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OBJETIVO

Los inhibidores de PSMA, asi como todo radiofarmaco, presentan tres “zonas” bien

definidas en su estructura molecular.

Radiopharmaceutical

I L1

Radioactive Linker Targeting Target Cancer
Compound Molecule Protein Cell

Fig. 1. Bloques Conformacionales en un Radiofarmaco

A partir del grafico podemos observar:

e Una zona corresponde al sitio especifico de union al PSMA, la cual posee la
actividad bioldgica “per se” permitiendo dar lugar a un proceso de inhibicién en
el sistema receptor-radiofdrmaco

e Una segunda zona denominada puente o linker disefiada para separar la zona
biol6gicamente activa, que actta de inhibidor de PSMA, del agente quelante del
radiois6topo

¢ Una tercera zona correspondiente al sistema quelante — radiois6topo.



El agente quelante utilizado actualmente en la molécula comercial PSMA-617 es el acido
1,4,7,10-Tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacetico (DOTA). DOTA es un derivado
del macrociclo “cyclen”, en donde los cuatro grupos amino secundarios se modifican
mediante la sustitucion de los grupos N-H por grupos N-CH,CO-H. El resultado es un
agente gquelante de alta afinidad por los cationes di y trivalentes de menor radio iénico
gue el 22°Ac-225*3.Sin embargo, estudios preliminares indican que es conveniente y
necesario desarrollar agentes quelantes mas especificos para 22°Ac*3 a fin de proveer
al radiofarmaco de mayor estabilidad bioldgica y disminuir aln mas la posibilidad de
tener emisores alfa liberados en el torrente sanguineo como ser 22°Ac*3 libre y sus
productos de decaimiento, los cuales, eventualmente, daran lugar a irradiacion en
tejidos sanos. De esto se desprende que el “background” de conocimiento al dia de la
fecha en lo que respecta a la Quimica de Coordinacion de 2?°Ac*® con agentes
gquelantes ciclicos y aciclicos es de suma importancia a la hora del disefio y sintesis de
radiofarmacos marcados con 22°Ac*3 altamente especificos para distintos tipos de
cancer.

El objetivo del presente trabajo es llevar a cabo un estudio del “state of the art” en lo que
respecta a la interaccién “Agente Quelante — Radiois6topo” a fin de comenzar a sentar
las bases de futuros ensayos de disefio y sintesis de radiofarmacos a llevarse a cabo
en la Comision Nacional de Energia Atémica (CNEA). Estos radiofarmacos seran
similares al analogo comercial ?2°Ac*® - PSMA- 617 de manera tal que, al igual que este
ultimo, presente la capacidad de unirse al sitio activo del receptor PSMA, el cual solo se
encuentra en células tumorales prostéaticas. Para ellos se llevé a cabo un “research” de
la literatura cientifica respecto al tépico planteado anteriormente, es decir, haciendo foco
de manera pormenorizada en la zona Il del radiofarmaco (Agente Quelante). En base
a la informacion obtenida, se analizaron los pasos a seguir y propusieron tareas

orientadas a las necesidades de temas a cubrir dentro del Proyecto Alfa.



NOTAI:

Este trabajo final de ERAN esta enmarcado dentro de los objetivos institucionales del
Proyecto Alfa de CNEA, el cual tiene entre sus objetivos centrales el desarrollo de la
produccion del radioisotopo 22°Ac*® 'y su hija ?3Bi, de sus radiofarmacos y de sus
aplicaciones en medicina. Dentro de los objetivos para los radiofarmacos, se busca
desarrollar conocimientos que permitan a CNEA desarrollar tecnologias independientes
en el &rea de quimica radiofarmacéutica, utilizando para ellos los inhibidores de PSMA
como compuesto modelo, lo cual permitirhA a CNEAel disefio y realizacion de
radiofarmacos propios, libres de patentes que limite, o encarezca, los futuros
tratamientos de los pacientes con cancer de prostata con 22°Ac*®  en Argentina,
teniendo en cuenta que en el futuro CNEA producira 22°Ac, proyecto en el cual solo muy

pocos paises trabajan en la actualidad.

NOTA II:

“25Ac- PSMA- 617 fue originalmente desarrollado por la Universidad de Heidelberg
Alemania en colaboracion con la compafiia Molecular Insight Pharmaceuticals
(Cambridge, Massachusetts, United States). Luego, en Heidelberg, se hicieron los
primeros tratamientos en pacientes con cancer de préstata con ?2°Ac-PSMA-617 los
cuales tuvieron una gran repercusién por los resultados que se obtuvieron.
Posteriormente la universidad de Heidelberg le concedio la licencia exclusiva sobre el
225Ac- PSMA- 617 a la compafiia ABX GmbH, quien luego la sublicencié a Endocyte,
Inc. de USA que luego fue adquirida por Novartis-Bayern quien tendria actualmente la
patente. Posteriormente, Molecular Insight Pharmaceuticals fue adquirida por Progenics
Pharmaceuticals, Inc., la cual, en febrero 2019, presenté un juicio en Alemania
argumentando que el licenciamiento original a ABX GmbH fue realizado sin el
consentimiento de Progenics Pharmaceuticals, Inc quien es el duefio de Molecular
Insight Pharmaceuticals (quien fue el desarrollador original del PSMA-617 junto con la
Univ. De Heidelberg)”.
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1. INTRODUCCION

La Terapia con Radionucleidos Dirigidos (TRT por su significado en inglés “Targeted
Radionuclide Therapy”) es una técnica emergente en lo que respecta a tratamientos de
cancer, la cual emplea estructuras biolégicas como anticuerpos, péptidos o moléculas
pequefas, en conjugacion con radioisotopos, con capacidad de localizarse con un alto
grado de especificidad y afinidad en tumores con la consecuente descarga de radiacion
ionizante. Este hibrido entre RADIOISOTOPO + ESTRUCTURA BIOLOGICA se
denomina RADIOFARMACO. (Figura 1) .12

Teniendo en cuenta que TRT constituye una terapia no invasiva en la que se minimiza
el dafio en tejidos no cancerigenos, la misma se ha convertido en una alternativa de
gran interés respecto a los tratamientos convencionales de cancer como ser cirugia,
gquimioterapia y radiacion mediante fuente externa. El gran impacto que tuvo, y se
espera tenga, TRT queda en evidencia mediante las aprobaciones de la FDA (Food and

Drugs Administration)! de ®Y-ibritumomab tiuxetan (Zevalin) y *!-tositumomab
(Bexxar) en 2002 y 2003, respectivamente asi como la aprobacién de Lutathera® para

PRRT (Peptide Receptor Radionuclide Therapy).

En lo que respecta a radiofarmacos emisores de particulas 3, se ha demostrado que
estos tipos de agentes tienen una eficacia considerable en lo que respecta al tratamiento
de tumores. Sin embargo, debido a las propiedades fisicas de este tipo de
particulas, su utilidad se encuentra limitada para algunos tipos de cancer metastasico 3
ya que, dependiendo del tamafio de la metastasis, solo una pequefia proporcion de la
dosis radiol6gica entregada queda en el tumor, y el resto es depositada en tejidos sanos.
Dependiendo de su energia, las particulas B pueden desplazarse hasta un centimetro
desde el sitio de la emisién nuclear, lo cual puede llevar a la irradiacion inespecifica
de células sanas vecinas a las células cancerosas.

Por otro lado, las particulas B presentan una baja Transferencia Lineal de Energia
(LET)lo cual reduce su eficacia citotoxica y obliga a la administracion de altas dosis
de radiactividad para lograr beneficios terapéuticos considerables. De esta manera,
mediante el uso de radiofarmacos emisores [3, resulta inviable el tratamiento de células

cancerigenas individuales, tumores pequefios y micrometastasis.

1 Administracién de Medicamentos y Alimentos de los EE. UU. (FDA)



Teniendo en cuenta estas propiedades inherentes a las particulas 3 y las limitaciones
gue de ellas se derivan, las particulas a se presentan como alternativas prometedoras
respecto a las particulas . (SM Fig. 1). Una de las caracteristicas mas interesantes de
las particulas a a la hora de considerarlas como agentes terapéuticos son las
trayectorias de corto alcance que presentan en medios bioldgicos (40 a 100 um), razén
por la cual la radiotoxicidad de un emisor a se limita al sitio de interés, dando lugar a
una alta especificidad para las células tumorales. En lo que respecta al LET de
particulas a, estas depositan una energia promedio de 80 keV por um recorrido en
tejido bioldgico, un valor que es varios 6rdenes de magnitud mayor que el de las

particulas B y que contribuye a roturas letales e irreparables de la doble hélice de ADN.

De esta manera, TRT mediante emisores de particulas a dio lugar a la aparicion de la
terapia a dirigida (TAT, por su nombre en inglés “Targeting Alpha Therapy”) la cual es
un area de investigacién académica y comercial a nivel mundial de gran interés en los
dltimos afios.

Un ejemplo de TAT viene dado por el emisor a ?*Ra, el cual fue el primer agente
terapéutico emisor a utilizado en pacientes con cancer. Administrado como ??°RaCl,, se
ha empleado en el tratamiento del cancer de prostata metastasico resistente a la
castracion desde 2013.1 A pesar de la aprobacion de este agente terapéutico para uso
clinico a nivel comercial, la aprobacion clinica para uso generalizado y comercial de un
agente terapéutico emisor a conjugado con una biomolécula de mayor especificidad
biolégica aun no se ha materializado, estando todos ellos en etapa de estudio clinico,
pero no aln para uso comercial.

Entre los iones emisores de particulas a que poseen propiedades adecuadas para su
uso en TAT, ??°Ac se presenta como la alternativa mas alentadora.*® El periodo de
semidesintegracion de ??°Ac es de 9,92 dias, lo cual permite la distribucion de este
radiondclido a centros médicos alejados del lugar de produccién. Ademas, este periodo
lo vuelve apto para su uso con vectores macromoleculares, como ser anticuerpos o

nanoparticulas, los cuales exhiben tiempos de circulacion prolongados in vivo.

La cadena de desintegracion de ?*°Ac permite observar la formacién de ocho hijas
radiactivas con periodos de semidesintegracion cortos, lo cual da un total de cuatro
particulas a de alta energia, llevando a la administraciéon de una dosis de radiacion
letal a las células cancerosas (SM Fig.2) 7 .Sin embargo, ??°Ac es significativamente mas

potente que 2°Bi, tanto en modelos in vitro como in vivo.8%lo cual se debe



probablemente a su periodo de semidesintegracion marcadamente superior y a la
emision de tres de particulas a adicionales.

A pesar de las propiedades nucleares favorables y la alta citotoxicidad de ??°Ac para su
uso en TAT, tres desafios clave han impedido que ??°Ac alcance su maximo potencial

clinico:

- En primer lugar, las cantidades de 2?°Ac que se pueden producir mediante los
métodos actualesno pueden respaldar su uso clinico a gran
escala. Actualmente la fuente principal de ?2°Ac proviene de la desintegracion de
229Th (t1,2 = 7340 afios) en reactores de 2*3U. Este suministro solo asciende a *
1.7Ci por afio, lo cual no es suficiente para llevarlo a una escala mundial de
aplicacion médica.

Actualmente se estan estudiando varias estrategias de produccion:

o Laviade aceleradores a alta energia (> 100 MeV), por ejemplo, a través
de la reaccion 22Th(p,x)?*°Ac

o La via de aceleradores lineales de particulas (LINAC) a través de
reacciones fotonucleares producidas por fotones de muy alta energia
(gammas) producidos por la interaccién de electrones de alta energia con
materiales de alto Z para producir radiacion Bremsstrahlung. Ej:
226Ra(y,n) 225R4 _, 225A¢

o Laviade neutrones. Ej: ??°Ra (3n,y) ??Ra — ?*Ac — ?*Th

o Lavia de aceleradores de baja-media energia. Ej: 2?°Ra (p,2n) ?*°Ac que

es la que esta en estudio en CNEA.

-En segundo lugar,la implementacion de 2®Acen TAT requiere de
una retencion estable de ?2°Ac y sus productos de desintegraciéon en sus
vectores cuando estos son testeados en ensayos in vivo. La pérdida de ?*°Ac, o
sus productos de desintegracion, dan lugar a efectos radiotoxicos inespecificos

e indeseados.

- En tercer lugar,y principal objetivo de este trabajo, la implementacion de
225Ac requiere de vectores, o plataformas, que presenten un alto grado de

afinidad por #°Ac y propiedades farmacocinéticas adecuadas.



2. RADIOFARMACOS LIGADOS CON ??°Ac *3: CARACTERISTICAS

El éxito, 0 no, de TAT con ??°Ac como terapia emergente, implica, entre otras cosas, una
administraciébn de alta especificidad hacia las células blanco junto con una alta
acumulacion, y baja difusion de 2?°Ac y sus productos de desintegracion en las
inmediaciones de las células blanco. Estas condiciones se logran en gran medida
mediante la unién covalente de un vector de direccion tumoral (péptido, anticuerpo,
nanoparticulas, etc.) a un quelante bifuncional dando lugar a la formacién de un
complejo termodinamica y cinéticamente estable con el ion
225A¢*3, Desafortunadamente, el desarrollo de agentes quelantes bifuncionales efectivos
para ??°Ac*® se ha visto obstaculizado por la escasa comprension de la quimica de
coordinacion de ??°Ac. Esta falta de conocimiento sobre la quimica de coordinacion de
225A¢*3 hace dificil prever con precision qué ligandos formaran complejos estables tanto
en condiciones in vitro e in vivo. Otro desafio en el disefio de ligandos para ?>°Ac*3es el
gran radio i6nico de este ion, que da lugar a una baja relacion carga: radio, una
caracteristica que conduce a interacciones electrostaticas débiles.

En los ensayos in vivo, la inestabilidad de los complejos ?2°Ac*3- L (L = Ligando) se
refleja en la acumulacion de 22°Ac*3 libre en el higado y huesos, donde sus emisiones
radiactivas dan lugar a efectos radiotdxicos indeseados.!'*2, Por lo tanto, la formacion
de complejos estables de ?*°Ac*3 es un requisito previo de suma importancia a la hora
de considerar el uso de ?»°Ac*3en TAT.

Hasta la fecha, uno de los quelantes de ?*°Ac** mas prometedores involucra al 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano (H4sDOTA).12 1415 Sin embargo, la utilizacién de HsDOTA como
agente quelante presenta cierta ambigledad. El reporte en literatura de tratamientos
exitosos con 2%Ac*® - H,DOTA ponen a este ligando en la vanguardia de agentes
quelantes 1718 Sin embargo, por otro lado, HsDOTA presenta procedimientos de
marcacion complejos, que a veces requieren de calentamiento para lograr mejores
rendimientos, lo cual indica la necesidad de la busqueda de alternativas a este
quelante. 19,13,14 ,15

Uno de los mayores obstaculos a la hora de desarrollar un agente quelante alternativo
a H.DOTA, como se mencioné anteriormente, es la falta de conocimiento en lo que
respecta a la quimica de coordinacion de este ion. Evidencia de este hecho es la falta
de caracterizaciones estructurales de complejos de coordinacién con #2°Ac*® relevantes
para aplicaciones médicas mediante métodos espectroscOpicos comunes como ser
difraccién de rayos X, RMN, UV - vis, fluorescencia, etc. Incluso la primera distancia de

enlace ??°Ac*® - L no se midié con un grado de exactitud medianamente riguroso hasta



2016 ?°, contandose hasta ese momento con medidas de rigurosidad baja respecto a
sales inorgéanicas simples de este ion. 21-22

Si bien es claro que la falta de conocimiento respecto a la quimica de coordinacion de
225Ac¢*? se presenta como uno de los principales inconvenientes a la hora de desarrollar
agentes quelantes que permitan dar lugar a la formacion de complejos estables, esto se
debe principalmente a la disponibilidad limitada y la dificultad para manipular grandes
cantidades del ??°Ac*® altamente radiactivo. A su vez, el estado fundamental electrénico
de ?5Ac™ (50 6d°), es esencialmente invisible para las espectroscopias comunes
utilizadas para caracterizar los complejos de coordinacion (UV - vis, fluorescencia,
resonancia paramagnética electronica, etc.).

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, es importante resaltar que el
desconocimiento respecto a la quimica de coordinacion de #?°Ac* es solo una parte del
problema inherente al disefio y produccién de radiofarmacos ??°Ac*3. La emision de
particulas a y la energia de retroceso (conocida por su nombre en inglés, recoil energy)
de sus productos de desintegracion pueden considerarse como un factor adicional de
inconvenientes.

Debido a la necesidad de conservacion del momento lineal en el sistema, la emisiéon de
una particula a (SM Fig.3) imparte una energia de retroceso al nucleo hijo a menudo
mayor a 100 keV, 1000 veces mayor que la energia de enlace de cualquier enlace
quimico. Esto da como resultado la liberacién del nucleido hijo del agente de quelacién
(SM Fig. 4). La subsiguiente redistribucién de los nucleidos hijos emisores de particulas
a in vivo puede causar un dafio sustancial en los tejidos sanos circundantes y reducir el
efecto terapéutico. En consecuencia, la toxicidad renal inducida por 2**Bi (la primera hija
de 22°Ac*®) se considera una limitacién importante para la aplicacion de ?2°Ac*3 en un
gran numero de ensayos clinicos. De hecho, el descubrimiento de un agente quelante
gue se una a ?»*Ac*?® con suficiente estabilidad y que también controla la liberacién de

sus nucleidos hijos sigue siendo un desafio.

3. QUIMICA DE COORDINACION DE 225A¢*3

La unién metal-ligando (*®*Ac*®* -L) en los complejos de ??°Ac*® es impulsada
principalmente por interacciones electrostaticas y restricciones estéricas. Debido a que
la estabilidad de las interacciones electrostaticas aumenta de manera proporcional a la
relacion carga: distancia, el gran radio iénico del ion ??°Ac*3 da lugar a la formacién de

complejos cinéticamente labiles. Por otro lado, la ausencia de “energia de estabilizacion



del campo ligando™ para ??Ac*® proporciona un alto grado de diversidad estructural en
los complejos ?°Ac*® -L quedando limitada soélo por la saturacién coordinativa del ion
225Ac¢*? y las interacciones estéricas ligando-ligando. Debido a su falta de polarizacion,
el ion 22°Ac*® se clasifica como un &cido de Lewis "duro” de acuerdo con la teoria de
acidos y bases duros y blandos (HSAB)# y, por lo tanto, se predice una preferencia por
atomos electronegativos “duros” no polarizables, es decir, bases de Lewis, tales como
atomos de oxigeno aniénico.

A fin de determinar la validez de este supuesto, se han medido constantes
experimentales de estabilidad para varios complejos simples de 2%5Ac*3.2426 A partir de
estos estudios, podemos ver que ??°Ac*® forma complejos halogenados de estabilidad
decreciente a medida que se emplean hal6égenos méas pesados. La constante de
estabilidad Ky, donde Kon = [MLn] / [M] [L]", es 500-1000 veces mayor para la formacion
de 225Ac*® — F*2 en comparaciéon con la formacion de 22°Ac*® — CI*2 o 225Ac*3 —
Br*2. Esta gran preferencia termodinamica por F~ es consistente con las propiedades
HSAB de este ion, como se discutié anteriormente. La dureza quimica absoluta de F (g
= 7.0) es significativamente mayor que la de CI' (g = 4.7) o Br (g = 4.2). En lo que
respecta a ligandos organicos multidentados, estos dan lugar, de forma predecible, a
complejos con 2?5Ac™ mas estables respecto a los complejos 22°Ac*® — X*2. Por
ejemplo, la constante de estabilidad para la formacion del complejo 22°Ac*3 — Citrato es
9,55.108, mientras que el complejo 22°Ac*® — EDTA presenta una estabilidad aun mayor
a este Ultimo (Kp: = 1,66.104)

La mayor estabilidad del complejo 2?°Ac*® —EDTA puede atribuirse a la mayor
“denticidad” de EDTA, un ligando hexadentado, en comparacion con el citrato, un
ligando tridentado.

4, QUIMICA DE COORDINACION APLICADA: INTERACCION
ENTRE 225Ac*Y QUELANTES

Un desafio clave para la implementacion de 2?°Ac*3 como agente emisor en terapias
TAT es la falta de un quelante bifuncional adecuado que pueda unirse rapidamente al

ion 225Ac*® y retenerlo de manera estable en ensayos invivo.?’? Sin

2 Informacidn adicional sobre el tema “energia de estabilizacién del campo ligando” se puede encontrar
en “Quimica Inorganica Avanzada, 2da Edicién, Cotton & Wilkinson, Cap.26”



embargo, el ligando Hi.DOTA (SM Fig. 6) es actualmente el icono sobresaliente del
“state of the art” en lo que respecta a la quelacién del ion 2°Ac*3,

Cuando tomamos en consideracion el disefio y la sintesis de agentes quelantes para
225Ac*3, es importante saber que 22°Ac*? puede unirse a través de interacciones

covalentes y / o electrostaticas con agentes quelantes ciclicos y no ciclicos.

1. Interaccion entre 22°Act3y agentes guelantes no ciclicos

Con respecto al uso de agentes quelantes no ciclicos, los primeros estudios
estuvieron dirigidos hacia el uso de ligandos poliaminocarboxilato y
poliaminofosfonato lineales, asi como hacia otros compuestos de bajo peso
molecular tipo citrato. La principal ventaja del uso de agentes aciclicos como
plataformas de unién es su cinética de radiomarcacién rapida, lo cual permite la
incorporacién de radiometales a temperatura ambiente en pocos minutos. Sin
embargo, su principal inconveniente, y la razén de su uso no generalizado, es
que no forman complejos cinéticamente estables. Por ejemplo, la
biodistribucion de los complejos 22°Ac*® — EDTA, un ligando hexadentado, y
2257c*3 - CHX-A “-DTPA, un ligando octadentado (SM Fig.5), en ratones revelo
una acumulacion significativa de radiactividad en higado y hueso, consistente
con el patron de biodistribucion de 22°Ac*® no quelado .123°

En particular, el complejo 22°Ac*® — EDTA es aproximadamente un 75% menos
estable que el complejo ?2°Ac*® -, CHX-A “DTPA lo cual puede atribuirse al
menor nimero de atomos donantes disponibles en EDTA. Ademas, el grupo
diamino ciclohexilo preorganizado en el esqueleto de CHX-A “-DTPA puede
incrementar ain mas la estabilidad del complejo 22°Ac*® - CHX-A “-DTPA, en

comparacion con el esqueleto de etilendiamina no rigido de EDTA.

2. Interaccion entre ?25Ac*3y agentes guelantes ciclicos

Se ha demostrado que la preorganizacion adicional en forma de macrociclos (el
efecto macrociclico) mejora significativamente la estabilidad de los complejos de
ligando 22°Ac*® en ratones.® Por lo tanto, en este apartado veremos las
caracteristicas de dos de los agentes quelantes mas importantes para 22°Ac*3

del momento: DOTA y MACROPA. Ademas, haremos una breve mencién al
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ligando MACROPID, un agente quelante con diez atomos donantes, para ver la
relacién légica, o no, entre el nUmero de atomos donantes y la eficiencia de

union.

A. Acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA)

DOTA es un macrociclo de 12 miembros que presenta una coordinacion
octadentada con 2?°Ac*® através de 4 atomos de nitrégeno de naturaleza amina
terciaria y 4 “brazos colgantes” de acido carboxilico (SM Fig. 6). Este ligando se
emplea ampliamente para la quelacibn estable de otros radiometales
tripositivos®! como #Ga*3, 111n*3, 177y*3, 86 /90y *3 y 441475+ y @es un componente
critico en las construcciones de radiofarmacos aprobados por la FDA para el
diagndstico (8Ga-DOTATATE) y tratamiento (*’’Lu-DOTATATE) de tumores
neuroendocrinos positivos para el receptor de somatostatina. Establecida su
eficacia clinica y su capacidad para coordinar de manera estable radiometales
tripositivos quimicamente duros, es de esperar que DOTA se presente como una
plataforma de quelacion adecuada para el ion 22°Ac*3. Deal, Kim A., et
al examinaron la biodistribucion de 22°Ac*3 — DOTA en ratones, observando
una rapida eliminacion del complejo 2?°Ac*® — DOTA en sangre al tiempo que
sélo se observé una ligera acumulacién de actividad en el higado y el hueso
después de 5 dias (3,29% ID / Gy 2,87% ID / g, respectivamente).*® Estos
resultados mostraron que el complejo 22°Ac*® — DOTA es suficientemente
estable in vivo y, en principio, apto para ser utilizado en terapias tipo TAT. A
pesar de estos avances en el potencial uso de 2?°Ac*® — DOTA en terapias TAT,
las propiedades de quelaciéon de 22°Ac*3 por DOTA no son éptimas para su uso
en este tipo de terapia. Desde un punto de vista termodinamico, la estabilidad de
los complejos de iones metdlicos con DOTA esta inversamente relacionada con
el radio i6nico. De esta manera, radios metalicos grandes dan lugar a complejos
menos estables.®33 La preferencia termodindmica de DOTA por iones mas
pequefios coloca a 22°Ac*® en una posicion de desventaja notable, dado su
estatus como el ion trivalente mas grande del periodo. Ademas de las
consideraciones termodinamicas, la inercia cinética de los complejos 22°Ac*3

L es otro factor importante respecto de los agentes quelantes para TAT. Los

radiofarmacos utilizados en TAT se administran en dosis muy bajas y, por lo
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tanto, estan sujetos a condiciones de alta diluciobn en ensayos in vivo,
circunstancia que tiende a aumentar el valor de Koff . En este contexto, varios
estudios han puesto en duda la estabilidad cinética del complejo 2*°Ac*3 — DOTA,
ya que se reportaron la pérdida de 2°°Ac*3 tanto in vitro®* como in vivo®. Esta
razon, y otras disponibles en la literatura cientifica, indican que DOTA no es el
agente quelante ideal para el uso de 2?°Ac*® en TAT, lo que resulta en la

necesidad de desarrollar agentes quelantes mas eficientes para 22°Ac*S.

B. 4-amino-6 - [[16 - [(6-carboxipiridin-2-il) metil] -1,4,10,13-tetraoxa-
7,16-diazaciclooctadec-7-il] metil] piridin-2-carboxilico acido (MACROPA)

MACROPA (SM Fig. 7a) es un ligando basado en el macrociclo diaza-18-corona-
6, el cual contiene dos grupos picolinato unidos a los atomos de nitrdgeno
aminico del nacleo macrociclico. Thiele, Nikki A., et al. evaluaron y demostraron
la capacidad de MACROPA para complejar 22°Ac*2 %% Una de las caracteristicas
que ponen a MACROPA en la vanguardia de agentes quelantes para 22°Ac*? ,
es que forma complejos de mayor estabilidad con lantanidos de elevado radio
ibnico respecto a aquellos de radio i6nico pequeno.® La radiomarcacion de
MACROPA con ??°Ac*® (26 kBq) dio rendimientos radioquimicos significativos
después de 5 min de incubacion utilizando concentraciones de MACROPA en
el orden de 0,59 pM. Por otro lado, la administracién del complejo 22°Ac*® —
MACROPA en ratones, no evidencié acumulacion de actividad en higado o

hueso, lo cual seria un claro indicio de elevada K, €n el transcurso de 5 horas.

C. MACROPID

Macropid (SM Fig. 8), ligando basado en el macrociclo diaza-18-corona-6, es un
agente quelante que se presenta como alternativa al agente estandar de
quelacion DOTA para 2?°Ac*3. Macropid proporciona un total de 12 atomos
donantes, excediendo los 10 &tomos donantes proporcionados por MACROPA.
Este ligando, que lleva dos brazos colgantes de feniliminodiacetato, mostro

selectividad para iones de metales alcalinotérreos grandes sobre pequefios.?’.



Sin embargo, presenta rendimientos de marcacion bajos con 22°Ac*3. Estos
resultados sugieren que el simple aumento del numero de atomos donantes en

un ligando no siempre aumenta la afinidad por 22°Ac*3,
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Capitulo 2

Radiofarmacos y Quimica Computacional
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1. Radiofarmacos y Quimica Computacional

El desarrollo y disefio de radiofarmacos y moléculas transportadoras de radioisétopos
fue una ciencia en, sus comienzos, netamente experimental. Sin embargo, gracias al
advenimiento de las computadoras, fue incorporando herramientas teoricas y de calculo
lo cual tuvo como consecuencia un “upgrade” en lo que respecta al disefio y desarrollo

de radiofarmacos.

El aumento creciente de la potencia de calculo ha hecho posible el uso de algoritmos de
calculo mas complejos y potentes que de manera creciente permitieron lograr disefios
de moléculas y prediccién de propiedades fisicoquimicas y farmacolégicas cada vez

mas sofisticadas y precisas.

En los comienzos, esa potencia de célculo solo se podia encontrar en sistemas de
computacion tipo mainframe los cuales presentaban un costo solo accesible a los
grandes centros de investigacién 1+D mientras que su uso estaba casi totalmente
dirigido a fines militares. El avance de la tecnologia y la aparicion de lo que se denominé
“superminicomputadoras”, como la Digital VAX-112 en 1977, permitié extender el uso y
el acceso a un mayor nimero de cientificos y de proyectos de investigacion. Entre estos
centros pioneros en el uso de superminicomputadoras estuvo la Argentina a través del
Departamento de Computacién de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
U.B.A. y de la CNEA apenas iniciada la década de los 80’s. El advenimiento de las
superminicomputadoras permitié también su aplicacién en la industria farmacéutica, lo
cual se vio reflejado en la década de los 80 con los primeros disefios de farmacos

asistidos por computadoras®*!.

Actualmente, el disefio y desarrollo de radiofarmacos asistidos por computadora es una
realidad tanto en universidades como en la industria farmacéutica. Actualmente, el uso
de calculo computacional e inteligencia artificial (Al) en el desarrollo de radiofarmacos

permitié acortar alin mas los tiempos de investigacién y costos de manera dramatica*42,

Si bien la implementacion de calculo computacional y Al en el disefio y desarrollo de
radiofarmacos tuvo un impacto marcado en lo que respecta al radiofarmaco “per se”
(propiedades fisicoquimicas, farmacoldgicas, etc.) el impacto econémico comenz6 a ser
muy estudiado a comienzos de los 2000’s. Esto se puede apreciar en un reporte de la

PriceWaterhouseCoopers (PwC)* del 2005 que puso en relieve la necesidad de

3 Lanzada el 25 de octubre de 1977, por Digital Equipment Corporation. La primera VAX-11/780 fue
instalada en Carnegie Mellon University.
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encontrar nuevas estrategias que lleven a aumentar la eficiencia, en lo que respecta a

tiempo y recursos utilizados, en el disefio y desarrollo de farmacos.

Por otro lado, en 2006, durante la “Drug Discovery Technology Conference” en Boston,
el Dr. Steven Paul, director de ciencia y tecnologia de Eli Lilly & Co, declaré que el
modelo comercial actual es insostenible a menos que se logre una mejora significativa
en la eficiencia y eficacia de los departamentos I+D abocados al desarrollo de nuevos

farmacos.

Planteado este panorama, la consultora PwC puso de manifiesto la importancia de los
métodos computacionales a la hora de dar solucién a esta problematica comercial al
tiempo que puso de relieve que las diferentes alternativas que ofrece la Quimica
Computacional tienden a convertirse en herramientas de rutina en el proceso de disefio
y sintesis de farmacos. De esta manera se podria decir que la sintesis y disefio de
farmacos como rama propia de la ciencia se encuentra en un periodo de transicién
donde los roles de la ciencia primaria (laboratorio y estudios clinicos) y secundaria

(computacional) estan en proceso de reversion.

Siendo este el contexto actual del ambito 1+D abocado al desarrollo de farmacos, resulta
conveniente abordar el concepto de “Computational Chemistry in drug Discovery”
(Quimica Computacional y desarrollo de drogas) y los motivos que dieron origen a este

panorama actual.

En general, se reconoce que el proceso de desarrollo de farmacos son procesos que
consumen una gran cantidad de tiempo y recursos. Las diferentes estimaciones
respecto al tiempo y costo de llevar un nuevo farmaco al mercado varian segun
diferentes consultoras. Sin embargo, todos los reportes informan valores de tiempo que
oscilan entre 7 y 12 afios y una inversion cercana a USD $1.200 millones. Por otro lado,
5 de 40000 compuestos probados en animales llegan a ser probados en humanos y solo
1 de 5 compuestos que llegan a estudios clinicos son aprobados. Esto representa una
enorme inversion en términos de tiempo, dinero y recursos humanos. Por lo tanto, se
necesitan nuevas herramientas para facilitar, acelerar y agilizar el desarrollo de
farmacos, ahorrar tiempo, dinero y recursos y, segun la maxima en el ambito 1+D

farmacéutico, “fallar rapido, fallar temprano”.

Este panorama dio lugar a un esfuerzo intelectual, a escala mundial, de los diferentes
grupos I+D a fin de aplicar herramientas computacionales en el disefio, desarrollo y
optimizacion de farmacos. En este contexto, el disefio de farmacos asistido por
computadora, o métodos in silico, permite acelerar y facilitar la identificacion de

estructuras bioldgicas con potencial farmacolégico, asi como optimizar la absorcion,
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distribucién, metabolismo, excrecion y perfil de toxicidad, es decir, transformar
compuestos biolégicamente activos en farmacos adecuados mejorando sus
propiedades fisicoquimicas, farmacéuticas y farmacocinéticas. Sin embargo, es
importante destacar que tanto las técnicas computacionales como las experimentales
tienen un papel importante en el desarrollo de farmacos y representan enfoques

complementarios.

En cuanto al uso de métodos in silico en el desarrollo de farmacos, estos permiten:

(1) Uso de la potencia informética para agilizar el proceso de descubrimiento y
desarrollo de farmacos.

(2) Uso de informacién quimica y biol6gica sobre ligandos y / o receptores a fin de
identificar y optimizar nuevos farmacos.

(3) Disefiar filtros para eliminar compuestos con propiedades indeseables (mala
absorcion, distribucién, metabolismo, excrecién y toxicidad) y seleccionar los
candidatos mas prometedores.

De esta manera, la quimica computacional se puede utilizar tanto en la sintesis de
nuevos ligandos o agentes de quelacion, desarrollo de nuevos conocimientos respecto
a la quimica de coordinacién y el desarrollo de radiofarmacos al proporcionar una
comprension mas profunda de las propiedades fisicoquimicas de los diferentes
radiofarmacos. De esta manera, la combinacion de estudios experimentales con
herramientas computacionales permite ahondar en el conocimiento estructura-
reactividad de radiofarmacos al tiempo que facilita su disefio mediante prediccion de

propiedades deseables e indeseables del mismo.

En particular, las técnicas computacionales “ab initio” son actualmente cada vez mas
importantes para la interpretacion y orientacion del trabajo experimental. Los desarrollos
recientes en esta area incluyen el uso de “Teoria Funcional de la Densidad”, DFT* por
su significado en inglés Density Functional Theory, en el desarrollo de radiofarmacos.
Esta herramienta presenta la ventaja de cumplir con “requisitos” como ser precision,
facilidad de uso y lo suficientemente rapida como para permitir el estudio de moléculas

relativamente grandes. Por lo tanto, los métodos DFT se utilizan para:

- Investigar los enlaces metal-ligando

4 El lector podré encontrar en “Material Suplementario” una breve introduccién a DFT asi como
bibliografia introductoria y especializada del tema.
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- Dilucidar los mecanismos de reaccion

- Calculo de propiedades moleculares como potenciales redox, constantes de
acidez (valores de pKa), etc.

- Mapas de potencial electrostatico, espectros de absorcion vibracional y
electronica

- Tensores de ESR y cambios quimicos de RMN.

De forma particular, es interesante destacar como se puede utilizar DFT en el estudio,
prediccion y mejora de la interaccion entre radiois6topos y agentes quelantes.

Antes de que estos is6topos puedan utilizarse para una aplicacion biolégica en
particular, es necesario “aislar’ el radioisétopo "libre" de la solucién acuosa usando
agentes quelantes (ligandos) a fin de llevar a cabo una complicacion efectiva y evitar
procesos de hidrélisis. Los agentes quelantes, componente crucial en los
procedimientos radiofarmacéuticos, se utilizan para formar un complejo de coordinacion
estable a fin de unirse adecuadamente a un receptor in vivo. Los agentes quelantes que
se utilizan comunmente para producir radiofarmacos son agentes quelantes
bifuncionales (BFC). Como su nombre lo indica, los BFC son agentes que consisten en
un grupo funcional unido covalentemente a un vector de direccion (péptidos o
anticuerpos) y una unidad quelante, que se une al radiois6topo a fin de formar un

complejo estable con el mismo.

Hay muchos ejemplos de métodos DFT aplicados al estudio de la interaccion entre un

radioisotopo y un agente BFC. Entre ellos, podemos citar los siguientes:

- En 2019, Shi et al. reportaron, mediante célculos DFT, tanto las energias de
interaccién involucradas en la formacién del complejo *™Tc y dos isémeros del
agente BFCs HEBD-CC, asi como las cargas finales del ion metélico y los
atomos del agente involucrados en la unién M-L y las energias de los orbitales

moleculares HOMO-LUMO de los complejos propiamente dichos *

- En 2017, Adeowo et al. estudiaron, mediante calculos DFT, el proceso de
complejacion entre el agente BFCs DOTA vy diferentes radioisé6topos como ser
Cu?", Ga®*, Sc* y In®. Uno de los conceptos mas Utiles fruto de este estudio fue
la elucidacién del papel que juega la energia de solvatacion y el radio del
radioisotopo en el proceso de quelacion. Se establecid que las interacciones

DOTA-radiois6topo y radioisétopo-H,O se rigen por las cargas y los radios
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atomicos de los radioisotopos, llegando a ser los principales factores que

determinan la estabilidad del complejo resultante®®

- En 2017, Karolak et al. reportaron, mediante calculos DFT, la estabilidad,
energias de unién, transferencias de carga y densidades electronicas del agente
BFCs DOTA con ?%Ac, 22'Fr, 217At, 213Bi y %8Gd*®

- En 2006, Safi et al. reportaron, mediante célculos DFT, no sélo la estabilidad de
complejos de *™Tc y 88Re sino también la geometria y disposicién espacial de
los atomos de estos hibridos radiois6topo — BFCs*’

2. Radioisétopos, Agentes BFCs y Métodos DFT: Un caso de
Estudio

Hemos visto anteriormente que uno de los temas actuales de I&D en radiofarmacos para
225Ac es la busqueda de quelantes mas especificos para este radioisétopo y mas
efectivos que el DOTA. Si bien el agente BFCs DOTA figura como la plataforma de
quelacién mas utilizada actualmente, esto se ha debido basicamente a una cuestion
regulatoria ya que, para DOTA, hay una cantidad de estudios farmacocinéticos y
regulatorios aprobados lo cual llevo, en dltima instancia, a que se optara por este
quelante para los estudios iniciales con radiofarmacos de ?*Ac donde, principalmente,

se buscaba probar la efectividad de ?*°Ac en el tratamiento de diferentes tipos de cancer.

Sin embargo, ya probada la efectividad del radiois6topo, se ha abierto el campo para el
estudio de quelantes mas especificos y con propiedades mas adecuadas. Un aspecto
muy importante a tener en cuenta es que debido a las mayores dosis radiologicas
entregadas por los radiois6topos emisores de particulas a*®4° es critico minimizar al
maximo la presencia de ??°Ac libre. De aqui se desprende la importancia de la afinidad
hacia los quelantes. Sin embargo, también es critico asegurarse que el radiofarmaco
marcado con ?Ac sea internalizado. Por lo tanto, debemos asegurarnos que el agente

quelante no interfiera en el proceso de internalizacion del radiofarmaco o perjudique la
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interaccion con el receptor, sea por la presencia de cargas, variaciones de lipoficidad,

tamainio, etc.

En este respecto es importante recordar y considerar que la cadena de desintegracion
del ?2°Ac (Fig.2) produce otros cuatro radiois6topos que emiten particulas alfa: 22'Fr,
217At, 213Bj y 213Po (SM Fig. 2).

Teniendo en cuenta la creciente aplicacion de métodos computacionales en la sintesis
de radiofarmacos, asi como la aparicion de agentes BFCs emergentes para la quelacion
de #?°Ac, veremos de manera un poco mas rigurosa la informacién que pueden brindar
los métodos computacionales (DFT) en el estudio de la interaccion radioisétopo - agente
quelante. Para ello, tomaremos como punto de partida un articulo publicado el 6 de
Octubre de 2020 por la “Joint Research Centre - European Commission™ sobre el uso
de métodos ab initio DFT en el estudio de la interaccion entre el agente BFCs
MACROPA?®y dos radiois6topos de la serie actinida de diferentes radios idnicos a saber:
Ac*®y Cf*3, Larazon de elegir dos radioisétopos de diferente radio idnico se debe a las
observaciones realizadas en 2017 por Adeowo et al. quienes determinaron el papel que
juega la energia de solvatacion y el radio del radiois6topo en el proceso de quelacion.

> El Centro Comun de Investigacién, mas conocido por JRC (en inglés Joint Research Centre), es una
Direccion General de la Comisidn Europea, ubicada en Bruselas (Bélgica), la cual se encarga de
proporcionar asesoramiento cientifico y técnico a la Comisidon Europea y a los estados miembros de la
Unién Europea (UE) en apoyo a sus politicas de Ciencia y Técnica.

6 Kovécs, A. (2020). Theoretical Study of Actinide Complexes with Macropa. ACS omega, 5(41), 26431-
26440.
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a- DFT y BFCs

Los radioisétopos con potencial uso en TAT (acrénimo de la sigla en inglés “Targeting
Alpha Therapy”) se administran generalmente en forma quelada. Los agentes quelantes
de estos iones se conjugan con un vector de direccionamiento biolégico (anticuerpo,
péptido y algunos casos moléculas totalmente sintéticas como los inhibidores de PSMA),
que los transporta a la ubicacién del receptor biolégico bajo condiciones in vivo. Para

tales aplicaciones, los ligandos quelantes deben poseer dos propiedades importantes:

- (i) Deben formar complejos de forma rapida con el ibn metalico en condiciones
suaves de pH y temperatura

- (ii) Deben formar complejos altamente estables.

Este Gltimo requisito es de suma importancia para prevenir la redistribucion de estos

iones metalicos toxicos en el paciente o de hijas radiactivas como en el caso del ?°Ac.

El disefio de agentes quelantes adecuados para los elementos del bloque f se ha visto
obstaculizado por la naturaleza electrostéatica de sus interacciones. Su baja densidad de
carga da como resultado una baja estabilidad de estos complejos. Por esta razén, hasta
ahora, sélo se encuentran disponibles unos pocos agentes quelantes eficientes tanto

para lantanidos como para actinidos.

El agente quelante mas utilizado para los lantanidos es DOTA, en parte por cuestiones
regulatorias como se explicé antes, el cual forma complejos sumamente estables con
iones de bajo radio i6nico. Sin embargo, una de las principales desventajas de DOTA
es que la estabilidad de sus complejos decrece marcadamente con iones de radio iénico
elevado como ser ?®Ac*3. A su vez, DOTA también presentd problemas en el proceso
de quelacién con otros radioisétopos, por ej. %*Cu, el cual es tanto un emisor PET y beta
negativo, por cuestiones de rigidez del complejo quelante-radiois6topo®®®l. Estos
estudios arrojaron luz no solo sobre la dificultad de complejacién %*Cu - DOTA sino
también respecto a la importancia de considerar, y diferenciar, la estabilidad cinética in

vivo de la estabilidad termodinamica en soluciones acuosas.

Recientemente, el agente BFCs MACROPA, ha mostrado formar complejos estables y
en poco tiempo con 22°Ac*3, el ion mas grande la tabla periédica, asi como con iones

lantanidos de radio iénico elevado, con iones alcalinos térreos e iones del bloque p.

Consecuentemente, esta inversion en lo que respecta a la selectividad de complejacion

por parte de MACROPA respecto a DOTA, lo convierte en un agente BFCs sumamente
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interesante para aplicaciones médicas como ser terapias TAT con iones de elevado

radio ionico.

b - Estrategia de Estudio

La estabilidad de los complejos metalicos en solucién est4 determinada por dos factores
a saber :

- (i) La energia de union del ligando a los iones metélicos

- (i) Las energias de hidratacion de los complejos y los iones metalicos libres.

En lo que respecta a la energia de union del ligando - ion metélico, esta se determina
realizando célculos DFT en fase gaseosa a fin de determinar, entre otras cosas:

- Propiedades Conformacionales de MACROPA
- Propiedades Energéticas de cada estructura conformacional unida al
radioisétopo

- Propiedades de enlace del hibrido BFCs - Radiois6topo

Por otro lado, respecto a las energias de hidratacion de los complejos y los iones
metdlicos libres en solucion, estas se llevan a cabo a partir de las estructuras

optimizadas obtenidas en la simulacion fase gaseosa.

(i) - Energia de unidn del ligando a los iones metalicos (Fase Gaseosa)

El complejo MACROPA - 22°Ac*3 | 252Cf*3 (SM Fig. 7b) permite observar la unién del ion

metalico con los diez a&tomos donores inherentes a la estructura de MACROPA.

El agente BFCs MACROPA, segun la configuracion absoluta de sus grupos picolinicos

y de sus seis anillos aromaticos durante el proceso de quelacion, presenta ocho posibles
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conférmeros espaciales. En el presente estudio solo se utilizaran dos conférmeros a
saber: A (BAd) (OAD) y A (AOA) (ADA).

A partir de célculos DFT se pudieron obtener diferentes tipos de informacién en

lo que respecta a la unibn MACROPA - 22°Ac*3 | %52Cf*3, Entre ellos podemos citar:

- Energias Libre de Gibbs: Las Energias Libre de Gibbs para los
complejos MACROPA - 25Ac*® | 2Cf*? (Fig.2) observandose la siguiente

tendencia:;
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Fig.2. Energias libres de Gibbs de los ocho conférmeros MACROPA - 25A¢*3 | 252Cf*3 en fase gaseosa y

solucién acuosa. En el gje x, las notaciones A, B y s se refieren a conjuntos de bases de SCPP y LCPP y

solucién acuosa, respectivamente. Los conférmeros A (yyy) (yyy) se abrevian con los términos yyy

Los radios iénicos de los dos elementos f disminuyen en el orden Ac*® +> Cf+3>
(el experimento i6nico de 6 coordenadas radios de 1,12 y 0,95 A). Los célculos
DFT en fase gaseosa predijeron la preferencia del conférmeros A (3A3) - (OAd)
por el ion 2»Ac*? y la preferencia del A (AOA) (ADA) por el ion 252Cf*3,
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De esta manera podemos observar como a partir de calculos DFT es posible
determinar qué tipo de disposicion espacial de una agente BFDs es mas
apropiado para la complejacion de un determinado ion en una determinada fase

de la materia (Fase Gaseosa en el presente caso).

- Distancias de enlace MACROPA - ?°Ac*® | 22Cf*3;  En la Fig.3 podemos
observar las distancias MACROPA - 22°Ac*3 | 252Cf*3 obtenidas a partir de calculos
DFT.

30
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Fig.3. Distancias de enlace obtenidas mediante calculos DFT para los conférmeros (A3) - (BAS) / (ADA)

(ABA) en unidn con 225Ac*3 [ 252Cf*3

- A partir del gréfico anterior podemos observar que el enlace més fuerte se da
entre el oxigeno del grupo carboxilico aniénico (O1). Por otro lado, el segundo
enlace mas corto, y por tanto mas fuerte, se da entre el ion metélico y el N; del
grupo piridinico. De esta manera, se puede inferir que el proceso de
formacién de los complejos MACROPA - 2%5Ac*® | %52Cf*3 presentan como

puntos criticos la formacion de estos dos enlaces a saber: M- O1y M - Na.
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Resulta interesante remarcar, a partir de la observacion del grafico de la Fig. 3,
como las distancias ?%°Ac*®* - O y #?°Ac*® - N son similares para ambos
conférmeros de MACROPA (fenémeno que no ocurre con 2°2Cf*3). En base a
esto se puede inferir que el ion ?2°Ac*® puede “encajar” de igual manera en la
cavidad de ambos conférmeros. Sin embargo, la anteriormente mencionada
preferencia energética por el conférmero A (6Ad) - (6Ad) puede obedecer a

pequenas restricciones estéricas ausentes en este conférmero.

Parametros Fisicoquimicos y Mecano Cuanticos a partir de calculos DFT:
A partir de calculos DFT se puede obtener una serie de datos adicionales
referidos a los complejos MACROPA - 225Ac*? [ 252Cf*3 como ser:

Carga Atdmica Natural: Las cargas atdbmicas naturales de los iones metalicos
estan entre +1,7 y +2,0. El enlace i6énico mas fuerte aparece en MACROPA —

225Ac** debido a las diferencias de Cargas Atémicas Naturales.

Ocupaciéon de Orbitales Atdbmicos LUAO: Se evidencia una transferencia de
carga (CT) considerable (1.0-1.3e) para ?2°Ac*3 / 252Cf*3, La cantidad transferida
de electrones esta representada por la poblacibn de orbitales atémicos
desocupados mas bajos (LUAO) de 2%5Ac*3 / 252Cf*3, Estos orbitales de valencia
s, d y f, al estar vacios en el ion, sirven como orbitales aceptores en la
transferencia de carga MACROPA — 22°Ac*3 | 252Cf*3,

Ocupacion de los diferentes niveles de valencia del ion metalico: Las poblaciones
de orbitales atdbmicos naturales (NAO) dan informacion sobre la distribucion de
la carga transferida desde MACROPA hacia los orbitales de valencia (s, d, f) de
2257c*3 | 252Cf*3, De acuerdo con los datos reportados en la Tabla, los principales
orbitales aceptores de CT son los orbitales de valencia d de 22°Ac*3 / 22Cf*3, con
poblaciones alrededor de 0.5e en ?Ac*® y alrededor de 0.9e en 2°2Cf*3, Las
poblaciones de electrones en los orbitales atémicos de valencia s y f estan entre

el 20 y el 30% de las de los orbitales de valencia d.

Energias asociadas a la transferencia de carga Metal al Ligando y viceversa: La
ganancia de energia debida al fenémeno de CT se puede evaluar a partir de la
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energia de perturbacion de segundo orden del analisis NBO. De ellos se infiere
gue la energia asociada a CT por parte de MACROPA - 25Ac* es la mas débil,
siendo la energia CT aproximadamente la mitad de la asociada a MACROPA -
252Cf+3.

(ii)- Energias de hidrataciéon de MACROPA - 225Ac*3 [ 52Cf*3 y 2257¢*3 | 252Cf*3

Uno de los principales problemas de los radiofarmacos y su potencial uso en terapias
TAT esta relacionado con la estabilidad del hibrido BFCs - RADIOISOTOPO en solucion

acuosa.

La estabilidad relativa de los complejos M(L)* puede ser evaluada a partir de las

energias libres de Gibbs de la siguiente reaccién de intercambio:

M (L)Y + M** = M (L) + M **

donde Ma y Mp hacen referencia a ?2°Ac*® y 252Cf*3 tanto en estado quelado como en
estado libre respectivamente. A partir de los estudios realizados por Regueiro-Figueroa
et al.>? para la serie lantanida, se pudo determinar que la posicion del equilibrio en la
reaccion de intercambio esta determina por la energia de hidratacién del ion libre, de
manera tal que mientras mayor sea la energia de hidratacion del ion libre, mayor sera

su tendencia a permanecer en estado quelado.

En lo que respecta a la serie de los actinidos, el calculo de las energias de hidratacién
se llevé a cabo utilizando el modelo idnico de Bratsch and Lagowski. A partir de estos
valores se pudieron determinar las Energias Libres de Gibbs para la reaccién de

intercambio #?°Ac*® / 2Cf*3 (ver Figura 2.).

A partir de la Figura 2 podemos observar como el complejo MACROPA - 225Ac*3presenta
pequefas variaciones en lo que respecta al valor de AG° tanto en fase gaseosa como
en fase liquida. En lo que respecta a la estabilidad inherente a los conférmeros de
MACROPA, se observa una estabilidad de 13 kJ/mol del conférmero A (SAD) (OAD)
respecto a A (AOA) (AOA) mientras que para el complejo MACROPA - #2Cf*3 |a

diferencia entre ambos conférmeros es considerable.

En base a estos resultados podemos observar como la informacion obtenida mediante

métodos ab initio en lo que respecta a la estabilidad del complejo MACROPA - 2%5Ac*?
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estan en concordancia con las observaciones experimentales las cuales evidencia una
falta total de liberacion de ?°Ac*3asi como una integridad del 98% del complejo en

presencia de La*® durante un periodo de ocho dias.

24



Conclusioén

El uso de 2%°Ac en TAT es una apuesta prometedora en lo que respecta al desarrollo de
nuevos agentes radiofarmacéuticos. Como se menciond, un desafio clave en la
implementacion de 2?°Ac surge del escaso entendimiento respecto a su quimica de
coordinacion, lo cual dificulta el desarrollo de agentes quelantes bifuncionales
apropiados. Uno de los principales aspectos, a tener en cuenta en este sentido, es el
radio i6nico de ??°Ac. Los ligandos mas promisorios hasta la fecha, como ser DOTA y
MACROPA, poseen una estructura ciclica tal que permite acomodar en un arreglo
energéticamente estable al ion ?Ac. Por lo tanto, el desarrollo de radiofarmacos

basados en 225Ac implica un estudio mas pormenorizado de estas clases de ligandos.

En este sentido, si bien las técnicas computacionales ya han proporcionado importantes
beneficios, aun se muestran como la gran promesa para el progreso en el
descubrimiento y desarrollo de farmacos. Existe un esfuerzo cada vez mayor respecto
al uso de métodos computacionales con el fin de agilizar el descubrimiento, el disefio,

el desarrollo y la optimizacion de farmacos.

De esta manera, el uso de métodos mecano-cuanticos, como ser DFT, permiten acceder
a informacion electrénica y termodinamica, no disponible mediante métodos
cristalograficos, que permite optimizar el disefio y desarrollo de radiofarmacos. En este
sentido, se estima que los métodos computacionales y, por lo tanto, el disefio de
farmacos asistidos por computadora, se establecerdn como herramientas de rutina en

cualquier laboratorio de desarrollo de farmacos.

" La constante de disociacién de equilibrio (Kd) es un pardmetro que describe la concentracién de un
farmaco necesario para ocupar el 50% de sus receptores en equilibrio. Sin embargo, Kq4 es el resultado de
dos parametros cinéticos, la constante de velocidad de asociacidn (kon) y la constante de velocidad de
disociacién (koff) de un ligando y, por lo tanto, se define como una relacién de estas constantes de
velocidad (Kg = koff / kon) . Se recomienda el lector remitirse al articulo “Binding kinetics of ligands acting

at GPCRs. Molecular and Cellular Endocrinology 485 (2019) 9-19
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MATERIAL SUPLEMENTARIO (SM)

bifunctional chelating agent tumor-targeting vehicle

sl
\\ N\

radionuclide

B~ particle energy: 50-2300 keV
range: 0.05-12 mm
LET: 0.2 keV/pm

particleenergy: 5-9 MeV @
range: 40—-100 pm
LET: 80 keV/pm

SM Fig. 1. Terapia con radionucleidos emisores Ol y B Los valores LET y el recorrido (um)

hacen de las particulas O los mejores candidatos para su uso en TRT.
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En consecuencia, 22'Fr y sus productos de desintegracion son liberados al interior del cuerpo.

O

N
< —
HO’/<\ Q}OH
N N
W ad G
OO0

CHX-A"-DTPA

SM Fig. 5.Ligando amino-carboxilado octadentado
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SM Fig. 6. Ligando macrociclico octadentado

oD
e,

o) O
Nl

macropa

SM Fig 7a SM Fig 7b

SM Fig.7. Ligando macrociclico decadentado
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DFT - Density Functional Theory ( Teoria del Funcional de la Densidad)
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