptor.

Los carboranos pueden incorporarse en biomoléculas a través de diferentes
estrategias, siempre dependiendo del tipo de enlace que quiera formarse con él.
Normalmente, se considera la unidad de dicarba-closo-dodecaborano como sustituto
de un grupo fenilo, ya que el volumen ocupado por el carborano es similar al
movimiento tridimensional de un grupo fenilo™.

El desarrollo de nuevos métodos para la preparacibn de carboranos
funcionalizados es una parte esencial de la quimica médica de los carboranos vy
actualmente sigue siendo objeto de estudio.

4.5. Los carboranos y la imagen molecular

Desde el trabajo pionero de Hawthorne en 1985, Wilbur®®, Sjdberg, Tomalchev
y otros han dado importantes pasos en el uso de los carboranos para su
radiohalogenacion en biomoléculas. El método general de radiohalogenacion parte del
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nido-carborano, que es tratado con iodo radiactivo (I-131), que es ampliamente
utilizado en medicina nuclear para el tratamiento del hipertiroidismo, en presencia de un
agente oxidante (ver Esquema 4.8) para preparar el derivado yodado radiactivo
deseado.

. « .
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Esquema 4.8: Método general de radiohalogenacion de nido-carboranos.

Pese a que los nido-carboranos han sido mas utilizados que sus formas closo en
las radiohalogenaciones, debido a sus cortos tiempos de sintesis y su solubilidad en
agua, se ha demostrado que la naturaleza hidrofobica del closo-carborano no impide su
utilizacién como radiofarmaco, lo que lo convierte en un interesante candidato para
experimentos de PET y SPECT.

Sjéberg y Tolmachev focalizaron sus primeros experimentos en reacciones de
halogenacién con lodo-125%. Su estrategia se basaba en la preparacién de los
derivados yodados no radiactivos de los isbmeros orto, meta y para-carborano usando
una metodologia previamente establecida, que eran posteriormente intercambiados con
yodo radiactivo (ver Esquema 4.9). Para llevar a cabo esta reaccion de intercambio de
yodo es necesario utilizar un catalizador de paladio ([Pd(dba)s]), que rinde
aproximadamente un 80% de conversidbn. Cambiando este catalizador por el
catalizador de Herrmann el rendimiento aumenta por encima del 90%*.
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T\///r/i\h\B B//r/i\\‘B
D" 125) P e o
/\B/" - f—\a\:\ - > BL,/ . \,}E

|127/ B%%%B Herrman's catalyst | ; 25”%%% 8

H H

Esquema 4.9: Radioyodacion de 2-iodo-para-carborane.
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5. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La singularidad de las instalaciones de la Unidad de Imagen Molecular ubicada
en el centro de investigacion cooperativa en biomateriales CICbiomaGUNE y que inici6
su actividad en el afno 2010, ofrece una oportunidad Unica y excepcional de llevar a
cabo labores de investigacion cientifica en un area de conocimiento en continuo auge y
desarrollo, debido a que es la primera unidad de imagen in vivo en el entorno preclinico
localizada en el Pais Vasco. La Unida de Imagen Molecular alberga, en sus 900 m?,
tanto equipamientos de alto valor tecnolégico como un ciclotron y diferentes
modalidades de técnicas de imagen (PET, SPECT, TC y RMI), como un completo
animalario, lo que le ha valido su consideracion como Instalacién Cientifico-Tecnolégica
Singular (ICTS) por el Ministerio espariol de Ciencia e Innovacién. Tanto su importancia
como su naturaleza estratégica de investigacion justifican su disponibilidad a todos los
grupos de investigacion y a la sociedad en general, proveyendo servicios y
colaboracién a toda la comunidad cientifica nacional e internacional y convirtiéndo la
Unidad de Imagen Molecular en herramienta esencial para el desarrollo de
investigaciones cientifico-tecnolégicas competitivas y de calidad.

El presente trabajo es la primera Tesis Doctoral desarrollada integramente y
defendida en el Pais Vasco en las areas de conocimiento de radioquimica e imagen in
vivo mediante PET. Debido a esta excepcional circunstancia se ha llevado a cabo un
esfuerzo adicional en la parte de Introduccién teérica recogiendo y difundiendo los
aspectos mas relevantes de las disciplinas de imagen molecular y radioquimica con el
humilde propésito de que pueda servir como “documento de referencia” tanto a futuros
estudiantes de tesis doctoral como a cientificos y profesionales que puedan no estar
muy familiarizados con estas areas de conocimiento.

El trabajo cientifico realizado en esta Tesis Doctoral titulada “Desarrollo de
nuevos analogos de ligandos de receptores D, que incorporan una unidad dicarba-
closo-dodecaborano: marcaje con carbono-11 y evaluacion ex vivo e in vivo’ se ha
llevado a cabo en las instalaciones de la Unidad de Imagen Molecular de
CICbiomaGUNE, lo que ha posibilitado que la presente Tesis resulte ser un trabajo
multidisciplinar que abarca desde la sintesis organica hasta la utilizacién de las
técnicas de imagen molecular para una evaluacion preliminar de los compuestos
desarrollados.

Como ya se ha expuesto anteriormente, la imagen molecular es un campo de
investigacion en continuo crecimiento y expansion, debido a que aporta importante
informacion sobre funciones celulares y procesos moleculares de una manera no
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invasiva. Como consecuencia, el objetivo principal de este trabajo cientifico es la
sintesis de nuevos radiotrazadores PET para la visualizacion de procesos
neurodegenerativos, como la enfermedad de Parkinson.

Por otro lado, la sintesis organica de los compuestos que a continuacion se
describen se basa en la utilizacion de una unidad de dicarba-closo-dodecarborano
como estructura basica en sustitucion de un anillo de fenilo para la preparacion de los
compuestos deseados. Pese a que la quimica de los carboranos es conocida y
utilizada desde hace varias décadas, la preparacion de radiotrazadores basados en su
estructura ha sido escasamente abordada. De hecho, a parte de ciertos avances en el
marcaje radiactivo de metalocarboranos y la utilizacion del lodo-125, podria decirse que
este campo de investigacion permanece inexplorado, sobre todo con radioisétopos de
vida media corta. Por tanto, uno de los objetivos de este trabajo es desarrollar un
método efectivo y reproducible para la radiosintesis de derivados de carborano
incorporando el radionucleido Carbono-11.

Para ello, el trabajo que a continuacién se expondra viene dividido en dos
partes: la primera parte viene dedicada a la sintesis de una pequena libreria de
ligandos, dopaminérgicos y cannabinoides (analogos de la Racloprida y FLB-457, y del
Rimonabant, respectivamente. Ver Esquema 5.1), conteniendo una unidad de dicarba-
closo-dodecaborano; la segunda parte esta dedicada a la aplicacion de los ligandos
dopaminérgicos descritos en el campo de la imagen molecular, tanto ex vivo como in
Vivo.
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Esquema 5.1: Estructuras quimicas del FLB-457 (izquierda), Racloprida (centro) y Rimonabant (derecha).

Por tanto, los objetivos concretos de esta Tesis Doctoral son:

1. Desarrollar una estrategia sintética para la obtencién de los derivados analogos
de benzamidas sustituidas deseadas, incorporando una unidad de dicarba-closo-
dodecaborano.
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. Desarrollar una estrategia sintética para la obtencién de los compuestos
precursores y de referencia necesarios para la radiosintesis con carbono-11 de
los derivados de carborano deseados.

. Llevar a cabo estudios de estabilidad de los ligandos de referencia.

. Desarrollar una estrategia sintética para la obtencién de los derivados analogos
de diaril pirazoles, incorporando una unidad de dicarba-closo-dodecaborano.

. Desarrollar una estrategia de sintesis eficaz y reproducible del radiotrazador
PET [''C]Racloprida con alta actividad especifica para llevar a cabo
experimentos de desplazamiento ex vivo.

. Desarrollar una estrategia de sintesis eficaz y reproducible del radiotrazador 1-
(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-
dodecaborano para llevar a cabo estudios de imagen in vivo.

. Llevar a cabo estudios de desplazamiento ex vivo con los ligandos
dopaminérgicos de referencia para evaluar su afinidad por los receptores
dopaminérgicos Do.

. Llevar a cabo el estudio de imagen in vivo del radiotrazador PET 1-(N-(1-[Metil-
"C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-dodecaborano para
determinar su patron de biodistribucion y evaluar su potencial aplicacion como
radiotrazador PET.
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1. ASPECTOS BIOLOGICOS
1.1. Introduccion

La dopamina (DA) es una sustancia natural que, junto con la adrenalina y la
noradrenalina (NA) pertenece a un grupo de neurotransmisores denominados
catecolaminas. Poseen un grupo aromatico comun (3,4-dihidroxifenilo o catecol) y una
cadena lateral etilamino con diversas modificaciones’. Las tres sustancias constituyen
tres eslabones seguidos en la cadena de sintesis de catecolaminas (ver Esquema 1.1),
que requiere la actividad de cuatro enzimas. Debido a que estas enzimas no siempre
se expresan juntas en todas las células, se pueden diferenciar células que producen
cada una de las sustancias independientemente.

El precursor de la sintesis de la dopamina es el aminoacido aromatico tirosina.
Son dos las reacciones que transforman la tirosina en dopamina: la primera, que viene
catalizada por la enzima tirosina-hidroxilasa (TH), convierte la tirosina en L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA); mientras que la segunda reaccién produce una
descarboxilacion en la L-DOPA para dar lugar a la DA.

OH OH
/@/\(NHZ NH, NH, NH, NH
— —_— — —_—
COOH
HO HO/©/\C(OOH HO/©/\/ HO HO
OH OH OH OH
NA

Tirosina L-DOPA DA Adrenalina

Esquema 1.1: Sintesis de catecolaminas.

No todos los pasos de esta ruta sintética tienen lugar en el mismo espacio
biolégico, sino que ocurren en diferentes espacios metabdlicos y su paso a través de
diferentes membranas? es posible gracias a la existencia de enzimas y transportadores.

1.2. Sistema dopaminérgico

Ademas de ser la precursora de la noradrenalina, la DA se comporta como
neurotransmisor independiente en diferentes lugares del sistema nervioso, tanto central
como periférico. Todos los receptores dopaminérgicos pertenecen a la familia de los
receptores acoplados a proteinas G (GPCR = G-protein coupled receptor)’.
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Las neuronas dopaminérgicas se localizan, preferentemente, en el SNC, dando
origen a varios sistemas neuronales dopaminérgicos (nigroestriado, mesolimbico,
mesocortical y tuberoinfundibular) que estan intimamente relacionados con aquellos
procesos en los que el movimiento y la ejecucion de tareas constituyen un elemento
clave. El sistema mesolimbico, junto con el sistema mesocortical, juega un importante
papel en ciertas enfermedades psiquiatricas, como la drogadiccién o la esquizofrenia;
ya que ambos estan envueltos en la cognicién y emocion’ 2.

El sistema dopaminérgico cerebral esta implicado en la fisiopatologia de
multiples desérdenes neuronales y del comportamiento, incluyendo la enfermedad de
Parkinson y otros desérdenes del movimiento y la actividad; asi como la esquizofrenia,
la mania, la depresion, la drogodependencia, los desérdenes alimenticios, etc.

Receptores dopaminérgicos

Para ejercer sus efectos, la DA se une a unos receptores especificos situados
en la superficie (membrana) de las células objetivo (ver Figura 1.1), que pertenecen a
la familia de los receptores acoplados a proteinas G estimuladoras (D1 y Ds) o
inhibidoras (D2, D3 y Ds4) con una estructura de siete segmentos transmembrana
(7TM)4,
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Figura 1.1: Sistema dopaminérgico: sintesis de DA y receptores dopaminérgicos.

En 1979 Kebabian y Calne® propusieron que la DA ejercia su efecto debido a la
unién a dos tipos mayoritarios de receptores. Asi, la division mas aceptada entre los
receptores dopaminérgicos se basa en los diferentes patrones farmacoldgicos de
afinidad y clasifica los cinco tipos de receptores en dos subfamilias: receptores tipo D1 y
receptores tipo Do.
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La subfamilia tipo Dy incluye a los receptores Dy y Ds y esta asociada a la
activacion de la enzima adenililciclasa. Los receptores de esta familia desempefian un
importante papel en el control de la actividad motora.

La subfamilia tipo D, incluye a los receptores Dy, D3 y D4 y esta asociada a la
inhibicion de la adenililciclasa o a la apertura de canales de K" que provoca
hiperpolarizacion.

1.3. Imagen del sistema dopaminérgico

Las técnicas de imagen nuclear (PET y SPECT) proporcionan un medio no
invasivo de estudio del cerebro vivo y son métodos altamente deseados para los
estudios clinicos de desérdenes neuroldgicos.

El sistema dopaminérgico puede ser visualizado utilizando radioligandos
especificos para receptores D1 y D,. Como puede observarse en la Figura 1.2 existen
varios radiotrazadores conocidos que actuan a diferentes niveles de la funcidn
singptica.

[18F]-FFMT p L-Tyrosine
[18F]-Fluoro L-Dopa ————— »  L-Dopa
Dop;mine
[11Cl-dihydrotetrabenazine . @

[11C}-Momifensine .
Various cocaing denvatives

[11C]-SCH2a790 * - 11C]-raclopride
[11C]- NNC 112 h {110}-MNF§
[1BF-DMFP

D1 D2

Figura 1.2: Descripcion de una sinapsis dopaminérgica y de varios radiotrazadores PET disponibles. La L-Tirosina es convertida en
L-DOPA, que a continuacién sufre una descarboxilacién para formar DA. La DA es empaquetada en unas vesiculas que son
secretadas en el espacio sindptico. A continuacién la DA se une a los receptores postsinapticos D1 y D2, que estan relacionados
con desoérdenes del movimiento. Figura obtenida de: Sioka, C; Fotopoulos, A; Kyritsis, A. P; Recent advances in PET imaging for
evaluation of Parkinson’s disease; Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging, 2010, 37, 1594-1603.
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1.4. Farmacologia de los receptores dopaminérgicos

Los compuestos dirigidos hacia las proteinas de membrana de los diferentes
receptores dopaminérgicos pueden activar (funcion agonista) o inhibir (funcion
antagonista) sus funciones biolégicas, asi como proveer una tratamiento racional para
el mal funcionamiento de estos subtipos de receptores®. Sin embargo, la busqueda de
nuevos ligandos que resulten totalmente selectivos para cada subtipo de receptor sigue
siendo un reto actualmente.

El receptor D1 es el mas abundante, encontrandose principalmente en el cortex
cerebral. Hace dos décadas que el compuesto SCH-23390 fue introducido como primer
antagonista D selectivo; sin embargo el posterior desarrollo tanto de nuevos
antagonistas D¢ puros como de agonistas D; selectivos, ha tenido un éxito muy
limitado. Debido a que los receptores D¢ requieren mas DA para ser activados que los
Do, parece ser que los desérdenes que involucran deficiencia de DA, como la
enfermedad de Parkinson, tienen un importante impacto en la funcionalidad de los
receptores Dy.

Actualmente la familia de receptores tipo D2 (D2, D3 y Dy4) esta siendo objeto de
gran interés terapéutico, incluyendo su identificacion como sitios primarios de accién de
muchos farmacos antiparkinsonianos y antipsicéticos. Esta familia representa el mayor
grupo de moléculas bioactivas objetivo; las cuales implican mas de un 25% de los
farmacos comerciales’. Mientras que los receptores dopaminérgicos antagonistas de
esta familia prevalecen como antipsicoticos de primera eleccidn, los agonistas son
utilizados para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, la disquinesia, la
hiperprolactinemia y el sindrome de las piernas inquietas®.

El receptor D, es el segundo tipo de receptores dopaminérgicos mas abundante
y se encuentra altamente concentrado en el cuerpo estriado. Junto con el inmediato
precursor de la DA (la L-DOPA), ciertos agonistas D, parciales o totales se usan
ampliamente en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

El receptor D3 posee funciones inciertas y sus niveles de expresion son muy
inferiores a aquellos presentados por los D». La distribucién anatémica selectiva de los
receptores D3z en el cerebro, conocido por estar asociado con la cognicion y las
funciones emocionales, sugiere que los receptores D3 estén involucrados en un gran
numero de desérdenes neuroldgicos y psiquiatricos, fomentando asi el desarrollo de
ligandos selectivos por el receptor D% ™°.

Los receptores D4 son el tercer subtipo de la familia tipo D, y pueden
encontrarse por ejemplo, en el cortex cerebral, pero en mucha menor densidad en
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comparacion con el resto de subtipos de receptores. El papel del receptor D4 como
objetivo farmacolégico es controvertido'' aunque parece ser que estan asociados al
desorden conocido como trastorno por déficit de atencidén con hiperactividad (TDAH).

1.5. Funcion de la dopamina

La importancia de la DA en el control del movimiento queda demostrada en
condiciones patologicas como la enfermedad de Parkinson; que esta caracterizada por
una fuerte reduccion de la DA debido a una degeneracidn de las neuronas
dopaminérgicas. Generalmente, los agonistas aumentan la funcion de la DA,
aumentando asi la actividad motora mientras que los antagonistas poseen el efecto
contrario®.

La DA ha sido asociada con varias enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer o la esquizofrenia. Ha sido
demostrado que una progresiva pérdida de neuronas dopaminérgicas que contienen
neuromelanina en el SNC induce una disminucion de DA en el estriado. Este déficit
induce sintomas motores asociados con la enfermedad de Parkinson como
bradicinesia, temblores, rigidez y pérdida del control postural'?.

2. ANTECEDENTES

Durante las ultimas décadas, el uso de ligandos dopaminérgicos ha ido
asentandose como una herramienta indispensable en el desarrollo de farmacos para el
SNC. Se han establecido ciertas estructuras moleculares basicas que parecen estar
asociadas con las propiedades dopaminérgicas y que conllevan el desarrollo de un
buen numero de productos farmacéuticos de utilidad. Entre ellos se pueden incluir las
ergolinas, aporfinas, benzacepinas, aminotetralinas, aril-piperazinas vy aril-
piperidinas'>'*. Con la intencién de potenciar las interacciones con los sitios de unién
de los receptores o promover propiedades farmacoldgicas particulares, indoles, tiazoles
y quinolinas sustituidas son frecuentemente incorporadas en estas estructuras.

Pese a la amplia variedad de ligandos dopaminérgicos existentes, el presente
trabajo se centrara en el desarrollo de andlogos de ligandos dopaminérgicos D», y en
concreto en la familia de las benzamidas sustituidas.

81



Capitulo 1: Sintesis de analogos de ligandos de receptores D>

2.1. Ligandos de la familia de receptores tipo-D-

Ninguno de los farmacos dopaminérgicos presentes en el mercado puede
considerarse altamente selectivo por ningun receptor en particular y las contribuciones
individuales de los receptores Do, D3 y D4 en las respectivas enfermedades no han sido
comprendidas completamente®. De hecho, los programas existentes de desarrollo de
farmacos dopaminérgicos no han tenido, por el momento, un gran éxito en el desarrollo
de agonistas que puedan diferenciar completamente los distintos receptores.

Ligandos de receptores D,

Debido a la gran abundancia de los receptores D, éstos han sido objeto de
intensos estudios para el desarrollo de nuevos ligandos con estructuras variables. A
continuaciéon se presentan varios ejemplos pertenecientes a familias estructurales
diversas.

Las tetrahidroisoquinolinas son los alcaloides naturales mas abundantes y
poseen un amplio rango de actividades bioldgicas. Esta familia de compuestos incluye
las 1-bencil-tetrahidro-isoquinolinas (BTHIQ) y las aporfinas (ver Figura 1.3); ambas
con estructuras similares a la DA y que interaccionan tanto con los receptores

dopaminérgicos D1 como con los D, 8.
OR l
OR N\R

OR l
OR

Figura 1.3: Estructuras basicas de las aporfinas (izquierda) y BTHIQs (derecha).

Por otro lado las piperazinas o piperidinas disustituidas representan una de las
mas amplias categorias de estructuras quimicas con propiedades dopaminérgicas. Un
gran numero de antipsicoticos con potente actividad D.-antagonista son parte de esta
familia, como por ejemplo el Haloperidol o la Risperidona.

En adicion a la familia de las piperidinas o piperazinas sustituidas, las
dibenzo(di)acepinas constituyen otra familia de compuestos presentes en farmacos
antipsicoticos. Aqui se pueden incluir compuestos como clozapina y olanzapina. Estos
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farmacos presentan una actividad D»-antagonista moderada junto con una alta potencia
por los receptores de serotonina 5-HTa'°.

Benzamidas sustituidas

Dentro de este grupo cabe destacar la familia de las benzamidas quirales, que
carecen de actividad respecto a los receptores D1'" y presentan efectos insignificantes
en otros receptores'®. Hace méas de dos décadas'® que fue descubierta esta familia de
compuestos y algunos de estos analogos presentan altas afinidades (Kgq = 10° M) hacia
los receptores D.. Estos potentes efectos antidopaminérgicos han sido confirmados a
través de metodologias in vivo de unién, asi como por medio de estudios de
comportamiento'®. La estructura quimica de estos compuestos los convierte en
potentes candidatos para su utilizacion como radioligandos debido a su facil marcaje
radiactivo.

Las técnicas de imagen PET y SPECT de receptores dopaminérgicos D, se
basan en el uso tanto de radioligandos antagonistas ([''C]Racloprida, [""CINMSP y
['21]IBZM) como agonistas dopaminérgicos de esta familia de compuestos.

La Racloprida, una benzamida sustituida, fue identificada inicialmente como un
prometedor radioligando para estudios de autorradiografia de receptores Dy, basado
en su capacidad de union reversible y desplazable tanto en membranas de estriado de
ratas como en el estriado de ratas vivas®. La unién especifica de la [''C]Racloprida fue
medida por PET en cerebros humanos®', y su éxito ha abierto la puerta a un
consecuente desarrollo de otros derivados de benzamidas, incluyendo [''C]FLB 457
para estudios PET y ['?®[]IBZM para estudios SPECT.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez revisadas y comentadas las principales estrategias aparecidas en la
bibliografia referente a ligandos de receptores dopaminérgicos, se pasara a la
descripcion y posterior discusion de los resultados obtenidos en las investigaciones
realizadas acerca de la sintesis de ligandos dopaminérgicos D, para su futura
aplicacién como radiotrazadores PET.

La importancia del desarrollo de herramientas para la visualizacion in vivo tanto
de la densidad como de la funcion de los receptores dopaminérgicos que ha tenido
lugar durante las ultimas décadas, ha impulsado enormemente la utilizacion de técnicas
de imagen, y en especial, de la PET. Muchos radioligandos, como la [''C]Racloprida®,
["C]JFLB457% (ver Figura 1.4) y otras benzamidas enantioméricas sustituidas®
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marcadas con Carbono-11 y Fluor-18, que son relativamente selectivas hacia los
receptores D», han sido aplicados para la visualizacion de los receptores D, y Ds.

OMe | 'CH; cl|'CHy
D S D
Br NHL-SN cl NFLS

OH O )

Figura 1.4: Estructuras quimicas del [''C]FLB 457 (izquierda) y [''C]Racloprida (derecha).

Paralelamente, recientes estudios SAR llevados a cabo sobre ligandos de
receptores D,* han demostrado que la presencia de sustituyentes en diferentes
posiciones del anillo de fenilo juega un importante papel en la actividad bioldgica de los
ligandos. Asi, tanto la geometria como las propiedades fisico-quimicas de los
sustituyentes del anillo parecen ser un factor importante en la afinidad de los ligandos
por los receptores D..

Por otro lado, como ha sido descrito por Endo y colaboradores®, las estructuras
de 1,2- y 1,7-dicarba-closo-dodecaborano (orto- y meta-carborano), pueden actuar
como estructuras hidrofébicas de varias moléculas biolégicamente activas, debido a
que tanto sus estructuras espaciales como la superficie hidrofobica facilitan la
interaccion con los residuos hidrofobicos de los receptores del “bolsillo” de unién del
ligando. Estos carboranos icosaédricos, de formula empirica C2B1oH12, muestran una
alta versatilidad quimica y buena estabilidad térmica y fotoquimica en el rango del UV-
Visible.

Por tanto, basandose en la propuesta de Endo y considerando que la unidad de
carborano presenta un volumen rotacional similar al de un anillo de fenilo y un marcado
caracter hidrofobico, se han desarrollado una serie de analogos de los antagonistas D-
Racloprida y FLB 457; introduciendo diferentes cllusteres de carborano (orto-, meta- y
metil-orto-carborano) (ver Figura 1.5) como farmacoéforos hidrofébicos en sustitucion de
los grupos fenilo. La introduccion del cluster de carborano puede tener un efecto
positivo tanto en la estabilidad in vivo como en la afinidad de estos nuevos ligandos por
los receptores D..

H
B, BWC/ Ba
R B R
’ N $3/5” ,/ N
// Y \z 77N
H

Figura 1.5: Clusteres de orto-carborano (izquierda), meta-carborano (centro) y metil-orto-carborano (derecha), que sustituyen al
anillo de fenilo de estructuras tipo Racloprida y FLB 457.
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A continuacién se detallara la sintesis de estos ligandos dopaminérgicos D, asi
como los ensayos ex vivo de autorradiografia (ARG) llevados a cabo con los
compuestos de referencia (4, 9 y 14) y con [°H]Racloprida®’ (Capitulo 4).

3.1. Sintesis de ligandos

A la hora de disefar una ruta sintética (ver Esquema 1.2) para la obtencién de
las ligandos dopaminérgicos D, finales, se opté por la condensacion de la amina
pirrolidinica correspondiente con el derivado de cloruro de acido de cada cluster de
carborano.

(o]
/ 7,
N, ol N .
== o +
N N
/ r”
R

R = Boc, H, Et
e=C

Esquema 1.2: Ruta retrosintética disefiada para la obtencion de los ligandos dopaminérgicos D, deseados.

Para llevar a cabo este método era necesario partir de un derivado carbonilico
del cluster de carborano y de la amino-metil-pirrolidina correspondiente. Debido a que
se deseaba disponer tanto de los analogos de referencia (R = Etilo) de los ligandos
dopaminérgicos como de sus precursores (R = H) para su futuro marcaje radiactivo y
su evaluacidon como radiotrazadores, era necesario disefiar una ruta sintética para
acceder al compuesto pirrolidinico deseado (ver Esquema 1.3) que fuese de facil
acceso. Se decididé proteger la funcién amina del anillo de pirrol con un grupo tert-
butoxi-carbonilo (Boc), debido a que su facil y rapida desproteccién para acceder al
compuesto precursor en medio acido no afectaria al resto de la molécula.

O\ R (_)\ - (_)\ - O\ LI &
N N N ITI N
H OH éOC OH éOC OTs Boc N3 éOC NH2

1a 1b 1c 1

Esquema 1.3: Ruta sintética disefiada para la sintesis de la amina (S)-2-aminoetil-1-Boc-pirrolidina 1. Condiciones: (a) Boc:O,
NaHCO; (s), H.O/THF; (b) TsCl, piridina; (c) NaNs;, DMSO, microondas; (d) i) PPhs, DMF, ii) H,O.
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Partiendo del compuesto comercial (S)-(+)-2-aminometil-pirrolidina, se protegid
la funcién amina pirrolidinica con el grupo protector Boc bajo condiciones acuosas,
usando di-tert-butil-dicarbonato (Boc2O) en presencia de bicarbonato sédico (NaHCO3)
como base, para obtener el compuesto 1a cuantitativamente. A continuacion, se
protegié la funcidén alcohdlica con un grupo p-toluen-sulfonilo, en presencia de piridina
como base para absorber el cloruro de hidrégeno liberado, obteniendo el compuesto 1b
con buen rendimiento (72%). Dicho compuesto fue convertido en la azida
correspondiente 1c a través de una rapida sustitucién nucleofilica asistida por
microondas. Para optimizar esta reaccion se realizaron una serie de experimentos
variando los siguientes parametros (ver Tabla 3.1): disolvente, equivalentes de azida,
temperatura y tiempo de reaccion. De esta manera, se comprobd que en dimetil
formamida (DMF), con 3 equivalentes de azida sddica (NaNs) a 80°C durante 2 minutos
(entrada 1, Tabla 1.1), la reaccién no evolucionaba, pero aumentando el tiempo se
obtenia cierto avance en la reaccion (entrada 2, Tabla 1.1). Por tanto, en primer lugar
se decidié incrementar la cantidad de NaN3; a 5 equivalentes y aumentar el tiempo de
reaccion. De esta manera la reaccidén evolucionaba considerablemente pese a que el
rendimiento era escaso (25%) (entrada 3, Tabla 1.1). Aumentando la temperatura a
100°C (entrada 4, Tabla 1.1) se observd que el rendimiento a penas mejoraba; por lo
que finalmente se decidié cambiar el disolvente, a dimetil sulféxido (DMSO). Se calent6
la reaccién a 120°C durante 5 min obteniendo un rendimiento bueno (67%) para el
compuesto 1c (entrada 5, Tabla 1.1).

| Eq NaN; Disolvente Tiempo(min) T2(2C) Comentario
1 3 DMF 2 80 No reaccién
2 3 DMF 3 80 Poca evolucion
3 5 DMF 3 90 25%
4 5 DMF 5 100 30%
5 5 DMSO 5 120 67%

Tabla 1.1: Resumen de las pruebas llevadas a cabo para optimizar la sustituciéon nucledéfila de 1b por 1c.

Finalmente, la azida 1c fue reducida a la amina primaria 1 con un buen
rendimiento (70%)?® en condiciones suaves a través de una reaccién tipo Staudinger®,
que consiste en la reduccién de azidas utilizando trifenilfosfina (PPhs), que reacciona
con la azida para generar una fosfazida, que sufre la pérdida de nitrégeno molecular
(N2) para formar un iminofosforano. La presencia de agua hace posible la obtencion de
la amina junto con la formacion de un 6xido de fosfina muy estable.

Paralelamente se prepararon los cloruros de acido de los clusteres de carborano
(ver Esquema 1.4). Se sintetizaron previamente los acidos carboxilicos de los
correspondientes carboranos, usando una metodologia bien descrita anteriormente por
Kahl*® en la literatura. Asi, el orto-carborano fue disuelto en dietil éter (Et,O) anhidro,
bajo atmdsfera inerte, y enfriado a -78°C y a continuacion se adiciond nBuLi como base
poco a poco. La adicién de anhidrido carbdnico (CO;) sdlido y el tratamiento posterior
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con agua resultdé en la obtencion del correspondiente monoéacido 2 con un 75% de
rendimiento. Este A&cido carboxilico, disuelto en Tolueno anhidro, fue puesto a
reaccionar con pentacloruro de fosforo (PCls) para obtener, después de una destilacion
(120°C, 5mm Hg) el compuesto deseado 3 con un buen rendimiento (75%). De una
manera analoga, se procedié a la sintesis de los &cidos 7 y 12 y de sus cloruros de
acido 8 y 13, obteniéndolos con buenos rendimientos (68%, 100%, 85% y 92%,
respectivamente).

O @]
o H > >
N N N
2
Q o)
7/H 70\>—OH . cl
" 7 " 8 "
O @]
B\///lkc/H a B\///lk/m OH b e\///'kc/lkcn
N A — Y
NS NS NS
12 13

Esquema 1.4: Ruta sintética llevada a cabo para obtener los &cidos carboxilicos y sus cloruros de acido derivados de los clusteres
de carborano. Condiciones: (a) i) nBuLi, Et,Oanh, -78°C, ii) CO,, -78°C-rt, iii) H,O; (b) PCls, Tolueno anh, destilacion.

Por otro lado, la obtencion de los ligandos finales se llevd a cabo mediante la
condensacion de los cloruros de acido de los clusteres de carborano recién sintetizados
con las aminas correspondientes, tanto la comercial como la sintetizada. Asi, el cloruro
de acido 3 se disolvié en diclorometano (DCM) anhidro, se enfrié a 0°C y se hizo
reaccionar con las aminas (S)-(-)-2-aminometil-1-etilpirrolidina (comercial) y (S)-2-
aminometil-1-Boc-pirrolidina 1 (ver Esquema 1.5) para obtener los compuestos 4 y 5
respectivamente. La presencia de un grupo carbonilo en Cy en el compuesto 3 activa el
cluster de carborano, que puede ser rapidamente convertido en su forma nido por
eliminacién de uno de los atomos de boro conectado directamente con Cq y C,. Esta
reaccion paralela no deseada puede ocurrir tanto en presencia de una sustancia
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nucleofilica como de una base fuerte. Ademas, también se comprobd que, por un lado
tiempos largos de reaccion, y por otro, temperaturas altas favorecian esta reaccién
indeseada. Por lo tanto, se decidi6 llevar a cabo la reaccion de condensacion a
temperatura entre 0 y 25°C, y usando trietilamina (TEA) como base. Bajo estas
condiciones suaves de reaccion se obtuvieron buenos rendimientos para los
compuestos sintetizados 4y 5 (75% y 86%, respectivamente).

0 0
PN = I =
o B\\\i///c\H < O>—Cl B'\\?///\B <
AT e 4 RN "o
N/ H i j\ = o
7N = H I =
"\ ™H Boc’ N2 Boc
o 5 o ||-| 10
\///kk/U\NH/O N O
IVAV/ RN - VAV I -
R\ H N H
6 H 11
n L
Sl TAV
0 N <
Bﬁé\%/u\ Cl ] 14
"N/ Boc’ R\ZaaN H
15 16

Esquema 1.5: Sintesis de los ligandos dopaminérgicos D finales. Condiciones: (a) (S)-(-)-2-aminometil-1-etilpirrolidina, DCM anh,
TEA, 0°C-rt; (b) 1, DCManh, TEA, 0°C-rt; (c) TFA, DCM, 0°C-rt.

Siguiendo el mismo procedimiento se aislaron los compuestos 9 y 10 haciendo
reaccionar el cloruro de acido 7 con la correspondiente amina enantiomérica. En este
caso, ambas especies fueron sintetizadas con buenos rendimientos (70% y 81%,
respectivamente) y sin observar la formacion de la especie nido indeseada. En cuanto
a los compuestos 14 y 15, ambos fueron sintetizados usando la misma metodologia
aunque con rendimientos sustancialmente menores (46% y 47% para 14 y 15,
respectivamente). Esta disminucién en el rendimiento puede ser debida a dos motivos:
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i) la disminucién de la electrofilia en C, debido al caracter electro-donador
del grupo metilo en Cs.

i) el impedimento estérico existente en el cluster de carborano debido a la
presencia del grupo metilo en C4, que dificulta el acercamiento de la
amina enantiomérica y por tanto, la posibilidad de reaccionar con él.

Los compuestos finales 6, 11 y 16 fueron aislados en forma de sal de
trifluoroacetato con rendimientos cuantitativos, después del tratamiento de los
compuestos 5, 10 y 15 respectivamente, con &cido trifluoroacético (TFA) en DCM.
Estos compuestos fueron sintetizados con el fin de ser utilizados en un futuro como
precursores para la radiosintesis de los compuestos de referencia 4, 9 y 14 para su
aplicacion como radiotrazadores PET en la visualizacion de receptores dopaminérgicos
D..

Enlace de hidrégeno intramolecular

Los inesperados valores, mas elevados, de desplazamiento quimico observados
para el hidrégeno Co-H del cluster de orto-carborano para el compuesto 4, en
comparacion con los obtenidos para su correspondiente monoéacido 2 (4.26 vs 4.01
ppm, ver Tabla 1.2), sugerian la formacion de un enlace de hidrogeno intramolecular.
Esta hipotesis era también apoyada por el desplazamiento menos significativo
observado en el caso del compuesto meta-carborano 9 con respecto a su monoacido 7
(2.99 vs 3.01 ppm, ver Tabla 1.2).

Esta capacidad de formacién de enlaces de hidrégeno intramoleculares en los
derivados de orto-carborano en disolucién ya habia sido observada anteriormente®’,
pese a que el numero de ejemplos no es demasiado elevado. Debido a este hecho, se
llevaron a cabo una serie de experimentos, siguiendo la aproximacién de Endo®', para
apoyar esta hipoétesis.

Compuesto 3 cocis (PPmM) 3 pmso-ds (PPM) 0 pmso-06 — O cocis (PPM)
2 4.01 5.29 1.28
4 4.26 5.31 1.05
7 3.01 4.20 1.19
9 2.99 419 1.20

Tabla 1.2: Valores del desplazamiento quimico en 'H NMR del hidrégeno C,-H en los compuestos 2, 4, 7, 9 en DMSO-ds y CDCls.

De acuerdo con los trabajos publicados previamente®, disolventes con atomos
aceptores de enlaces de hidrégeno, como dimetil sulféxido deuterado (DMSO-dg), son
capaces de formar enlaces de hidrégeno intermoleculares, dando lugar a
desplazamientos quimicos hacia campo mas bajo. En el caso del compuesto 4, y
tomando como referencia el desplazamiento quimico obtenido en cloroformo deuterado
(CDCl3) (4.26 ppm), el uso de DMSO-ds desplaza la sefial a campo mas bajo (5.31
ppM; dpmso-as — Ococis = 1.05 ppm). En el caso del monoacido 2 el desplazamiento
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debido al efecto del disolvente es mas importante (8pmso-as — dcpciz = 1.28 ppm). Esta
diferencia entre ambos valores apunta a la formacion de un enlace de hidrégeno
intramolecular en 4 probablemente entre el hidrégeno C»-H de la caja de carborano y el
atomo de nitrégeno del anillo de pirrolidina.

En el caso del compuesto 9, el desplazamiento quimico obtenido para el Cx-H
del cluster de meta-carborano en CDCI; es de 2.99 ppm. En este caso, el uso de
DMSO-ds también desplaza la sefial hacia campo mas bajo (4.19 ppm; dpmso-d6 — dcpci3
= 1.2 ppm, ver Tabla 3.2). Sin embargo, comparando los valores de desplazamiento de
este compuesto con los del compuesto monoacido 7 (dpmso-ds — dcpcis = 1.19 ppm, ver
Tabla 2.2), el desplazamiento debido al efecto del disolvente es similar en ambos
casos; lo que sugiere que no existe formacién de enlace de hidrégeno intramolecular
en el caso del cluster meta.

Estabilidad de los ligandos

Con el fin de evaluar la posible aplicacion de las nuevas estructuras
desarrolladas como ligandos de los recetores dopaminérgicos D,, se comprobé la
estabilidad de los compuestos 4, 9 y 14 en diferentes disolventes como acetonitrilo,
metanol y una mezcla de agua/etanol : 9/1 (ACN, MeOH y H,O/EtOH:9/1) a
temperatura ambiente (25°C) por HPLC-MS®. La formacién de la especie nido fue
observada en el caso del compuesto 4 (ver Figura 1.6) en disolventes proticos (MeOH y
H.O/MeQOH:9/1), donde al menos un 80% del producto fue convertido en su forma nido
en menos de 8 horas. Esta degradacion, por el contrario, no fue observada en
acetonitrilo, donde la totalidad del compuesto mantuvo su forma closo. Por otro lado, el
compuesto 9 se mostrd estable en todos los disolventes durante el tiempo de estudio (8
horas) (ver Figura 1.7). El compuesto 14 resulté también estable en las mismas
condiciones.
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Figura 1.6: Estabilidad, medida por HPLC-MS del compuesto 4 en ACN (rombos), MeOH (cuadrados) y EtOH/H,O: 1/9 (triangulos).
La estabilidad esta expresada en porcentaje de compuesto inicial invariable respecto del tiempo.
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La estabilidad de los compuestos 9 (ver Figura 1.7) y 14 (comportamiento similar
a 9) en HO/EtOH : 9/1 (mezcla tipica utilizada en formulacién de disoluciones a
inyectar en seres vivos) es un factor importante a tener en cuenta para el futuro
marcaje radiactivo de los compuestos de referencia y su posterior evaluacion.
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Figura 1.7: Estabilidad, medida por HPLC-MS, del compuesto 9 en ACN (rombos), MeOH (cuadrados) y EtOH/H.O: 1/9
(triangulos). La estabilidad esté expresada en porcentaje de compuesto inicial invariable respecto del tiempo.

3.2. Caracterizacion de ligandos

La complejidad de los compuestos poliédricos que contienen boro hace que un
proceso aparentemente simple como la asignacion espectroscopica y estructural,
resulte en ocasiones dificil y laboriosa.

Los closo-carboranos icosaédricos han sido descritos como sistemas aromaticos
tridimensionales® y las implicaciones de las interacciones electrénicas con los
sustituyentes han resultado de un particular interés desde los primeros estudios
llevados a cabo con estos compuestos. Los resultados obtenidos remarcan la notable
diferencia existente entre los carboranos y el resto de los grupos presentes en la
quimica organica.

A continuacion se expondra la metodologia llevada a cabo para la
caracterizacién de los ligandos descritos anteriormente. Para todos los compuestos que
presentan el cluster de carborano, se han realizado varios experimentos de RMN,
acoplados y desacoplados, debido a la existencia de acoplamiento vecinal entre los
atomos de boro y los protones que estan unidos directamente a ellos.

a) "H RMN: espectro de RMN de protén.
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O

{'H-'"B} RMN: espectro de RMN de protén desacoplado de boro.

"B RMN: espectro de RMN de boro.

{'"B-"H} RMN: espectro de RMN de boro desacoplado de protén.

3C RMN: espectro de RMN de carbono.

COSY RMN: espectro de RMN bidimensional de correlacién protén-proton.

g) HSQC RMN: espectro de RMN bidimensional de correlacion proton-carbono.
También se utiliz6 un espectro HSQC monodimensional.

h) DEPT 135 RMN: espectro de RMN donde aparecen los carbonos primarios y
terciarios hacia arriba y los secundarios hacia abajo.

i) NOE RMN: espectro de RMN espacial, donde se obtiene informacién sobre

la distribucion espacial que rodea a un atomo en concreto.

LeLog

—
-

En primer lugar, como se puede ver en la Tabla 1.3, se procedi6 a la
caracterizacién de los carboranos de partida (orto-, meta- y 1-metil-orto-carborano: ver
Figura 1.8 para su estructura y numeracion).

Carborano {'"H-"'B} RMN (ppm) {"'B-"H} RMN (ppm)
] 2.10-2.28 B 3(6) B 4,5(7,11) B 8(10) B9(12)
Orto (BH) 3.53 (CH) -14.95 -13.80 -9.37 -2.50
] 2.08-2.62 B2(3) B 4,6(8,11) B 9(10) B 5(12)
Meta (BH) 289 (CH) 16.96 13.28 10.50 6.63
\CHoomo. | 201 [208231 [ 354 | B4(5) B3(6) |B7(11) ] B8(10) | B12 B9
3 (CHa) BH) | (CH) | 1269 | -11.30 | -10.54 | -9.11 -6.69 -1.68

Tabla 1.3: Caracterizacion de los clusteres de carborano iniciales. Los espectros de RMN fueron llevados a cabo usando CDCls.

orto meta 1-metil-orto

Figura 1.8: Estructura y numeracién de los vértices de los clisteres de carborano de partida.

En la siguiente Figura 1.9 puede verse un ejemplo de espectros de resonancia
de "'B y {"'B-"H} (respectivamente).
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Figura 1.9: Espectros de {''B-'H} RMN (espectro superior) y ''B RMN (espectro inferior) del acido carboxilico 2. Como se puede
observar el nimero de sefales en el espectro acoplado (inferior) es el doble del desacoplado (superior).

A través del solapamiento de ambos espectros se observa que el espectro
acoplado presenta el doble de sefiales que el desacoplado, debido al desdoblamiento
que presentan por el acoplamiento del atomo de boro con su protén.

Para la asignacion de las sefiales correspondientes a los protones unidos a los
atomos de boro (BH), es suficiente solapar los espectros de resonancia de protén y de
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proton desacoplado; de manera que aquellas sefales que sufren una modificacion
(sefiales que en el espectro de {'H-''B} RMN aumentan de altura con respecto al
espectro de 'H RMN), son las correspondientes a los BH (Figura 1.10 para ejemplo en
el caso del orto-carborano de partida). Este procedimiento es de gran utilidad cuando la
estructura del compuesto a elucidar es mas compleja y presenta senales de otros
protones en la misma zona que los BH. Al solapar los espectros acoplado y
desacoplado, puede confirmarse, paralelamente, la presencia de protones no
pertenecientes al cluster de carborano.

e —

L ) - 'll A "
B E ] B a ]
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Figura 1.10: Solapamiento de los espectros de resonancia 'H RMN (rojo) y {'"H-"'B} RMN (verde) del orto-carborano de partida. Las
sehales que ven modificada su altura corresponden a los BH del cluster (1.7-2.7ppm), mientras que la sefial que no varia (3.5ppm)
corresponde con un H no unido directamente al B (CH).

Utilizando los datos de desplazamiento obtenidos, se procedié a la
caracterizaciéon de todos los compuestos que contenian un cluster de carborano.

En el caso del orto-carborano, se sintetizaron, en primer lugar, el acido
carboxilico 2 y el cloruro de &cido 3. Los datos espectroscopicos obtenidos para ambos
compuestos vienen resumidos a continuacion:

a) 1-COQOH-orto-carborano 2:
{'"H-"'B} RMN (8, CDCls): 2.19-2.44 (BH), 4.03 (C,-H), 9.76 (C{-COOH).
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{''B-"H} RMN (5, CDCls): -13.46 (3,6), -11.86 (4,5,7,11), -8.64 (8,10), -2.29
(9,12).
3C RMN (8, CDCls): 57.16 (C2-H), 68.62 (C{-COOH), 163.28 (CO).
b) 1-COCI-orto-carborano 3:
{'H-'"B} RMN (8, CDCl3): 2.05-2.57 (BH), 4.10 (C,-H).
{""B-'H} RMN (5, CDCls): -13.16 (3,6), -11.55 (4,5,7,11), -8.53 (8,10), -2.06
(12), -1.38 (9).
3C RMN (8, CDCl3): 57.45 (C2-H), 74.44 (C1-COCI), 164.76 (CO).

En base a estos datos de desplazamiento, se procedié a la caracterizacion de
los compuestos acoplados. A continuacién se muestra la caracterizacion del compuesto
de referencia 4, que presenta una estructura compleja de orto-carborano, con senales
de otros protones CH sobre la misma zona que los protones BH.

1) En primer lugar se define la zona correspondiente a las sefales debidas a los
protones BH, partiendo de los espectros de 'H RMN (ver Figura 1.11) y {'H-''B}
RMN vy solapandolos (ver Figura 1.12). La zona correspondiente a los BH es
aquella que presenta una variacion en la altura de las sefales (1.78-2.77 ppm).
Ademas, se comprueba la existencia en esta misma zona de sefales de
protones no pertenecientes al cluster de carborano.

b

Figura 1.11: Espectro de "H RMN del compuesto de referencia 4.

Como se puede ver en la integracidén del espectro en la zona comprendida entre
1.78 y 2.77 ppm aparece una senal que integra para 17H.
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Figura 1.12: Solapamiento de los espectros 'H RMN (rojo) y {'"H-'"B} RMN (verde) del compuesto 4.

Del espectro solapado (Figura 1.12) puede obtenerse informacién sobre esos
17H; es decir, puede comprobarse que a parte de los 10BH, en esa misma zona hay
7CH no pertenecientes al cluster de carborano.

2) Mediante un experimento 1D HSQC (ver Figura 1.13) puede obtenerse un
espectro monodimensional que relaciona C-H. De esta manera se puede
discriminar entre protones unidos a carbono y aquellos que lo estan a atomos de
boro (que no apareceran).

Figura 1.13: Espectro 1D HSQC del compuesto 4.
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Como se puede observar en el espectro de la Figura 1.13, en la zona
comprendida entre 1.78 y 2.77 ppm aparecen protones unidos a carbono; es decir,
gueda probada la existencia de senales de CH en la zona correspondiente a los BH.

3) Mediante la interpretacion de los experimentos 2D COSY (ver Figura 1.14) y 2D
HSQC (ver Figura 1.15) puede obtenerse informacion tanto sobre el Cz-H del
cluster de carborano como sobre el resto de los CH. Por medio del espectro 2D
COSY, se define la sefal del C»-H del cluster, ya que sera aquella que no se
acople con ningun otro protén. Asi también, por medio del espectro 2D HSQC se
puede asignar el carbono correspondiente a esa senal de proton. A través de la
interpretacion de este espectro bidimensional, también se obtiene una
informacion importante: los protones de los centros CH, (carbonos secundarios)
se desdoblan, dando diferentes valores de desplazamiento, debido a que son
centros diastereotdpicos.

—= = = &=
= =
___* & =

Figura 1.14: Espectro 2D COSY del compuesto 4.

Como puede observarse en el espectro de la Figura 1.14, la sefal que aparece a
4.26 ppm no sufre acoplamiento con otro protén; por lo que se trata de la sefial CH (Co-
H) del cluster de carborano. En esta figura puede observarse el acoplamiento de
diferentes grupos de sefnales entre si como consecuencia de la proximidad entre ellos;
ya que pertenecen a grupos vecinales distintos.

De la interpretacion del espectro 2D HSQC (Figura 1.15) se obtiene el
desplazamiento del carbono del Cz-H del cluster: 56.74 ppm. Queda asignado, por
tanto, el carbono terciario del cluster de orto-carborano.

97



Capitulo 1: Sintesis de analogos de ligandos de receptores D>

1
1
I (l )
| |
= |
| | |
1 |o
S| | | .
l 11 i
| |
L -
|
|
T | .
S e — — — — — r— — ] - O - i
= | 4 -
| -
1
1 -
|
: -
|
|
| L.
2 AR T Ak, AL T T AR f p3 RAES
o]

Figura 1.15: Espectro 2D HSQC del compuesto 4.

4) Mediante un experimento DEPT (ver Figura 1.16) se puede diferenciar entre los
CHy (carbonos secundarios) y los CH (carbonos terciarios) y CHs (carbonos
primarios).
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Figura 1.16: Espectro DEPT del compuesto 4.
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Conocido el numero y tipo de atomos de carbono (C1, C2-H, CO, 5 x CH,, 1 x CH
y 1 x CH3) que presenta el compuesto 4, mediante la interpretacion del espectro DEPT
se diferencian dos grupos de sefales (hacia arriba y hacia abajo, que corresponden a
los CH y CHs, y a los CH> respectivamente): un CH a 77.22 ppm, que corresponde al
CHCI3; un CH a 56.75 ppm, que corresponde al C.-H como se ha comprobado
anteriormente; y 4 senales de CH, (53.49, 41.56, 28.24 y 23.18 ppm). Volviendo sobre
el espectro 2D HSQC con los desplazamientos quimicos de estos cuatro carbonos,
puede observarse que 3 de estas sefales tienen sus protones desdoblados (53.49,
41.56 y 28.24 ppm), mientras que una senal los presenta al mismo valor de
desplazamiento (23.18 ppm).

Por otro lado, se sabe que sélo hay una sefial de CH3 (la del grupo etilo), que
debe salir a valores de campo alto y que so6lo puede acoplarse con el CH, vecinal.
Como se puede ver en el espectro de 'H RMN, a 1.15 ppm hay un singlete que integra
para 3 protones. Comprobando esa sefal en el espectro 2D COSY, se observa que
presenta acoplamiento con una sefal que sale a 2.80 ppm. Comparando estas dos
sefales con los espectros 2D HSQC y DEPT, se observa que la sefial de 1.15 ppm que
integra para 3 protones tiene un carbono a 13.8 ppm y que la sefial de 2.80 ppm
presenta un carbono con protones desdoblados hacia 48.3 ppm. Esta sefal era la que
faltaba en el DEPT vy, por tanto, quedan asignadas las senales correspondientes al
grupo etilo del compuesto.

En este momento, quedan por asignar las sefales del anillo de pirrolidina y el
CH, unido a la funcibn amida. Sabiendo que el atomo de nitrbgeno es mas
electronegativo que el carbono, desapantallara mas los protones cercanos a él,
desplazando sus sefiales a campo mas bajo, es decir, apareceran a valores mayores
de desplazamiento quimico. Retomando el espectro de 'H RMN, el COSY y el 1D
HSQC, se comprueba que a valores entre 1.49 y 1.90 ppm hay un grupo de senales
que integra para 4 protones; y entre 2.30 y 3.50 ppm hay sefiales que integran, en total,
para 7 protones, de los cuales se ha demostrado que 2 pertenecen al CH, del grupo
etilo. Analizando el COSY, se observa que las sefales a campo alto se acoplan entre
si, y que podrian corresponder a los dos carbonos secundarios del anillo de pirrolidina
gue estan directamente unidos a carbonos.

5) Mediante la interpretacién de espectros NOE se pueden conocer los centros
cercanos espacialmente a aquel que esta siendo saturado. Como se puede ver
en la Figura 1.17, se irradia sobre el centro CH;3 (se hace un NOE selectivo
sobre este centro para comprobar qué disposicion espacial presenta, es decir,
qué centros se encuentran cercanos espacialmente a él), que ha sido ya
asignado definitivamente.
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Figura 1.17: Espectro NOE sobre CH; (1.20 ppm) del compuesto 4.

En este espectro se observa la presencia de una sefal alta (1.20 ppm)
perteneciente al CHz como consecuencia de su irradiacion selectiva. El resto de las
sefales (2.4, 2.8 y 3.5 ppm (senales no referenciadas respecto del CDCI3)) que
aparecen son debidas a los diferentes centros que se encuentran cercanos en el
espacio al grupo irradiado. La diferencia en intensidad de estas sefiales es debida a la
diferente proximidad de los distintos centros; de manera que cuanto mas intensa sea la
sefal, el centro en cuestion se encontrara mas cercano al irradiado. Sabiendo que el
CHgs tiene cercanos en el espacio al CH, de su mismo grupo etilo y al CH, pirrolidinico
unido directamente al atomo de nitrégeno y que se ha asignado ya el CH; del etilo (2.2
y 2.8 ppm aproximadamente), se puede asignar la sefal de 2.4 ppm a uno de los
protones del CH; pirrolidinico.

Aplicando un NEO selectivo, a continuacidn, sobre este nuevo centro (2.4 ppm),
se obtiene un espectro NOE (ver Figura 1.18) de su entorno espacial.
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Figura 1.18: Espectro NOE sobre la sefial a 2.40 ppm del compuesto 4.

Analizando este espectro se observa que la sefial de proton a 2.40 ppm ve
preferentemente dos senales a 1.84 y 1.20 ppm; y otras sefnales a 2.81 y 3.36 ppm, en
menor medida. Comparando estas sefiales con los espectros de '"H RMN, COSY y 1D
HSQC, se comprueba que la senal de 1.20 ppm corresponde al CHs del etilo, la de 2.80
ppm, al CH, del etilo y la de 1.8 ppm al CH pirrolidinico que tiene al lado. Queda, por
tanto, asignada la sefial de este CH, (1.78 ppm en 'H RMN y 23.11 ppm en '*C RMN),
y se puede asignar, por COSY, la del otro centro CH, pirrolidinico a alto campo; que
resulta ser de 1.49 y 1.93 ppm en 'H RMN y 28.26 ppm en *C RMN. Quedan, de esta
manera, asignados los dos centros del anillo de pirrolidina que no tienen sus carbonos
unidos directamente a nitrégeno.

Llegados a este punto, faltan por asignar, solamente, dos CH, y un CH, todos
ellos unidos directamente a un atomo de nitrégeno. Analizando el 2D HSQC se
comprueba que la senal de 2.40 ppm, que se ha asignado a uno de los H del CH>
pirrolidinico unido a nitrégeno, comparte carbono (a desplazamiento quimico de 53.3
ppm) con la sefal de proton a 3.3 ppm. Queda asignado el carbono secundario del
anillo de pirrolidina.

El unico CH, que quedaba sin asignar (el metileno unido directamente al enlace
amidico), queda automaticamente asignado: 3.2 y 3.43 ppm por '"H RMN y 41.8 ppm
por '3C RMN. El CH pirrolidinico queda también asigando: 2.76 ppm por 'H RMN y 48.3
ppm por °C RMN.

101



Capitulo 1: Sintesis de analogos de ligandos de receptores D>

6) Se procede a la asignacion total de todos los centros en {'H-"'B} RMN (ver
Figura 1.19), ®*C RMN (ver Figura 1.20) y {"'B-"H} RMN (ver Figura 1.21).
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Figura 1.19: Espectro {'H-''B} RMN del compuesto 4, asighado.
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Figura 1.20: Espectro '°C RMN del compuesto 4, asignhado.
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Figura 1.21: Espectro {''B-'H} RMN del compuesto 4.

El mismo procedimiento se siguié para la total caracterizacion de todos los
ligandos dopaminérgicos sintetizados.

Todos los compuestos finales sintetizados fueron caracterizados también
mediante espectroscopia de masas. Se llevaron a cabo experimentos
deespectroscopia de masa exacta de alta resolucion, obteniendo los valores deseados
(ver Tabla 1.4) con desviaciones de 1 ppm para el compuesto final 4 ([M+H]"), menor
de 1 ppm para el compuesto 5 ((M+Na]*), de 1 ppm para el com puesto 6 ([M+H]"), de 1
ppm para el compuesto 9 ([M+H]"), de 1 ppm para el compuesto 10 ([M+Na]*), de 2
ppm para el compuesto 11 ([M+H]*), de 1 ppm para el compuesto 14 ([M+H]"), de 7
ppm para el compuesto 15 ([M+Na]*) y de 32 ppm para el compuesto 16 ([M+H]").
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COMPUESTO MASA OBTENIDA MASA TEORICA
4 296.325 296.324
5 390.327 390.327
6 268.291 268.292
9 299.312 299.313
10 393.317 393.316
11 271.279 272.281
14 313.327 313.328
15 407.329 407.332
16 285.265 285.297

Tabla 1.4: Resumen de los datos obtenidos de masa exacta para los compuestos finales indicados.

4. CONCLUSIONES

Descrita la metodologia y los resultados obtenidos en la sintesis de analogos de

ligandos dopaminérgicos, puede concluirse lo siguiente:

1.

La reaccion de los cloruros de acido de orto-, meta- y para-carborano con las
aminas (S)-(-)-2-aminometil-1-etilpirrolidina (comercial) y (S)-2-aminometil-1-
Boc-pirrolidina 1 lleva a la formacion de las correspondientes amidas 4, 5, 9, 10,
14 y 15, con estructura analoga al ligando de receptores D, Racloprida, con
buenos rendimientos (75%, 86%, 70%, 81%, 46% y 47% respectivamente) y de
manera reproducible.

El tratamiento de los compuestos 5, 10 y 15 con &acido trifluoroacético para el
aislamiento de los compuestos precursores 6, 11 y 16 tiene lugar de manera
cuantitativa y reproducible.

La caracterizacion estructural de los compuestos puede llevarse a cabo
inequivocamente mediante RMN.

Existen enlaces de hidrogeno intramoleculares en disolucién en los compuestos
derivados de orto-carborano monosustituido a través del centro C-H del cluster.

El enlace de hidrogeno no se observa en derivados de meta-carborano debido a
la diferente posicion relativa de los atomos de carbono del cluster.
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6. El compuesto 4, derivado de la estructura de orto-carborano monosustituida, es
estable en ACN y se degrada hacia su forma nido en disolventes proticos como
MeOH y H>O/EtOH:9/1. Por el contrario, los compuestos 9 y 14, derivados de las
estructuras de meta-carborano y orto-carborano disustituido respectivamente,
son estables tanto en ACN, como en MeOH y H,O/EtOH:9/1.
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1. ASPECTOS BIOLOGICOS

1.1. Introduccion

Hace menos de 20 anos, el campo de estudio del cannabis en particular y de los
cannabinoides en general era considerado una minoria, un area de investigacion
tranquila y casi inexplorada. Actualmente, la escena es otra.

El término “cannabinoide” fue asignado, originalmente, a un colectivo de
hidrocarburos aromaticos Co¢ que contenian oxigeno y que tenian lugar en la planta
Cannabis sativa. Sin embargo este término se ha generalizado y actualmente es
utilizado para todos los compuestos, tanto naturales como sintéticos, que puedan imitar
las funciones de los metabolitos secundarios encontrados en la planta o presentar
estructuras parecidas a éstos. De esta manera, se denomina cannabinoide a todo
compuesto quimico perteneciente a la familia de los terpenofenoles que activa los
receptores cannabinoides presentes en el organismo.

El mayor componente psicoactivo de la planta Cannabis sativa es el conocido
A°-tetrahidrocannabinol (A°-THC) (ver Figura 2.1), que fue caracterizado y sintetizado
en 1964' y que ha servido como prototipo para la sintesis de numerosos analogos
como potenciales agentes farmacologicos. Se cree que el THC es el cannabinoide
farmacologicamente mas activo no sélo en su forma herbal (marihuana) sino también
en forma de resina (hashish). Debido a su alta liposolubilidad y a su baja
hidrosolubilidad, se pensé inicialmente que debia sus propiedades farmacoldgicas a
una habilidad de perturbar los componentes fosfolipidicos de las membranas
biolégicas®. Sin embargo esta teoria dio un giro a principios de los afios 80 con el
descubrimiento, en tejidos de mamiferos, de receptores cannabinoides especificos. De
hecho, la mayoria de los efectos del THC estdn mediados por sus acciones como
agonista sobre los receptores cannabinoides.

OH
I

Figura 2.1: Estructura del A°-THC, el principal componente psicoactivo del cannabis.
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1.2. Receptores cannabinoides

Hasta ahora, han sido identificados dos tipos de receptores cannabinoides: los
CB; y los CB;®. Los receptores CB; fueron identificados en 1990 en USA en el
laboratorio de Tom Bonner*; mientras que los receptores CB; lo fueron en Reino Unido
en 1993 por Sean Munro®. Estos dos tipos de receptores se diferencian en el modo de
transmitir la sefal y en su distribucion en los diferentes tejidos. Tanto los CB{ como los
CB. son receptores asociados a proteinas Gi, que inhiben la actividad de la enzima
adenililciclasa y que promueven la actividad de ciertas proteinas quinasas que
responden a estimulos extracelulares y regulan varias actividades celulares.

Los receptores CB;y son expresados en el sistema nervioso central, en el
periférico y en algunas células no neuronales. Los receptores CB; se hallan en
abundancia en las regiones del cerebro responsables del movimiento®, del
procesamiento de la memoria y de la modulacién del dolor. Estos receptores parecen
ser los responsables de los efectos euféricos y anticonvulsivos del cannabis.

Los receptores CB, son expresados, principalmente, en células del sistema
inmunitario, como en los leucocitos, el bazo y las amigdalas. Este tipo de receptores
parece ser el responsable de la accién antiinflamatoria del canabis®.

1.3. Clasificacion de los cannabinoides

Atendiendo al modo en cémo son producidos, los cannabinoides pueden
clasificarse en tres tipos principalmente:

- Fitocannabinoides o cannabinoides herbarios: son aquellos que son
sintetizados de una manera natural por la planta de cannabis.

- Cannabinoides enddgenos: son aquellos producidos por organismos
animales y por el cuerpo humano.

- Cannabinoides sintéticos: son aquellos compuestos, sintetizados por el
hombre, que presentan algun tipo de similitud con los naturales y los
enddgenos, ya sea estructural o funcional.

1.3.1. Fitocannabinoides

También reciben el nombre de cannabinoides naturales, y son conocidos
unicamente porque se producen en una cantidad significativa en la planta de cannabis.

112



Capitulo 2: Sintesis de analogos de ligandos de receptores CB;

Todos estos compuestos derivan de una unica estructura (cannabigerol: CBG) y
difieren entre si en el proceso mediante el cual el precursor es ciclado. Dentro de esta
familia caben destacar el Tetrahidrocannabinol (THC) (ver Figura 2.1), el Cannabidiol
(CBD) y el Cannabinol (CBN) (ver Figura 2.2).

Han sido identificados mas de 60 cannabinoides en el cannabis; la mayoria
pertenecientes a una de las 10 subclases principales’, de las cuales los maés
abundantes son, como ya se ha comentado anteriormente, los de tipo CBG. La
presencia de cannabinoides varia segun la variedad del cannabis y, por lo general, en
una planta se encuentran solamente tres o cuatro cannabinoides en concentraciones
superiores al 0.1%.

(X
I
O

Figura 2.2: Estructuras de los fitocannabinoides CBD (a la izquierda) y CBN (a la derecha).

HO

El THC es el componente psicoactivo principal de la planta. Parece que tiene
propiedades analgésicas, aliviando el dolor moderado, y neuroprotectoras. Presenta,
aproximadamente, la misma afinidad tanto por los receptores CB; como por los CB.. Es
el responsable del estado de euforia asociado con el consumo de cannabis debido a su
unién con los receptores CBjs.

1.3.2. Endocannabinoides

Como consecuencia del descubrimiento de los receptores cannabinoides se
demostré que ciertos tejidos podian producir agonistas endégenos para esos mismos
receptores, todos ellos derivados del &cido araquidénico®. Estas sustancias enddgenas
son conocidas como endocannabinoides; que junto con los receptores cannabinoides
constituyen lo que se conoce como “sistema cannabinoide”.

Son cinco los endocannabinoides conocidos, pero los mas investigados han sido
la Anandamida y el 2-Araquidonoilglicerol (ver Figura 2.3), que son, normalmente,
sintetizados bajo demanda en vez de almacenados.
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Figura 2.3: Estructuras de los cinco endocannabinoides conocidos: A (Anandamida), B (2-Araquidonoilglicerol), C (Noladin éter), D
(N-Araquidonoil-dopamina) y E (Virodamina).

Funcion

Los endocannabinoides funcionan como mensajeros intercelulares lipidicos,
sefialando moléculas secretadas en una célula y activando los receptores
cannabinoides necesarios de las células presentes a su alrededor. La diferencia con
respecto a otros neurotransmisores radica en que los endocannabinoides presentan
una sefalizacion retrograda®.

Senal retrégrada

Los neurotransmisores convencionales son liberados de una célula presinaptica
y activados por los receptores apropiados en una célula postsinaptica. Por el contrario,
el caso de los endocannabinoides se define como retrégrado porque realizan la misma
funcién pero en sentido contrario; es decir, son liberados en la célula postsinaptica y
activados en la célula presinaptica, donde los receptores se encuentran concentrados
en los axones, en zonas donde los neurotransmisores convencionales son
normalmente liberados.
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Este sistema de transmision permite a la célula postsinaptica controlar su propia
entrada de trafico; ya que el efecto de esta célula depende de la naturaleza del
neurotransmisor convencional que esta siendo controlado.

1.3.3. Cannabinoides sintéticos

Histéricamente, la sintesis quimica de los cannabinoides se basaba en la
estructura de los fitocannabinoides, de los cuales un amplio nimero han sido
sintetizados y testados, sobre todo en el grupo de Roger Adams®.

Dentro de este grupo cabe destacar compuestos como el Nabilone y el
Rimonabant (SR141716), que son parte de medicamentos; y compuestos como el CP-
55940 y HU-210.

1.4. Imagen del sistema cannabinoide

Varios ligandos de receptores cannabinoides han sido marcados con ftritio y
utiizados para determinar las afinidades por los receptores CB;y y CB. de
cannabinoides mediante ensayos de desplazamiento y para establecer los patrones de
distribucién de estos receptores® °.

El ensayo mas comunmente empleado usando células o membranas celulares
es el ensayo de unién de [*>*S]GTPyS"" ([**S]guanosine-5'-O-(3-thiotriphosphate)) y los
ensayos ciclicos de AMP.

2. ANTECEDENTES

El descubrimiento y la clonacién de los receptores cannabinoides CB y CB,, asi
como el aislamiento y caracterizacién de dos familias de ligandos cannabinoides
enddgenos, representadas por la anadamida y el 2-arquinodoilglicerol han abierto
nuevos horizontes en este nuevo campo de la biologia. Ademas, un considerable
numero de analogos cannabinoides pertenecientes a diversas clases estructurales de
compuestos ha sido sintetizado y testado, aportando importante informacion sobre los
requerimientos estructurales para el reconocimiento y activacidn de los receptores.
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2.1. Ligandos agonistas de receptores cannabinoides

Dentro de este grupo de ligandos pueden encontrarse tanto derivados de
estructuras clasicas de la familia del THC, como estructuras de aminoalquilindoles e
icosanoides entre otros.

Los compuestos més investigados de esta familia son: A®-THC (ver Figura 2.1),
AB-THC y HU-210 (ver Figura 2.4). De todos estos compuestos, el AS-THC es, como ya
se ha explicado anteriormente, el principal constituyente psicoactivo del cannabis. El
A.-THC es también un psicoactivo de la planta, mientras que el HU-210 es un
compuesto sintético.

Durante el transcurso de extensos ensayos SAR sobre la actividad analgésica
de los derivados cannabinoides, fueron sintetizados unos analogos nuevos que
carecian del anillo de dihidropirano del THC. Dentro de esta serie, el compuesto
CP47497 representa el prototipo de estos analogos cannabinoides (ver Figura 2.4) con
estructuras biciclicas e incluso triciclicas'. El compuesto CP55940 (ver Figura 2.4) se
convirtid en uno de los mejores agonistas cannabinoides. Presenta una lipofilia menor
que el THC y su forma tritiada, [PHJCP55940 permitié el descubrimiento y posterior
caracterizacion de los receptores cannabinoides CB;'°.

HO

OH

OH

HO

Figura 2.4: Estructuras de los cannabinoides clasicos A®-THC (arriba a la izquierda), HU-210 (arriba a la derecha) y de los
cannabinoides no clasicos CP55940 (abajo a la izquierda) y CP47497 (abajo a la derecha).
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2.2. Ligandos antagonistas de receptores cannabinoides
2.2.1. Diarilpirazoles

El compuesto prototipo de esta serie es el SR141716A (ver Figura 2.5), conocido
también como Rimonabant, un ligando potente y selectivo de los receptores CB;. El
SR144528 (ver Figura 2.5), otro ligando de esta serie, es un ligando potente y selectivo
por los receptores CB,. Existen evidencias de que estos compuestos producen, por si
solos, efectos inversos a aquellos producidos por los ligandos agonistas
cannabinoides'®. Esta idea se basa en la habilidad que presentan los receptores CB; y
CB. de exhibir actividad de transduccidén de sefal en ausencia de agonistas ex6genos
o enddgenos.
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Figura 2.5: Estructuras de los diarilpirazoles SR141716A (izquierda) y SR144528 (derecha), antagonistas selectivos para los
receptores CB; y CB,, respectivamente.

Es el compuesto SR141716A el que se ha tomado como referencia a la hora de
sintetizar analogos en esta Tesis. Fue el primer antagonista selectivo CB;'
comercializado, cuyo efecto principal es la reduccion del apetito. Fue sintetizado por
primera vez en los Laboratorios Sanofi en 1994. Desde entonces han sido sintetizados
varios analogos, incluyendo ciertos radiotrazadores PET y SPECT'® (ver Figura 2.6).
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Figura 2.6: Estructuras de los radiotrazadores PET Y SPECT analogos del SR141716A: ['®F]SR144385 y ['*[JAM251.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos derivados de la planta Cannabis sativa son algunas de las drogas
mas antiguas y mas comunmente utilizadas en el mundo. Junto con el extendido uso
de la marihuana y la drogodependencia causada por el consumo abusivo de ciertos
estupefacientes, existen otras propiedades bien conocidas de los compuestos
cannabinoides en el area terapéutica que incluyen la analgesia'®, la antiémesis (evita el
vémito)'” y el estimulo del apetito'®.

Pese a que la aplicacion de las técnicas de imagen al estudio del sistema
cannabinoide es muy reciente comparada con la de otras drogas de abuso,
experimentos de autorradiografia han dado informacion de alta calidad sobre la
distribucion de los receptores cannabinoides en el cerebro y sobre los efectos de las
drogas cannabinoides en el metabolismo cerebral. Por un lado, estudios SAR recientes
llevados a cabo sobre ligandos cannabinoides de diarilpirazoles'® han mostrado que la
presencia de diferentes derivados de la alquilamida juegan un papel importante en la
actividad biologica de los ligandos, en cuanto que parecen ser un factor importante de
control de afinidad para los receptores cannabinoides CB+ y CBs.

Por otro lado, como ha sido descrito por Endo y colaboradores®, las estructuras
de 1,2- y 1,7-dicarba-closo-dodecaborano (orto- y meta-carborano), pueden actuar
como estructuras hidrofébicas de varias moléculas biolégicamente activas, debido a
que tanto sus estructuras espaciales como la superficie hidrofébica que presentan
facilitan la interaccién con los residuos hidrofébicos de los receptores del “bolsillo” de
unién del ligando.

Asi pues, basandose en la propuesta de Endo y considerando que la unidad de
carborano presenta un volumen rotacional similar al de un anillo de fenilo y que tiene un
marcado caracter hidrofobico, se han desarrollado una serie de analogos de los
antagonistas Rimonabant (SR141716A, CB; antagonista) y SR144528 (CB:
antagonista); introduciendo diferentes clusteres de carborano (orto-, meta- y metil-orto-
carborano) como farmacéforos hidrofébicos en sustitucion del resto alquilico de la
alquilamida. Aunque no han podido efectuarse ensayos de caracterizacion in vitro o in
vivo de los compuestos desarrollados en el marco de esta tesis doctoral, se postula que
la incorporacion de los clusteres de carborano podria modular positivamente la afinidad
y selectividad de los compuestos desarrollados hacia los receptores CB;.
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Sintesis de ligandos cannabinoides

A la hora de disefar una ruta sintética (ver Esquema 2.1) para la obtencion de
los ligandos cannabinoides deseados, se opté por la condensacion final del acido
carboxilico dirailpirazolinico, previamente sintetizado, con la amina derivada de cada
cluster de carborano.

NH NH,

Cl

e-C Cl Cl

Esquema 2.1: Ruta retrosintética disefiada para la obtencion de los ligandos cannabinoides deseados, que consiste en la
condensacion del acido carboxilico diarilpirazolinico y la amina correspondiente del clister de carborano.

Para llevar a cabo esta ruta sintética fue necesaria la sintesis previa del acido
carboxilico diarilpirazolinico 18 (ver Esquema 2.2) que habia sido anteriormente
publicada por Pertwee y colaboradores para el desarrollo de ligandos analogos de
SR141716A%",
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Esquema 2.2: Ruta sintética llevada a cabo para la sintesis del acido carboxilico 18. Condiciones: (a) i) LIHMDS, Et,O anh, -78°C,
ii) Dietil oxalato, rt; (b) i) Hidrocloruro de 2,4-diclorofenilhidrazina, EtOH, ii) HAc, reflux; (c) LiOH, THF/H,O, 0°C-rt.
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Partiendo de la 4-cloropropiofenona comercial se preparé la sal de litio
intermedia por reaccion con dietil oxalato en presencia de hexametildisilazida de litio
(LIHMDS) como base. Esta sal se hizo reaccionar con el hidrocloruro de la 2,4-
diclorofenilhidrazina para obtener el éster etilico 17 con un rendimiento bajo (20%)
después de varios lavados y centrifugados. El éster etilico fue hidrolizado
completamente a acido carboxilico (ver Figura 2.7 para espectro 'H-RMN y Figura 2.8
para espectro de '*C-RMN, con la sefial del grupo metilo asignada) por reaccién con
hidroxido de litio en tetrahidrofurano/agua con rendimiento cuantitativo. Este
procedimiento difiere del publicado ya que en las condiciones descritas por los autores,
que realizaron la hidrélisis con hidréxido potasico en metanol, se obtuvieron mezclas
del compuesto hidrolizado y del éster metilico correspondiente.
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Figura 2.7: Espectro 'H-RMN del acido carboxilico 18. A § = 2.33 ppm se puede ver el singlete correspondiente al grupo metilo.
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Figura 2.8: Espectro *C-RMN del acido carboxilico 18. A § = 9.73 ppm aparece la sefal del grupo metilo.

Por otro lado, era necesario preparar las aminas derivadas de los clusteres de
carborano (ver Esquemas 2.3 y 3.4). Para ello se decidié partir de los mono-acidos
carboxilicos correspondientes, que se sintetizaron segun la metodologia descrita en la
literatura por Kahl y colaboradores®. Asi, el orto-carborano fue disuelto en dietil éter
anhidro, bajo atmésfera inerte, y enfriado a -78°C. A continuacién se adicioné nBulLi
como base poco a poco. Tras la adicién de CO, sélido y el tratamiento posterior con
agua se obtuvo el correspondiente monoacido 2 con un 75% de rendimiento. Este
acido carboxilico, disuelto en Tolueno anhidro, fue puesto a reaccionar con
pentacloruro de fosforo para obtener, después de una destilacion (120°C, 5mm Hg), el
cloruro de &cido 3 con un buen rendimiento (75%). De una manera analoga, se
procedié a la sintesis de los &cidos 7 y 12 y de sus cloruros de acido 8 y 13,
obteniéndolos todos ellos con muy buenos rendimientos (68% para el compuesto 7,
85% para el 8, 98% para el 12 y 92% para el 13).
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Esquema 2.3: Ruta sintética llevada a cabo para obtener las aminas derivadas de los clisteres de carborano (1,2-dicarba-closo-
dodecaborano, 1,7-dicarba-closo-dodecaborano y 1-metil-1,2-dicarba-closo-dodecaborano). Condiciones: (a) i) TMSNs, Tolueno,
reflujo; i) 'BuOH, reflujo; (b) TFA, DCM, 0°C-rt.

Sintetizados los cloruros de acido 3, 8 y 13, se utilizé una metodologia descrita
también por Kahl®® para preparar las correspondientes aminas primarias. Para
sintetizar la amina protegida con Boc 19 (ver Figura 2.9 para espectro {'H-''B}-RMN),
se trat6 el cloruro de acido 3 con trimetilsilil azida bajo un reflujo de Tolueno segun el
procedimiento de Washburne y Peterson®. Esta transposicién de Curtius dié como
resultado un 1-isocianato-orto-carborano intermedio que, bajo reflujo de ter-butanol
rindié la amina protegida con Boc 19 con un rendimiento del 34%. Esta amina fue
tratada posteriormente con acido trifluoroacético en diclorometano como disolvente a
0°C para obtener la amina primaria 20 (ver Figura 2.10 para espectro {'H-'"B}-RMN)
con un rendimiento cuantitativo.
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Figura 2.9: Espectro de 'H-RMN desacoplado de la amina protegida 19. A § = 4.60ppm aparece el protén del clister de carborano.

Siguiendo el mismo procedimiento se aislaron las aminas 23 y 26 con
rendimientos cuantitativos a partir de las aminas protegidas 22 y 25, respectivamente,
que se obtuvieron a través de la misma reaccibn modificada de Curtius, con
rendimientos del 11% y 36% respectivamente.

Debido a que los rendimientos globales de las aminas primarias finales 20, 23 y
26 eran bajos (11%, 34% y 36%, respectivamente), se probd a aislar los isocianatos
correspondientes, a través de la reaccion de Curtius (trimetilsilii azida (TMSN3) en
tolueno a reflujo) con los cloruros de acido 3, 8 y 13 respectivamente, y a hacerlos
reaccionar, posteriormente, con hidroxido de litio en tetrahidrofurano/agua. Los
rendimientos globales para la sintesis de las aminas primarias finales a través de este
nuevo procedimiento resultaron igualmente bajos y comparables con los ya obtenidos
anteriormente.
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Figura 2.10: Espectro de 'H-RMN desacoplado de la amina 20. A § = 3.77ppm aparece el protén del clister de carborano y a &=
2.94ppm, los protones de la amina primaria.

El Esquema 2.4 describe las condiciones éptimas encontradas para la obtencion
de los compuestos finales 21, 24 y 27. Para llegar a estas condiciones se llevé a cabo
la serie de experimentos que viene descrita en la Tabla 2.1.

. 18 R-NH, SOCl, Condiciones Comentarios
(equivalentes) (eq)
1 1 1.5 3.3eq DCM, TEA, 0°C-rt No se da reaccién
2 1 1.5 imL DCM, TEA, 0°C-rt No se da reaccion
3 1 1.5 imL DCM, DIPEA, 0°C-rt No se da reaccion
4 1 1.5 - DIC (1.5eq), N:,;'S (1.5), DMF, No se da reaccidn
5 1 1 - HOAT (1 'g;\a/qu)’ rI?IC 81.5), No se da reaccion
6 1 1.5 imL MW: 1502C, 20min Rendimiento del 5%

Tabla 2.1: Condiciones probadas para la sintesis de las amidas finales.

En primer lugar se abordd el acoplamiento como en el caso de los ligandos
dopaminérgicos (ver Esquema 3.5, Capitulo 3), en diclorometano con trietilamina como
base a temperatura ambiente (ver entrada 1, Tabla 2.1). Esta metodologia no resulto
exitosa, por lo que en primer lugar se decidi6é adicionar cloruro de tionilo (SOCI,) como
codisolvente (ver entrada 2, Tabla 2.1) para asegurar la total formacién del cloruro de
acido. Esta nueva metodologia no funciond, por lo que se decidié cambiar la base. Asi,
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se adiciond diisopropiletilamina (DIPEA) (ver entrada 3, Tabla 2.1), que al ser mas
basica podria desplazar mejor el equilibrio; sin embargo, el cambio de base tampoco
afectd a la reaccion. Ya que el acoplamiento llevado a cabo con los dopaminérgicos no
funcionaba con los cannabinoides, se optd por utilizar la diisopropialcarbodiimida (DIC)
en presencia de N-hidroxisuccinimida (NHS) (ver entrada 4, Tabla 2.1) para activar el
acido carboxilico y poder ser atacado por la amina mas facilmente. También se probd6
con azo-hidroxibenzotriazol (HOAT), en presencia de DIC (ver entrada 5, Tabla 2.1),
pero ninguna de las dos metodologias dio resultado. Una de las hipétesis que se barajo
como causa de la falta de reaccion era que los reactivos de partida (amina y acido
carboxilico) eran demasiado voluminosos y no reaccionaban por el impedimento
estérico.

Basandose en estudios publicados anteriores®*, se decidi6 calentar la reaccion.
Una prueba en microondas a 150°C rindi6 el compuesto deseado final con bajo
rendimiento (ver entrada 6, Tabla 2.1). Un aumento del tiempo de reaccién resulté en
un aumento de rendimiento.

Asi, el acido carboxilico 18 se disolvié en Tolueno anhidro, bajo atmésfera inerte
y se adiciond cloruro de tionilo (SOCI,). La reaccion se calentd a reflujo durante 3
horas, obteniendo el cloruro de acido, in situ, después de evaporar el disolvente bajo
atmosfera inerte. Por otro lado, en un vial de microondas, bajo atmésfera inerte, se
disolvié el 1-amino-orto-carborano 20 en Tolueno anhidro y sobre esta disolucién se
adicioné el cloruro de acido recién sintetizado disuelto en Tolueno anhidro. La reaccion
se calentd en el microondas a 150°C bajo presién durante 50 minutos, obteniendo la
amida final 21 (ver Figura 2.11 para espectro {'H-''"B}-RMN) con un rendimiento del
43% después de ser purificada.

Se utilizé el mismo procedimiento para la obtencién de las amidas finales 24 y
27 a partir de sus correspondientes aminas 23 y 26, respectivamente, con rendimientos
del 32% y 10%.
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Esquema 2.4: Procedimiento sintético empleado para la obtencién de las amidas finales 21, 24 y 27. Condiciones: (a) i) SOCl,,
Tolueno, reflujo; ii) 20, Tolueno, MW: 150°C, 50min; (b) i) SOCI,, Tolueno, reflujo; ii) 23, Tolueno, MW: 150°C, 50min; (c) SOClI,,
Tolueno, reflujo, ii) 26, Tolueno, MW: 150°C, 50min.

Todos los compuestos finales sintetizados fueron caracterizados por RMN vy
espectrometria de masas.

A continuacién se incluyen los espectros de resonancia {'H-'"B}-RMN (Figura
2.11), "*C-RMN (Figura 2.12) y {"'B-'H}-RMN (Figura 2.13) del compuesto final 21
remarcando las sefiales mas relevantes, como el proton del cluster de carborano o el
metilo del grupo diarilbenzopirazolinico insertado.
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Figura 2.11: Espectro de 'H-RMN desacoplado de la amida 21. A § = 5.01ppm aparece el proton del clister de carborano, a 8=
7.83ppm, el protén de la amida y a 8= 2.26ppm el grupo metilo del diarilbenzopirazol.
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Figura 2.12: Espectro de ®C-RMN de la amida 21. A § = 9.47 ppm aparece la sefal del grupo metilo, a § = 60.59 ppm el CH del
cluster de carborano, a & = 78.91 ppm el carbono cuaternario del cluster de carborano y a § = 160.63 el carbonilo del enlace amida.
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Figura 2.13: Espectro de ''B-RMN desacoplado de la amida 21.

Todos los compuestos finales sintetizados fueron caracterizados también
mediante espectroscopia de masas. Asi, se llevaron a cabo experimentos de masa
exacta de alta resolucién, obteniendo los valores esperados (ver Tabla 2.2) con
desviaciones de 1 ppm para el compuesto final 21 ([M+Na]*), menor de 1 ppm para el
compuesto 24 ([M-H]) y de 2.5 ppm para el 27 ([M-H]).

COMPUESTO MASA OBTENIDA MASA TEORICA
1 545.1721 545.1722
2 521.1744 521.1746
3 535.1891 535.1904

Tabla 2.2: Resumen de los datos obtenidos de masa exacta para los compuestos 21, 24 y 27.
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Como se puede ver en la Figura 2.14, el espectro de masas de los compuestos
de carborano presenta un perfil caracteristico debido a la distribucién isotopica del
boro.
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Figura 2.14: Espectro de masa exacta de alta resolucion del compuesto final 21. Arriba aparece el perfil de masa exacta teérica
calculada para la férmula quimica C19H22B10ClzN3sONa ([M+Na]’), mientras que en el espectro de abajo viene dada la masa exacta
obtenida en el espectrometro por inyeccién directa del compuesto 21.

4. CONCLUSIONES

Descrita la metodologia sintética utilizada y los resultados obtenidos, puede
concluirse lo siguiente:

1. La reaccién de las aminas 20, 23 y 26 con el acido carboxilico 18 en microondas
durante 50 minutos a 150°C lleva a la formacién de las correspondientes amidas
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finales 21, 24 y 27, con estructura analoga al ligando de receptores CBj
Rimonabant, con unos rendimientos del 43%, 32% y 10%, respectivamente.

2. La caracterizacion estructural de los compuestos puede llevarse a cabo
inequivocamente mediante RMN.
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Capitulo 3: Sintesis de radiotrazadores PET con carbono-11

En el presente capitulo se describiran y, posteriormente, discutiran los
resultados obtenidos en las investigaciones llevadas a cabo sobre la sintesis de los
radiotrazadores [''C]Racloprida, con alta actividad especifica, y del ligando
dopaminérgico  1-(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-
dodecaborano. Por un lado, la sintesis de [''C]Racloprida con alta actividad especifica’
fue llevada a cabo con el objetivo de utilizar este radiotrazador en el desarrollo de los
ensayos ex vivo de autorradiografia con los ligandos dopaminérgicos 4, 9 y 14, como
se explicara en el Capitulo 4. Por otro lado, la sintesis del radiotrazador PET 1-(N-(1-
[Metil-"'C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-dodecaborano fue llevada
a cabo con el objetivo de determinar su patrén de biodistribucion (ensayos in vivo) y
evaluar su potencial aplicacién para la visualizacién de los receptores dopaminérgicos
post-sinapticos D..

1. Sintesis de [''C]Racloprida con alta actividad especifica

Ligandos PET potentes y selectivos para receptores D,, como [''C]Racloprida,
['"C]FLB 457 y ['®F]Faliprida, han sido utilizados en la bisqueda de receptores en el
cortex cerebral de cerebros humanos in vivo?. La ARG es una técnica muy Util para
medir la densidad de los receptores D, en el estriado cerebral; sin embargo, los
ensayos de desplazamiento competitivo pueden presentar disminucion de la union
especifica por los receptores D, debido a la presencia del compuesto competidor frio
(sin marcaje radiactivo), que puede revelar posibilidad de unién inespecifica por parte
del radioligando.

Un estudio publicado recientemente por Suzuki y colaboradores®, muestra que la
utilizaciéon de [''C]Racloprida de alta actividad especifica disminuye el efecto de la
posible unién inespecifica debida al competidor frio usado en los ensayos de
desplazamiento.

Basandose en esta afirmacion y utilizando un método desarrollado en el grupo’,
se procedid a la sintesis de [''C]Racloprida con elevada actividad especifica
consistente en la combinaciéon de médulos de sintesis comerciales para llevar a cabo
todos los pasos sintéticos (produccion del agente [''C]metilante ([''C]Mel), metilacion,
purificacion y reformulacién) a través de un proceso totalmente automatizado.
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1.1. Metodologia
1.1.1. Procedimiento general para la produccion de [''C]Mel

La sintesis de ['"C]CHsl fue llevada a cabo mediante un médulo de sintesis
TRACERIab FXc Pro de GE Healthcare (ver Figura 3.1 para los esquemas). EI [''C]CH,
fue generado in situ en un ciclotrén a través de un bombardeo (corriente del blanco =
22 PA, corriente integrada = 2 pAh) con una mezcla gaseosa de No/Ho (99/1, presion
inicial = 16 bar) con protones de alta energia (18MeV). El gas radiactivo fue
inicialmente atrapado en una trampa Carbosphere 60/80 a una temperatura de -140°C,
posteriormente fue desorbido por calentamiento a 80°C y finalmente se hizo reaccionar
con l; a 720°C para formar la especie [''CJCHsl en un proceso en fase gaseosa. El
[""C]CHsl recién sintetizado fue retenido selectivamente en una trampa con Porapak™
Q a temperatura ambiente, mientras que el [''CJCH, que no habia reaccionado fue
recirculado. Al final de este proceso, que consisti6 en 8-9 ciclos, la trampa de
Porapak™ Q fue calentada a 190°C y el ['"C]CHsl retenido hasta el momento fue
entonces destilado bajo un flujo continuo de helio (20 mL/min). Esta corriente gaseosa
se paso a través de una trampa que contenia P>Os y Ascarite II® antes de introducirla
en el loop de reaccion (ver Figura 3.1; sistema AutoLoop™) para llevar a cabo la
sintesis de [''C]Racloprida.
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Figura 3.1: Diagrama esquematico del sistema de produccién de [''C]Mel (TRACERIab FX C Pro), del sistema de ''C-metilacion
(AutoLoop™) y del sistema de reformulacién (ReFORM-plus™) para la sintesis de [''C]Racloprida. El sistema de produccién de
['"C]Mel fue instalado en una celda plomada y los sistemas de AutoLoop™ y ReFORM plus™ en otra celda plomada contigua. El
["C]Mel fue producido en el médulo TRACERIab FX C Pro (celda caliente 1) y transferido al loop de HPLC (que contenia la
disolucion del precursor, en la celda caliente 2) a través de un flujo continuo de N,. Acabado el proceso de atrapado de [''C]Mel, se
llevd a cabo la reaccion de metilacion y el crudo fue enviado al sistema de HPLC; donde la fraccion deseada fue colectada en el
Reservoir (previamente acondicionado con 20mL de agua; ReFORM-plus™, celda caliente 2) y reformulada usando un cartucho C-
18.
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1.1.2. Sintesis de [''C]Racloprida

El ["'C]CHsl sintetizado mediante el proceso explicado anteriormente, fue
atrapado en un loop de HPLC de acero inoxidable de 2mL (ver Figura 3.1; sistema
AutoLoop™) precargado con una disolucién de 1 mg de (S)-O-desmetilracloprida* en
80uL de dimetilsulféxido y 3 pL de una disolucién acuosa de hidroxido sddico 5M.
Acabado este proceso, se llevo a cabo la reaccidn durante 6 minutos a temperatura
ambiente (ver Esquema 3.1 para esquema sintético). El crudo de reaccion se purificd
en un sistema de HPLC con un detector radiométrico y uno de UV. Se utilizé6 como fase
estacionaria una columna C18 (Supelcosil™ LC-ABZ+; 250x10 mm, 5 ym) y como fase
movil una mezcla de una disolucién acuosa de formiato aménico 100 mM a pH =
3.9/ACN 62/38 con un flujo de 5 mL/min. Bajo estas condiciones la fraccién purificada
de [''C]Racloprida fue colectada a un tiempo de retencién de 11-12 min y reformulada
usando el sistema ReFORM-plus™ (ver Figura 3.1; celda caliente de sintesis 2) por
dilucién con 20mL de agua, atrapamiento del radiotrazador en un cartucho C-18, que
fue lavado con agua y posterior elucion con 1mL de EtOH y 9mL de una disolucién
fisiologica. Finalmente se filtr6 a través de un filtro de 0.22um.

H; C
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o C Sy,
NH
["'C]Mel, RT, 6 min

N

on <
CH;

DMSO/NaOH

Esquema 3.1: Reaccion llevada a cabo para la sintesis de [''C]Racloprida.

La cantidad final del radiotrazador fue medida en un calibrador de dosis y una
muestra fue sometida a control de calidad. La pureza radioquimica y la actividad
especifica fueron determinadas por HPLC con un detector UV (A = 254 nm) y
radiométrico. Como fase estacionaria se utilizd6 una columna RP-C18 (Mediterranean
Seal8, 4.6x250 mm, 5um) y como fase mdvil, una mezcla de una disoluciéon acuosa
100 mM de formiato amoénico a pH = 3.9/ACN 60/40. Bajo estas condiciones la
["'C]Racloprida fue detectada a un tiempo de retencién de 8.4 min.
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1.2. Resultados y discusion

Como se ha explicado anteriormente en la Introduccién, el [''C]Mel puede ser
producido a través de dos estrategias diferentes de marcaje con Carbono-11. La
primera estrategia, denominada histéricamente como método “humedo” (“wet” method),
consiste en la produccién de [''C]CO. en un ciclotrén, el cual se reduce con hidruro de
litio y aluminio (LiAlH4) y posteriormente se le anade acido yodidrico (HI) y agua para
formar la especie [''C]CHsl, que es destilada bajo el flujo continuo de un gas inerte®. La
segunda estrategia, denominada método de “fase gaseosa”’ (“gas phase” method),
aprovecha la conversién del [''C]CH, (producido por reduccién del [''C]CO, generado
en el ciclotrén o por irradiacion directa con una mezcla gaseosa No/Hz con protones de
alta energia®) en ['"C]CHsl por yodacién gaseosa de radicales libres a alta
temperatura’. El método de fase gaseosa ofrece, normalmente, rendimientos
radioquimicos menores pero actividades especificas mucho mayores, especialmente
cuando el ['"C]CH, es generado directamente en el ciclotrén®. Por tanto, esta es la
razén por la cual este Gltimo método (produccion directa de [''C]CH4 en el ciclotrén) fue
el elegido en este trabajo para la sintesis de [''C]Racloprida.

Pese a que la ['"C]Racloprida ha sido ampliamente utilizada, su radiosintesis
sigue siendo delicada y por tanto, protagonista de diversas discrepancias en la
literatura. En la sintesis original, publicada por Ehrin y colaboradores®, se utilizaban
grandes cantidades de precursor (2.5-83.5mg) para conseguir rendimientos
radioquimicos significativos; de manera que cuando la cantidad de precursor disminuia,
el rendimiento radioquimico disminuia considerablemente. Utilizando un método
alternativo, desarrollado por Ishiwata y colaboradores'®, era posible obtener
rendimientos entorno al 11-14% (referidos al [''C]Mel) y actividades especificas en el
rango de 33-91 GBg/umol utilizando pequefias cantidades de precursor (0.3-0.5mg),
pese a que era necesario un precalentamiento (80-120°C, 5-6 min) de la disolucién del
precursor. Recientemente, Wilson y colaboradores introdujeron el uso del “método por
captura de disolvente” (captive solvent method) para preparar [''C]Racloprida con un 9-
15% de rendimiento radioquimico (referido al [''C]CO,, sin corregir) y con valores de
actividad especifica entorno a 55 GBg/umol'’. Pese a que esta Ultima metodologia
representa una alternativa muy interesante, la necesidad de establecer un
procedimiento de limpieza, no totalmente automatizado, entre las diferentes
producciones y el hecho de que el proceso completo sea llevado a cabo en una Unica
celda plomada limita el rendimiento del sistema. Por otro lado, los valores de actividad
especifica podrian no ser suficientes para llevar a cabo determinados estudios in vivo.
Con los datos obtenidos con la metodologia puesta a punto en el grupo es posible
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obtener rendimientos (51.3+11.2% vs 11-14%) y actividades especificas (10920 vs 33-
91 GBg/umol) mayores que las publicadas por Ishiwata y colaboradores.

Bajo las condiciones anteriormente descritas para la obtencién de
[''C]Racloprida se llevaron a cabo un total de 30 sintesis. Al final de las sintesis, se
obtuvieron valores de radiactividad de 23+5 mCi (851+185 MBq) para [''C]Racloprida
pura en un tiempo total de sintesis de 40 minutos (rendimiento radioquimico (RCY) =
51.3+11.2% referido al [''C]Mel, corregido el decaimiento (DC)). La pureza
radioquimica (RCP) (identidad confirmada por coelucion con el estandar de referencia)
fue del 99.5% en todos los casos y los valores de actividad especifica (SA) al final de la
sintesis (EOS) fueron de 109+20 GBg/umol.

La implementacion de unas condiciones adecuadas de HPLC y la relativa
escasa presencia de impurezas radiactivas (ver Figura 3.2) permitié la recoleccién de la
fraccion deseada en un periodo corto de tiempo y rindi6 el radiotrazador final con altas
purezas quimica y radioquimica.
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Figura 3.2: Perfil cromatografico correspondiente a la purificacion de la [''C]Racloprida bajo las condiciones descritas. Se muestran
los perfiles del detector radiométrico (linea continua) y del detector UV (linea punteada).

Los resultados obtenidos bajo esta metodologia demuestran que aprovechando
(i) el proceso implementado automatizado de limpieza del sistema AutoLoop (agua +
acetona +dietil éter + secado con flujo de N»), (ii) el hecho de que dos médulos de
sintesis fueron instalados en celdas plomadas diferentes y contiguas (ver Figura 3.1),
(i) la utilizacién de kits de un unico uso para la formulacién final, (iv) los rendimientos
radioquimicos altos (lo que permitié llevar a cabo sintesis con cantidades pequefas de
['"C]CH4), (v) el hecho de que no fue necesario un proceso de lavado en el médulo
entre las diferentes sintesis y (vi) la instalacion de contenedores plomados para el
almacenaje de los desechos, pueden llevarse a cabo varias sintesis de [''C]Racloprida
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con alta actividad especifica durante un uUnico dia (6-7 en nuestro caso). Por otro lado,
esta metodologia permite que la intervencion del operario sea minima para sintesis
consecutivas con lo que se minimiza la exposicion a la radiacion.

1.3. Conclusiones

1. La metodologia, totalmente automatizada, puesta a punto en el grupo permite la
produccion de [''C]Racloprida con buen rendimiento radioquimico y alta
actividad especifica.

2. Gracias a la especial configuraciébn creada utilizando tres maédulos
automatizados comerciales y dos celdas calientes separadas y contiguas, es
posible llevar a cabo producciones consecutivas con la minima intervencion del
operario y la minima exposicion a la radiacion.

2. Sintesis de 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-
closo-dodecaborano

El desarrollo de una nueva generacién de escaneres PET/CT y el aumento de la
instalacion de ciclotrones han convertido a la PET en una técnica ampliamente utilizada
tanto en ambiente clinico como en preclinico. De entre todos los emisores de
positrones, el ''C (vida media de 20.4 min y maxima energia de positrén de 960.5 KeV)
y el ®F (vida media de 109.8 min y maxima energia de positrén de 633.6 KeV) han
sido, de lejos, los radionucleidos mas utilizados debido a su versatil quimica, a su
relativa vida media larga y a los altos rendimientos obtenidos en durante su produccion
en los ciclotrones comerciales. Sin embargo, la posibilidad de llevar a cabo estudios
con radiotrazadores marcados con Carbono-11 queda supeditada a la capacidad de
produccion de los laboratorios radioquimicos, debido a que es necesaria una
produccion por cada adquisicién PET deseada.

Por otro lado y como consecuencia de la evolucién de las tecnologias de
visualizacién in vivo, es de suma importancia el continuo desarrollo de nuevos
radiotrazadores potentes y especificos para la visualizacién de las funciones celulares y
el seguimiento de los diversos procesos moleculares a estudio. Por este motivo, el
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objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es el de sintetizar nuevos
radiotrazadores PET para la visualizacién de los receptores dopaminérgicos Do.

2.1. Metodologia
2.1.1. Procedimiento general para la produccion de [''C]Mel

La sintesis de [''C]JCHsl fue llevada a cabo usando el médulo de sintesis
TRACERIab FXc Pro bajo las mismas condiciones descritas anteriormente para la
sintesis de la [''C]Racloprida.

En la Figura 3.3 aparece esquematizado el proceso de sintesis de [''C]JCHsl en
el modulo comercial, donde pueden observarse dos gréaficas correspondientes a (i) la
actividad presente en la trampa Carbosphere 60/80, donde debido a la presencia del
['""C]CH, la curva muestra una regién de subida, correspondiente a la llegada de la
actividad cuando se vacia el target irradiado del ciclotrdn, y posteriormente una zona de
bajada con oscilaciones que corresponde a los diferentes ciclos de formacion de
['"C]CHsl que se retiene en la trampa de Porapak™ Qv (ii) la actividad presente en la
trampa Porapak™ Q debido a la presencia del [''C]CHsl sintetizado a partir del
calentamiento de [''C]CH, con I a 720°C. Tras una zona de plateau, la curva muestra
una zona de bajada correspondiente a la destilacion del ['"C]CHsl hacia el médulo
AutoLoop, donde se produce posteriormente la metilacion del precursor no radiactivo.
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Figura 3.3: Gréfico de sintesis de [''C]CHsl en el médulo comercial TRACERIab FXc Pro. Se muestran los perfiles de actividades
en las trampas Carbosphere 60/80 (azul) y Porapak™ Q (verde).
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2.1.2. Sintesis de 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-
closo-dodecaborano

El ['"C]CHgl sintetizado mediante el proceso anteriormente descrito fue atrapado
en un loop de HPLC de acero inoxidable de 2mL (ver Figura 3.1) precargado con una
disolucion de 1 mg de 1-(2-metilen-pirrolidin-formamida)-1,7-dicarba-closo-
dodecaborano 11 en 100 yL de dimetilformamida (DMF) y en presencia de 10 L de
trietilamina. Acabado este proceso, se llevé a cabo la reaccién durante 6 minutos a
temperatura ambiente (ver Esquema 3.2).
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Esquema 3.2: Reaccion llevada a cabo para la sintesis de 1-(N-(1-[Metil-"'C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-
dodecaborano.

El crudo de reaccion se purific6 en un sistema de HPLC con detector
radiométrico y UV. Se utiliz6 como fase estacionaria una columna C18 (Supelcosil™
LC-ABZ+; 250x10 mm, 5 ym) y como fase movil una mezcla de ACN/H2O 90/10 con un
flujo de 5 mL/min. Bajo estas condiciones la fraccion purificada del radiotrazador fue
colectada a un tiempo de retencibn de 21 min (ver Figura 3.4 para perfil
cromatografico), utilizando detectores radiométricos y de UV.
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Figura 3.4: Perfil cromatografico de la purificacion del radiotrazador sintetizado. La fraccion recolectada deseada presenta un tg =
21 min. Se muestran los perfiles en UV (negro) y radiactivo (azul).

144



Capitulo 3: Sintesis de radiotrazadores PET con carbono-11

La fraccién colectada fue diluida en 20 mL de agua inyectable y la disolucion
resultante se circuld por un cartucho de extracciéon en fase solida tipo C-18, donde se
retuvo el radiotrazador de manera selectiva, eliminando asi los disolventes procedentes
de la purificacion cromatografica. Tras lavar el cartucho con agua, el radiotrazador se
eluyé con 1 mL de etanol absoluto y se reconstituyé con 9 mL de suero fisiolégico para
obtener una disolucién que, tras ser filtrada con un filtro de 0.22 um, estaba lista para
ser administrada.

La cantidad de radiactividad final del radiotrazador fue medida en un calibrador
de dosis y una muestra fue sometida a control de calidad. La pureza radioquimica y la
actividad especifica fueron determinadas por HPLC con un detector UV (A = 254 nm) y
radiométrico. Como fase estacionaria se utilizé una columna C18 (Eclipse XDB C18,
4.6x150 mm, 5um) y como fase mdévil, una mezcla de ACN/H,O 75/25 a 1 mL/min.
Como puede observarse en la Figura 3.5, bajo estas condiciones el radiotrazador fue
detectado a un tiempo de retencién de 11 min.
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Figura 3.5: Perfil de HPLC analitico de la sintesis del radiotrazador (mezcla de reaccién antes de purificar). El pico presente a 11

min es el correspondiente al radiotrazador sintetizado, mientras que los picos entorno a 2 min y a 3 min son, respectivamente,
metanol y [''C]CHjl.
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2.2. Resultados y discusion

Como se ha explicado anteriormente la produccion de [''C]Mel es una
metodologia bien descrita e implementada en el grupo' y que puede llevarse a cabo
con buenos rendimientos radioquimicos y actividades especificas en un proceso
reproducible.

En cuanto a la sintesis del radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-
formamida)-1,7-dicarba-closo-dodecaborano resulté ser una tarea mas dificil de llevar a
cabo. Las condiciones de sintesis descritas anteriormente para este radiotrazador son
las que rinden la mejor conversion radioquimica (RCC), del 31.4%, de todas las
condiciones experimentales probadas.

Como puede observarse en la Tabla 3.1 fueron varias las condiciones
experimentales probadas para llevar a cabo la sintesis del radiotrazador con [''C]CHjl.
Se realizaron pruebas en disolventes diferentes (DMF y DMSO) y con cantidades de
base diferentes. Asi se comprobd que el cambio de disolvente de dimetilformamida a
dimetilsulféxido no rendia la reaccion; mientras que un aumento de la cantidad de base
aumentaba considerablemente la conversidén radioquimica, que fue maxima con 72
pumol de base (10 yL). Superada esta cantidad la conversion radioquimica se mantenia,
mas o menos, constante.

Precursor , V disolvente Tiempglde
Base Base (umol) | Disolvente reaccion RCC (%)
(mg) (WL) min)

1 TEA 14.4 DMF 100 6 8.2+3.3
1 TEA 28.8 DMF 100 6 9.0+1.8
1 TEA 72 DMF 100 6 31.414.8
1 TEA 144 DMF 100 6 30.3+4.4
1 TEA 14.4 DMSO 100 6 0
1 TEA 28.8 DMSO 100 6 0
1 TEA 72 DMSO 100 6 0
1 TEA 144 DMSO 100 6 0

Tabla 3.1: Resumen de las condiciones probadas para la sintesis de radiotrazador con [''C]CHjl.

Considerando los bajos valores obtenidos de conversion radioquimica en la
sintesis con [''C]CHal, se decidié llevar a cabo una serie de pruebas experimentales
adicionales utilizando [''C]JCHsOTf como agente metilante en sustitucion de [''C]CHsl.
La sintesis de [''C]JCHsOTf se llevé a cabo haciendo pasar el flujo de [''C]CHsl por una
trampa conteniendo 150-200 mg de triflato de plata en un proceso continuo a 180°C
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bajo un flujo de helio (20 mL/min). De esta manera fueron probadas varias condiciones
experimentales utilizando como disolventes DMF y DMSO y como bases TEA y 2,4,6-
trimetilpiridina. Desafortunadamente, bajo ninguna de las condiciones probadas tuvo
lugar reaccién alguna. Como puede observarse en la Figura 3.6, que recoge el perfil
cromatografico de una de estas pruebas, la reaccién del precursor con el [''C]JCHsOTf
no tiene lugar ya que no se detecta presencia de ningin compuesto a 11 minutos.
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Figura 3.6: Perfil de HPLC de la reaccion del precursor con [''C]JCHsOTf. No se detecta producto a 11 minutos. Los compuestos
radiactivos formados no se identificaron. El pico a 3 min corresponde al [''C]CHsl que no se ha convertido en [''C]CH;OTH.

Para efectuar la identificacion inequivoca del radiotrazador sintetizado en las
condiciones Optimas de sintesis (entrada 3, Tabla 3.1) se decidi6 dejar decaer la
fraccion purificada y analizarla por HPLC-MS (m/z calculada para CgH24B1oN2OH:
285.330 [M+H]*; encontrada 286.283) (ver Figura 3.7).
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Figura 3.7: Cromatograma de HPLC-MS correspondiente a la fraccién purifica del radiotrazador deseado.

Bajo esas mismas condiciones se llevé a cabo una unica sintesis completa para
la obtencién del radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-
dicarba-closo-dodecaborano, que tuvo como objetivo la utilizacién del mismo en un
ensayo de biodistribucion.

Al final de la sintesis se obtuvieron 10 mCi en un tiempo total de sintesis de 40
minutos (rendimiento radioquimico = 5% sin corregir). La pureza radioquimica fue
>99% vy el valor de actividad especifica al final de la sintesis fue de 120 GBg/umol.

2.3. Conclusiones

1. La metodologia aqui descrita permite la sintesis del radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-
"1C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-dodecaborano de manera
reproducible con un rendimiento radioquimico del 5% (sin corregir) y una
conversién radioquimica del 31.4%.
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2. A pesar de los bajos valores de conversion radioquimica y rendimiento
radioquimico, se han podido llevar a cabo estudios in vivo con el radiotrazador
sintetizado.
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La imagen molecular permite tanto la visualizacion de una diana molecular
especifica en un animal vivo como el seguimiento de la distribucién y el efecto directo
de un farmaco en el mismo animal; todo ello en un proceso que a penas tiene lugar en
pOCOS Minutos.

A lo largo de los anteriores capitulos de la presente tesis se ha presentado la
ruta sintética para la preparacion de una pequefa libreria de analogos de ligandos de
receptores D,, asi como la metodologia llevada a cabo para la preparacion del
radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-"'C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-
dodecaborano. A continuacion se presentaran y explicaran una serie de ensayos ex
vivo llevados a cabo con los ligandos dopaminérgicos 4, 9 y 14, cuya sintesis ha sido
presentada anteriormente en el Capitulo 1, y el ensayo de biodistribucién in vivo llevado
a cabo con el radiotrazor 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-
dicarba-closo-dodecaborano sintetizado in situ siguiendo la metodologia descrita en el
Capitulo 3.

1. Ensayos de desplazamiento ex vivo con [*H]Racloprida

Como ha sido expuesto anteriormente en la Introduccién de la presente Tesis, la
autorradiografia es una técnica de imagen ex vivo, cuantitativa y de alta resolucién
cuya finalidad es la caracterizacién de radioligandos, donde éstos funcionan como
trazadores para la deteccién de componentes enddgenos. Este tipo de técnicas son de
gran importancia en el campo de las neurociencias y han sido especialmente utilizadas
en estudios de distribucion y funcién de receptores. La utilizacién de esta técnica o de
otras técnicas in vitro, como cultivos celulares, suele ser conveniente antes de realizar
estudios in vivo, ya que aportan cierta informacién importante que podria evitar
estudios innecesarios.

Existen tres tipos de protocolos para llevar a cabo ensayos de union de
radioligandos:

a) Experimentos de union por saturacion, que miden el equilibrio de la unién a
varias concentraciones de radioligando. Analiza la relacion entre la unién y la
concentracion del ligando para determinar el numero de sitios de uniéon (Bmax) y
la afinidad del ligando (Kd).

b) Experimentos de unién competitivos, que son aquellos que miden el equilibrio de
union de una Unica concentracion de radioligando a varias concentraciones de
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un competidor no marcado radiactivamente. Este experimento determina la
afinidad del ligando competidor por los receptores (Ki).

c) Experimentos cinéticos, que miden la unién, a varios tiempos, para determinar
las constantes de asociacion y disociacion del radioligando.

Sintetizados los ligandos dopaminérgicos D, deseados (ver Parte |, Capitulo 1),
se decidi6 llevar a cabo una serie de estudios de desplazamiento competitivos ex vivo
por ARG con los compuestos de referencia 4, 9 y 14, ya que son aquellos que
presentan una estructura analoga a la Racloprida.

Los ensayos ex vivo fueron llevados a cabo utilizando el radiotrazador
[*H]Racloprida (producto comercial) en lugar de [''C]Racloprida (ver Capitulo 3). A lo
largo de este capitulo se mostraran y explicaran los motivos que llevaron al cambio de
radiotrazador.

1.1. Metodologia
1.1.1. Procedimiento general

A continuacién se explicara, de una manera general, el experimento llevado a
cabo con cada uno de los compuestos elegidos y posteriormente se detallaran las
condiciones especificas de cada caso y los resultados obtenidos por medio de esta
técnica para cada compuesto.

Para comenzar con los experimentos era necesario preparar un banco de tejido
animal. Para ello, varias ratas fueron sacrificadas, de acuerdo con las normas
establecidas de ética de animales de experimentacion existentes, y sus cerebros fueron
extraidos, congelados y guardados. Posteriormente se realizaron secciones de 20um
de grosor de la zona cerebral correspondiente al estriado, donde se acumulan
principalmente los receptores dopaminérgicos Dy, con un microtomo. Estas secciones
fueron depositadas sobre portaobjetos de cristal, colocando 4 secciones en cada uno
de los portaobjetos.

Una vez preparado el banco de tejido animal, era necesario definir los
parametros del experimento. Teniendo en cuenta el nUmero maximo de portaobjetos
(15) que pueden utilizarse en cada experimento de autorradiografia, se decidié llevar a
cabo dos ensayos para cada compuesto de referencia (4, 9 y 14), con un rango de
entre 8 y 10 concentraciones diferentes para cada uno. Asi, a cada concentracién de
cada compuesto le correspondian varios cortes cerebrales. Como se observara a
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continuacion, las concentraciones finales (en la cubeta de reaccién) de los compuestos
varian en cada caso particular.

Como se puede observar en el Esquema 4.1, se prepararon varias cubetas de
reaccién con una disolucién tampén de Trizma', preparada previamente, a pH = 7.4 y
mantenida a 4°C, donde se colocaron los cestillos necesarios, con sus portaobjetos,
que fueron sumergidos en la disolucién tampoén. A continuacién se anadio, en primer
lugar una disolucién de [*H]Racloprida comercial?, y posteriormente diferentes
volumenes de la disolucién del compuesto a estudiar; de forma que en cada cubeta
hubiera una concentracién diferente y conocida. Para poder cuantificar los cortes
cerebrales al final del experimento se realiz6 un blanco. La disolucién final se dej6
incubar durante 20 minutos y posteriormente los portaobjetos fueron pasados a otra
serie de cubetas, conteniendo 200mL de Trizma, para ser lavados durante 2 minutos. A
continuacion se llevo a cabo otro lavado con Trizma y finalmente un ultimo lavado con
H.O. Entonces los portaobjetos fueron secados y colocados sobre la placa de la ARG,
donde se procedié a la toma de datos.

(
<
(

20min, Trizma

2min, Trizma

2min, Trizma

5883

2min, H,0

Esquema 4.1: Representacion esquematica general del ensayo de desplazamiento, donde se muestra un portaobjetos (a la
izquierda de la imagen) con los cortes cerebrales, y el ensayo ex vivo (a la derecha), donde aparecen las cubetas necesarias con
sus correspondientes portaobjetos, y los lavados llevados a cabo.

1.1.2. Ensayo ex vivo con los ligandos 4,9 y 14

En primer lugar se prepararon las disoluciones necesarias de los compuestos 4,
9 y 14 con las que poder obtener las concentraciones finales deseadas para cada
compuesto en las cubetas de incubaciéon (ver Tabla 4.1). De esta manera se
prepararon una serie de disoluciones madre de los diferentes compuestos en
ACN/H2O:1/1 a partir de las cuales obtener, por dilucidn, las concentraciones finales
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deseadas. Con el fin de mantener el volumen final constante e igual en todas las
cubetas de reaccién, se decidié adicionar en cada cubeta 1 mL de una disolucion en
EtOH que contenia el volumen de cada compuesto (4, 9 o 14) necesario para cada
concentracion particular.

COMPUESTO CONCENTRACIONES (nM)
4 0.0,0.1,1.3,0.8,2.7,6.0, 26.7, 101.1, 303.2 y 1010.7
9 0.0,0.2,0.6, 1.8, 6.1, 13.8, 46.0 y 459.4
14 0.0,0.1,0.5,1.4, 4.7, 10.5, 35.1, 221.7 y 665.0

Tabla 4.1: Resumen de las concentraciones finales (en las cubetas de reaccién) de los compuestos 4, 9 y 14 utilizados en los
ensayos ex Vvivo.

Para iniciar el experimento se sumergieron en el tampon los portaobjetos
necesarios en las cubetas, por medio de cestillos, y se procedié a la adicién de una
disolucién de [°H]Racloprida comercial, con una actividad de 1mCi/mL, de manera que
la concetracidén del radioligando en la cubeta de reaccion resultara aproximadamente
de 136nM. A continuacion se adiciond 1mL de cada disolucion del compuesto (4, 9 o
14) a diferentes concentraciones en EtOH en las cubetas correspondientes; dejando
incubar la disolucién final durante 20 minutos. Entonces los cestillos se sacaron de las
disoluciones y se introdujeron en las siguientes cubetas, que contenian 200mL del
buffer de Trizma, para su lavado durante 2 minutos. A continuacion se llevo a cabo otro
lavado mas con Trizma durante 2 minutos y un lavado final con agua de 2 minutos de
duracion. Finalizados los lavados, los portaobjetos fueron depositados sobre una placa
calefactora a 45°C para su secado. Finalmente fueron introducidos y analizados
mediante ARG.

En las Figuras 4.1 y 4.2 se muestran las imagenes obtenidas para los
compuestos 4 y 9, respectivamente, como consecuencia de los experimentos, donde
puede observarse la distribucién de los receptores D2 ocupados por la [°H]Racloprida
(en rojo), que disminuye a medida que la concentracién del ligando no radiactivo
aumenta debido a que el radioligando es desplazado por éste.
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Figura 4.1: Visualizacién de los receptores D, ocupados por la [*H]Racloprida a diferentes concentraciones de ligando no radiactivo
4. Como puede observarse, la visualizacion de los receptores es menor cuanto mayor es la concentracion empleada de ligando no
radiactivo 4 debido a que esta mayor concentracién es capaz de desplazar en mayor medida el radioligando.

Figura 4.2: Visualizacién de los receptores dopaminérgicos D. ocupados por la [*H]Racloprida, a diferentes concentraciones de
ligando no radiactivo 9. Como puede observarse, la visualizaciéon de los receptores es menor cuanto mayor es la concentracion
empleada de ligando no radiactivo 9 debido a que esta mayor concentracién es capaz de desplazar en mayor medida el
radioligando.
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1.2. Resultados y discusion

Como se ha comentado anteriormente, inicialmente se llevaron a cabo los
ensayos ex vivo con el radiotrador [''C]Racloprida, sintetizado in situ siguiendo la
metodologia expuesta en el Capitulo 3. Se llevaron a cabo tres repeticiones para cada
compuesto, con su rango de concentraciones, y se observé que la medicion de la
radioactividad por parte del equipo de autorradiografia variaba segun la posicion del
portaobjetos y el tiempo de adquisicion; lo que no proporcionaba datos fiables.
Inicialmente se pensd que este hecho se debia a una mala calibracién del equipo; por
lo que se decidié llevar a cabo un estudio para confirmar este punto. El estudio
consistia en cuantificar la radiactividad de dos muestras de actividad conocida de
ambos radiotrazadores, [*H]Racloprida y [''C]Racloprida, de manera que pudiesen
establecerse ciertos patrones de comparacion entre ambos. Asi, por una parte se
depositaron 6 gotas del radiotrazador [''C]Racloprida con una actividad de 0.01uCi en
cada portaobjetos y se procedi6é a su cuantificacion por autorradiografia. Por otro lado
se llevé a cabo el mismo estudio con unos patrones de [°H]Racloprida con la misma
actividad en cada portaobjetos. En la Figura 4.3, vienen representadas las
cuantificaciones para cada unos de los radiotrazadores. Como puede observarse en
ambos casos, la cuantificacidon es desigual para cada posicion del portaobjetos. En
cuanto a la desviacidn respecto al promedio de la cuantificacion varia de un
radiotrazador a otro. En el caso del radiotrazador [''C]Racloprida llega a ser de hasta
un 50% arriba y abajo en ciertas posiciones, mientras que para la [°*H]Racloprida esta
desviacion resulta ser mas suave, no superando el 10% de desviacion.

Analizando los datos obtenidos mediante este estudio se puede llegar a la
conclusion de que la posible mala calibracion del equipo queda descartada, ya que en
ese caso la desviacion deberia de ser igual en ambos radiotrazadores. Por lo tanto la
causa de esta diferencia deberia de ser justificada en base a la diferencia de la
naturaleza de los dos radionucleidos utilizados. El carbono-11 es un radionucleido
emisor de positrones que desprende una energia de 0.96MeV; mientras que el Tritio es
un emisor beta que desprende una energia de 18.6KeV. Es decir, el carbono-11 emite
una energia cincuenta veces superior que el Tritio; y por lo tanto puede concluirse que
el equipo de autorradiografia utilizado no es capaz de cuantificar de manera precisa la
radiactividad presente en las muestras de radionucleidos emisores de positrones
debido a la alta energia que desprenden. Debido a esto, se decidi6 llevar a cabo los
experimentos ex vivo utilizando el radiotrazador [°*H]Racloprida.
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Cuantificacion - [''C] Desviacién (%) - [''C]

Cuantificacion - [*H]

Figura 4.3: Gréficas de la cuantificacion de la radiactividad (izquierda) y desviacion de la cuantificacion (derecha) para los
radiotrazadores [''C]Racloprida (arriba) y [’H]Racloprida (abajo). Las columnas representas los 15 portaobjetos usados en cada
ensayo, ordenados en 3 columnas (azul, rojo y verde) con 5 filas cada uno.

Asi se llevaron a cabo los estudios de desplazamiento ex vivo con el
radiotrazador [°H]Racloprida segin la metodologia descrita anteriormente. La
radiactividad presente en las regiones cerebrales al cabo de 1 hora de adquisicién de
imagen se determindé en forma de cuentas por minuto/mm? (cpm/mm?) tomando
regiones de interés (ROIs) de aproximadamente misma area para las diferentes
regiones cerebrales. De esta manera para cada concentracion de ligando (L) se calculo
una media del valor de com/mm? y se representé frente a su concentracién en forma de
log [L]. Estos datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism 4, para obtener
los valores de Ki (afinidad del ligando no radiactivo por los sitios de union) y de 1Cs
(concentracién que inhibe el 50% del radioligando) de los diferentes ligandos
ensayados. El valor de la constante de afinidad viene calculado mediante un analisis
basado en la ecuacién de Cheng y Prusoff*,

En la siguiente Tabla 4.2 vienen resumidos los datos obtenidos y el indice de
correlacion que indica el ajuste de los datos a la ecuacién de Cheng y Prusoff. Como
puede observarse en todos los casos, los datos obtenidos se ajustan muy bien a la
ecuacion, ya que sus coeficientes de correlacién son proximos a 1.
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COMPUESTO R’ Ki (nM) Log(ICso)
4 0.937 0.511 1.527+0.232
9 0.989 0.162 1.027+0.091
14 0.981 0.572 1.575+0.157

Tabla 4.2: Resumen de los valores obtenidos de afinidad y loglCs, para cada compuesto estudiado y su indice de correlacion.

Comparando estos valores con el valor de afinidad descrito en la literatura® para
el radioligando de referencia [°H]Racloprida (Kp = 2.1nM), puede concluirse que los
ligandos dopaminérgicos sintetizados presentan una afinidad por los receptores D,
superior a la propia Racloprida. Por otro lado la concentracion de ligando necesaria
para la inhibicién del 50% de la unién del radiotrazador con los receptores D, (33.61nM,
10.64nM y 37.61nM para los ligandos 4, 9 y 14, respectivamente) es bastante baja, lo
que convierte a esta pequefa libreria de ligandos dopaminérgicos en potenciales
candidatos como radiotrazadores para la visualizacion de los receptores
dopaminérgicos Do.

Representado los valores obtenidos al analizar las imagenes, de cpm/mm?
respecto al log[L], podemos obtener las curvas de desplazamiento competitivo (ver
Figura 4.4) de los tres ligandos estudiados.

cpm/mm”* cpmimm’® cpm/imm?
0.9+ 0.7- 0.75+
. 984 0% T
) 054 °
0.6 7 0.504
0.5+ 0.4 *
0.4 0.3+
0.34 0.24 0.254
0.24
0.1+ 0.1+ .
2 4 0 1 2 3 4 A 0 1 2 I 0
Log [L] Log [L] Log [L]
LIGANDO 4 LIGANDO 9 LIGANDO 14

Figura 4.4: Curvas de desplazamiento competitivo (Log [L] vs cpm/mm?) de la [*H]Racloprida con los ligandos no radiactivos 4, 9 y
14 en el cuerpo estriado del cerebro de ratas.

1.3. Conclusiones

1. La libreria de ligandos dopaminérgicos descrita durante la presente Tesis
presenta valores muy buenos de afinidad hacia los receptores D, presentes en
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el estriado cerebral; 1o que los convierte en potenciales candidatos con los que
llevar a cabo estudios de imagen in vivo.

2. La metodologia descrita para llevar a cabo los ensayos de imagen ex vivo con
[*H]Racloprida es fiable y reproducible; mientras que la utilizacién de
radiotrazadores emisores de positrones es incompatible con el equipo de
autorradiografia utilizado, ya que los datos que aporta no son fiables.

2. Ensayo de biodistribucion in vivo con el radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-
metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-dodecaborano

2.1. Metodologia
2.1.1. Estudio in vivo con microPET

Para llevar a cabo el estudio in vivo se utilizd una rata macho® de un peso
aproximado de 175-225¢g. El animal fue mantenido y manipulado de acuerdo con las
Practicas de mantenimiento y cuidado de animales de laboratorio (Guidelines for
Accommodation and Care of Animals; European Convention for the Protection of
Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes) y practicas
internas. Todos los estudios que conllevan la utilizacibn de animales de
experimentacién fueron previamente aprobados por el Comité de Etica Animal de
ClCbiomaGUNE. Las adquisiciones PET fueron llevados a cabo usando el sistema
PET-CT eXploreVista-CT para animales pequefos (GE Healthcare).

Antes de llevar a cabo la adquisicién, el animal fue anestesiado con 1.5% (v/v)
de isoflurano y colocado en el escaner. A continuacién, le fueron administrados 300uCi
del radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-
dodecaborano, sintetizado mediante la metodologia descrita anteriormente en el
Capitulo 3, disueltos en 200uL de suero fisiolégico con etanol al 10% a través de la
vena de la cola en modo bolus. La adquisicién de imagenes dinamicas con la PET-CT
fue llevada a cabo inmediatamente (fotogramas: 2x10s, 4x60s, 4x120s). Para adquirir
las imagenes del cuerpo completo, se definieron cuatro “camas” por cada fotograma y
se llevé a cabo un escaneo de CT (energia de Rayos-X: 40 KV, intensidad: 140 pA)
para la correccion de la atenuacion al final del estudio. Las imagenes fueron
reconstruidas (random and scatter corrected) usando el algoritmo iterativo OSEM2D
(numero de iteraciones: 2), generando una imagen de dimensiones 175x175x220 con
una resolucion espacial axial de 1.5 mm de anchura a media altura (FWHM) en el
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centro del campo de vision (FOV). Las imagenes de PET-CT fueron registradas usando
la herramienta de analisis PMOD. Se dibujaron regiones de interés (ROIs) en diferentes
organos sobre las imagenes de CT para obtener las curvas de tiempo-actividad para
cada 6rgano como Bg/cm®. Los datos obtenidos se normalizaron teniendo en cuenta la
dosis inyectada. Se extrajeron muestras de sangre a diferentes tiempos después de la
administraciéon del radiotrazador y fueron analizadas en un contador gamma.
Terminada la adquisicidon de imagenes, el animal fue sacrificado por eutanasia sin
previa recuperacion de la anestesia.

2.1.2. Estudio ex vivo de autorradiografia

Con el fin de determinar la unién del radiotrazador con los receptores D,, se
llevd a cabo un estudio de imagen ex vivo de autorradiografia, siguiendo la misma
metodologia descrita anteriormente, en este mismo capitulo, para los ensayos de
desplazamiento de los analogos de ligandos de receptores D,. Para eso se realizaron
tres cortes de 20 um de cerebro de la parte estriada y un corte adicional de la parte del
cerebelo (ver Figura 4.5) y a continuacion se incubaron con 1 mCi de radiotrazador
disuelto en 200 mL de PBS (buffer salino de fosfato).

Figura 4.5: Foto de los 3 cortes de estriado y del cerebelo (derecha) seleccionados.

Conocida la distribucion de los receptores dopaminérgicos D», por medio del
analisis de los datos correspondientes de la adquisicién de la cantidad de radiactividad
presente en los diferentes cortes, puede determinarse la especificidad de union del
ligando estudiado.
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2.2. Resultados y discusion

Como se ha explicado anteriormente, se llevo a cabo un experimento ex vivo de
autorradiografia con una disolucién de 1 mCi del radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-
metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-dodecaborano disuelto en 200 mL de
PBS con el fin de determinar la unién del radiotrazador con los receptores
dopaminérgicos. Teniendo en cuenta que los receptores D, se encuentran,
principalmente, en el cuerpo estriado del cerebro, se realizaron varios cortes
cerebrales, seleccionando tres cortes de la parte estriada y uno del cerebelo (donde la
presencia de receptores D, es practicamente nula) para llevar a cabo el experimento.
Analizando los datos obtenidos por medio de este experimento (ver Figura 4.6) se
observo presencia del radiotrazador en todas las subestructuras cerebrales; a partir de
los datos obtenidos se puede concluir que el radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-
pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-dodecaborano presenta union inespecifica.
Este hecho es debido, posiblemente, al marcado caracter hidrofébico del radiotrazador
(debido posiblemente a la presencia del cluster de carborano) de modo que presenta
elevada afinidad por las membranas celulares.

Figura 4.6: Imagen de autorradiografia que muestra presencia del radiotrazador en todas las subestructuras cerebrales: estriado
(tres cortes de la izquierda) y cerebelo (corte de la derecha).

En cuanto al estudio in vivo en PET de la biodistribucién del radiotrazador 1-(N-
(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-dodecaborano,  como
se ha explicado anteriormente, sobre la imagen de CT fueron tomadas varias regiones
de interés (ROIs) sobre los diferentes 6rganos: corazén, vejiga, higado, cerebro,
estomago, intestino, rifones (izquierdo y derecho), testiculos y pulmones. Estas ROls
se aplicaron a las imagenes PET y se determin6 la concentracién de radiactividad
regional para cada fotograma, corregida por decaimiento y expresada como valor
captado estandarizado (SUV : standardized uptake value), de acuerdo con la ecuacion
de Bergstrom®. Estos valores SUV vienen dados por el programa de anélisis de datos.
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La cuantificacién de la presencia del radiotrazador en los diferentes érganos
vendra representada en curvas de actividad-tiempo (log(%ID/cc) vs t). Los datos de
cuantificacion fueron adquiridos a diferentes tiempos durante una hora de adquisicién
total de la imagen. En la Figura 4.7 viene representada la actividad presente en cada
organo a diferentes tiempos.

—&— Corazén
—— Vejiga

Higado
—>— Cerebro
—X%— Estémago
—@— Intestino
—+— RifAdn izquierdo
Rif6n derecho
Testiculos
—<O— Pulmones

Log (%ID/cc)

03 11 26 47 68 89 12,0 162 20,3 244 30,5 38,6 46,8 549
Tiempo (min)

Figura 4.7: Comparacioén de las curvas de tiempo-actividad obtenidas para los diferentes 6rganos analizados durante una hora de
adquisicion total de imagenes.

Analizando los datos obtenidos, se puede observar que la cinética del
radiotrazador en el cerebro es rapida, presentando el mayor pico de radiactividad del
10.13% de la dosis inyectada durante el primer minuto. Este dato también indica la
capacidad del radiotrazador de cruzar la barrera hematoencefélica. Por otro lado, a
partir de los 5 minutos de la inyeccion el radiotrazador comienza a ser eliminado por la
orina, como viene representado en la curva correspondiente a la vejiga. En cuanto al
resto de los érganos examinados, los rifones, los pulmones y el higado presentan una
acumulacion algo superior al 10% de la dosis inyectada.

Por otro lado, las muestras de sangre tomadas a diferentes tiempos de
adquisicién, fueron pesadas y analizadas en un contador gamma para calcular la
radiactividad presente en ellas. Los datos obtenidos de esta medicién fueron
representados en una curva de tiempo-actividad (%ID/g vs t), como puede observarse
en la Figura 4.8.
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Figura 4.8: Curva de actividad (%ID/g) vs tiempo (min) correspondiente al andlisis de las muestras de sangre tomadas durante la
adquisicion de la imagen in vivo.

De estos datos se puede concluir que la presencia del radiotrazador en la sangre
no es significativa y por tanto las curvas actividad-tiempo presentadas en la Figura 4.7
representan la actividad real en los tejidos, sin estar enmascarada por la actividad en la
sangre que los irriga.

En la Figura 4.9 puede observarse la imagen de cuerpo completo obtenida
durante el experimento in vivo, donde aparece la biodistribucién del nuevo
radiotrazador sintetizado y analizado.

dmin Srmin 13 min 2B miin 12 min

Figura 4.9: Biodistribucion in vivo del radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-1‘C]-2-metiIen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba—closo—
dodecaborano en una rata macho.
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En la Figura 4.10 puede verse el ratio estriado/cerebelo para los diferentes
fotogramas. En todos los casos se obtiene un valor inferior a 1, hecho que confirma que
el radiotrazador presenta una elevada captacién inespecifica.
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Figura 4.10: Grafica del ratio estriado/cerebelo para los diferentes fotogramas adquiridos.

3. Conclusiones

1. El radiotrazador 1-(N-(1-[Metil-''C]-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-
closo-dodecaborano es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica.

2. El radiotrazador presenta una elevada captacion inespecifica debido al caracter
hidrofobico del mismo.

3. El radiotrazador es eliminado a través de la orina a partir de los diez minutos de

administracion, mientras que su presencia en otros Organos periféricos es a
penas apreciable.

'Se prepararon 10L de la disolucién buffer de Trizma de la siguiente manera: Sobre H,O se adicionaron
7.74g/L de Triz hydrochloride (50mM) y 7.01g/L de NaCl (120mM). A continuacién se adiciond, poco a
poco, una disolucién de NaOH 1M hasta alcanzar pH = 7.4. La disolucién se mantuvo a 4°C.
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®PerkinElmer Inc. Férmula molecular: C15H20ClNoO3.  Actividad Especifica: 60-87 Ci (2220-3219
GBg/mmol). Concentracién: 1 mCi/mL.

Cheng, Y. C; Prussoff, W. H; Relationship between the inhibition constant (Ki) and the concentration of
inhibitor which causes 50% inhibition (Kso) of an enzymatic reaction; Biochem. Pharmacol. 1973, 22,
3099-3102.

*(a) Lidow, M. S; Goldman-Rakic, P. S; Rakic, P; Innis, R. B; Dopamine D, recepotors in the cerebral
cortex: distribution and pharmacological characterization with [3H]Raclopride; Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 1989, 86, 6412-6416; (b) Kohler, C; Hall, H; Ogren, S. O; Gawell, L; Specific in vitro binding of 3H-
raclopride. A potent substituted benzamide drug with high affinity for dopamine D-2 receptors in the rat
brain; Biochem. Pharmacol. 1985, 34, 2251-2259.

®Rata macho: Sprague-Dawley, de 7-8 semanas, Harlan, Udine, ltalia.

GBergstrom, M; Grahnen, A; Langstrom, B; Positron emisién tomography microdosing: a new concept with
application in tracer and eraly clinical drug development; Eur. J. Clin. Pharmacol. 2003, 59, 357-366.
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CONCLUSIONES FINALES

. Se ha desarrollado una metodologia sintética para la obtencion de derivados
analogos de benzamidas sustituidas que incorporan una unidad de dicarba-
closo-dodecaborano reproducible y con buenos rendimientos. Para los
compuestos finales 4, 5, 9, 10, 14 y 15 los rendimientos obtenidos han sido del
75%, 86%, 70%, 81%, 46% y 47% respectivamente.

. Se ha desarrollado una estrategia sintética para la obtencion de los compuestos
precursores (6, 11 y 16) y de referencia (4, 9 y 14) con el fin de llevar a cabo su

marcaje con carbono-11.

. Los estudios de estabilidad de los ligandos analogos de receptores
dopaminérgicos muestran que en presencia de medios proticos los derivados de
orto-carborano monosustituidos pierden una unidad BH, formando los derivados
nido correspondientes.

. Se ha desarrollado una metodologia sintética reproducible para la obtencién de
derivados analogos de diaril pirazoles que incorporan una unidad de dicarba-
closo-dodecaborano.

. Se ha desarrollado una estrategia de sintesis para la obtencion del radiotrazador
PET ['"C]Racloprida con alta actividad especifica eficaz, reproducible y

totalmente automatizada.

. Se ha desarrollado una estrategia sintética eficaz y reproducible para el marcaje
con carbono-11 de analogos de ligandos de receptores dopaminérgicos que
incorporan una unidad de dicarba-closo-dodecaborano.

. Los estudios de desplazamiento ex vivo llevados a cabo con analogos de
ligandos dopaminérgicos muestran que su afinidad por los receptores
dopaminérgicos D, es superior a la Racloprida, convirténdolos en potenciales
candidatos como radiotrazadores para la visualizacion de receptores

dopaminérgicos Do.
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8. El estudio de biodistribucién in vivo del radiotrazador PET 1-(N-(1-[Metil-"'C]-2-
metilen-pirrolidin)-formamida)-1,7-dicarba-closo-dodecaborano muestra que este
ligando es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica.
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1. Técnicas experimentales
2. Sintesis de analogos de ligandos de receptores D,
3. Sintesis de analogos de ligandos de receptores CB;







Parte Experimental

1. TECNICAS EXPERIMENTALES

RMN: Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton, carbono y boro
("H-RMN, "*C-RMN y ""B-RMN) monodimensionales y bidimensionales se realizaron a
20-25°C en un espectrofotémetro Bruker Avance Il (500 MHz para 'H, 125.77 MHz para
3C y 160.46 MHz para ''B desacoplado) utilizando cloroformo deuterado como
disolvente y patrén interno: CDCls, & = 7.26 (‘H) y 77.16 ppm ('°C). Los
desplazamientos quimicos estan dados en & (ppm) con respecto a tetrametilsilano y las
constantes de acoplamiento (J) en Hercios (Hz).

EM: Los especiros de masas se registraron en un espectrometro Waters
AQUITY UPLC acoplado a un LCT TOF Premier XE.

Varios: Las reacciones se monitorizaron por cromatografia en capa fina con
cromatofolios de silicagel ALUGRAM SIL G/UV2s4 de Macherey-Nagel, utilizando como
revelador luz UV (A = 254nm y 360nm) o reactivos reveladores como AgNQOgs, ninhidrina
y acido fosfomolibdico. Para las separaciones cromatograficas en columna se utilizé
silicagel Scharlau 70-230 mesh ASTM. Las reacciones con microondas se llevaron a
cabo en un microondas Biotage Initiator.

175



Parte Experimental

2. SINTESIS DE ANALOGOS DE LIGANDOS DE RECEPTORES D;

B

NIZ™H R N R L™ R
I
R = Et (4); Boc (5); H (6) R = Et (9); Boc (10); H (11) R = Et (14); Boc (15); H (16)
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2-Hidroximetil-pirrolidin-1-tert-butiléster 1a:

W

|
Boc OH

1a

Sobre una disolucién enfriada a 0°C de (S)-(+)-2-pirrolidinmetanol (0.2mL,
2.027mmol) en una mezcla de THF/H.O : 1/1 (12mL), se adicionan NaHCO; (0.5g,
6.08mmol) y Boc,O (0.6mL, 2.43mmol). La mezcla final se agita a 0°C durante 30
minutos y a continuacion se deja atemperar, agitandola durante 14 horas. La reaccion
se para adicionando NH4CI saturado y se extrae con Et,O (3x25mL). La combinacion
de los extractos organicos se seca sobre MgSO, anhidro, se filtra y se evapora a
sequedad, obteniéndose el compuesto deseado 1a (0.41g, rendimiento cuantitativo) sin
necesidad de ser purificado.

'"H NMR (CDCl3;, 500MHz): & 1.45 (s, 9H, Boc), 1.57 (s, 1H, CH,-C-CH,0OH),
1.85-1.73 (m, 2H, CH.-pirrolidina), 2.05-1.95 (m, 1H, CH»-CH-CH,OH), 3.31-3.26 (m,
1H, CH>-NBoc), 3.46-3.41 (m, 1H, CH.-NBoc), 3.63-3.54 (dd, 2H, CH>-OH), 3.95-3.90
(m, 1H, CH-CH,OH).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 24.20, 28.68, 28.97, 47.66, 60.34, 68.11, 80.47,
201.07.
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2-(Toluen-4-sulfoniloximetil)-pirrolidin-1-tertbutiléster 1b:

P

|
Boc OTs

1b

Sobre una disolucién de 1a (2.4g, 11.9mmol) en piridina anhidra (20mL), bajo
atmoésfera inerte, se adiciona TsCl (3.4g, 17.85mmol) y la mezcla se agita a
temperatura ambiente hasta que la TLC (Hexano/AcOEt : 2/1) muestra la desaparicidon
del producto de partida. A continuacion, la disolucion se diluye en agua (60mL) y se
extrae con AcOEt (3x100mL). La combinacién de los extractos organicos se lava con
una disolucion saturada de NaCl, se seca sobre MgSQO4 anhidro, se filtra y se evapora a
sequedad. El crudo obtenido se purifica en columna cromatogréafica manual, eluyendo
con una mezcla de Hexano/AcOEt : 4/1, para obtener el compuesto deseado 2b (3.05g,
72%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 1.38 (s, 9H, Boc), 1.72-1.83 (m, 2H, CH.-
pirrolidina), 1.84-1.93 (m, 2H, CH>-CH-CH,OH), 2.42 (s, 3H, CHs), 3.21-3.31 (m, 2H,
CH>-NBoc), 3.86-3.95 (bs, 1H, CH-CH,OTs), 4.07 (d, 2H, CH»-OTs), 2.04 (bs, 2H, Ar),
7.75 (d, 2H, Ar).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 21.84, 24.03, 27.84, 28.56, 47.15, 55.75, 70.17,
79.82, 128.09, 130.09, 133.15, 145.10, 169.05.
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2-Azidometil-pirrolidin-1-tertbutiléster 1c:

1c

En un vial de microondas se disuelve el compuesto 2b (0.6g, 1.7mmol) en
DMSO (12mL) y se adiciona NaN3 (0.6g, 8.5mmol). La mezcla se calienta a 120°C
durante 5 minutos bajo presiéon en el microondas. A continuacion la reaccion resultante
se trata con una disolucion saturada de NH4Cl (50mL) y se extrae con AcOEt (3x60mL).
La combinacién de los extractos organicos se seca sobre MgSQO,4 anhidro, se filtra y se
evapora a sequedad. El crudo obtenido se purifica en columna cromatografica manual,
eluyendo con una mezcla de Hexano/AcOEt : 9/1 para obtener el compuesto 2¢ (0.35¢,
67%).

'"H NMR (CDCl;, 500MHz): & 1.45 (s, 9H, Boc), 1.78-1.98 (m, 4H, CH»-CH-
CHoN3, CH.-pirrolidina), 3.28-3.57 (m, 4H, CH>-N3, CH>-NBoc), 3.90 (m, 1H, CH-
CH2N3).

3C NMR (CDCls, 125.77MHz): § 23.22, 28.71, 29.69, 46.83, 52.93, 56.73, 79.83,
154.80.

179



Parte Experimental

2-Aminoetil-pirrolidin-1-tertbutiléster 1:

W

L NH,

Sobre una disolucién de 1¢ (0.28g, 1.3mmol) en DMF (2.5mL), se adiciona PPhg
(0.4g, 1.4mmol) y la mezcla se agita a temperatura ambiente durante 3 horas. A
continuacion se adiciona H>O (0.25mL) y la reaccién se calienta a reflujo durante 3
horas mas. Después de atemperar la reaccion, se evapora a sequedad y el crudo
resultante se purifica en columna cromatografica manual, eluyendo con una mezcla de
AcOEYEtOH en un gradiente de 1/1 a 0/1, con 1% TEA, para obtener el compuesto
deseado 1 (0.17g, 70%).

'"H NMR (CDCl;, 500MHz): & 1.44 (s, 9H, Boc), 1.76-2.05 (m, 4H, CH,-CH-
CHoNH,, CHs-pirrolidina), 2.66-2.88 (m, 2H, CH>-NH>), 3.26-3.45 (m, 2H, CH>-NBoc),
3.68-3.85 (m, 1H, CH-CH>-NHo).

3C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 23.29, 28.66, 28.90, 45.52, 46.80, 59.53, 79.52,
154.98.
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1,2-Dicarba-closo-dodecaborano-1-acido carboxilico 2:

Bajo atmosfera inerte, se disuelve el orto-carborano (0.1g, 0.69mmol) en Et,O
anhidro (8mL) y se enfria la disolucion a -78°C. A continuacion se adiciona, gota a gota,
nBuLi (0.48mL, 0.76mmol) y la mezla final se agita a -78°C durante 30 minutos.
Entonces se adiciona CO: (s), se agita durante 1 hora a -78°C; y a continuacioén se deja
que la reaccion adquiera temperatura ambiente. Una vez atemperada la reaccion, se
evapora el disolvente y el residuo obtenido se redisuleve en H,O (60mL) y se lava con
Hexano (2x50mL), para eliminar el orto-carborano de partida que no haya reaccionado.
La fase acuosa resultante se acidifica con HCl 1M hasta pH = 1-2 y se extrae con
Hexano (3x75mL). La combinacion de los extractos organicos se seca sobre MgSQO4
anhidro, se filtra y se evapora a sequedad, obteniendo el compuesto deseado 2
(0.092g, 70%).

'H NMR (CDCl;, 500MHz): & 2.19-2.44 (m, 10H, BH), 4.03 (s, 1H, CH-
carborano), 9.76 (s, 1H, COOH).

*C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 57.16, 68.62, 163.28.
""B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): 5 -13.46, -11.86, -8.64, -2.29.
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1,2-Dicarba-closo-dodecaborano-1-cloruro de 4cido 3:

Bajo atmosfera inerte se disuelve el compuesto 2 (0.3g, 1.6mmol) en Tolueno
anhidro (83mL), se adiciona, poco a poco PCls (0.37g, 1.75mmol) y la reaccion se agita
a temperatura ambiente durante 14 horas. A continuacion se trasvasa a un horno de
bolas y a 110°C se codestilan el tolueno y el oxicloruro de fésforo. Entonces se deja
atemperar, se cambia el matraz bajo atmésfera inerte y a 120°C y 5mm se destila el
compuesto deseado 3 (0.299, 87%).

'H NMR (CDCl;, 500MHz): & 2.05-2.57 (m, 10H, BH), 4.10 (s, 1H, CH-
carborano).

3C NMR (CDCls, 125.77MHz): § 57.45, 74.44, 164.76.
"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -13.16, -11.55, -8.53, -2.06, -1.38.
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1-(N-(1-Etil-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,2-dicarba-closo-dodecaborano 4:

Bajo atmésfera inerte, se disuelve el cloruro de acido 3 (0.25g, 1.21mmol) en
DCM anhidro (5mL) y la mezcla se enfria a 0°C. A continuacién se adiciona una
disolucién de (S)-(-)-2-aminoetil-1-etilpirrolidina (0.17mL, 1.21mmol) en DCM anhidro
(3mL) y TEA (0.17mL, 1.21mmol). La reaccidn se agita a temperatura ambiente durante
1 hora y entonces se evapora a sequedad. El crudo resultante se purifica en columna
cromatografica manual, eluyendo con una mezcla de (AcOEYEtOH : 9/1), para obtener
el compuesto deseado 4 (0.27g, 75%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 1.15 (s, 3H, CHs), 1.49 (s, 1H, CH>-CHNEY), 1.78
(s, 2H, CH>-CHoNEt), 1.93 (s, 1H, CH>-CHNEL), 2.11-2.40 (m, 12H, BH, CH.-CH3, CH--
NEt), 2.77 (s, 2H, CH.-CH3, CH-NEt), 3.20-3.29 (m, 2H, CH>-NH, CH.-NEt), 3.42 (s,
1H, CH>-NH), 4.26 (s, 1H, CH-carborano).

¢ NMR (CDCl3, 125.77MHz): § 13.97, 23.30, 28.46, 41.86, 48.41, 53.69, 56.94,
62.08, 72.20, 160.01.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -13.52, -12.72, -12.06, -8.78, -
3.38.

HRMS (ESI): m/z calculada para CoH26B1oN2OH: 296.324 [M+H]"; encontrada
296.325.
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1-(N-(1-tertbutil-éster-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,2-dicarba-closo-dodecaborano

Bajo atmésfera inerte, se disuelve el cloruro de acido 3 (0.26g, 1.26mmol) en
DCM anhidro (5mL) y la mezcla se enfria a 0°C. A continuacion se adiciona la amina 1
(0.25¢g, 1.26mmol) disuelta en DCM anhidro (3mL) y TEA (0.17mL, 1.26mmol). La
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 2 horas y finalmente se evapora a
sequedad. El crudo resultante se purifica en columna cromatografica manual, eluyendo
con una mezcla de (Hexano/AcOEt : 8/2), para obtener el compuesto deseado 5 (0.4q,
86%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): § 1.47 (s, 9H, Boc), 1.57-1.61 (m, 1H, CH.-CHNBoc),
1.81-1.87 (m, 2H, CH,-CH2NBoc), 1.99-2.07 (m, 1H, CH>-CHNBoc), 2.15-2.40 (s, 10H,
BH), 3.09 (s, 1H, CH>-NBoc), 3.30-3.42 (m, 3H, CH.-NH, CH>-NBoc), 4.04 (s, 1H, CH-
NBoc), 4.24 (s, 1H, CH-carborano), 8.54 (s, 1H, NH).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 24.20, 28.68, 29.90, 47.53, 48.53, 55.76, 57.15,
72.35, 81.04, 157.37, 160.22.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): 5 -13.72, -12.56, -8.89, -3.47.

HRMS (ESI): m/z calculada para Ci3H30B10N2OsNa: 390.327 [M+Na]"; obtenida
390.327.
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1-(2-metilen-pirrolidin-formamida)- 1,2-dicarba-closo-dodecaborano 6:

Bajo atmésfera inerte, se disuelve el compuesto 5 (0.4g, 1.07mmol) en DCM
anhidro (7mL) y la mezcla se enfria a 0°C. A continuacion se adiciona TFA (1.6mL,
21.5mmol) y la reaccion se agita a temperatura ambiente durante 1 hora. Finalmente la
reaccion se evapora a sequedad para obtener el compuesto deseado 6 (0.455g,
rendimiento cuantitativo) como sal de trifluoroacetato.

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 1.66-1.74 (m, 1H, CH»>-CHNH), 1.97-2.01 (m, 2H,
CH.-CHzNH), 2.03-2.05 (m, 1H, CH>-CHNH), 2.05-2.20 (m, 10H, BH), 3.28-3.35 (m, 2H,
CH>-NH), 3.55-3.64 (m, 2H, CH>-NHCO), 3.84 (m, 1H, CH-CH2NHCO), 4.24 (s, 1H,
CH-carborano), 8.66 (s, 1H, NH), 9.18 (s, 1H, NH).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 24.30, 27.69, 41.94, 46.29, 57.23, 60.36, 71.27,
112.37, 114.66, 116.96, 119.25, 161.74, 162.06.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -12.88, -8.56, -2.99.

HRMS (ESI): m/z calculada para CgH22B1oN.OH: 268.292 [M+H]"; encontrada
268.291.
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1,7-Dicarba-closo-dodecaborano-1-acido carboxilico 7:

Bajo atmésfera inerte, se disuelve el meta-carborano (1g, 6.94mmol) en Et.O
anhidro (70mL) y se enfria a -78°C. A continuacion se adiciona, gota a gota nBuLi
(4.8mL, 7.63mmol) y la mezcla se agita 1 hora a -78°C. Entonces se adiciona CO- (s) y
la reaccidén se deja agitando durante 2 horas a -78°C. Finalmente se atempera, se
evapora el disolvente y el residuo se redisuelve en H,O (60mL). La fase acuosa se lava
con Hexano (2x50mL) y luego se acidifica con HCI 1M. A continuacion se extrae con
EtoO (3x70mL). La combinacién de los extractos organicos se seca sobre MgSO,
anhidro, se filtra y se evapora a sequedad, obteniendo el compuesto deseado 7 (0.9g,
68%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 2.16-2.53 (m, 9H, BH), 2.92 (s, 1H, BH), 3.00 (s,
1H, CH-carborano), 8.55 (s, 1H, COOH).

*C NMR (CDCls, 125.77MHz): § 55.03, 71.56, 166.88.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -15.67, -13.22, -11.30, -10.58, -
6.63, -4.91.
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1,7-Dicarba-closo-dodecaborano-1-cloruro de acido 8:
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Bajo atmésfera inerte se disuelve el compuesto 7 (0.4g, 2.12mmol) en Tolueno
anhidro (5mL) y se adiciona, poco a poco, PCls (0.49g, 2.34mmol). La reaccidn se agita
a temperatura ambiente durante 14 horas. A continuacion se trasvasa a un horno de
bolas y a 110°C se codestilan el tolueno y el oxicloruro de fésforo. Entonces se deja
atemperar, se cambia el matraz bajo atmédsfera inerte y a 125°C y 5mm se destila el
compuesto deseado 8 (0.379g, 85%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 2.17-2.54 (m, 9H, BH), 2.92 (s, 1H, BH), 3.01 (s,
1H, CH-carborano).

®C NMR (CDCls, 125.77MHz): § 55.19, 79.97, 164.15.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -15.41, -12.99, -10.94, -10.38, -
6.02, -4.43.
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1-(N-(1-Etil-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1, 7-dicarba-closo-dodecaborano 9:

Bajo atmosfera inerte, se disuelve el cloruro de acido 8 (0.12g, 0.58mmol) en
DCM anhidro (83mL) y la mezcla se enfria a 0°C. A continuacién se adiciona una
disolucién de (S)-(-)-2-aminoetil-1-etilpirrolidina (0.08mL, 0.58mmol) en DCM anhidro
(2mL) y TEA (0.08mL, 0.58mmol). La reaccidn se agita a temperatura ambiente durante
3 horas y finalmente se evapora a sequedad. El crudo resultante se purifica en columna
cromatografica manual, eluyendo con una mezcla de AcOEY/EtOH : 8/2, para obtener el
compuesto deseado 9 (0.12g, 70%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): 5 1.08 (s, 3H, CHs-CH2N), 1.41 (s, 1H, CH»>-CHNEY),
1.57-1.70 (m, 2H, CH»-CH:NE), 1.84 (s, 1H, CH.-CHNE), 2.14 (s, 1H, CH>-N), 2.23 (s,
1H, CH>-NEt), 2.07-2.78 (m, 9H, BH), 2.49 (s, 1H, CH-NEt), 2.68 (s, 1H, CH>-N), 2.94
(s, 1H, BH), 2.99 (s, 1H, CH-carborano), 3.05 (s, 1H, CH>-NHCO), 3.17 (s, 1H, CHo-
NEt), 3.34 (s, 1H, CH>-NHCO), 6.69 (s, 1H, NH).

"SC NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 14.42, 23.25, 28.42, 41.66, 48.27, 53.68, 54.99,
61.87, 76.08, 160.85.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -15.85, -13.40, -11.69, -11.02, -
7.87, -5.88.

HRMS (ESI): m/z calculada para C1oH26B10N2OH: 299.313 [M+H]*; encontrada
299.312.
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1-(N-(1-tertbutil-éster-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1, 7-dicarba-closo-dodecaborano

Bajo atmosfera inerte, se disuelve el cloruro de acido 8 (0.13g, 0.65mmol) en
DCM anhidro (3mL) y la mezcla se enfria a 0°C. A continuacion se adiciona la amina 1
(0.13g, 0.65mmol) disuelta en DCM anhidro (3mL) y TEA (0.09mL, 0.65mmol). La
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 14 horas y finalmente se evapora a
sequedad. El crudo resultante se purifica en columna cromatogréafica manual, eluyendo
con una mezcla de (Hexano/AcOEt : 8/2), para obtener el compuesto deseado 10 (0.2g,
81%).

'H NMR (CDCls, 500MHz): 5 1.43 (s, 9H, Boc), 1.56 (s, 1H, CH.-CHNBoc), 1.79-
1.81 (m, 2H, CH,-CH,NBoc), 1.92-1.98 (m, 1H, CH>-CHNBoc), 2.07-2.51 (m, 9H, BH),
2.89 (s, 1H, BH), 2.95-3.04 (m, 2H, CH>-NHCO, CH-carborano), 3.24-3.33 (m, 3H, CH,-
NHCO, CH,-NBoc), 3.57 (s, 1H, CH-NBoc), 7.95 (s, 1H, NH-CO).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 24.08, 28.57, 29.71, 47.29, 47.98, 54.74, 55.61,
76.02, 80.54, 156.96, 161.02.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -15.73, -13.42, -11.48, -10.95, -
7.70, -5.46.

HRMS (ESI): m/z calculada para C13H3oB1oN203NaI 393.316 [M+Na]+;
encontrada 393.317.
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1-(2-metilen-pirrolidin-formamida)- 1, 7-dicarba-closo-dodecaborano 11:

|
H 11

Bajo atmosfera inerte, se disuelve el compuesto 10 (0.19g, 0.513mmol) en DCM
anhidro (3mL) y la mezcla se enfria a 0°C. A continuacién se adiciona TFA (0.78mL,
10.26mmol) y la reaccion se agita a temperatura ambiente durante 2 horas. Finalmente
la reaccion se evapora a sequedad para obtener el compuesto deseado 11 (0.23g,
rendimiento cuantitativo) como sal de trifluoroacetato.

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 1.65-1.72 (m, 1H, CH,-CHNHTFA), 1.96-2.42 (m,
9H, BH), 2.00-2.03 (m, 2H, CH.-CH>,NHTFA), 2.12-2.13 (m, 1H, CH.-CHNHTFA), 2.87
(s, 1H, BH), 3.03 (s, 1H, CH-carborano), 3.27-3.34 (m, 2H, CH>-NHTFA), 3.50-3.58 (m,
2H, CH>-NHCO), 3.85 (s, 1H, CH-CH.NHCO), 7.28 (s, 1H, NH-CO), 8.56 (s, 1H, NH-
TFA), 9.19 (s, 1H, NH-TFA).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 24.21, 27.62, 42.02, 46.21, 55.25, 60.40, 74.47,
115 (112.34, 114.64, 116.94, 119.23), 161.5 (161.14, 161.44, 161.75, 162.06), 163.55.

"B NMR (CDCl3, 160.46MHz, desacoplado): & -15.77, -13.10, -11.59, -10.70, -
5.70.

HRMS (ESI): m/z calculada para CgH22B1oNoOH: 271.281 [M+H]"; encontrada
271.279.
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1-Metil-1,2-Dicarba-closo-dodecaborano-2-acido carboxilico 12:

Bajo atmosfera inerte, se disuelve el metil-orto-carborano (1g, 6.32mmol) en
Et,O anhidro (60mL) y se enfria a 0°C. A continuacion se adiciona, lentamente, nBulLi
(4.7mL, 7.58mmol) y la mezcla se agita a 0°C durante 2 horas. Entonces se enfria a -
78°C y se adiciona CO. (s), dejando agitar la reaccién durante 1 hora mas. A
continuacion se deja atemperar y se evapora el disolvente. El crudo resultante se
redisuelve en H,O (60mL) y se lava con Hexano (2x50mL). La fase acuosa se acidifica
con HCI 1M y a continuacién se extrae con Et,O (3x70mL). La combinacién de los
extractos organicos se seca sobre MgSO, anhidro, se filira y se concentra,
obteniéndose el compuesto deseado 12 (1.3g, rendimiento cuantitativo).

'"H NMR (CDCl;, 500MHz): & 2.14 (s, 3H, CHs-carborano), 2.20-2.48 (m, 10H,
BH), 8.90 (s, 1H, COOH).

"®C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 24.84, 71.77, 75.93, 164.95.
"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): 5 -10.43, -9.50, -5.50, -0.65.
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Parte Experimental

1-Metil-1,2-Dicarba-closo-dodecaborano-2-cloruro de 4cido 13:
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Bajo atmosfera inerte se disuelve el compuesto 12 (0.3g, 1.48mmol) en Tolueno
anhidro (3mL) y se adiciona, poco a poco PCls (0.34g, 1.63mmol) y la reaccidn se agita
a temperatura ambiente 14 horas. A continuacion se trasvasa a un horno de bolas y a
110°C se codestilan el tolueno y el oxicloruro de fosforo. Entonces se deja atemperar,
se cambia el matraz bajo atmosfera inerte y a 125°C y 10mm se destila el compuesto
deseado 13 (0.28g, 92%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 2.14 (s, 3H, CHs-carborano), 2.19-2.54 (m, 10H,
BH).

®C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 24.81, 77.79, 77.92, 163.37.
"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): 5 -10.11, -9.13, -5.39, 0.10.
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1-Metil-2-(N-(1-Etil-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,2-dicarba-closo-dodecaborano 14:

14

Bajo atmdésfera inerte se disuelve el cloruro de acido 13 (0.15g, 0.68mmol) en
DCM anhidro (83mL) y se enfria a 0°C. A continuacion se adiciona TEA (0.09mL,
0.68mmol) y una disolucion de (S)-(-)-2-aminoetil-1-etilpirrolidina (0.09mL, 0.68mmol)
en DCM anhidro (2mL). La reaccién se agita a temperatura ambiente durante 2 horas y
finalmente se evapora a sequedad. El residuo resultante se purifica en columna
cromatografica manual, eluyendo con una mezcla de AcOEY/EtOH : 8/2, para obtener el
compuesto deseado 14 (0.097g, 46%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 1.14-1.17 (t, 3H, CHs-CHx(NEt)), 1.47-1.53 (m, 1H,
CH.-CHNEt), 1.76-1.80 (m, 2H, CH>-CHoNEt), 1.91-1.98 (m, 1H, CH.-CHNEY), 2.09 (s,
3H, CHs-carborano), 2.15-2.52 (m, 10H, BH), 2.25-2.36 (m, 2H, CH.-CH3(NEt), CH.-
NEt), 2.79-2.83 (m, 2H, CH-CH>.NHCO, CH.-CHj3(NEt)), 3.23-3.31 (m, 2H, CH>-NEt,
CH>-NHCO), 3.44-3.49 (m, 1H, CH>-NHCO), 7.44 (s, 1H, NH).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): § 13.73, 23.25, 24.47, 28.50, 41.83, 48.70, 53.75,
62.50, 75.74, 75.96, 158.77.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): 5 -11.15, -9.92, -5.53, -1.91.

HRMS (ESI): m/z calculada para C11H2gB1o0N2OH: 313.328 [M+H]"; encontrada
313.327.
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1-Metil-2-(N-(1-tertbutil-éster-2-metilen-pirrolidin)-formamida)-1,2-dicarba-closo-
dodecaborano 15:

Bajo atmdsfera inerte se disuelve el cloruro de acido 13 (0.27g, 1.22mmol) en
DCM anhidro (4mL) y se enfria a 0°C. A continuacion se adiciona TEA (0.17mL,
1.22mmol) y una disolucion de la amina 1 (0.24g, 1.22mmol) en DCM anhidro (2mL). La
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 3 horas y se evapora a sequedad. El
crudo resultante se purifica en columna cromatografica manual, eluyendo con una
mezcla de Hexano/AcOEt : 8/2, para obtener el compuesto deseado 15 (0.22g, 47%).

'H NMR (CDCls, 500MHz):  1.48 (s, 9H, Boc), 1.58-1.62 (m, 1H, CH,-CHNBoc),
1.82-1.89 (m, 2H, CH.-CH2NBoc), 2.01-2.04 (m, 1H, CH>-CHNBoc), 2.07 (s, 3H, CHs-
carborano), 2.11-2.54 (m, 10H, BH), 3.09-3.13 (m, 1H, CH>-NHCO), 3.30-3.40 (m, 3H,
CH>-NHCO, CH.>-NBoc), 4.06 (s, 1H, CH-CH,NHCO), 8.60 (s, 1H, NH-CO).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 24.23, 24.44, 28.68, 29.93, 47.50, 48.53, 55.72,
75.98, 76.21, 81.00, 157.29, 158.86.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -12.70, -11.17, -10.00, -6.71,
5.56, -2.02.

HRMS (ESI): m/z calculada para Ci4H32B1oN2OsNa: 407.332 [M+Na]’;
encontrada 407.329.
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1-Metil-2-(2-metilen-pirrolidin-formamida)- 1,2-dicarba-closo-dodecaborano 16:
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Bajo atmdsfera inerte se disuelve el compuesto 15 (0.22g, 0.58mmol) en DCM
anhidro (8mL) y se enfria a 0°C. A continuacién se adiciona TFA (0.9mL, 11.55mmol) y
la mezcla se agita a temperatura ambiente durante 2 horas. Entonces la reaccidon se
evapora a sequedad para obtener el compuesto deseado 16 (0.3g, rendimiento
cuantitativo) como sal de trifluoroacetato.

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 1.69-1.76 (m, 1H, CH,-CHNH), 2.05-2.09 (m, 2H,
CH>-CH2NH), 2.06 (s, 3H, CHs-carborano), 2.14-2.47 (m, 10H, BH), 2.18-2.25 (m, 1H,
CH.-CHNH), 3.30-3.39 (m, 2H, CH>-NH), 3.54-3.62 (m, 1H, CH>-NHCO), 3.69-3.72 (m,
1H, CH»>-NHCO), 3.92 (s, 1H, CH-CH.NHCO), 7.65 (s, 1H, NH-CO), 8.61 (s, 1H,
NH(TFA)), 9.34 (s, 1H, NH(TFA)).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 24.37, 27.80, 27.96, 42.32, 46.33, 60.40, 74.51,
76.39, 114.45, 116.75, 160.99, 161.42, 161.73, 162.04.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): 5 -12.69, -11.30, -10.51, -9.76, -
6.69, -5.45, -1.63.

HRMS (ESI): m/z calculada para CgH24B1oN-OH: 285.297 [M+H]"; encontrada
285.265.
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Parte Experimental

Ester etilico de 1-(2.4-diclorofenil)-5-(4-clorofenil)-4-metil- 1H-pirazol-3-4cido carboxilico
17:

OEt

Cl

Cl
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Sobre una disolucion de LIHMDS (5.9mL, 5.9mmol) en Et,O anhidro (30mL) a -
78°C, bajo atmosfera inerte, se adiciona una segunda disolucion de 4-
cloropropiofenona (1g, 5.9mmol) en Et,O anhidro (10mL). La mezcla se agita durante
45 minutos a -78°C y a continuacion se adiciona dietil oxalato (0.9mL, 6.5mmol). La
disolucién final se agita a temperatura ambiente durante 14 horas. Finalmente se
evapora a sequedad, obteniendo la sal intermedia (0.75g), que se disuelve en EtOH
(20mL). Sobre esta disolucién se adiciona, lentamente la hidracina (0.73g, 3.41mmol) y
la mezcla final se agita a temperatura ambiente durante 20 horas. A continuacion el
sélido obtenido se centrifuga, se lava con EtOH y se seca a vacio. Posteriormente se
suspende en HAc (10mL) y se calienta a reflujo durante 24 horas. La disolucion se deja
atemperar, se vierte sobre agua fria (40mL) y se extrae con AcOEt (3x40mL). La
combinacion de los extractos organicos se seca sobre MgSQO, anhidro, se filtra y se
evapora a sequedad. El crudo resultante se purifica en columna cromatogréfica
manual, eluyendo con una mezcla de Hexano/AcOEt : 9/1, para obtener el compuesto
deseado 17 (0.31g, 20% dos pasos).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): 5 1.41 (t, J = 10 Hz, 3H, CHs-CH,OCO), 2.31 (s, 3H,
CHS3-pirazol), 4.43 (q, J = 10 Hz, 2H, CH,-CH3), 7.04-7.36 (m, 7H, Aromaticos).

"5C NMR (CDCl;, 125.77MHz): & 9.90, 14.68, 61.22, 119.39, 127.30, 128.00,
129.13, 131.12, 133.29, 135.25, 136.28, 143.12, 143.22, 163.0.
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1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-clorofenil)-4-metil- 1 H-pirazol-3-acido carboxilico 18:

Cl

Cl
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Se disuelve el compuesto 17 (0.31g, 0.76mmol) en THF (9mL), se enfriaa 0°C y
se adiciona, lentamente, una disolucion de LiOH (0.04g, 1.5mmol) en H>,O (2mL). La
mezcla final se agita a temperatura ambiente durante 14 horas. Entonces se vierte
sobre H,O (20mL), se acidifica con HClI 1M y se extrae con AcOEt (3x20mL). La
combinacion de los extractos organicos se seca sobre MgSO4 anhidro, se filtra y
concentra, obteniéndose el compuesto deseado 18 (0.28g, 98%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 2.33 (s, 3H, CHs), 7.05 (d, J = 5 Hz, 2H,
Aromaticos), 7.28-7.31 (m, 4H, Aromaticos), 7.40 (s, 1H, Aromético).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz):  9.78, 119.83, 126.98, 128.09, 129.21, 130.47,
131.08, 135.46, 136.50, 142.28, 143.65, 165.53.
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1-[((tert-butioxi)carbonil)amino]-1,2-dicarba-closo-dodecaborano 19:

Bajo atmésfera inerte se disuelve el cloruro de acido 3 (0.14g, 0.68mmol) en
Tolueno anhidro (2mL) y se adiciona TMSNj3; (0.14mL, 1.08mmol). La mezcla se
calienta a reflujo durante 2 horas y posteriormente se deja atemperar. Se adiciona
'BuOH (1mL) y la mezcla se vuelve a calentar a reflujo durante 1 hora. A continuacion
se deja atemperar y se evapora a sequedad. El residuo obtenido se redisuelve en
AcOEt (20mL) y se lava con H,O (3x15mL). La fase organica se seca sobre MgSQO4
anhidro, se filtra y se evapora a sequedad. El crudo resultante se purifica en columna
cromatografica manual, eluyendo con una mezcla de Hexano/AcOEt : 10/1 para
obtener el compuesto deseado 19 (0.06g, 34%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 1.42 (m, 9H, C(CHs)s), 2.02-2.71 (m, 10H, BH),
4.60 (s, 1H, CH-carborano).

'5C NMR (CDCl3, 125.77MHz): & 28.37, 61.35, 79.97, 83.28, 151.84.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -13.99, -11.82, -11.02, -7.72, -
3.78.
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1-amino-1,2-dicarba-closo-dodecaborano 20:
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Se disuelve el compuesto 19 (0.1g, 0.39mmol) en DCM (5mL), se enfria a 0°C y
se adiciona TFA (0.6mL, 7.7mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante

14 horas y a continuacién se evapora a sequedad, obteniéndo el compuesto deseado
20 (0.069, 93%).

'"H NMR (CDCl3;, 500MHz): § 1.92-2.41 (m, 10H, BH), 2.94 (s, 2H, NH.), 3.77 (s,
1H, CH-carborano).

3¢ NMR (CDCls, 125.77MHz): 5

"B NMR (CDCl3, 160.46MHz, desacoplado): & -13.62, -12.51, -11.18, -10.27, -
2.16.
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1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-clorofenil)-4-metil-N-(1,2-dicarba-closo-dodecaboranil)-1H-
pirazol-3-carboxamida 21:

21 Cl

Bajo atmédsfera inerte se disuelve el acido carboxilico 18 (0.13g, 0.35mmol) en
Tolueno anhidro (9mL) y se adiciona SOCI, (1mL). La mezcla se calienta a reflujo
durante 3 horas. A continuacion se deja atemperar y se evapora a sequedad.

Por otro lado, en un vial de microondas, bajo atmdésfera inerte, se disuelve la
amina 20 (0.06g, 0.35mmol) en Tolueno anhidro (1mL). Sobre esta disolucién, se
adiciona la disolucién del cloruro de acido recién sintetizado en Tolueno anhidro (1mL).
La mezcla final se calienta en el microondas a 150°C durante 50 minutos. Finalmente
se evapora a sequedad y el crudo resultante se purifica en columna cromatografica
manual, eluyendo con una mezcla de Hexano/AcOEt : 6/1, para obtener el compuesto
final 21 (0.08g, 43%).

'"H NMR (CDCl3, 500MHz): § 2.12-2.70 (m, 10H, BH), 2.26 (s, 3H, CH3), 5.01 (s,
1H, CH-carborano), 6.97-7.02 (d, J = 10 Hz, 2H, Aromaticos), 7.21-7.38 (m, 5H,
Aromaticos), 7.83 (s, TH, CONH).

"5C NMR (CDCls, 125.77MHz): & 9.47, 60.59, 78.91, 118.85, 126.67, 128.21,
129.25, 129.31, 130.97, 135.58, 136.69, 142.81, 144.14, 160.63.

""B NMR (CDCl3, 160.46MHz, desacoplado): & -13.79, -10.88, -7.08, -3.90.

HRMS (ESI): m/z calculada para CigH2B10CIsN3ONa: 545.1722 [M+Nal’;
encontrada 545.1721.
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Parte Experimental

1-[((tert-butioxi)carbonil)amino]-1, 7-dicarba-closo-dodecaborano 22:

NHBoc
/

\H
22

Bajo atmésfera inerte se disuelve el cloruro de acido 8 (0.31g, 1.70mmol) en
Tolueno anhidro (6mL), se adiciona TMSN3 (0.33mL, 2.44mmol) y se calienta la mezcla
a reflujo durante 3 horas. A continuacién se deja atemperar, se adiciona '‘BuOH (4mL) y
se calienta de nuevo a reflujo durante 14 horas. Finalmente se deja atemperar, se
evapora a sequedad y el crudo se redisuelve en AcOEt (40mL). Se lava con H.O
(3x20mL) y la fase organica se seca sobre MgSQO, anhidro, se filtra y concentra. El
crudo resultante se purifica en columna cromatografica manual, eluyendo con una
mezcla de Hexano/AcOEt : 4/1, para obtener el compuesto final 22 (0.03g, 11%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 1.41 (s, 9H, C(CHs)s), 2.00-2.51 (m, 9H, BH), 2.88
(s, 1H, CH-carborano), 3.11 (s,1H, BH).

*C NMR (CDCls, 125.77MHz): § 28.35, 53.09, 68.38, 81.93, 152.10.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -15.47, -15.12, -12.45, -10.71, -
3.83.
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Parte Experimental

1-amino-1,7-dicarba-closo-dodecaborano 23:

Se disuelve el compuesto 22 (0.03g, 0.11mmol) en DCM (2mL), se enfriaa 0°C y
se adiciona, lentamente TFA (0.17mL, 2.24mmol). La mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 14 horas. A continuacién se concentra a sequedad, obteniéndo el
compuesto deseado 23 (0.023g, rendimiento cuantitativo).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): & 2.01-2.56 (m, 9H, BH); 2.89 (s, 1H, BH), 2.92 (s,
1H, CH-carborano).

3C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 53.68, 68.83.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -15.11, -14.64, -13.66, -11.62, -
10.42, -3.54.
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Parte Experimental

1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-clorofenil)- 4-metil-N-(1,7-dicarba-closo-dodecaboranil)-1H-
pirazol-3-carboxamida 24:

24 Cl

Bajo atmédsfera inerte se disuelve el acido carboxilico 18 (0.06g, 0.15mmol) en
Tolueno anhidro (5mL) y se adiciona SOCI, (1mL). La mezcla se calienta a reflujo
durante 3 horas. A continuacion se deja atemperar y se evapora a sequedad.

Por otro lado, en un vial de microondas, bajo atmoésfera inerte, se disuelve la
amina 23 (0.02g, 0.13mmol) en Tolueno anhidro (1mL). Sobre esta disolucién, se
adiciona la disolucién del cloruro de acido recién sintetizado en Tolueno anhidro (1mL).
La mezcla final se calienta en el microondas a 150°C durante 50 minutos. Finalmente
se evapora a sequedad y el crudo resultante se purifica en columna cromatografica
manual, eluyendo con una mezcla de Hexano/AcOEt : 10/1, para obtener el compuesto
final 24 (0.02g, 32%).

'"H NMR (CDCls, 500MHz): § 2.02-2.62 (m, 10H, BH), 2.32 (s, 3H, CHs), 2.94 (s,
1H, CH-carborano), 7.00-8.13 (m, 7H, Aromaticos).

"5C NMR (CDCl;, 125.77MHz): & 9.58, 53.35, 80.00, 118.64, 119.75, 127.01,
127.41, 128.14, 129.18, 130.56, 131.01, 131.11, 143.51, 143.77, 149.57, 160.20,
189.50.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -15.04, -12.40, -10.67, -3.79.

HRMS (ESI): m/z calculada para C1gH21B1oCl3N3O: 521.1746 [M-H]’; encontrada
521.1744.
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Parte Experimental

1-metil-2-[((tert-butioxi)carbonil)amino]-1,2-dicarba-closo-dodecaborano 25:

kc/NHBoc

=
S

N
/

Bajo atmoésfera inerte se disuelve el cloruro de acido 13 (0.21g, 0.95mmol) en
Tolueno anhidro (3mL), se adiciona TMSN3; (0.2mL, 1.52mmol) y se calienta a reflujo
durante 2 horas. A continuacion se deja atemperar, se adiciona 'BuOH (2mL) y se
vuelve a calentar a reflujo la mezcla durante 3 horas. Finalmente se deja atemperar, se
evapora a sequedad y el crudo se redisuelve en AcOEt (40mL). Se lava con H.O
(3x15mL) y la fase organica se seca sobre MgSO, anhidro, se filtra y se evapora a
sequedad. El crudo resultante se purifica en columna cromatografica manual, eluyendo
con una mezcla de Hexano/AcOEt : 4/1, para obtener el comuesto deseado 25 (0.093g,
36%).

'H NMR (CDCls, 500MHz): § 1.45 (s, 9H, C(CHa)s), 1.96 (s, 3H, CHs), 2.02-2.47
(m, 10H, BH).

*C NMR (CDCls, 125.77MHz): § 22.31, 28.25, 79.10, 83.34, 84.23, 151.69.
"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): 5 -11.95, -11.01, -10.29, -6.04.
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Parte Experimental

1-metil-2-amino-1,2-dicarba-closo-dodecaborano 26:

Se disuelve el compuesto 25 (0.09g, 0.33mmol) en DCM (4mL) y se enfria a 0°C.
A continuacién se adiciona TFA (0.5mL, 6.59mmol) y la mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 14 horas. Finalmente se evapora a sequedad para obtener el
compuesto deseado 26 (0.05g, 90%).

'H NMR (CDCls, 500MHz): 5 1.56-2.39 (m, 10H, BH), 2.02 (s, 3H, CH,), 2.97 (s,
2H, NH).

"*C NMR (CDCls, 125.77MHz): 5 21.44, 79.15, 91.35.
"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): 5 -12.35, -10.51, -9.63, -5.32.
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Parte Experimental

1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-clorofenil)- 4-metil-N-(1-metil-1,2-dicarba-closo-dodecaboranil)-
1H-pirazol-3-carboxamida 27:

27 Cl

Bajo atmoésfera inerte se disuelve el acido carboxilico 18 (0.07g, 0.17mmol) en
Tolueno anhidro (4mL) y se adiciona SOCI, (1mL). La mezcla se calienta a reflujo
durante 3 horas. A continuacion se deja atemperar y se evapora a sequedad.

Por otro lado, en un vial de microondas, bajo atmoésfera inerte, se disuelve la
amina 26 (0.03g, 0.17mmol) en Tolueno anhidro (1mL). Sobre esta disolucién, se
adiciona la disolucion del cloruro de acido recién sintetizado en Tolueno anhidro (1mL).
La mezcla final se calienta en el microondas a 150°C durante 50 minutos. Finalmente
se evapora a sequedad y el crudo resultante se purifica en columna cromatogréfica
manual, eluyendo con una mezcla de Hexano/AcOEt : 4/1, para obtener el compuesto
final 27 (0.009g, 10%).

'H NMR (CDCls, 500MHz): & 2.02-2.59 (m, 10H, BH), 2.00 (s, 3H, CHs-
C(carborano)), 2.33 (s, 3H, CHs), 7.02-7.43 (m, 7H, Aromaticos), 8.02 (s, 1H, CONH).

"C NMR (CDCl;, 125.77MHz): & 9.56, 22.55, 79.01, 82.48, 119.10, 126.74,
128.20, 129.29, 130.61, 131.01, 135.63, 136.68, 143.04, 144.21, 160.47.

"B NMR (CDCls, 160.46MHz, desacoplado): & -11.75, -10.16, -6.12.

HRMS (ESI): m/z calculada para CooH24B10CIsN3ONa: 559.1879 [M+Nal;
encontrada 559.1916.

207






ANEXO |

SELECCION DE ESPECTROS DE RMN






ANEXO |: ESPECTROS DE RMN

ST

o
hc_m_h
32
246
hc_mqh
hc+umh
£+ 10
ho+unh
hc_uzh
mm+u@“
BU+3T
mc_u_h
g3 _I|
BT
mo+u_h
mc_uﬁh
mm+um“
B+ 32
mc_mnh

Bt 3~

B2

. [eudd] 1)

50 01 =T oz 5T e 5E ok 5 1 55 1] 59 o 5L
1 [l 1 1 1 1 '] 1 1 1 1 i 1 1 L
T ] B
e 7 Rt
i il ¥

A

e ="

L5 =
EL T =
BT —
95 =

i I S

IE'E—
TH'E—
EBE =

211



ANEXO |: ESPECTROS DE RMN
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ANEXO |: ESPECTROS DE RMN
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ANEXO II: ABREVIATURAS

ACN
ADME
ARG
BHE
BNCT
Boc

n-BulLi

CT
CB;
CB:
CBD
CBG
CBN
cpm

cpm/mm?

dd
D1
D>
Ds
Ds4
Ds

Acetonitrilo

Administracion, distribucién, metabolismo y eliminacién
Autorradiografia

Barrera hematoencefélica
Boron neutron capture therapy
terc-Butoxi carbonilo (grupo)
n-Butillitio

Grado centigrado

Tomografia computerizada
Receptor cannabinoide tipo 1
Receptor cannabinoide tipo 2
Cannabidiol

Cannabigerol

Cannabinol

Cuentas por minuto

Cuentas por minuto/mm?
Desplazamiento quimico
Doblete

Doble doblete

Receptor dopaminérgico tipo 1
Receptor dopaminérgico tipo 2
Receptor dopaminérgico tipo 3
Receptor dopaminérgico tipo 4

Receptor dopaminérgico tipo5
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DA
DCM

DIC

DIPEA
DMF
DMSO

Eq

eV
['®F]FDG
['8F]FDOPA
g

h

HOAT
HPLC

Hz

ICs0

Kazz

Kb

Ki
LIHMDS
m

mm

Dopamina

Diclorometano

Diisopropil carbodiimida
Diisopropiletil amina
Dimetilformamida

Dimetilsulféxido

Equivalente

Electronvoltio
2-["®F]fluoro-2-deoxy-D-glucose
(25)-2-amino-3-(2-(['®F]fluoro)-4,5-dihydroxyphenyl)propanoic acid
Gramo

Hora

7-azo-1-hidroxibenzotriazol
Cromatografia liquida de alta resolucion
Hercio

Concentracion de inhibicion al 50%
Infrarrojo

Constante de acoplamiento
Kryptofix-222

Constante de desplazamiento
Constante de afinidad

Bis (trimetilsilil) amiduro de litio
Multiplete

Milimetro
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mmol Milimol

MRI Imagen por resonancia magnética
m/z Relacion masa/carga

MW Microondas

NHS N-hidroxisuccinimida

nM nano Molar

PET Tomografia por emision de positrones
ppm Partes por millon

RMN Resonancia magnética nuclear

S Singlete

SA Specific Activity (Actividad especifica)
SAR Structure-activity relationship

SNC Sistema nervioso central

SNP Sistema nervioso periférico

SPECT Tomografia computerizada por emision de fotén Unico
t Triplete

TDAH Trastorno por déficit de atencion con hiperactividad
TEA Trietil amina

TLC Cromatografia de capa fina

TFA Acido trifluoroacético

THC Tetrahidrocannabinol

THF Tetrahidrofurano

TMSN3 Trimetilsilil azida
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